DE ROBERTIS

BIOLOGIA
CELULARY
MOLECULAR

bookstagdhic s.0r ¢

DDDDDD












DE ROBERTIS

BIOLOGIA
CELULAR Y
MOLECULAR







DE ROBERTIS
BIOLOGIA

CELULAR Y
MOLECULAR

DECIMOSEXTA EDICION

® . . \
Primera reimpresion |
’\

'

Edward M. De Robertis

Profesor Norman Sprague de Quimica Bioldgica
Universidad de California, Los Angeles, EUA

Investigador del Howard Hughes Medical Institute, EUA
Miembro de |la Academia Pontificia de Ciencias, Vaticano
Miembro de la Academia Nacional de Ciencias, EUA

Doctor Honoris Causa, Universidad de Paris, Francia

José Hib
Profesor de Biologia Celular, Histologia y Embriologia

Universidad Abierta Interamericana, Buenos Aires, Argentina

Profesor de Biologia Celular y Embrialogia, Centro
Latinoamericano de Economia Humana, Punta del Este, Uruguay

Exprofesor de Biologia Celular, Histologia, Embriologia v Genética
Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina

ooksmedicos.org

PROMED



De Robertis, Edward M.
De Robertis - Biologia Celular y Molecular / Edward M, De Robertis
y José Hib. - 16a ed. - Buenas Aires : Hipocratico, 2012.
476 p. ; 24x17 cm.

ISBN 978-987-24255-9-3

1. Biologfa Molecular. 2. Biologia Celular. I. Hib, José
CDD 611.018 1

Biologia Celular y Molecular ha sido traducido al inglés,
portugueés, itallano, ruso, polaco, hiingaro, japonés y chino

Primera edicion publicada en 1946
Decimoquinta edicion publicada en 2005
Decimosexta edicion publicada en 2012
-Reimpresa en 2016

Disefio: Estudio Clareo / Alejandro F. Demartini
info@clareo.net

Imagen de cubierta; Estructura celular de Sebastian Kaulitzki

Editorial Promed
@© Hipocratico 5.A.
Todos los derechos reservados

Junin 925 - (1113)
Buenos Aires, Argentina.
(00 54 11) 4962-7814

info@editorialpromed.com.ar
www.hipocratico-sa.cam.ar

Hecho el deposito que marca la ley 11.723
Impreso en Argentina

Este libro se termind de imprimir en los talleres de Latingrafica S.R.L. en junio de 2016

Estocopiar llbros sin autorizacion, estd penado por la ley 11.723 de Propledad Intelectual.
£l autor tiene derecho a percibir una retribucion econdmica por su creatividad y esfuerzo.
Conserve y atesore |os libros que fueron su mentor y contribuyeron a su formacidn profesional.
Quien comercializa fotocoplas prohibidas, utiliza ilicitamente en su provecho el ralento ajeno.
Sea solidaria/o con el auter y contribuya con su apoyo a no ser camplice de un grave delito.




Prefacio

El profesor Eduardo D. P. De Robertis (1913-1988) ocupa un lugar
destacado en la historia de la investigacidn cientifica y de la ensefianza
de la biologfa celular. Su aporie més notable como investigador fue la
identificacion y el aislamiento de las vesiculas sindpticas, lo cual abrié
el camino para comprender los mecanismos bésicos de la neurotransmi-
si6n. La dedicacion a las tareas cientificas no le impidio atender su voca-
cién docente, plasmada principalmente en la creacién de un texto que
innové la forma de ensefiar la biologia celular en el mundo entero. Asi,
en 1946, junto con el bioguimico Wiktor Nowinski y el genetista
Francisco A. Saez, escribid un libro sobre la morfologia y las funciones
de la célula —estas dltimas muy poco conocidas en aguel tiempo—, que
fue de avanzada en comparacién con los textos exclusivamente morfo-
logicos que existian hasta ese momento. Se llamé Citologia General, fue
traducido a ocho idiomas y puede afirmarse que es el precursor de la
forma moderna de la ensenanza de la materia. Las siguientes son algu-
nas opiniones del autor, escogidas del prefacio de la primera edicién:
“En su aspecto morfolégico la Citologia moderna ha ido mds alli de la
simple descripcidn de las estructuras visibles al microscopio y, median-
te la aplicacion de nuevos métodos, ha comenzado el andlisis de la orga-
nizaci6n submicroscdpica, o sea de la arquitectura de las moléculas y
micelas que componen la materia viviente. En su aspecto funcional, ha
superado la etapa puramente descriptiva de los cambios fisioldgicos para
buscar su razon de seren los procesos fisico-quimicos y metabdlicos del
protoplasma”. Como se ve, desde el principio sustentd el concepto de que
las formas y las funciones de las estructuras subcelulares son dos facetas
de un mismo fenémeno y que ambas se integran a nivel molecular.

El incesante progreso en el conocimiento de los mecanismos celula-
res obligd a modificar el titulo del libro en méds de una oportunidad. A
partir de 1965 pasé a denominarse Biologia Celular. En la edicion de
1980 —ya con el profesor De Robertis (h.) como coautor— adquirié el
nombre de Biologia Celular y Molecular. Después de la desaparicion
fisica de su creador, en la edicién de 1996 decidimos que el nombre del
profesor De Robertis quedara integrado al titulo del libro, y en la edicién
actual estimamos que seria mas justo que lo precediera.
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Nos hemos inclinado por no describir aqui en detalle los cambios
que trae esta edicién, tanto en las secciones revisadas y actualizadas
como en la calidad editorial. El lector podr4 apreciarlos con sélo hojear
sus paginas. Simplemente queremos advertir que por razones didéacticas
el capitulo “Métodos de estudio en biologia celular” ha sido trasladado
al final del libro, y que el citosol, los peroxisomas y la muerte celular se
describen en capitulos independientes. Ademads, las subestructuras de la
célula vegetal —con excepcitn de los cloroplastos, que se analizan en un
capitulo separado— se describen con sus similares de la célula animal en
las dltimas paginas de los respectivos capitulos.

La preparacién de un libro de esta envergadura requiere la colabora-
cién de muchas personas, a quienes les manifestamos nuestra gratitud.
Una mencion especial merece la licenciada Ana Demartini, que tuvo a su
cargo la correccién de los textos. Otra va dirigida al disefiador grafico
Alejandro F. Demartini, a cuya pericia y creatividad se deben la elabora-
cién de la mayor parte de las ilustraciones, el perfeccionamiento de otras
y la composicién y el armado de las paginas. También debemos mencio-
nar a los directivos de la Editorial Promed por el interés y el apoyo brin-
dados en publicar con sus mejores recursos esta nueva edicién.

Nuestro mayor anhelo es que De Robertis — Biologia Celular y Mole-
cular auxilie la labor de los docentes y acompaifie a los estudiantes que acu-
dan a su lectura,

LOS AUTORES
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LLa célula

INTRODUCCION

1-1. Las celulas son las unidades con que se construyen
los organismos vivos

El estudio del universo biolégico nos muestra gue la evolucién produjo
una inmensa diversidad de formas vivientes. Existen alrededor de cuatro mi-
llones de especies de animales, vegetales, protozoos y bacterias, cuyos com-
portamientos, morfologias y funciones difieren entre sf. Sin embargo, a nivel
molecular y celular estas entidades vivientes presentan un tinico plan maes-
tro de organizacién. El campo de la biologia celular y molecular es, precisa-
mente, el estudio de ese plan de organizacién unificado; en otras palabras, es
el andlisis de las moléculas y de los componentes celulares con los que se
construyen todas las formas de vida.

La célula es la unidad estructural y funcional fundamental de los seres vi-
vos, asi como el 4tomo es la unidad fundamental de las estructuras quimicas.
Si por algiin medio se destruye la organizaci6n celular, la funcidn de la célu-
la también se altera.

Los estudios bioquimicos demostraron que la materia viviente estd com-
puesta por los mismos elementos que constituyen el mundo inorgénico, aun-
que con diferencias en su organizacién. En el mundo inanimado existe una
tendencia continua hacia el equilibrio termodindmico, en el curso de la cual
se producen transformaciones contingentes entre la energia y la materia. En
cambio, en los organismos vivos existe un manifiesto ordenamiento en las
transformaciones quimicas, de modo que las estructuras y las funciones bio-
I6gicas no se alteran.

En el capitulo 23 se describen ordenadamente los métodos de estudio que
proporcionaron los conocimientos esenciales sobre la estructura intima de
las células y permitieron descubrir la organizacion subcelular hasta un nivel
molecular.

El presente capitulo tiene como objetivos principales ofrecer una intro-
duccién para el estudio de la estructura y las funciones de la célula y presen-
tar la nomenclatura de los componentes celulares. Después de mencionar los
niveles de organizacién concernientes a la biologia, se describird la organiza-
cién estructural de los procariotas y los eucariotas —los dos tipos principa-
les de organismos vivientes— y se sefalardn sus semejanzas y diferencias.
También introducird al lector en los procesos generales de las divisiones mi-
totica y meidtica de las células.
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2 =B BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Mediante la atenta lectura de este capitulo se obtendrd una perspectiva
global de la célula, que servird de base para el aprendizaje del material pre-
sentado en el resto del libro.

NIVELES DE ORGANIZACION

1-2. Niveles de organizacion en biologia celular y poder resolutivo
de los instrumentos utilizados

Los modernos estudios de la materia viviente demuestran que las manifes-
taciones vitales del organismo resultan de una serie de niveles de organiza-
cién integrados. El concepto de niveles de organizacién implica que en el
universo entero, tanto en el mundo inerte como en el viviente, hay diversos
niveles de complejidad, de manera que las leyes o reglas que se cumplen en
un nivel pueden no manifestarse en otros.

La tabla 1-1 muestra los limites que separan el estudio de los sistemas bio-
l6gicos en diferentes niveles. Los limites estdn impuestos artificialmente por
el poder de resolucién de los instrumentos utilizados. El ojo humano sélo
puede resolver {discriminar) dos puntos separados por mds de 0,1 mm (100
pum). La mayorfa de las células son mucho més pequefias y para estudiarlas

1 mm

Ondas de radio

r

Limite del gjo humano 100 pm

Y

Qe e e b e

. G6lUlaS

Infrarrojo 10 pm
. Bacterias
1 pm
Visible

Fig, 1-1. Escala logaritmica de las
dimensiones microscépicas. Cada Limite del microscopio dplicn i 100 nm
division principal representa un ta-
mafio 10 veces menor que la prece-
dente. A la izguierda se indican la Ultravioleta Virua
posicidn de las diferentes longitudes
de onda del espectro electromagné- 10 nm =
tico y los limites de resolucidn del J——Protainas
ojo humano, del microscopio Gptico
y del microscopio electrénico. 4 la Rayos vy X 1nm Aminodcidos

derecha nparecen los tamafios de las e

células, las bacterias, los virns, las Limite del microscopio electrdnico =i E 0.1 nm’} Atomos
moléculas y los fitomos. '
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Tabla 1-1. Ramas de la morfologia

| mm equivale a 1.000 pm; | wm, & 1.000 nm.

Dimensicn Rama Estritctura Méitodo

= 0,1 mm Anatomia Organos Ojo y lente simple

H00-10 am Histologia Tejidos Varios tipos de microscopios dpticos

10-02 pm Citologia Células Varios tipos de microscopios dpticos

Bacterias

200-0,4 nm Morfologia submicroscdpica Componenies celulares Microscopia electronica
Ultraestructura Virus

< | nm Estructura molecular y atémica Posicién de los dtomos Difraccidn de rayos X

se necesila el poder de resolucidn del microscopio dptico (0,2 pum). La mayor
parte de las subestructuras celulares son mas pequenas aiin y requieren la re-
solucién del microscopio electrénico (cap. 23-11). Con este instrumento se
puede obtener informacién de subestructuras que miden entre 0,4 y 200 nm,
lo cual amplia el campo de observacién hasta el mundo de las macromoléeu-
las. Los resultados logrados mediante la aplicacién de la microscopia electrd-
nica han transformado el campo de la citologia en un grado tal que gran par-
te de este libro estd dedicado al estudio de los conocimientos obtenidos con
esta técnica. Por otra parte, los estudios de la configuracidn molecular de las
proteinas, los dcidos nucleicos y otros complejos moleculares de gran tama-
fioc —incluidos algunos virus— se realizan mediante el andlisis de las mues-
tras por difraccién de rayos X.

En la figura 1-1 se indican, en escala logaritmica, los tamafios de las cé-
lulas eucariotas, las bacterias, los virus y las moléculas, y se los compara con
las longitudes de onda de las radiaciones y con los [imites de resolucién del
ojo humano, del microscopio 6ptico y del microscopio electrénico. Puede ad-
vertirse que el microscopio 6ptico permite un aumento de 500 veces con res-
pecto a la resolucidn del ojo, y el microscopio electrénico un aumento 500
veces mayor que el microscopio Gptico.

En la tabla 1-2 se presentan las relaciones generales entre las dimensiones
lineales y los pesos que se manejan en el anélisis quimico de la materia vi-
viente. Es esencial familiarizarse con estas relaciones para el estudio de la
binlogia molecular de la célula. El peso de los componentes celulares se ex-
presa en picogramos (1 pg = 1 uug, es decir, 107" g) y el de las moléculas
en dalton. Un dalton (Da) es equivalente al peso de un dtomo de hidrégeno,
pero a menudo se utiliza el miltiplo kiledalton (1 kDa = 1.000 Da). Por
ejemplo, una molécula de agua pesa 18 Da y una de hemoglobina 64,5 kDa.

Tabla 1-2. Relaciones entre las dimensiones lineales y los pesos

Dimension {ineal Peso Terminologia
| cm lg Bioguimica convencional
| mm 1l mg, 107 g Microquimica
100 pum | g, 10rt g Histoquimica

I . . Ultramicroquimica
1 pm | pg, 1012 ¢ Citoguimica
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CELULAS
1-3. Existen células procariotas y células eucariotas

Al comienzo del capitulo dijimos que la vida se manifiesta en millones de
especies diferentes que poseen comportamientos, formas y funciones propias.
Las especies se ordenan en grupos de organismos cada vez mds amplios
— géneros, familias, 6rdenes— hasta Ilegar al nivel de los reinos cldsicos: ve-
getal y animal. Una de las clasificaciones méds usadas propone la divisién en
cinco reinos: moneras, protistas, hongos, vegetales y animales, con sus corres-
pondientes subdivisiones (tabla 1-3).

Este cuadro puede simplificarse si se examinan las distintas formas vivien-
tes a nivel celular. Asi, es posible clasificar a las células en dos categorias re-
conocibles: procariotas y eucariotas. En la tabla 1-3 se aprecia que tnica-
mente las moneras (es decir, las bacterias y las algas azules) son células pro-
cariotas, mientras que todos los demds reinos estdn integrados por organismos
compuestos por células eucariotas.

La principal diferencia entre ambos tipos celulares es que los procariotas no
poseen envoltura nuclear. El cromosoma de los procariotas ocupa un espacio
dentro de la célula denominado nucleoide y se halla en contacto directo con el
resto del protoplasma. En cambio, las células eucariotas poseen un nicleo ver-
dadero con una complicada envoltura nuclear, a través de la cual tienen lugar
los intercambios nucleocitoplasmdticos. En la tabla 1-4 se establece la compa-
racién entre la organizacién estructural de los procariotas y de los eucariotas,
lo cual ilustra las diferencias y las semejanzas entre los dos tipos celulares.

Desde el punto de vista evolutivo, se considera que los procariotas son an-
tecesores de los eucariotas. Los fdsiles que datan de tres mil millones de afios
se manifiestan nicamente como procariotas, en tanto que los eucariotas apa-
recieron probablemente hace mil millones de afios. A pesar de las diferencias
entre los procariotas y los eucariotas, existen grandes semejanzas en su orga-
nizacidn molecular y en sus funciones. Por ejemplo, ambos tipos de organis-
mos utilizan un mismo cédigo genético y una maquinaria similar para sinte-
tizar proteinas.

1-4. Existen organismos autotrofos

Tabla 1-3. Clasificacién de las células y los organismos y organismos heterdtrofos
Célulay Reino Organismos representativos El sol constituye la fuente original
de energia para los organismos vivos.
P i Batitots La energia incluida en los fotones es
Algas azules f
) ) atrapada por el pigmento llamado cloro-
Eicatiokis Xt Protazoca fila —que se encuentra en los cloroplas-
Crisofitas
tos de los vegetales verdes— y se acu-
Hongos Maohos S
mula en forma de energia quimica en
Hongos verdaderos ) dif . .
Vegitiles Algas verdes os diferentes lallmentus consumidos
Algas rojas por otros Organismos.
Algas pardas Las células y los organismos plurice-
Briofitas lulares pueden agruparse en dos clases
Traqueofitas principales segiin el mecanismo que utili-
Animales Metazoos

zan para extraer energia para su propio
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metabolismo. Los que pertenecen a la primera clase —de-
nominados autétrofos (por ejemplo, los vegetales ver-
des)— utilizan el proceso de forfosintesis para transformar
€O, y H,0 en hidratos de carbono simples, a partir de los
cuales pueden producir moléculas més complejas. Los per-
tenecientes a la segunda clase —llamados heterdtrofos
{por ejemplo, los animales)— obtienen la energia de los hi-
dratos de carbono, las grasas y las protefnas sintetizados
por los organismos autétrofos. La energia contenida en es-
tas moléculas orgdnicas se libera mediante la combustion
del O, atmosférico (es decir, por oxidacién), por un proce-
s0 que se denomina respiracién aerdébica. La liberacion
por los organismos heterdirofos del H,O y CO, generados
por este proceso completa el ciclo energético (fig. 1-2).

L.

LACELULA ® 5

Estos ciclos energéticos se han mantenido relacionados entre si a lo largo de
la evolucién. Entre los procariotas existen algunas especies autétrofas y otras
heterétrofas. Los vegetales (con excepciones) son autotrofos, mientras que los

animales y los hongos son heterdtrofos.

Fig. 1-2. Esquema del ciclo
de la energia entre las células
autétrofas (fotosintéticas) y
heterdirofas.

1-5. Organizacion general de las celulas procariotas

Bacterias. Si bien este libro estd dedicado a las células eucariotas de los
organismos mds complejos, gran parte del conocimiento sobre la biologia ce-
lular proviene de estudios efectuados en virus y bacterias. Una célula bacte-
riana como la de Escherichia coli presenta la ventaja de su fécil cultivo a
37 °C en soluciones acuosas de iones inorgdnicos, glucosa, aminodcidos y nu-

cledtidos, donde duplica su masa y se
divide en aproximadamente 20 minutos.
Debe sefialarse que la Escherichia coli
pertenece a la clase de bacterias que no
se colorean con el método de tincidn de-
sarrollado por el microbidloge H. C.
Gram, de ahi que se las conoce como
bacterias gramnegativas,

Tanto la micrografia como el esque-
ma de la figura |1-3 muestran que la
membrana plasmatica de esas bacterias
estd rodeada por una pared celolar, la
cual sirve de proteccion mecdnica, es ri-
gida y consta de dos capas: una interior
de peptidoglicano y otra conocida como
membrana externa. Obsérvese que am-
bas estan separadas por el espacio peri-
plasmético. El peptidoglicano es una
macromolécula continua compuesta por
carbohidratos inusuales unidos por pép-
tidos cortos. En cambio, la membrana
externa es una bicapa de lipoproteinas y
lipopolisacdridos similar en estructura a

Tabla 1-4. Organizacion celular en procariotas y eucariotas
Procariotas Eucariotas
Envoltura nuclear Ausente Presente
ADN Desnudo Combinado
con proteinas
Cromosomas Unicos Miiltiples
Nucléolos Ausentes Presentes
Divisitn Fisién binaria Mitosis 0 meiosis
Ribosomas T05* (505 + 30S)  BOS (60S + 408)
Endomembranas Ausentes Presentes
Mitocondrias Ausentes Presentes
Cloroplastos Ausentes Presentes en
células vegetales
Pared celular No celuldsica Celulésica en
células vegetales
Exacitosis y endocitosis Ausentes Presentes
Citoesqueleto Ausente Presente
# 8 es la unidad Svedberg de sedimentacion, que depende de la densidad
y la forma de la molécula,
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6 ™ BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Fig. 1-3. A. Micrografia elec-
trinica de una Escherichia
coli que muestra, por fuera de
la membrana plasmidtica, el
espacio periplasmitico y la
membrana externa de la pared
celular, El nucleoide aparece
como ung region irregular de
poca densidad electronica, El
resto del protoplasma estd
oeupado por ribosomas. (Cor-
tesia de B. Menge. M. Wurtz
y E. Kellenberger.) B. Esque-
ma de |a pared celular de una
bacteria gramnegativa. Obsér-
vese el peptidoglicano y la
membrana externa, cuya bica-
pa lipidica estd atravesada por
porinas. En el lado inferior de
la figura se ve una parle de la
membrana plasmatica.

it | e B g 5
Espacio penplasmatico

Membrana externa

Pentidoglicanc
Be06E0ES phices

-
-

Membrana plasmatica

la membrana plasmatica. Uno de los complejos proteicos presentes en la
membrana externa lleva el nombre de porina debido a que forma un canal
transmembranoso que permite la libre difusion de los solutos.

La membrana plasmitica es una estructura lipoproteica que sirve de ba-
rrera para los elementos presenies en el medio circundante. Esta membrana,
al controlar la entrada y salida de los solutos, contribuye al establecimiento
de un medio perfectamente regulado en el protoplasma de la bacteria. Es
oportuno sefialar ahora que en los procarioias los complejos proteicos de la
cadena respiratoria (cap. 8-11) y los fotosistemas utilizados en la fotosintesis
(cap. 9-8) se localizan en la membrana plasmdtica.

En el protoplasma se encuentran particulas de 25 nm de didmetro, deno-
minadas ribosomas, compuestas por dcido ribonucleico (ARN) y protefnas;
poseen una subunidad grande y olra pequeiia. Los ribosomas se hallan agru-
pados en polirribosomas v en ellos tiene lugar la sintesis proteica. Ademas, el
protoplasma contiene aguoa, iones, otros tipos de ARN, proteinas estructura-
les y enzimiticas, diversas moléculas pequefias, efcétera.

El cromosoma bacteriano es una molécula circular dnica de ADN desnu-
do, plegado apretadamente dentro del nucleoide, el cual. visto con el micros-
copio electrénico, se observa como la regién més clara dil protoplasma (fig.
1-3). Bs importante advertir que el ADN de la Escherichia coli, que posee
una longitud aproximada de 10® nm (1 mm), contiene informacién genética
para codificar entre 2.000 y 3.000 protefnas distintas.

El cromosoma de los procariotas se halla unido a la membrana plasmati-
ca, Se cree que esta fijacién contribuye a la separacion de los dos cromoso-
mas hijos después de la replicacién del ADN. Tal separacidn se produciria al
crecer la membrana plasmdtica interpuesta entre ambos cromosomas.
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Ademds del cromosoma, algunas bacterias contienen un AD
— también circular— denominado plismido. El pldsmido puede confenr
célula bacteriana resistencia a uno o a varios antibioticos. Mediante el uso de
técnicas de ingenieria genética (cap. 23-35) es posible aislar los pldsmidos,
insertarles fragmentos especificos de ADN (genes) y luego trasplantarlos a
otras bacterias.

La mayorfa de las células procariotas son pequeiias (miden entre 1 y 10 um),
pero algunas pueden alcanzar un didmetro de hasta 60 pum. Entre los organis-
mos vivos que poseen la masa més pequeiia, los que mejor se adaptan para
su estudio son las pequenas bacterias llamadas micoplasmas, las cuales pro-
ducen enfermedades infecciosas en diferentes animales y en el hombre y pue-
den ser cultivadas in vitre como cualquier otra bacteria. Estos agentes tienen
un didgmetro de 0,1 a 0,25 um, como el de algunos virus grandes. Su impor-
tancia bioldgica radica en que poseen una masa mil veces menor que el tama-
iio promedio de una bacteria y un millén de veces menor que el de una célu-
la eucariota.

Virus. Los virus no son considerados células verdaderas. Aunque partici-
pan de algunas propiedades celulares —como la autorreproduccién, la heren-
cia y la mutacién génica— , dependen de células huéspedes (procariotas o eu-
cariotas) para ponerlas de manifiesto. Fuera de la célula huésped los virus son
metabélicamente inertes y hasta pueden cristalizarse; se activan (es decir, se
reproducen) cuando ingresan en una célula.

Los virus fueron reconocidos por su propiedad de atravesar los poros de
un filtro de porcelana (de ahi su denominacién original de virus filtrables) y
por los cambios patoldgicos que producen en las células. El tamafio de los vi-
rus varia entre 30 y 300 nm y su estructura muestra diferentes grados de com-
plejidad. Muchos presentan simetria icosaédrica (fig. 1-4): ésta deriva del
modo como se combinan entre si ciertas unidades proteicas llamadas capso-
meros, que forman la envoltura del virus, o cépside.

De acuerdo con el tipo de dcido nucleico que poseen, existen dos tipos de
virus: 1) los refrovirus, que contienen ARN (por ejemplo, el virus del sida), y
2) los virus bacterianos o bacteridfagos, que contienen ADN.

Los virus replican sus genes para reproducirse. También los transcriben
(en ARN mensajeros), pero dependen de la maquinaria biosintética de la cé-
lula huésped (es decir, ribosomas, ARN de transferencia,
enzimas. aminodcidos, etc.) para sintetizar sus proteinas
(por gjemplo, los capsémeros).

Los virus son producidos por un proceso de agregacion
macromolecular, lo cual significa que sus componentes
son sintetizados separadamente en diferentes lugares de la
célula huésped y luego reunidos de manera coordinada en
otra parte de ella.

Los virus que usan a células bacterianas como huéspe-
des se llaman bacteriGfagos. El ADN se localiza en la ca-
beza del bacteridfago y es inyectado en la bacteria por
medio de una cola gue se adhiere a la pared de la célula
huésped y actia como una jeringa. Los procesos ulterio-
res en la bacteria son muy rapidos y comienzan con la hi-
drolisis enzimdtica de su ADN. Los nucledtidos resultan-
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Fig. 1-4. Micrografia electré-
nica de virus coloreados nega-
tivamente, El dibujo del re-
cuadro muestra la estructura
icosaédrica del virus y las
pentonas {en negre) y hexo-
nas de los capsdmeros.
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Fig. 1-5. Escherichia coli in-
fectada por un bacteriofago
(compdrese con la figura 1-3
de control). Se observan algu-
nos residuos del bactericfago
adheridos a la pared celular
(flechas), después del ingreso
del ADN. El nucleoide no se
ve y la célula aparece repleta
de virus. (Cortesia de B.
Menge, M. Wurtz y E. Ke-
llenberger.)

A

tes son utilizados para sintetizar el ADN de los nuevos bacteriéfagos. A par-
tir de este ADN se sintetizan los ARN mensajeros y las proteinas estructu-
rales de los virus. Finalmente, se relinen todos estos componentes y se ar-
man los bacteriéfagos maduros dentro de la bacteria infectada. Como se ve
en la figura 1-5. después de haber sido infectada por un bacteriéfago, la Es-
cherichia coli aparece repleta de virus y pronta a romperse para dejar a los
nuevos bacteridfagos en libertad.

Cuando se trata de virus que infectan a células eucariotas, el proceso es
mds complejo. Asf, el ADN o el ARN del virus se replica en el niicleo de la
célula huésped y las proteinas virales se sintetizan en los ribosomas citoplas-
maticos. Luego, los nuevos componentes virales se combinan entre si en el
interior de la célula.

Para concluir el estudio de los virus, comparémoslos con las células ver-
daderas. Estas poseen: 1) un programa genético especifico que permite la for-
macién de nuevas células similares a las predecesoras; 2) una membrana
plasmatica que regula los intercambios entre el interior y el exterior de la cé-
lula; 3) una estructura que atrapa la energia de los alimentos, y 4) una maqui-
naria que sintetiza proteinas.

Como vimos, los virus poseen sélo la primera de estas facultades y care-
cen de las demds. Por este motivo no son considerados como células verda-
deras, a pesar de contener los patrones genéticos para codificar sus proteinas
y reproducirse.

1-6. Organizacion general de las células eucariotas

Una vez estudiada la organizacién de las células procariotas es convenien-
te volver a observar la tabla 1-4, en la que estdn resumidas las principales di-
ferencias con las células eucariotas. Si se compara la organizacién de la Es-
cherichia coli (fig. 1-3) con la de una célula animal (fig. 1-6) o la de una cé-
lula vegetal (fig. 1-7), llama la atencidn la complejidad de estas qltimas.

En la célula eucariota en interfase, el nicleo constituye un comparti-
miento separado, limitado por la envoltura nuclear. Otro compartimiento es-
td representado por el citoplasma, el cual se halla rodeado por la membra-
na plasmaética, que a menudo muestra diferenciaciones. Cada uno de estos
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tres componentes principales contiene a su vez varios subcomponentes o
subcompartimientos.

Se puede utilizar la tabla 1-5 como una guia que resume esta compleja or-
ganizacion, ya que en ella se enumeran las funciones més importantes de ca-
da componente.

1-7. Existe una gran diversidad morfologica entre las células eucariotas

Las células de un organismo multicelular tienen formas y estructuras va-
riables y se diferencian de acuerdo con sus funciones especificas en los dis-
tintos tejidos. Esta especializacién funcional hace que las células adquieran
caracteristicas singulares, aun cuando en todas ellas persiste un modelo de or-
ganizacion comin (fig. 1-8).

Algunos tipos celulares, como los leucocitos, cambian de forma constan-
temente. Otros, como las células nerviosas y la mayoria de las células vege-
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Fig. 1-6. Esquema de la uliragstruc-
tura de una célula animal idealizada,
con sus principales componentes.
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Fig. 1-7. Esquema genera| de la
ultraestructura de una célula vege-
tal idealizada, con sus principa-
les componentes.
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tales, poseen una conformacién bastante estable. La forma de una célula de-
pende de sus adaptaciones funcionales, del citoesqueleto presente en su cito-
plasma, de la accién mecdnica ejercida por las células adyacentes y de la ri-
gidez de ]a membrana plasmatica.

El tamario de las células oscila dentro de amplios limites. Si bien algunas cé-
lulas pueden observarse a simple vista, la mayoria es visible inicamente con el
microscopio, puesto que tienen unos pocos micrdmetros de didmetro (fig. 1-1).

El volumen de la célula es bastante constante en los distintos tipos celula-
res y es independiente del tamafio del organismo. Por ejemplo, las células del
rifién o del higado tienen casi el mismo tamafio en el elefante y en la rata. Asi,
la masa de un Grgano depende del nimero, no del volumen de las células,

1-8. La membrana plasmatica separa el contenido de la célula
del medio externo

La estructura que separa el contenido de la célula del medio externo es la
membrana plasmética. Se trata de una delgada pelicula de 6 a 10 nm de es-
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pesor, compuesta por una bicapa lipidica continua y proteinas intercaladas o
adheridas a su superficie.

La membrana plasmética silo puede verse con el microscopio electréni-
co, gque revela sus numerosas diferenciaciones y los distintos tipos de estruc-
turas que unen a las células entre s o que las conectan con ciertos componen-
tes de la matriz extracelular (fig. 1-6).

La membrana plasmatica controla de manera selectiva el pasaje de solu-
tos. Ademds, promueve el ingreso y la salida de macromoléculas mediante
procesos [lamados endocitosis y exocitosis, respectivamente (tabla 1-5). En
las células animales la membrana plasmadtica suele poseer abundantes hidra-
tos de carbono (fig. 3-14), mientras que en las células vegetales su superficie
esta cubierta por una segunda envoltura de grosor relativamente estable, de-
nominada pared celular (fig. 1-7).

1-9. La célula se halla dividida en numerosos compartimientos

El microscopio electrénico revela que la célula se halla dividida en nume-
rosos compartimientos rodeados por membranas propias, excepto el citosol,
que esta envuelto por la membrana plasmatica. Debe agregarse que ese asom-
broso contenido de membranas no impide que entre los distintos comparti-
mientos exista una amplia interconexién funcional.

En las proximas secciones se analizardn las caracteristicas principales del
citosol (1-10) y de los compartimientos que poseen membranas propias, que
son los que integran el sistema de endomembranas (1-11), las mitocondrias (1-12),
los plastidos (1-12), los peroxisomas (1-13) y el niicleo (1-14 y 1-15).

Tabla 1-5. Organizacidn general de la célula eucariota

Frincipales componenies

Subcomponentes

Funeion principal

Membrana celular

Niiclen

Citosol

Citoesqueleto

Estructuras microtubulares

Organoides
del sistema
de endomembranas

Otros organoides

Pared celular
Cubierta celular
Membrana plasmiitica

Cromosomas
Nucléolo

Enzimas solubles
Ribosomias

Filamentos intermedios
Microtibulos y centrosoma
Filamentos de actina

Cuerpos basales y cilios
Centriolos

Reticulo endoplasmitico
Complejo de Golgi
Endosomas y lisosomas

Mitocondrias
Cloroplastos
Peroxisomas

Proteccion

Interacciones celulares

Permeabilidad, exocitosis
y endocitosis

Informacidn genética
Sintesis de ribosomas

Glucolisis
Sintesis proteica
Forma

y movilidad
de la célula

Movilidad ciliar

Sintesis y procesamiento
de lipidos y glicidos

Digestidn

Sintesis de ATP

Fotosintesis
Destoxificacion
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Fig. 1-8. Algunos de los tipos
celulares que se encueniran
en los tejidos animales, Ob-
sérvense las diferencias de
formas y tamanos.

Célula nerviosa del cerebslo

""\r

)

1-10. El citosol es el medio interno de la eé¢lula

Debido a que ocupa los espacios interpuestos entre los demds comparti-
mientos, el citosol (o matriz citoplasmética) ha sido definido como el medio
interno de la célula. En €l se localizan muchos componentes citoplasmaticos
esenciales —como los ribosomas, los proteasomas, etc— ¥ un sinnimero de
enzimas y otras clases de moléculas que participan en diversas reacciones
metabdlicas.

Ademis, distribuidos por todo el citosol se observan tres tipos de filamen-
tos —los de actina, los intermedios y los microtiibulos—, los cuales componen
una especie de citoesqueleto que determina la forma de cada variedad celular,
Con la ayuda de distintas clases de proteinas accesorias, esos mismos fila-
mentos participan también en otras importantes funciones celulares.

Los filamentos de actina miden 8 nm de didmetro (fig. 1-9). Entre sus
funciones mds salientes se halla la de conferir motilidad a las células.

Los filamentos intermedios, de 10 nm de didmetro, estdn formados por
proteinas fibrosas y tienen principalmente un papel mecénico.

Los microtiibulos son estructuras tubulares rigidas de unos 25 nm de
diametro (fig. 1-9). Nacen de una estructura llamada centrosoma, en la
que se hallan los centriolos. Junto con los filamentos de actina tienen a su
cargo el desplazamiento de los organoides por el citoplasma. Ademds, los
microtibulos componen las fibras del huso mitético durante la division
celular.

Los centriolos son estructuras cilindricas que miden aproximadamente
0,2 um por 0.4 pm y sus paredes estdn formadas por microtibulos. En ge-
neral son dobles y sus dos unidades estdn dispuestas perpendicularmente, Si
bien se encuentran en los centrosomas, no intervienen en la formacién de los
microtibulos (las células vegetales carecen de centriolos y los microtibulos
igualmente se forman). Durante la mitosis los centriolos migran hacia los

p{llﬂs dB i.a Célu_lﬂ..
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1 mucosa

F i
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Fig. 1-9. Micrografia electrnica
de una célula cultivada. Se obser-
van dos haces de filamentos de ac-
tina (Ac), un gran ndmero de mi-
crotibulos (MY) y vesiculas llenas
de material (Ve). (Cortesia de K. R.
Porter.)

1-11. El sistema de endomembranas abarca el complejo de Golgi,
el reticulo endoplasmatico, los endosomas y los lisosomas

La figura 1-6 ilustra la continuidad y las interconexiones funcionales de
los distintos componentes del sistema de endomembranas en el citoplasma.

El reticulo endoplasmético constituye la parte mds extensa del sistema
de endomembranas (figs. 1-6 y 1-10). Estd compuesto por sacos aplanados
y tibulos. La superficie externa del reticulo endoplasmdtico rugoso se ha-
lla cubierta por ribosomas, los cuales sintetizan las proteinas destinadas al
sistema de endomembranas y a la membrana plasmatica. El reticulo endo-
plasmitico liso se continta con el rugoso e interviene en la sintesis de di-
versas moléculas. Del reticulo endoplasmdtico deriva la envoltura no-
clear, compuesta por dos membranas concéntricas. Estas se unen entre si a
nivel de los poros nucleares, que son orificios que permiten el paso de mo-
léculas entre el niicleo y el citosol. La membrana nuclear interna se halla en
contacto con los cromosomas, mientras que la externa suele estar cubierta
por ribosomas.

El complejo de Golgi estd formado por pilas de sacos aplanados, tibulos
y vesiculas (figs. 1-6 y 1-10). En él se procesan moléculas provenientes del
reticulo endoplasmético, las cuales son luego incorporadas a endosomas 0
son liberadas (secretadas) fuera de la célula por exocitosis.

Los endosomas son organoides destinados a recibir enzimas hidroliticas
provenientes del complejo de Golgi, asi como el material ingresado en la cé-
lula por endocitosis,

Los lisosomas son organoides polimorfos derivados de los endosomas
(figs. 1-6 y 1-11). Al igual que éstos, contienen las enzimas hidroliticas res-
ponsables de la digestién de las sustancias incorporadas a la célula por endo-
citosis. También degradan a las proteinas de la membrana plasmadtica que ya
no se usan y a los organoides obsoletos (autofagia).
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1-12. Las mitocondrias y los plastidos son organoides fundamentales
para el funcionamiento celular

Las mitocondrias se encuentran pricticamente en todas las células euca-
riotas, Son estructuras cilindricas de alrededor de 3 um de largo por 0.5 pm
de didmetro que poseen dos membranas. La membrana mitocondrial externa
estd separada de la membrana interna por el espacio intermembranoso. La
membrana interna rodea a la matriz mitocondrial y se halla plegada. Los plie-
gues dan lugar a las llamadas crestas mitocondriales, que invaden la matriz
(figs. 1-6 y 1-11). La membrana interna y la matriz mitocondrial contienen
numerosas enzimas que intervienen en la extraccién de la energia de los ali-
mentos y en su transferencia al ATP.

Las células vegetales poseen organoides denominados plastidos, los cua-
les estdn ausentes en las células animales. Algunos, como los leucoplastos,
son incoloros y participan en el almacenamiento del almidén. Otros contie-
nen pigmentos y se denominan cromoplastos; entre los mds importantes se
encuentran los cloroplastos, con un pigmento verde llamado clorofila (fig.
1-7). El cloroplasto posee dos membranas, una estroma y un compartimien-
to singular formado por sacos aplanados denominados tilacoides. En los clo-
roplastos tiene lugar la fotosintesis, que es el proceso mediante el cual las
plantas captan la energia de la luz y, con el aporte de H,O y CO,, sintetizan
diversos compuestos orgdnicos que aprovechan como alimento y que sirven
para alimentar a los organismos heterdtrofos.

Tanto las mitocondrias como los cloroplastos contienen cromosomas circu-
lares pequefios, cuyos genes forman ARNt, ribosomas y unos pocos ARNm ne-
cesarios para elaborar algunas proteinas pertenecientes a los propios organoides.

1-13. Los peroxisomas tienen funciones destoxificantes

Los peroxisomas estin rodeados por una sola membrana. Contienen en-
zimas vinculadas con la degradacién del peréxido de hidrégeno (H,0,) y una
de sus funciones es proteger a la célula.

1-14, La presencia del nucleo caracteriza a la célula eucariota

Salvo excepciones, todas las células eucariotas poseen niicleo. En gene-
ral, la forma del nicleo y la de la célula se hallan relacionadas. Por ejemplo,
en las células esféricas, ciibicas y poliédricas el nicleo suele ser esférico,
mientras que en las cilindricas y fusiformes suele ser elipsoidal.

En las distintas células sométicas los niicleos tienen tamafios especificos,
que dependen de las protefnas contenidas en ellos. Dichos tamafios varian le-
vemente con la actividad nuclear. En general, existe una proporcién Gptima
entre el volumen del micleo y el volumen del citoplasma; esta proporcidn se
conoce como relacién nucleocitoplasmidtica.

Casi todas las células son mononucleadas, pero existen algunas binuclea-
das (por ejemplo, las células hepdticas y las cartilaginosas) y otras polinu-
cleadas. En los plasmodios y los sincicios —que constituyen grandes masas
citoplasméticas no divididas en territorios celulares independientes— los ni-
cleos pueden ser extraordinariamente numerosos. Tal es el caso de la célula
muscular estriada y del sinciciotrofoblasto placentario, que pueden contener
varios centenares de nicleos.
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Fig. 1-10. Micrografia electrénica de una célula plasmdtica. Cerca del micleo (V) se observa el complejo de Golgi (G), cons-
lituide por pequeiias cisternas aplanadas v vesfeulas. Algunas vesiculas se encuentran llenas de material (flechas). Alrededor
del complejo de Golgi existe un abundante reticulo endoplasmitico rugoso (RER) con cisternas llenas de material amorfo (fe-
chas). Ri, nbosomas; M, mitocondrias; EN, envoltura nuclear. 48 000x; recuadro, 100.000x. (De E. D. De Rabertis y A. Pelle-
gnno de Iraldi.)
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El crecimiento y el desarrollo de los organismos vivos dependen del cre-
cimiento y la multiplicacién de sus células. En los organismos unicelulares,
la division celular implica su reproduccién; por este proceso, a partir de una
célula se originan dos células hijas independientes. Por el contrario, los orga-
nismos multicelulares derivan de una sola célula —el cigoto—, y la repetida
multiplicacién de ésta y de sus descendientes determina el desarrollo y el cre-
cimiento corporal del individuo.

La célula crece y duplica todas sus moléculas y estructuras antes de que
se produzca su divisidn. Este proceso se repite nuevamente en las dos célu-
las hijas, de modo que el volumen total de las células descendientes es cua-
tro veces mayor que el de la célula original, y asi sucesivamente.

Las células pasan por dos periodos en el curso de sus vidas: uno de inter-
fase (no divisién) y otro de divisién (en el cual se producen dos células hi-
jas). Este ciclo se repite en cada generacion celular, pero el tiempo varia con-
siderablemente de un tipo celular a otro. La funcién esencial del nicleo es
proporcionar a la célula la informacién genética almacenada en el ADN.

Las moléculas de ADN se duplican durante un periodo especial de la in-
terfase denominado fase S (por sintesis de ADN), en preparacién para la di-
visién celular (fig. 18-2).

Durante la interfase la informacién contenida en los genes es transcripta
en diferentes clases de moléculas de ARN (mensajero, ribosémico y de trans-
ferencia), las cuales, después de pasar al citoplasma, traducen esa informa-
cién y sintetizan proteinas especificas.

En el niicleo interfisico humano se reconocen las siguientes estructuras
(fig. 1-6): 1) la enveoltura nuclear o carioteca, compuesta por dos membra-
nas perforadas por orificios llamados poros nucleares; 2) la matriz nuclear
o nucleoplasma, que ocupa gran parte del espacio nuclear; 3) el nucléolo,
que es mds grande en las células con sintesis proteica muy activa, por lo ge-
neral esférico; puede ser tinico o miiltiple y en él se sintetizan los ARN ribo-
somicos, los cuales se asocian con numerosas proteinas para formar los ribo-
somas; 4) 46 cromosomas o fibras de cromatina; éstas se componen de
ADN vy de proteinas bdsicas llamadas histonas.

El ADN vy las histonas forman estructuras granulares de unos 10 nm de
didmetro —conocidas como nucleosomas—, que alternan con tramos de
ADN libres de histonas. La cromatina asi dispuesta es la mds delgada (fig.
12-10) y es capaz de enrollarse sobre s{ misma en distintos grados. En la in-
terfase pueden verse regiones de encromatina, donde las fibras se encuen-
tran menos enrolladas, y regiones de heterocromatina, que representan las
partes mis condensadas de la cromatina. Durante la divisién celular las fibras
de cromatina se enrollan al mdximo, de modo que se las puede observar con
el microscopio 6ptico bajo la forma de cromosomas (del griego chrdma, co-
lor, y séma, cuerpo) (fig. 12-14).

1-15. Los nucleos de las células somaticas contienen dos juegos
de cromosomas homologos

Los organismos pluricelulares que se reproducen sexualmente se desarro-
llan a partir de una sola célula —el cigoto o célula huevo—, que resulta de
la unién de un ovocito con un espermatozoide durante la fecundacion.
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Fig. 1-11. Region periférica de una célula hepitica en la que, entre ofros componentes, se observan lisosomas (L), el niicleo
(), un canaliculo biliar {CE), mitocondrias (M), el reticulo endoplasmatico (RE) e inclusiones de glucégeno (Gl 31.000s.
{Cortesia de K. R, Porter.)
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Las células somaticas descendientes del cigoto contienen dos juegos idén-
ticos de cromosomas. En otras palabras, los cromosomas se presentan de a
pares. Un cromosoma de cada par es aportado por el ovocito y el otro por el
espermatozoide.

Los dos miembros de cada par de cromosomas se denominan homélogos,
y para indicar el niimero de cromosomas de una especie se hace referencia a
los pares de cromosomas o a los pares de homologos. Por ejemplo, el ser hu-
mano posee 23 pares de cromaosomas, 46 en total. Los homdlogos de cada par
son pricticamente idénticos, pero los distintos pares de homélogos son dife-
rentes entre si.

Para hacer referencia a la presencia de los dos juegos de cromosomas ho-
mdélogos se utiliza la expresion diploide (2n). En las células sométicas am-
bos juegos de cromosomas se conservan durante las sucesivas divisiones ce-
lulares a lo largo del desarrollo embrionario, el crecimiento corporal y el
mantenimiento de los tejidos en la vida posnatal.

1-16. La mitosis mantiene la continuidad y el namero diploide
de los cromosomas

La estabilidad del nimero cromosémico es mantenida por medio de una
clase especial de division celular, denominada mitosis. En ella se generan nii-
cleos hijos con el mismo niimero de cromosomas; por consiguiente, en cuan-
to a su constitucidn cromosomica las células hijas son idénticas entre si y a
sus antecesoras,

L.a mitosis comprende una serie consecutiva de fases, conocidas como
profase, prometafase, metafase, anafase y telofase.

En la mitosis el niicleo experimenta una serie de cambios complejos. En-
| tre los mds llamativos se encuentran la desaparicion de la envoltura nuclear
y una mayor condensacién de las fibras de cromatina, las cuales se convier-
ten en cromosomas detectables,

Vimos que en el niicleo interfdsico los cromosomas no pueden ser indivi-
dualizados porque en esa etapa del ciclo celular las fibras de cromatina se ha-
llan més desenrolladas.

En la figura 1-12 se representan dos de los 46 pares de cromosomas ho-
mdlogos presentes normalmente en las células somdticas humanas. Como se
vio, los cromosomas se duplican durante la fase S de la interfase. En la pro-
fase temprana cada cromosoma — compuesto por dos fibras de cromatina—
aparece como un filamento muy delgado. Al final de la profase se convierte
en un baston corto y compacto, dado que se enrollan sus dos fibras de croma-
tina, que pasan a llamarse eromadtidas. Pasada la metafase, en el transcurso
de la anafase ambas cromdtidas se separan y cada cromatida hija —es decir,
cada cromosoma hijo— se dirige a uno de los polos de la célula. Finalmente,
en la telofase se forman sendos nicleos a partir de los dos conjuntos de cro-
mosomas separados.

La divisién celular concluye con la particién del citoplasma, conocida co-
mo citocinesis.

De esta manera, las mitosis mantienen el nimero diploide de cromoso-
mas (2n) en el nicleo de las eélulas somdticas a lo largo de toda la vida del
individuo.
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1-17. La meiosis reduce los cromosomas a un namero haploide

Si los gametos (6vulo y espermatozoide) fueran diploides, el cigoto resul-
taria con el doble del nimero diploide de cromosomas. Para evitarlo, las cé-
lulas sexuales predecesoras de los gametos experimentan un tipo especial de
divisién celular denominado meiosis, en el que ¢l nimero diploide se reduce
a un juego finico o haploide (In) en cada gameto formado. El cigoto resulta-
rd asi nuevamente diploide.

MITOSIS MEIOSIS

(s
¢.

Profase
(zarta)

Metafasa

Anafase

Telofase

. LACELULA m 19
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Fig. 1-12. Esquemas comparativos de la mitosis y la meiosis de una célula diploide (2n) con cuatro cromosomas. Los cromo-
somas procedentes de cada progenitor estdn representados en azul y en rojo, respectivamente. En Ja mitosis, [a divisidn es ecua-
cional, mientras que en la meiosis es reduccional. Las dos divisiones de la meiosis dan lugar a cuatro células haploides (In)
que tienen sélo dos cromosomas, Ademis, durante la meiosis existe un intercambio de segmentos entre los cromosomas.
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La divisién mei6tica se cumple en los animales (cap. 19-1) y los vegetales
(cap. 19-20) que se reproducen sexualmente y tiene lugar en el curso de la ga-
metogénesis (fig. 1-12). La meiosis reduce el niimero de cromosomas median-
te dos divisiones nucleares sucesivas —la primera y la segunda division mei6-
tica— , dado que son acompafiadas por una sola duplicacién cromosémica.

En esencia, el proceso es el siguiente. En la profase de la primera divi-

‘ sidn los cromosomas homdlogos se aparean. Puesto que cada cromosoma se
‘ compone de dos cromdtidas, forman un bivalente compuesto por cuatro cro-
mitidas (por ello se lo llama también tétrada). Ademds, partes de las cromd-
tidas apareadas suelen intercambiarse de un homélogo a otro. Este fenéme-
no recibe el nombre de recombinacién genética (en inglés, crossing-over).

En la metafase de la misma division, los bivalentes (o tétradas) se dispo-
nen en el plano ecuatorial de la célula.

En la anafase cada cromosoma homélogo —con sus dos crométidas— se
dirige hacia uno de los polos opuestos.

Después de un corto perfodo de interfase, ya en la anafase de la segunda
divisién meidtica, las dos crométidas de cada homélogo se separan, de modo
que cada cromédtida queda localizada en uno de los cuatro gametos resultan-
tes. Como consecuencia, en los gametos el nicleo contiene un nimero sim-

ple (o haploide) de cromosomas (fig. 1-12).
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Componentes quimicos
de la célula

INTRODUCCION

2-1. Los componentes quimicos de la célula se clasifican
£n inorganicos y organicos

La estructura de la célula es la consecuencia de una combinacion de mo-
léculas organizadas en un orden muy preciso. Aun cuando queda mucho por
aprender, se conocen los principios generales de la organizacién molecular de
todas las estructuras celulares, como los cromosomas, las membranas, los ri-
bosomas, las mitocondrias, los cloroplastos, etc. La biologia de la célula es
inseparable de la de las moléculas; de la misma manera que las células son
los hloques con que se edifican los tejidos y los organismos, las moléculas
son los blogues con que se construyen las células.

Al principio, el estudio de la composicién quimica de la célula se hizo
mediante el andlisis bioquimico de érganos y tejidos enteros, como el higa-
do. el cerebro, la piel o el meristema vegetal. Estos estudios sélo poseen un
valor citoldgico relativo porque el material analizado estd compuesto gene-
ralmente por una mezcla de diferentes tipos celulares y contiene material
extracelular. En los dltimos afios el desarrollo de nuevos métodos de estudio
de los componentes quimicos de la célula (capitulo 23) permitié aislar los
elementos subcelulares y recoger informaciones sumamente precisas sobre
las estructuras moleculares de los mismos.

Los componentes quimicos de la célula se clasifican en inorgédnicos (agua
y minerales) y orgdnicos (dcidos nucleicos, hidratos de carbono, lipidos y
proteinas).

Del total de los componentes de la célula un 75 a 85% corresponde a
agua, entre el 2 y el 3% son sales inorganicas y el resto son compuesios or-
gdnicos, los cuales representan las moléculas de la vida. La mayor parte de
las estructuras celulares contienen lipidos y moléculas muy grandes —deno-
minadas macromoléculas o polimeros—, integradas por unidades o mond-
meros que se enlazan entre si por medio de uniones covalentes.

En los organismos existen tres importantes polimeros: 1) los dcidos nu-
cleicos, conformados por la asociacién de cuatro unidades quimicas diferen-
tes denominadas nucledtidos; la secuencia lineal de los cuatro tipos de nu-
cledtidos en la molécula de ADN es la fuente primaria de la informacién ge-
nética; 2) los polisacaridos, que pueden ser polimeros de glucosa —con la
cual se forma glucdgeno, almidén o celulosa— o comprender la repeticidn
de ~**~< monosacaridos, con los que se forman polisacdridos més comple-
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Fig. 2-1. Esquema que mues-
tra I distribucion asiméirica
de Ias cargas en la molécula
de agua,

jos. y 3) las proteinas (polipéptidos), que estin constituidas por aminodci-
dos —existen 20 tipos — combinados en diferentes proporciones; las distin-
tas cantidades y ordenamientos posibles de estos 20 mondmeros dan lugar a
un extracrdinario niimero de combinaciones, lo que determina no sélo la es-
pecificidad sino también la actividad bioldgica de las moléculas proteicas.

Ademds de destacar las caracteristicas y propiedades de los componentes
quimnicos de la célula, en este capitulo abordaremos el estudio de las enzimas
—un tipo especifico de proteinas— como instrumentos moleculares capaces
de producir transformaciones en muchos de esos componentes.

También veremos como las macromoléculas pueden agregarse y organi-
zarse en estructuras supramoleculares mis complejas hasta resultar visibles
con el microscopio electrénico. Es probable que tales agregaciones molecu-
lares hayan actuado durante el periodo de evolucion quimica y biolégica que
dio origen a la primera célula, Por tal motivo, al final del capitulo haremos
algunas consideraciones especulativas acerca del posible origen de las célu-
las procariotas y eucariotas, es decir, de la aparicion de la vida en nuestro pla-
neta. Los conceptos vertidos en este capitulo sélo sirven como una introduc-
cién elemental para el conocimiento de la biologia molecular y celular. El es-
tudio mas amplio de sus temas compete a los textos de bioquimica.

AGUA Y MINERALES
2-2. El agua es ¢l componente mas abundante de los tejidos

Agua. Con unas pocas excepciones — por ejemplo, el hueso y el diente—
el agua es el componente que se encuentra en mayor cantidad en los tejidos.
El contenido de agua del organismo estd relacionado con la edad y con la ac-
tividad metabélica; es mayor en el embrién (90-95%) y disminuye con los
afios. El agua actiia como solvente natural de los iones y como medio de dis-
persién coloidal de la mayor parte de las macromoléculas. Mds atin, es indis-
pensable para la actividad metabélica, ya que los procesos fisiolégicos se
producen exclusivamente en medios acuosos.

En la célula el agua se encuentra en dos fracciones, una libre y otra liga-
da. El agua libre representa el 95% del agua total y es la parte usada princi-
palmente como solvente para los solutos y como medio dispersante del siste-
ma coloidal. El agua ligada representa sélo el 5% y es la que estd unida la-
xamente a otras moléculas por uniones no covalentes (seccién 2-10); asi,
comprende el agua inmovilizada en el seno de las macromoléculas.

Como resultado de la distribucion asimétrica de sus cargas, una molécula
de agua se comporta como un dipolo, segiin se ilustra en la figura 2-1. A cau-
sa de esta propiedad, por sus grupos positivos y negativos el agua puede li-
garse electrostiticamente tanto con aniones y cationes como con moléculas
portadoras de ambos tipos de carga (por ejemplo, proteinas). Otra propiedad
de la molécula de agua es su ionizacidn en un anién hidroxilo (OH") y un pro-
t6n o ion hidrégeno (H*). A 25 °C de temperatura se disocian 10”7 M de H*
por litro de agua, concentracién que corresponde al pH 7 neutro.

El agua interviene en la eliminacién de sustancias de la célula. Ademds
absorbe calor (gracias a su elevado coeficiente calérico), lo cual evita que se
generen cambios drdsticos de temperatura en la célula.

Sales. La concentracién de iones es distinta en el interior de la c€lula y en
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el medio que la rodea, Asf, la célula tiene una alta concentracidn de cationes
K* y Mg**, mientras que el Na* y el Cl- estéin localizados principalmente en
el liquido extracelular. Los aniones dominantes en las células son el fosfato
(HPO,*) y el bicarbonato (HCO,).

Las sales disociadas en aniones (por ejemplo, CI7) y cationes (Na* y K*)
son importantes para mantener la presion osmdtica y el equilibrio dcido-base
de la célula. La retencion de iones produce un aumento de la presion osmd-
tica y, por lo tanto, la entrada de agua.

Algunos iones inorgdnicos (como el Mg*) son indispensables como co-
factores enzimaticos. Otros forman parte de distintas moléculas. El fosfato,
por ejemplo. se encuentra en los fosfolipidos y en los nucleétidos: uno de és-
tos, la adenosina trifostato (ATP), es la principal fuente de energfa para los
procesos vitales de la célula. Los iones de Ca®* que se hallan en las células
desempefian un importante papel como transmisores de sefiales. Otros iones
presentes en las células son el sulfato, el carbonato, etcétera.

Ciertos minerales se encuentran en forma no ionizada. Asi ocurre con el
calcio, que en los huesos y en los dientes se halla unido al fosfato y al carbo-
nato bajo la forma de cristales. Otro ejemplo comprende al hierro, que en la
hemoglobina, la ferritina, los citocromos y en varias enzimas se halla ligado
por uniones carbono-metal.

Para mantener la actividad celular normal son indispensables diminutas
cantidades de manganeso, cobre, cobalto, yodo, selenio, niquel, molibdeno y
cine, Casi todos estos elementos vestigiales (u oligoelementos) son necesa-
rios para la actividad de ciertas enzimas. El yodo es un componente de la hor-
mona tiroidea.

ACIDOS NUCLEICOS
2-1. Existen dos clases de acidos nucleicos, el ADN y el ARN

Los dcidos nucleicos son macromoléculas de enorme importancia biolégi-
ca. Todos los seres vivos contienen dos tipos de dcidos nucleicos, llamados
dcido desoxirribonucleico (ADN) y dcido ribonucleico (ARN). Los virus
contienen un solo tipo de dcido nucleico, ADN o ARN.

El ADN constituye el depdsita de la informacién genética. Esta informa-
cibén es copiada o transcripta en moléculas de ARN mensajero, cuyas se-
cuencias de nucledtidos contienen el cédigo que establece la secuencia de los
aminodcidos en las proteinas. Es por ello que la sintesis proteica se conoce
también como traduccién del ARN, A esta serie de fendmenos se le asigna
el cardcter de dogma ceniral de la biologia molecular, que puede expresarse
de la siguiente manera:

transeripeion traduccion

ADN ARN ———  PROTEINA

El papel biol6gico de los dcidos nucleicos se estudiard detalladamente en
los capftulos 12 a 17; aqui se considerard s6lo su estructura quimica, lo que
permitird comprender sus funciones.

En las células superiores el ADN se halla en el nicleo integrando los cro-
mosomas (una pequena cantidad se encuentra en el citoplasma, dentro de las
mitocondrias y los cloroplastos). EL ARN se localiza tanto en el niicleo (don-
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de se forma) como en el citoplasma, hacia el cual se dirige para regir la sin-
tesis proteica (tabla 2-1).

Los dcidos nucleicos contienen hidratos de carbono (pentosas), bases ni-
trogenadas (purinas y pirimidinas) y dcido fosférico. La hidrélisis del ADN
o del ARN genera:

ADN ARN

PENTOSA desoxirribosa ribosa
BASES {Fun'rms adenina, guanina ac_leni_na. guarl?rla
Pirimidinas citosina, timina citosing, uracilo

ACIDO FOSFORICO PO,H, PO,H,

La molécula de dcido nucleico es un polimero cuyos monémeros son nu-
cledtidos sucesivamente ligados mediante uniones fosfodiéster (fig. 2-2).
En estas uniones los fosfatos ligan el carbono 3' de la pentosa de un nucles-
tido con el carbono 5' de la pentosa del nucledtido siguiente. En consecuen-
cia, el eje del dcido nucleico estd constituido por las pentosas y los fosfatos,
v las bases nitrogenadas surgen de las pentosas. El extremo de la molécula
que contiene la pentosa con el C5' libre se llama extremo 5, y el que posee
la pentosa con el C3' libre, extremo 3'.

Como ilustra la figura 2-2, el dcido fosférico utiliza dos de sus tres gru-
pos acidos en las uniones 3',5"-diéster. El grupo restante confiere al dcido nu-
cleico sus propiedades dcidas, lo que posibilita la formacidn de uniones i6ni-
cas con proteinas basicas (en el capitulo 1-14 se sefialé que en las células eu-
cariotas el ADN estd asociado con proteinas bdsicas llamadas histonas, con
las que forma el complejo nucleoproteico denominado cromatina). Ademis,
dicho grupo 4cido libre hace que los dcidos nucleicos sean baséfilos (se co-
lorean con colorantes bésicos).

Las pentosas son de dos tipos: desoxirribosa en el ADN y ribosa en el
ARN. La diferencia entre estos aziicares es que la desoxirribosa tiene un dto-
mo de oxigeno menos (fig. 2-2). Para visualizar el ADN con el microscopio
Gptico se puede utilizar una reaccidon citoquimica especifica denominada
reaccion de Feulgen (cap. 23-21).

Las bases nitrogenadas que se encuentran en los dcidos nucleicos son
también de dos tipos; pirimidinas y purinas. Las pirimidinas poseen un ani-
llo heterociclico, mientras que las purinas tienen dos anillos fusionados
entre si. En el ADN, las pirimidinas son la timina (T) y la citosina (C), y

Tabla 2-1. Acidos nucleicos
Acido desoxirribonucleico Acido ribonucieico
Localizacién Principalmente en el niicleo  Principalmente en el citoplasma
{también en las mitocon- (también en el nicleo, las mito-
drias y los cloroplastos) condrias y los cloroplastos)
Papel en la célula Informacidn genética Sintesis de proteinas
Pentosa Desoxirribosa Ribosa
Bases pirimidinicas  Citosina Citosina
Timina Uracilo
Bases purinicas Adenina Adenina
Guanina Guanina
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las purinas, la adenina (A) y la guanina (G) (fig. 2-5). ELARN
contiene uracilo (U) en lugar de timina. Existen tres diferen-
cias fundamentales entre el ADN y el ARN. Como se acaba de
senalar, el ADN tiene desoxirribosa y timina (T) y el ARN po-
see ribosa y uracilo (U). Otra diferencia es que la molécula de
ADN es siempre doble (contiene dos cadenas polinucleotidi-
cas), como se verd en la proxima seccion.

La combinacién de una base con una pentosa (sin el fosfato)
constituye un nucledsido. Por ejemplo, la adenosina (adenina +
ribosa) es un nucledsido, mientras que la adenosina monofosfato
(AMP). la adenosina difosfato (ADP) y la adenosina trifosfato
(AT'P) son ejemplos de nucledtidos (fig. 2-3).

Ademas de actuar como bloques para la construccion de los
dcidos nucleicos, los nucledtidos —por ejemplo, el recién citado
ATP— son utilizados para depositar y transferir energia quimica.
La figura 2-3 muestra que las dos uniones fosfato terminales del
ATP contienen gran cantidad de energia. Cuando se produce la
hidrélisis de estas uniones, la energia liberada puede ser usada
por la célula para realizar sus actividades (fig. 8-1). La unién ~ P
de alta energia permite que la célula acumule gran cantidad de
ella en un espacio reducido y que la mantenga lista para usarla en
el momento en que es necesaria.

Otros nucledtidos, como la citidina trifosfato (CTP), la uridi-
na trifosfato (UTP), la guanosina trifosfato (GTP) y la timosina
ifosfato (T'TP), tienen también uniones de alta energia, pero la
fuente principal de energia de la célula es el ATP.

El ADN se encuentra en los organismos vivos bajo la forma
de moléculas de muy alto peso molecular. Por ejemplo, la Es-
cherichia coli tiene una molécula de ADN circular de 3.400.000
pares de bases con una longitud de 1.4 mm. La cantidad de ADN
en los organismos superiores puede ser varios cientos de veces
mayor, 1.200 veces en el caso del hombre. Asi, el ADN comple-
tamente extendido de una célula diploide humana tiene una lon-
gitud total de alrededor de 1,70 m.

Toda la informacién genética de un organismo vivo se en-
cuentra acumulada en la secuencia lineal de las cuatro bases de sus dcidos
nucleicos. La estructura primaria de todas la proteinas (es decir, la cantidad
y la secuencia de sus aminodcidos) es codificada por un alfabeto de cuatro
letras (A, T, G, C). Uno de los descubrimientos mds extraordinarios de la
biologia molecular fue el hallazgo y la interpretacién de este cddigo genéti-
co (cap. 13-4),

Un paso previo a ese descubrimiento —que tuvo una gran influencia en la
dilucidacién de la estructura del ADN— fue conocer que en cada molécula
de ADN la cantidad de adenina es igual a la de timina (A =T) y la de citosi-
na igual 4 la de guanina (C = G). En consecuencia, el nimero de purinas es
idéntico al de pirimidinas (A + G = C + T). Como es ldgico, la relacién
AT/GC varia entre las especies (por ejemplo, en el hombre la relacién es de
1,52 y en la Escherichia coli es de 0,93).
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Fig. 2-2. Sector de una cade-
na de dcido nucleico que
muestra los distintos tipos de
nucledtidos que la componen.
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Fig, 2-3. Estructura quimica del

NH 5
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tido adenosina trifosfato (ATP).
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2-4. El ADN es una doble hélice

En 1953, basdndose en los datos obtenidos por Wilkins y Franklin mediante
difracci6n de rayos X, Watson y Crick propusieron un modelo para la estructura
del ADN que contemplaba las propiedades quimicas antedichas, pero tambi¢n las
propiedades bioldgicas, en especial la capacidad de duplicacion de la molécula.

La molécula de ADN se ilustra en la figura 2-4. Esta formada por des ca-
denas de dcidos nucleicos helicoidales con giro a la derecha, que componen
una doble hélice en torno de un mismo eje central. Las dos cadenas son an-
tiparalelas, lo cual significa que sus uniones 3'5'-fosfodiéster siguen senti-
dos contrarios. Las bases estén situadas en el lado interior de la doble hélice,
casi en dngulo recto con respecto al eje helicoidal. Cada vuelta completa de
la doble hélice comprende 10,5 pares de nucle6tidos y mide 3,4 nm.

Ambas cadenas se hallan unidas entre s{ mediante puentes de hidrégeno
establecidos entre los pares de bases (seccién 2-10). Puesto que entre las pen-
tosas de las cadenas opuestas existe una distancia fija, pueden establecerse
dentro de la estructura solamente ciertos pares de bases. Como se advierte en
las figuras 2-4 y 2-3, los iinicos pares posibles son A-T, T-A, C-G y G-C. Es
importante observar que enire las A y las T se forman dos puentes de hidré-
geno, y entre las C y las G, tres. En consecuencia, el par C-G es mds estable
que €l par A-T. La doble estructura helicoidal se mantiene estabilizada gra-
cias a los puentes de hidrdgeno y a las interacciones hidrofébicas existentes
entre las bases de cada cadena.

Si bien en las distintas moléculas de ADN las secuencias de las bases a lo
largo de las cadenas varian considerablemente, en una misma molécula de
ADN las secuencias de las dos cadenas son complementarias, como se apre-
cia en el siguiente ejemplo:

Cadena 1 S‘T(I}CT(IE?LFCETI
Cadena 2 B'AC(EJLCTGCAE'
Debido a esta propiedad, al separarse las cadenas durante la duplicacion del
ADN, cada cadena individual sirve de molde para la sintesis de una nueva ca-
dena complementaria. De este modo se generan dos moléculas hijas de ADN
con la misma constitucién molecular que poseia la progenitora (cap. 17-2).

2-5. Existen varios tipos de ARN

La estructura del ARN es semejante a la del ADN, excepto por la presencia de
ribosa en lugar de desoxirribosa y de uracilo en lugar de timina (tabla 2-1). Ade-
mas, la molécula de ARN esta formada por una sola cadena de nucledtidos.
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Existen tres clases principales de ARN: 1) ARN mensajero
(ARNm); 2) ARN ribosémico (ARNr), y 3) ARN de transferen-

cia (ARNt). Los tres intervienen en la sintesis proteica. El ARNm

lleva la informaci6n genética —copiada del ADN— que establece la
secuencia de los aminodcidos en la proteina. El ARNr representa el
50% de la masa del ribosoma (el otro 50% son proteinas), que es la
estructura que proporciona el sostén molecular para las reacciones
guimicas que dan lugar a la sintesis proteica. Los ARNL identifican
y transportan 4 los aminodcidos hasta el ribosoma.

Aun cuando cada molécula de ARN tiene una sola cadena de nu-
cledtidos, esto no significa que se encuentra siempre como una es-
tructura lineal simple, En las moléculas de ARN suelen existir tra-
mos con bases complementarias, lo que da lugar a puentes de hidro-
geno, es decir, a la formacién de pares de nucledtidos A-U y C-G en-
tre varias regiones de la misma molécula. Las figuras 15-4, 15-5, 15-11,
15-12 y 16-3 muestran ¢6mo la molécula de ARN puede aparear al-
gunas de sus partes. En ellas suele formarse una estructura helicoi-
dal semejante a la del ADN, Las estructuras tridimensionales de los
ARN tienen importantes consecuencias bioldgicas.

HIDRATOS DE CARBONO

3.4 nm

2-6. Los hidratos de carbono constituyen la principal fuente
de energia de la célula

Los hidratos de carbono, compuestos por carbono, hidrégeno y
oxigeno, representan la principal fuente de energfa para la célula y
son constituyentes estructurales importantes de las membranas celu-
lares v de la matriz extracelular. De acuerdo con el nimero de mo-
némeros que contienen, se clasifican en monosacdridos, disacérnidos,
oligosacdridos y polisacdridos.

Monosacédridos. Los monosacdridos son azidcares simples con
una férmula general Cy(H,0)y. Sobre la base del nimero de dlomos
de carbono que contienen. se clasifican en (riosas, tetrosas, pentosas
y hexosas.

Como vimos, las pentosas ribosa y desoxirribosa se hallan en los nucled-
tidos (fig. 2-2). La xilosa es una pentosa presente en algunas glicoprotefnas
(fig. 2-11). La glucosa, que es una hexosa (fig. 2-6), constituye la fuente pri-
maria de energia para la célula. Otras hexosas muy difundidas —que suelen
estar asociadas entre si bajo la forma de oligosacdridos o polisacdridos— son
la galactosa, la manosa, la fructosa, la fucosa, el dcide glucurdnico y el dei-
do idurdnico. Algunas poseen un grupo amino y se hallan acetiladas, como
la N-acetilglucosamina y |a N-acetilgalactosamina. El dcido N-acetilneura-
minico (o dcido sidlico) resulta de la union de una aminohexosa con un com-
puesta de tres carbonos, el dcido pirdvico.

Disacdridos. Los disacdridos son aziicares formados por la combinacion
de dos mondmeros de hexosa. con la correspondiente pérdida de una molé-
cula de agua. Por lo tanto, su férmula es C;H;,0,.

Un disacdrido importante en los mamiferos es la lactosa (glucosa + galac-
tosa), el aziicar de la leche.
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Fig. 2-4. Se muestra la doble
hélice del ADN. Las cadenas
desoxirribosa-fostato se dibu-
jaron como cintas. Las bases
son perpendiculares al eje del
ADN, de ahi gue en esta vista
lateral aparezcan representa-
das por barras horizontales.
Adviértase que las dos cade-
nas son antiparalelas y que la
doble hélice da una vuelta
completa cada 10 pares de ba-
ses (3,4 nm). Obsérvese ade-
mis que |a doble hélice da lu-
gar a dos hendiduras exterio-
res, el surco mayor y el surco
menor del ADN.
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Fig. 2-5. Los dos pares de bases del
ADN. Las bases complementarias
son adenina y timina (A-T) y citosi-
na y guanina (C-G). Obsérvese que
en ¢l par A-T hay dos puentes de hi-
drigeno, mientras que en el par C-G
existen tres. La distancia entre las
cadenas de desoxirribosa-fosfato es
de aproximadamente 1,1 nm. (De L.
Pauling y R. B. Corey.)

Oligosacaridos. En el organismo los oligosacdridos no estén libres sino
unidos a lipidos y a proteinas, de modo que son parte de glicolipidos y de gli-
coproteinas. Estos hidratos de carbono son cadenas —a veces ramificadas —
compuestas por distintas combinaciones de varios tipos de monosacéridos.

Los oligosacdridos correspondientes a los glicolipidos serdn analizados
junto con los lipidos en la préxima seccitn.

Los oligosacéridos de las glicoproteinas se conectan con la cadena pro-
teica por intermedio del grupo OH (enlace O-glicosidico o unién O) de una
serina o de una treonina o a través del grupo amida (enlace N-glicosidico o
unidén N) de una asparagina. La serina, la treonina y la asparagina son ami-
nodcidos (seccion 2-8).

Por parte del oligosacdrido, en los enlaces O-glicosidicos suele intervenir
una N-acetilgalactosamina, y en los N-glicosidicos, una N-acetilglucosamina
(figs. 2-7 y 2-8). Por lo tanto, estos monosacdridos son los més cercanos a la
proteina. Contrariamente, los 4cidos sidlicos a menudo se localizan en la pe-
riferia del oligosacdrido.

CH,OH Los oligosacdridos enlazados mediante uniones O (es decir, 2 una serina o
a una treonina) suelen poseer una galaciosa unida a la primera N-acetilgalac-

Fig. 2-6. Molécula de glucosa.

O tosamina (fig. 2-7). A continuacion, los restantes monosacéridos se combinan
OH en forma diferente segiin el tipo de oligosacdrido.
HO OH Los oligosacaridos enlazados mediante uniones N contienen un niicleo
pentasacérido comun, compuesto por dos N-acetilglucosaminas (una de ellas
OH ligada a la asparagina) y tres manosas (fig. 2-8). Los restantes monosacdridos
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CHOH i Fig. 2-7. Oligosacdrido conectado
o 'i' '1*‘” a una proteina por medio de una
oM Bl oMM unién O-glicosidica. §-T, serina o

treonina; NANA, dcido N-acetil-

HNOOCH, S0 peuraminico; GalNAc, N-acetilga-

lactosaming; GleNAc, N-acetilglu-

NANA - Gial — GichAg " GalNAc Sarina cosamina; Gal, galactosa.
/ Gal- GalNAc -0 — 5T
Gal - GallAc
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o CH, MH
E) B
ke O- CH-CH
s |
™ HNCOCH, iIZO
Proteina GalNAc Treonina

se unen a este nicleo en distintas combinaciones, lo cual genera una extensa
variedad de oligosacdridos y, por ende, una gran diversidad de glicoproteinas.

Debe seiialarse que el nimero de cadenas oligosacdridas que se ligan a
una misma proteina es muy variable.

Polisacarides. Los polisacdridos resultan de la combinacién de muchos
monémeros de hexosas, con la correspondiente pérdida de moléculas de
agua. Su formula es (CoH,gOs)n. Al hidrolizarse dan lugar a monosacdridos.
Los polisacdridos como el almidén y el glucégeno representan las sustancias
de reserva alimenticia de las células vegetales y animales, respectivamente
(fig. 2-9). Otro polisacérido, la celulosa. es el elemento estructural mds im-
portante de la pared de la célula vegetal (fig. 3-30).

Los tres polisacdridos nombrados son polimeros de glucosa, pero difieren
porque exhiben distintos tipos de uniones entre sus monémeros. Por ejemplo,
el glucGgeno es una molécula ramificada en la que las glucosas estdn ligadas
por uniones al-4 y al-6 (fig. 2-9).

Existen polisacdridos complejos llamados glicosaminoglicanos (GAG),
que estdn compuestos por una sucesién de una misma unidad disacérida en la
que uno de los dos monémeros es un dcido glucurdnico, un dcido idurénico
o una galaciosa, y el otro posee un grupo amino, puesto que es una N-acetil-
glucosamina o una N-acetilgalactosamina (fig. 2-10).

Los GAG més difundidos son el dcido hialurénico, el condroitinsulfato,
el dermatansulfato, el heparansulfato y el gueratansulfate. En la tabla 6-1
s¢ mencionan las unidades disacdridas repetitivas que los integran; como
puede apreciarse, con excepcidn del dcido hialurénico, se hallan sulfatados.

=SS
—
I
CH,OH TH
NANA - Gal ~ Man O, —tH— CO— CH,—CH
Man — GlcHae — GlcMAz - N — A =N GH |
WANA ~ Gal - Man ci"o
HNGOGH, :
= GlcNAc Asparagina
S,
Froteina
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Fig. 2-8. Oligosacdrido conec-
tado a una proteina por medio
de una unidn N-glicosidica.
Man, manosa; A, asparagina.
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Fig. 2-9. El glucdgeno es una moléeula ramificada que contiene hasta 30,000 unidades de gluco-
sa. Las uniones glucosidicas se establecen entre los carbonos | y 4 de las glucosas, excepto en
los puntos de ramificacién (1 y 6). La parte superior de la figura muestra un esquema de la mo-
lécula con pequefio aumento. En la parte inferior se halla representada la composicion quimica
del segmento molecular resaltado en azul oscuro,

Fig. 2-10. Representacion de
un pequeic tramo de un glico-
saminoglicano (GAG). A, dci-
do glucurénico o dcido idurd-
nico o galactosa; B, N-acetil-
palactosamina o N-acetilglu-
cosamina.

--c-—l.\} " /\! .MD"‘}‘\ . /[ D S_"\""T\/\“o.\@—

Casi todos los GAG se encuentran ligados a proteinas, con las que forman
glicoproteinas complejas llamadas proteoglicanos (fig. 2-11). Estas molécu-
las prevalecen en el medio extracelular (cap. 6-3). El GAG se une a la protei-
na mediante un tetrasacdrido integrado por una xilosa, dos galactosas y un
dcido glucurdmico. La xilosa se conecta con una serina de la proteina me-
diante una unién O, mientras que el dcido glucurdnico lo hace con la prime-
ra hexosa del GAG.

LIPIDOS

2-7. Los triacilgliceroles, los fosfolipidos y los esteroides son los lipidos
mas abundantes de la célula

Los lipidos son un grupo de moléculas caracterizadas por ser insolubles en
agua y solubles en los solventes orgénicos. Tales propiedades se deben a que
poseen largas cadenas hidrocarbonadas alifaticas o anillos bencénicos, que
son estructuras no polares o hidrofébicas. En algunos lipidos esas cadenas
pueden estar ligadas a un grupo polar que les permite unirse al agua. Los li-
pidos mas comunes de la célula son triacilgliceroles, fosfolipidos, glicolipi-
dos, esteroides y poliprenoides.
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Triacilgliceroles. Los triacilgliceroles (o triglicéridos) son triésteres de  Fig. 2-11. Representacién de

c o : 5 5 R un proteoglicano. Se muestra
dcidos grasos con glicerol. Cada dcido graso estd constituido por una larga il e Pl

cadena hidrocarbonada, cuya férmula general es: a la proteina. AcGlu, dcido
glucurdnico; Gal, galactosa;
COOH Xil, xilosa,
|
(CHyn
|
CH;

Los grupos carboxilo de estos dcidos reaccionan con los grupos hidroxilo
del glicerol de la manera expuesta en la figura 2-12.

Cuando sdlo dos carbonos del glicerol se hallan ligados a 4cidos grasos,
la molécula se llama diacilglicerol (DAG) (fig. 2-13).

Los #dcidos grasos tienen siempre un niimero par de carbonos, ya que se sin-
tetizan a partir de grupos acetilo de dos carbonos. Por ejemplo, el dcido palmi-
tico tiene 16 carbonos, mientras que el estedrico y el oleico poseen 18. La ca-
dena hidrocarbonada suele exhibir uniones dobles (-C=C-), y en estec caso se
dice que el dcido graso es insaturado. Estas dobles ligaduras son importantes
porque producen angulosidades en las cadenas hidrocarbonadas (fig. 2-20).

Los triacilgliceroles sirven como reserva de energfa para el organismo.
Sus fcidos grasos liberan gran cantidad de energia cuando son oxidados, més
del doble de la que liberan los hidratos de carbono.

Fosfolipidos. En las células existen dos clases de fosfolipidos, los glice-
rofosfolipidos y los esfingofosfolipidos.

Los glicerofosfolipidos tienen dos dcidos grasos unidos a una molécula de
glicerol, ya que el tercer grupo hidroxilo de este alcohol se halla esterificado
con un fosfato, unido a su vez con un segundo alcohol (fig. 2-14}.

La combinacién del glicerol con los dos 4cidos grasos y el fosfato da lu-
gar a una molécula llamada deido fosfatidico (AF) (fig. 2-13), que constitu-
ye la estructura bésica de los glicerofosfolipidos. Como se acaba de sefialar,
éstos poseen un segundo aleohol, que puede ser la etanolamina, la serina, la
colina o el inositol (fig. 2-14). Con ellos se obtienen los fosfolipidos llama-
dos fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilcolina (PC)
y fosfatidilinositol (PI) (fig. 2-15).

Dado que el inositol del PI suele estar combinado con uno, dos o tres fosfa-
t0s, la célula tiene también fosfatidilinositol 4-fosfato (PIP), fosfatidilinositol
4,5-difosfato (PIP,) y fosfatidilinositel 3,4,5-trifosfato (PIP;) (fig. 2-16).

GH,—OH + HOOG—(CH,),—GCH, EH,—0 —CO—(CH,},—CH, + H.O
|
CH—OH + HOOC—ICH),—CHy = CH;—0—CO—{CH}h—EH, + HO
| | . g ke
Fig. 2-12. Formacién de un triacil-
— HOOC — (CH,},—CH H,— 0 —CO—[CH,),—CH, + H0O ! :
CH,—OH + (CH,ly 1 CH, ICH,l, ] H, H, glicerol con el concurso de un gli-
Glicerol Acidos grasos Triacilglicerol Agua  cerol y tres dcidos grasos.
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CH,— O — 00— (CH,J,— CH,
|
II:H — O— EO—{GH;);,—CH,

CH,—OH
Dlacilglicerol

CH,— 0—CO— (CH,),— CH,

I

CH — O—CO—(CH,),—CH,
Q"

CH,— 0 — P OH

Acido fosfatidico

Fig. 2-15. Representacion de
los glicerofosfollpidos fosfa-
tidiletanolamina (PE), fosfati-
dilserina (FS), fosfatidilcolina
(PC) y fosfatidilinositol (PI).
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Aleahol :—____ Harina
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0=|F'—0 Inesital
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CH,— CH— (le,
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Fig. 2-13. Férmuias del {éH ) ﬂle \ Fig. 2-14, Estructura gui-
diacilglicerol (DAG) v del A mica general de los glice-
dcido fosfatidico (AF). CH, CH, rofosfolipidos.

Por otra parte, en la membrana interna de las mitocondrias existe un gli-
cerofosfolipido doble denominado difosfatidilglicerol, al que cominmente se
le da el nombre de cardiolipina (cap. 8-11), Lo componen dos 4dcidos fosfa-
tidicos ligados entre sf por una tercera molécula de glicerol (fig, 2-17),

El esfingofosfolipido existente en las células es la esfingomielina, que se
genera por la combinacidon de la fosforilcolina con la ceramida (fig. 2-18). La
fosforilcolina (un fosfato unido a la colina) se halla también en la fosfatidil-
colina (fig. 2-15), mientras que la ceramida se forma por el agregado de un
dcido graso a la esfingosina, que como ilustra la figura 2-19 es un aminoal-
cohol que posee una cadena hidrocarbonada relativamente larga.

La figura 2-20 muestra que los fosfolipidos poseen dos largas colas hidro-
fobicas no polares (dos dcidos grasos) y una cabeza hidrofflica polar consti-
tuida por glicerol (excepto en la esfingomielina), un segundo alcohol y un
fosfato. Por lo tanto, los fosfolipidos son moléculas anfipéticas.

Los fosfolipidos son los principales componentes de las membranas ce-
lulares y lanto su anfipatia como las caracteristicas de sus dcidos grasos (nii-
mero de carbonos, presencia de dobles ligaduras) les confieren muchas de
sus propiedades. Mas atin, cuando los fosfolipidos se dispersan en agua,
adoptan espontdneamente una organizacidn idéntica a la de las membranas
celulares, con sus cabezas polares dirigidas hacia afuera y sus colas no po-
lares enfrentadas entre si en el interior de una bicapa (cap. 3-2).

Glicolipidos. Los glicolipidos presentes en las células se clasifican en ce-
rebrésidos v ganglidsidos.

Los cerebrésidos se forman por la unién de una glucosa o una galactosa

Mel
i, ! -.A,;,fc"‘- mHO by
H= ll:—cuo' cH,
£, i e
o] o] o
OnP-0° o=F-0 c.l=|'=—o
. ‘ ¢
EH.—LI‘.H—ICH, CH, = CH — CH, CH;—CH — CH,
9.9 P2 9.8
C=0 £=0 €=0C=0 C=0 =0
Fostatidilserina Fosfatidilcolina Fosfalidilinositol
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; i ¢
o=r-o o:#-n 1 o=P-0
g & oLl 9
Ho oM L aH o=-p-o -IIT—D
o a o
HO o4 HD oH H
o
o.:fdc n=$—o 0=rF-0°
° ? i
CH,—CH = T3, CH;—CH—CH, CHy~ CH = CH,
- g § ¢
t=0 t=0 =0 t=0 C=0t=0

Fostatidilinositol fostato Fosiatidilinositol difosfato Fosfatidilinositol trifosfato

Fig. 2-16. Representacion de la estructura quimica de los glicerofosfolipidos fosfatidilinositol fosfato (PIP), fosfatidilino-
sitol difosfato (PIP,) v fosfatidilinositol trifosfato (PIP;).

con la ceramida (fig. 2-21). Asi, se trata de esfingomielinas cuyas fosfo-
rilcolinas se reemplazan por uno de esos monosacaridos.

La estructura basica de los ganglidsidos es similar a la de los cerebrd-
sidos, pero el hidrato de carbono no es la glucosa ni la galactosa sino un &
oligosacarido integrado por varios monémeros, uno a tres de los cuales
son acidos sidlicos (fig. 2-22). Los distintos tipos de gangliésidos difie-
ren entre si tanto por el nimero como por el ordenamiento relativo de sus o 0 g 0
monémeros. El monosacdrido unido a la ceramida es casi siempre una =0
glucosa, y a continuacidn se ubica una galactosa. Luego suele hacerlo una
N-acetilgalactosamina o una N-acetilglucosamina, y luego otra glucosa u
otra galactosa. A veces existe una fucosa, Generalmente el o los dcidos
sidlicos se localizan en la parte final del oligosacérido.

Esteroides. Los esteroides son lipidos que derivan de un compuesto
denominado ciclopentanoperhidrofenantreno. Uno de los mds difundidos
es el colesterol (fig. 2-23), el cual se encuentra en las membranas y en
otras partes de la célula y también fuera de ella. El hidroxilo de su car-
bono 3' le confiere propiedades anfipdticas.

Los esteroides asumen funciones diferentes de acuerdo con los grupos

Cardiolipina

Fig. 2-17. Molécula del difosfati-
dilglicerol o eardiolipina.

HE li:“':H
\‘INJ‘ ]
i
o,
D=$ -0
o oH OH oH oM aH
CH, = CH~ OH cr-|,—rl:u—|":|-; CHy=CH = CH
N CH N CH NHy
o=G O o=t tu CH
Fig. 2-18. Representa- Fig. 2-19. Representa-
citn del esfingofosfolipi- cion de las nwlécul‘as de
Esfingomislina do esfingomielina (EM). Ceramida Esfingosina ceramida y esfingosina.
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Fig. 2-20. Fosfolipido con su cabeza P

hidrofilica y sus dos colas hidrofdbi- Cofina HyG-H—CHy
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guimicos que se hallan unidos a su estructura bdsica. Los principales esteroi-
des del organismo son las hormonas sexuales (estrGgenos, progesterona, tes-
tosterona), las hormonas suprarrenales (cortisol, aldosterona), la vitamina D
y los dcidos biliares.

Poliprenoides. Los poliprenoides son compuestos que derivan del hidro-
carburo isopreno (fig. 2-24). Entre ellos se halla el dolicol fosfato, una mo-
lécula perteneciente a la membrana del reticulo endoplasmitico disefiada pa-
ra incorporar oligosacdridos a los polipéptidos durante la formacién de las
glicoproteinas (cap. 7-16). Se trata de una cadena de 17 a 21 isoprenos que
contiene entre 85 y 105 dtomos de carbono, esterificada con un fosfato (fig.
2-24). Otro poliprenoide comun en las células forma parte de la ubiquinona,
una molécula de la membrana mitocondrial interna (cap. 8-11) que consta de
una cadena de 10 isoprenos y de una benzoquinona (fig. 2-24).

CHOH CH,OH
HC— lcl:— MM, 0, coo o o
o HEOH-CH,OH Q oM o oH clwl
O— CH,— CH— o
OH oH oH I!iH tl:H
Aclde slalico Galacinsa Glurosa u_,é L,
Cerebrosido Ganglidsido
Fig. 2-21. Representacion de un cerebrosido. Fig. 2-22. Representacion de un ganglidsido.
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PROTEINAS

2-8. Las proteinas son cadenas de aminodcidos ligados
por uniones peptidicas

Los mondmeros gue componen las proteinas son los aminodcidos. Un
aminodcido es un 4cido orgdnico en el cual el carbono unido al grupo carbo-
xilo (<COOH) estd unido también a un grupo amino (-NH,). Ademis, dicho
carbono se halla ligado a un H y a un residuo lateral (R), que es diferente en
cada tipo de aminodcido.

[

Por ejemplo, en la alanina la cadena lateral R tiene un solo carbono, mien-
tras que en la leucina tiene cuatro.

La figura 2-25 muestra la estructura de los 20 tipos de aminodcidos exis-
tentes en las proteinas. Dos son deidos (dcido aspértico, dcido glutdmico);
tres son bdsicos (histidina, lisina, arginina); cinco son neutros polares, es de-
cir, hidrofflicos (serina, treonina, tirosina, asparagina, glutamina), y diez son
neutros no polares, es decir, hidrofGbicos (glicina, alanina, valina, leucina,
isoleucina, cisteina, prolina, fenilalanina, triptéfano, metionina). Los nom-
bres de los aminodcidos se abrevian utilizando las tres primeras letras de la
nomenclatura inglesa (salvo cinco excepciones) o mediante un cédigo que
emplea una sola letra.

Adviértase que dos de los aminodcidos contienen un Atomo de azufre. En
el caso de la cisteina, dos moléculas de este aminodcido pueden formar un
puente disulfuro (-5-S-). Esta unidn es de tipo covalente, ya que los dtomos
de H de ambos grupos —SH son eliminados (fig. 2-27).

La combinacién de los aminodcidos para formar una molécula proteica se
produce de modo tal que el grupo NH, de un aminodcido se combina con el
grupo COOH del aminodeido siguiente, con pérdida de una molécula de agua
(fig. 2-26). La combinacién -NH-CO- se conoce con el nombre de unién
peptidica. La molécula formada mantiene su cardcter anfotérico porque siem-
pre contiene un grupo NH, en un extremo (amino terminal)
y un grupo COOH en el otro extremo (carboxilo terminal),
ademds de los residuos laterales bésicos y dcidos.

7g
2

gig=g-
b of

Lo b D ettt
e w14
| C—CHy} | CH—CH,;
| ) lsopreno 4 L | "
i ] L L
¥ ] i ¥
B | i
s L In
a §810) il
I
CH—CH,
J:H, Benzoguinona
1]
CH,—0—POJ" .
Colestaral Dalicol fosfato Ubiguinona
Fig, 2-23. Molécula de colesterol, derivada del compuesto Fig. 2-24. Molécula de dolicol (compuesta por 17 a 21
de 17 carbonos llamado eiclopentanoperhidrofenantreno, isoprenos) y de ubiquinona (con sus 10 isoprenos).
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Una combinacién de dos aminodcidos constituye un dipéptido; de tres, un
tripéptido. Cuando se unen entre si unos pocos aminodcidos, el compuesio
es un oligopéptido (fig. 2-26). Finalmente, un polipéptide estd formado por
muchos aminodcidos. La proteina mis grande del organismo contiene alrede-
dor de 27.000 aminodcidos (cap. 5-33).

La distancia entre dos uniones peptidicas es de aproximadamente 0,35 nm.

Acido aspartico heldo glutdmico Histidina Lisina Arginina
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Fig. 2-25, Estructura quimica de los veinte aminodcidos, clasificados en dcidos, bisicos, neutros polares y neutros no polares.
Las estructuras que se encuentran debajo de los grupos amino y carboxilo son las cadenas laterales R.
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? Fig. 2-26. Formacién de una
C—OH + (HO unién peptidica entre dos amino4-
cidos. Se muestra también un pen-
tapéptido integrado, desde el ter-
minal amino al terminal carboxilo,
. | por una tirosing, una treonina, un
S ~F dcido aspértico, una melionina y
oM =1l una leucina,
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Una proteina con un peso molecular de 30 kDa estd constituida por 300 ami-
nodcidos v, extendida, tiene una longitud de unos 100 nm y un ancho de 1 nm.

El término proteina (del griego proteion, preeminente) sugiere que todas
las funciones bésicas de las células dependen de proteinas especificas. Se
puede decir que sin proteinas la vida no existirfa; estdn presentes en cada cé-
lula y en cada organoide. Ademads, pueden ser estructurales o enzimaticas.

Existen proteinas conjugadas, unidas a porciones no proteicas (grupos
prostéticos). A esta categoria pertenecen las glicoproteinas (asociadas con hi-
dratos de carbono), las nucleoproteinas (con dcidos nucleicos), las lipopro-
tefnas (con grasas) y las cromeproteinas, que tienen como grupo prostético
un pigmento. Dos ejemplos de cromoprotefnas son la hemoglobina y la mio-
globina, en las cuales el grupo prostético es el hem, un compuesto organico
que contiene hierro y que se combina con oxigeno.

2-9. En las proteinas existen cuatro niveles de organizacion estructural

En la estructura de las proteinas se distinguen cuatro niveles sucesivos de
organizacion.

La estructura primaria comprende la secuencia de los aminodcidos que
forman la cadena proteica (fig. 2-27). Tal secuencia determina los demas
niveles de organizacion de la molécula. Su importancia biolégica encuentra
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Fig. 2-27. Estructura primaria de una
proteina (ribonucleasa pancredtica bovi-
na). Véanse los cuatro puentes disulfuro
enire las cisteinas. (De C. B. Anfinsen.)

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

38 ® BIOLOGIA CELULAR ¥ MOLECULAR

Fig. 2-28. Estructuras secundarias de
las proteinas. A. Hélice a. B. Hoja
plegada .

un ejemplo en la enfermedad hereditaria llamada anemia falciforme, en la
cual se producen profundas alteraciones funcionales por la sustitucién de un
solo aminoécido en la molécula de hemoglobina.

La estructura secundaria alude a la configuracién espacial de la proteina,
que deriva de la posicién de determinados aminodcidos en su cadena. Asf, al-
gunas proteinas (o partes de ellas) tienen una forma cilindrica denominada hé-
lice a(cx, porque fue la primera en ser descubierta); en ella la cadena polipep-
tidica se enrolla en torno a un cilindro imaginario debido a que se forman
puentes de hidrégeno entre los grupos amino de algunos aminodcidos y los
grupos carboxilo de otros situados cuatro posiciones mds adelante (fig. 2-28).
Otras proteinas (o partes de ellas) exhiben una estructura llamada hoja plega-
da . en ella la molécula adopta la configuracién de una hoja plegada debido
aque se unen, mediante puentes de hidrdgeno laterales, grupos amino con gru-
pos carboxilo de la misma cadena polipeptidica (fig. 2-28).

La estructura terciaria es consecuencia de la formacién de nuevos ple-
camientos en las estructuras secundarias hélice a y hoja plegada B, lo que
da lugar a la configuracién tridimensional de la proteina. Los nuevos plega-
mientos se producen porque se relacionan quimicamente ciertos aminodci-

Fig. 2-29. Estructuras ter-
ciarias de las proteinas. A.
Fibrosa. B, C y D. Globular.
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dos distantes entre si en la cadena polipeptidica. Segtin el
plegamiento que adoptan, se generan proteinas fibrosas o
globulares (fig. 2-29). Las proteinas fibresas se forman a
partir de cadenas polipeptidicas (o de tramos proteicos) con
estructura secundaria tipo hélice @ exclusivamente. En cam-
bio, las proteinas globulares se forman tanto a partir de hé-
lices o como de hojas plegadas 3, o de una combinacién de
ambas.

La estructura cuaternaria resulta de la combinacién de
dos o mas polipéptidos, lo que origina moléculas de gran
complejidad. Por ejemplo, la hemoglobina es el resultado de yd A&
la integracién de cuatro cadenas polipeptidicas (fig. 2-30). B2 Hrupo;hem)

2-10. Distintos tipos de uniones quimicas determinan la estructura de Fig. 2-30. ctura cuater-

las proteinas naria de las proteinas. Se re-

i e . . : presenta la hemoglobina, com-

La dISpDhIC!Gn espacial t.ie una molécula proteica se E_1alla predetenmnad_a puesta por cuatro subunidades
por la secuencia de sus aminodcidos (estructura primaria). Los restantes ni- _ gos oy dos P— y se indican

veles de organizacion dependen del establecimiento de diferentes tipos de  los sitios donde se localizan
uniones quimicas entre los dtomos de los aminoacidos. Asf, se producen Lo Gttt gripos et
nniones covalentes —por ejemplo, puentes —5-5- entre los grupos —SH de
dos cisteinas— y varios tipos de interacciones débiles, es decir, uniones no
covalentes. Entre estas tltimas se encuentran (fig. 2-31}):
|) Puentes de hidrdgeno, que se producen cuando un protén (H*) es com-
partido entre dos Atomos electronegativos (de oxigeno o de nitrégeno) proxi-
mos entre si. Ya vimos que los puentes de hidrégeno son esenciales para el
apareamiento especifico entre las bases complementarias de los dcidos nu-
cleicos, lo cual proporciona la fuerza que mantiene unidas a las dos cadenas
del ADN. Las figuras 2-5 y 2-31 muestran los puentes de hidrdgeno en el
ADN vy en las proteinas, respectivamente.
2) Uniones iénicas o electrosidticas, que son el resultado de la fuerza de
atraceién entre grupos ionizados de carga contraria.
3) Interacciones hidrofdbicas, que dan lugar a la asociacion de grupos no po-
lares en la que se excluye el contacto con el agua. Cabe agregar que en las pro-
teinas globulares, las cadenas laterales méds hidrofébicas se localizan en el inte-
rior de las moléculas, mientras que los grupos hidrofilicos se sitan en la super-
ficie. Asf, los residuos hidrofébicos repelen a las moléculas de agua que rodean

Fig. 2-31. Tipos de uniones no covalen-
tes que estabilizan la estructura de las
proteinas: unidn idnica {(amarillo); inte-
raccién de van der Waals (celesre); puen-
te de hidrogeno (resa); interaccion hi-
drofébica (verde). (De C. B. Anfinsen.)
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Fig. 2-32. La ionizacion de las pro- COOH NHy* CCR‘.I' CUD" NH,
teinas depende del pH del medio. T COBH S 00"
N .
) (_ . k
| ] - ——— \:
En medio &cido A pH igual al En medio alcaling
las proteinas punto isoeléctrico las proteinas
tienen carga # la carga es nula tienen carga =

a las proteinas y determinan que su estructura globular se torne mds compacta.

4) Interacciones de van der Waals, que se producen cuando los dtomos
estin muy cerca. Esta proximidad induce fluctuaciones en sus cargas, causa
de atracciones mutuas entre los dtomos,

La diferencia fundamental entre las uniones quimicas covalentes y las no
covalentes reside en la cantidad de energia que se necesita para romperlas.
Por ejemplo, un puente de hidrégeno requiere 4,5 keal/mol™, cifra bastante
menor que las 110 keal/mol™ que necesita la unién covalente O-H del agua.
En general, las uniones covalentes se rompen por la intervencin de enzimas,
mientras que las no covalentes se disocian por fuerzas fisicoquimicas. Aun-
que individualmente las uniones no covalentes son débiles, cuando son nu-
merosas hacen que la estructura molecular se vuelva estable, como ocurre
con la doble cadena del ADN.

-11. Las proteinas tienen cargas positivas y negativas, pero en el
punto isoeléctrico su carga es igual a cero

La carga real de una molécula proteica es el resultado de la suma de todas
sus cargas, Dado que los grupos dcidos y basicos se disocian a distintas con-
centraciones de iones hidrogeno en el medio, el pH influye en la carga final
de la molécula. La figura 2-32 muestra que en medio 4cido los grupos amino
capturan H* y se comportan como bases (—-NH, + H* — -NH;*), mientras que
en un medio alcalino se produce el fenémeno inverso y se disocian los gru-
pos carboxilo (-COOH — COO- + H").

Existe un pH definido para cada proteina en el que la suma de las cargas
positivas vy negativas es igual a cero (fig. 2-32). Este pH se denomina punto
isoeléctrico. En él las protefnas colocadas en un campo elécirico no migran
a ninguno de los polos, mientras que a un pH mds bajo se desplazan hacia el
cétodo vy a un pH mads alto lo hacen hacia el dnodo. El proceso que da lugar
a estos movimientos se [lama electroforesis (cap. 23-31).

ENZIMAS
2-12. Las proteinas enzimaticas catalizan las reacciones quimicas

La célula puede compararse con un minisculo laboratorio en el que tienen
lugar la sintesis y la degradacién de gran nimero de sustancias. Estos proce-
s05 son efectuados por enzimas (del griego en, dentro, y zjmee, levadura)
que actian a la temperatura del organismo y dentro de limites estrechos de
pH. Las enzimas son los catalizadores biolégicos. Un catalizador es una sus-
tancia que acelera las reacciones quimicas sin modificarse, lo que significa
que puede ser utilizado una y ofra vez.

El conjunto de las enzimas constituye el grupo de proteinas mds extenso
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y mis especializado del organismo, responsable de la direccidén de la compleja
red de reacciones quimicas que se producen en la célula,

Las enzimas (E) son proteinas o glicoproteinas que tienen uno o més lu-
gares denominados sitios actives, a los cuales se une el sustrato (S), es decir,
la sustancia sobre la que actiia la enzima. El sustrato es modificado quimica-
mente y convertido en uno o mds productos (P). Debido a que esta reaccién
es generalmente reversible, puede ser expresada del siguiente modo:

E+S = [ES] = E+P,

donde [ES] es un complejo enzima-sustrato que se forma transitoriamente.
Los distintos tipos de enzimas pueden formar uniones covalentes entre dto-
mos del sustrato (sintesis) o pueden romperlas (degradacion). Las enzimas
aceleran la reaccion hasta que se alcanza un punto de equilibrio, y pueden ser
tan eficientes como para que la velocidad de la reaccion sea de 10% a 10" ve-
ces més ripida que en ausencia del catalizador.

Una caracteristica muy importante de la actividad enzimdtica es su espe-
cificidad, lo cual significa que cada clase de enzima actiia sobre un solo sus-
trato. Las enzimas suelen ser tan especificas que son incapaces de actuar so-
bre sustancias estrechamente relacionadas; asi, por ejemplo, no ejercen ac-
cion sobre un estereoisdmero del mismo sustrato.

En general, las enzimas llevan el nombre del sustrato que modifican o el
de la actividad que ejercen, mis el sufijo “-asa”. Asi, existen nucleasas o en-
donucleasas (degradan dcidos nucleicos), fosfatasas (sustraen fosfatos), qui-
nasas (los agregan), sulfatasas, proteasas, glicosidasas, lipasas, oxidasas, re-
ductasas, deshidrogenasas, etc.

Es oportuno advertir que en la celula existen moléculas con actividad enzi-
mitica que no son proteinas sino 4cidos ribonucleicos. Reciben el nombre de
ribozimas y catalizan la formacién o la ruptura de las uniones fosfodiéster
entre los nucledtidos (ver capitulos 15-5 y 16-10).

2-13. Algunas enzimas requieren cofactores

Algunas enzimas requieren la presencia de sustancias llamadas coenzi-
mas para poder actuar, Por ejemplo, las deshidrogenasas necesitan las coen-
zimas nicotinamida adenina dinucledtido (NAD® o NADP*) o flavina adeni-
na dinucledtido (FAD) (fig. 8-4), ya que éstas son las moléculas que reciben
el hidrogeno extraido del sustrato. La reaccién es la siguiente:

E + S{H;) + NAD* — E + 8§ + NADH + H*

En algunos casos la coenzima es un metal u otro grupo prostético que se
halla unido en forma covalente a la proteina enzimdtica. En otros casos las
coenzimas se asocian a las enzimas de manera laxa. Numerosas coenzimas
son vitaminas pertenecientes al grupo B.

2-14. Los sustratos se unen al sitio activo de las enzimas

Como vimos, las enzimas tienen una gran especificidad para sus sustratos
y suelen no aceptar moléculas relacionadas o que tengan una forma ligera-
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mente distinta. Esto puede explicarse conside-
Modelo de la llave y la cerradura  rando que la enzima y el sustrato exhiben una

gustralo interaccion semejante a la de una cerradura con

su llave. En la figura 2-33 se observa que la en-

. | s zima posee un sitio activo, complementario a
4 —_—

T ' uno de los dominios del sustrato. Aunque la
' imagen de la llave y la cerradura es vélida, no
significa que enzimas y sustratos sean molécu-
las estructuralmente rigidas. Asi, el sitio activo
de la enzima se hace complementario al sustra-
to solo después de habérsele unido; es el llama-
do encaje inducido. Como se observa en la fi-
_ gura 2-33, la unién con el sustrato induce un
| 4 cambio de conformacién en la enzima, y sélo
: ' entonces los grupos cataliticos entran en intimo
contacto con el sustrato.
Fig. 2-33. Los sustratos reac- En la union del sustrato con el sitio activo de la enzima participan fuer-
cionan en forma muy precisa a5 quimicas de naturaleza no covalente (uniones iénicas, puentes de hidré-
con el sitio activo de la enzi- . A S
ma. Algunas enzimas tienen  S°N0s fuerzas de van der Waals), cuyo radio de accién es muy limitado. Es-
un encaje inducido, puesel si-  to explica por qué el complejo enzima-sustrato sélo puede formarse si la en-

lio activo es complementario  zima tiene un sitio exactamente complementario al expuesto en la superficie
del sustrato sdlo después de
del sustrato.

gue éste se une A la enzima.

2-15. El comportamiento cinético de muchas enzimas
se define por los parametros Vi, v Ky

Las reacciones enzimdticas se realizan en dos etapas. La primera corres-
ponde a la union de la enzima con el sustrato y puede escribirse de la signien-
te manera:

K,
E+8 = [E5]
K,

-
m

L)

_,2__49 =g ‘%D En la segunda ctapa el complejo ES se desdobla en el producto y la enzi-
o (O 0w ma, que queda disponible para actuar sobre una nueva molécula de sustrato:
s k1 ©
T f— O K
% o o [ES] = E+P
K- — g K,
S el =
“é’g an :‘-‘ Los valores K. K. K; v K, son constantes de velocidad de las reacciones.
W = Como se ilustra en la figura 2-34, la velocidad de la reaccidén depende de
S A &
2, & la concentracién del sustrato. A bajas concentraciones, la velocidad inicial
"a’n (V) de la reaccion describe una kipérbola. No obstante, a medida que aumen-

ta la concentracion del sustrato, la reaccidn se satura y alcanza una meseta.
En este punto —que corresponde a la Vimgx— Loda la enzima interviene en la
formacion del complejo ES. La ecuacién de la curva es:

Vi [S]

V= .
Kin + [5]

donde Ky, es la constante de Michaelis, que puede definirse como la concen-

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

2. COMPONENTES QUIMICOS DE LA CELULA = 43

tracion del sustrato en que la mitad de las moléculas de la enzima
forman complejos ES. Cuanto menor es el valor de K, mayor se-
4 la afinidad de la enzima por el sustrato. En consecuencia, el com-
portamiento cinético de una enzima estd definido por los valores de
Vmix ¥ Km.

2-16. Algunas enzimas estan sujetas a regulaciones
alostéricas

En la seccion anterior se dijo que si se diagrama la velocidad de
reaccion de una enzima en funcion de la concentracién creciente
del sustrato, se observa que para muchas enzimas la curva dibuja
una hipérbola (fig. 2-34). Asi, a medida que se agrega mads sustrato
aumenta la cantidad de la enzima en el complejo ES y aumenta la ve-
locidad de aparicién del producto; pero con altas concentraciones del
sustrato casi todas las moléculas de la enzima se hallan en el com-
plejo ES y se alcanza la velocidad mdxima (Vmax) de la reaccion,

Otras enzimas no obedecen a la cinética antedicha, ya que mues-
tran cooperatividad y estdn sujetas a regulaciones alostéricas. Por
consiguiente, en lugar de una hipérbola dan lugar a una curva sig-
moidea (fig. 2-35).

2-17. Los inhibidores de las enzimas son muy especificos

Las enzimas pueden ser inhibidas reversible o irreversiblemente,

La inhibicion irreversible puede deberse a la desnaturalizacién
de la enzima o a la formacidn de una unidn covalente entre ella y otra
molécula.

Existen dos formas de inhibicién reversible: competitiva y no
competitiva. En la primera, un compuesto de estructura similar a la
del sustrato forma un complejo con la enzima, andlogo al complejo
ES; este tipo de inhibicién puede revertirse con concentraciones altas
del sustrato. En la inhibicidn no competitiva el inhibidor y el sustrato
no se relacionan estructuralmente, pero igual se unen a través de sen-
dos puntos de sus moléculas.

2-18. Las enzimas de la célula estan distribuidas
en multiples compartimientos

Las enzimas catalizan las innumerables reacciones quimicas que
tienen lugar en las células. En algunos casos las enzimas de una via
metabdlica se encuentran en el citosol, y el sustrato y los sucesivos
productos pasan de una enzima a la siguiente en forma encadenada.
En otros casos, las enzimas que intervienen en una cadena de reac-
ciones se hallan asociadas y actdan juntas bajo la forma de un com-
plejo multienzimdtico; por ejemplo, las enzimas que sintetizan los
dcidos grasos se encuentran fntimamente vinculadas. Los sistemas
multienzimaticos facilitan las reacciones sucesivas porque gstas se
producen a escasa distancia unas de otras.

Las enzimas poseen patrones de distribucién bastante especificos.
Por ejemplo, algunas enzimas hidroliticas se localizan en los lisoso-
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Fig. 2-34, Diagrama de la velocidad de
reaccion de una enzima a concentraciones
de sustrato cada vez mayores. En el texto
se describen la Vimgx v 1a Km. La curvaes
una hipérbola cuya primera parte sigue
una cinética de primer orden (es decir, la
reaccidn es proporcional a la concentra-
cidn del sustrato); la segunda parte co-
rresponde a la saturacin, que tiene una
cinética de orden cero (ya que no depen-
de de la concentracién del sustrato).

+ ATP

+CTP

Actividad enzimatica

Concentracion de susiralo

Fig. 2-35. Cinética de la enzima alostéri-
ca ATPasa, que muestra una curva sig-
moidea caracterfstica en lugar de una hi-
pérbola. Obsérvense los efectos de un ac-
tivador (ATP) y de un inhibidor (CTP).
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mas, otras enzimas se encuentran en las cisternas del complejo de Golgi, y
otras, como las ARN polimerasas y las ADN polimerasas, en el niicleo.

EL ORIGEN DE LAS CELULAS

2-19. Los mecanismos de autoensamblaje dieron lugar
a las primeras celulas

En la seccién 2-9 vimos que una proteina compleja (como la hemoglobi-
na) se forma como resultado del autoensamblaje de varias unidades protei-
cas menores, v en la seccidn 2-7 estudiamos que los fosfolipidos dispersos en
agua desarrollan espontdneamente una bicapa lipidica semejante a la de las
membranas celulares. Otro ejemplo de autoensamblaje lo encontramos en los
virus {cap. 1-5), que se forman en el interior de la célula huésped a partir de
material genético (ADN o ARN) y proteinas (capsémeros). Como puede
apreciarse, mediante estos mecanismos de autoensamblaje pueden formarse
tanto macromoléculas como estructuras subcelulares de variada complejidad.

Las causas por las cuales se forman en las células estructuras siguiendo un
orden cada vez més complejo deben buscarse en la informacién contenida en
el ADN. Esta es la que determina la estructura de las proteinas. Por otra par-
te, de la interaccién entre dos o mds proteinas diferentes y entre proteinas e
hidratos de carbono, lipidos y dcidos nucleicos resulta la formacidn de com-
plejos macromoleculares y estructuras de mayor complejidad.

Un problema fundamental es determinar los mecanismos por los cuales se
origind en nuestro planeta la organizacion supramolecular que dio lugar a la
formacién de las células procariotas y eucariotas. Cualquier explicacion so-
hre este tema es obviamente especulativa, pues tiene que ver nada menos que
con el origen de la vida.

Aunque no se sabe c6mo se formaron las primeras células, es posible es-
tablecer, por medio del registro de fésiles, que los organismos procariotas
precedieron a los eucariotas y aparecieron hace tres mil millones de afios. Re-
cientes observaciones demostraron que sélo después de mil millones de afios
de haberse formado la Tierra aparecieron organismos semejantes a las bacte-
rias actuales. Antes debié haberse producido un largo periodo de evolucién
quimica, en el que se originaron moléculas provistas de carbono y las unida-
des precursoras de las futuras macromoléculas de los organismos vivientes,
como los aminodcidos, los monosacdridos y las bases de los nucledtidos.
Luego, por polimerizacidn, se formaron moléculas cada vez més complejas.
Es posible que durante este perfodo entraran en accién los mecanismos de au-
toensamblaje antes mencionados, hasta que se formé la primera estructura
supramolecular capaz de autorreproducirse (fig. 2-36).

2-20. La evolucién quimica produjo moléculas organicas con carbono

En los tiempos prebiGticos, es decir, anteriores a la aparicién de la vida, la
atmésfera de la Tierra carecia de oxigeno, como sucede con los otros plane-
tas del sistema solar. Contenia hidrégeno, nitrégeno, amoniaco, metano, mo-
néxido de carbono y diéxido de carbano; también contenia agua, que en for-
ma de vapor cubria parte de la superficie terrestre. Aunque normalmente es-
tas moléculas son poco reactivas, podrian haber interactuado gracias a la
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____ Formaci6n del sistema solar Fig. 2-36. Secuencia temporal del

hace 4,6 x 10® afios origen de las células.
Moléculas bidgenas,
agua, amonio,
formaldshido,
écido cianhidrico, Descargas
£ acetonitrilo, etc. | electricas,
v?r:é:bn juz ultravioleta
quimica calor, ion
Aminoacidos, azlcares, pres
bases de los acidos
nucleicos
Protelnas

" Polisacdridos 1 Acidos nucleicos

\"‘ Proteinoides \
Cadigo genético

Evolucion |
biologica ‘-/ ¥
Primer procariota Hace 3,5- 3,0 x 10° afios

'

L Primer sucariota Hace 0,9 x 10" afios

energia provista por la radiacidn ultravioleta, el calor y las descargas eléetri-
cas de los rayos.

En ese entonces la atmésfera tampoco tenia la capa protectora de ozono,
de modo que los rayos ultravioletas podfan bafiar la superficie de la Tierra
con una intensidad que resultaria nefasta para la vida actual. Ello originé mo-
léculas intermedias sumamente reactivas, como acetaldehido, cianuro, for-
maldehido y otras, a partir de las cuales se sintetizaron moléculas cada vez
mds complejas.

En 1920, Oparin y Haldane consideraron que la polimerizacidn de estas
moléculas pudo dar origen a las proteinas, los dcidos nucleicos y los hidratos
de carbono presentes en los organismos vivos. En 1953, Miller hizo un expe-
rimento fundamental en el que se imitaron las condiciones de la atmdsfera en
el perfodo prebidtico. Produjo descargas eléctricas en un recipiente dentro del
cual coloed agua, hidrégeno, amoniaco y metano. En el agua, que se conden-
s6, se formaron amino4cidos (glicina, alanina, dcido aspértico y dcido gluta-
mico). Mediante experimentos similares se han obtenido casi todos los ami-
nodcidos presentes en las proteinas; también se consiguieron varios monosa-
cdridos, dcidos grasos y las bases de los nucledtidos.

2-21. Los mecanismos de agregacion formaron
los primitivos proteinoides

El préximo paso probablemente fue la polimerizacién de los aminodcidos
para construir proteinas, lo cual pudo ser posible por la accién catalitica de
las arcillas. Todos estos procesos pudieron haberse producido en medios
acuosos (lagunas), en los cuales las moléculas orgdnicas se concentraron for-
mando una especie de “caldo” que favorecid las interacciones moleculares.

Una vez que se formd la primera proteina pudieron haber actuado los me-
canismos de agregacion o autoensamblaje descritos més arriba. De esta ma-
nera podrian haberse originado las funciones enzimédticas. Es probable que en
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el “caldo™ primordial las macromoléculas hayan formado complejos mas
grandes, denominados profeinoides o coacervados, que tienen una pared se-
mejante a la de una membrana y un interior liquido. Estos proteinoides pri-
mitivos pudieron tener actividad enzimética y permeabilidad, como en el ca-
s0 de las membranas artificiales que mencionaremos en el capitulo 3-2. Em-
pero, la ausencia de dcidos nucleicos impidid su continuidad, y es posible que
tuyieran una vida muy corta, dado que no podian autorreproducirse.

2-22. Las células procariotas precedieron a las eucariotas

Sélo después de la aparicidn de los dcidos nucleicos fue posible que se ori-
ginara un organismo capaz de autoperpetuarse, En ese momento habria apa-
recido la primera célula procariota y, asi, la vida en la Tierra.

Es probable que el ARN, y no el ADN, haya sido el primer material gené-
tico que aparecié, de modo que desde el punto de vista cronoldgico las ma-
eromoléculas habrian evolucionado de la siguiente manera:

ARN PROTEINAS

L kN

La replicacién del ARN es mds sencilla que la del ADN, pues requiere un
menor nimero de enzimas. Ademds, el ARN puede usarse como material ge-
nético y como ARN mensajero, y muchos de los pasos de la sintesis protei-
ca dependen de interacciones ARN-ARN (ARNm-ARNt, ARNm-ARNr,
ARNr-ARNL).

Todos los organismos vivos tienen el mismo cddigo genético, lo cual se-
ria una prueba de que la vida en la Tierra se inicié a partir de un solo orga-
nismo precursor. Las fuerzas de la evolucién, al seleccionar las mulaciones
favorables en las células, llevaron mds tarde a una variedad asombrosa de for-
mas de vida.

Es posible que los primeros procariotas fueran heterdtrofos (es decir, se
nutrieran con moléculas orgnicas). Mas tarde aparecieron los procariotas au-
tétrofos, como las algas azules. Gracias a la fotosintesis se produjo y acumu-
16 el oxigeno en la atmésfera, y ello hizo posible el surgimiento de células
procariotas aerdbicas,

La célula eucariota pudo haberse originado después de la aparicién de una
célula eucariota anaerébica. Esta debid ser parasitada por una procariota ae-
rébica, que mas tarde se convirtié en mitocondria (cap. 8-29).

De acuerdo con ciertos restos fésiles, los organismos eucariotas debieron
haber aparecido unos 1.500 millones de afios atrds —al establecerse una at-
masfera de oxigeno estable— y, como dijimos, lales organismos pudieron ser
primero anaerobios y luego aerobios. Hasta entonces la vida se hallaba sola-
mente en el agua, desde donde las plantas y los animales pasaron a la tierra.

Fl surgimiento de la reproduccion sexual, millones de afios después, ace-
leré la evolucién de las formas vivientes, que hasta entonces era relativamen-
te lenta. Los sexos hicieran posible el intercambio de informacién genética
entre los individuos, mientras que la mutacién y la seleccién produjeron las
diferentes formas vivientes que hoy se encuentran en nuestro planeta.
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Fig. 3-1. Dibujo widimensional de

una membrana celular.

Membranas celulares

Permeabilidad de las membranas

3~1. Las membranas de la célula ejercen diversas actividades

La célula se halla rodeada por la membrana plasmdtica, una delgada capa
de 6 a 10 nm de espesor compuesta por lipidos, proteinas e hidratos de car-
bono (fig. 3-1). Su estructura bdsica es similar a la de las restantes membra-
nas de la célula, las cuales envuelven a los organoides del sistema de endo-
membranas —incluida la envoltora nuclear—, a las mitocondrias y a los pe-
roxisomas.

Las membranas celulares no son simples fronteras inertes que comparti-
mentan a la célula, sino estructuras que ejercen actividades complejas, como
las siguientes:

1) Constituyen verdaderas barreras permeables selectivas que controlan el
pasaje de iones y de moléculas pequefias, es decir, de solutos. Asi, la permea-
bilidad selectiva de las membranas impide el intercambio indiscriminado de
los componentes de los organoides entre si y de los componentes extracelu-
lares con los de la célula.

2) Proveen el soporte fisico para la actividad ordenada de las enzimas que
se asientan en ellas.

3) Mediante la formacién de pequefias vesiculas transportadoras hacen
posible el desplazamiento de sustancias por el citoplasma (cap. 7-1).

4) La membrana plasmdtica participa en los procesos de endocitosis y de
exocitosis. Por el primero, la célula incorpora sustancias desde el exterior
(cap. 7-29); por el segundo, las secreta (cap. 7-22).

5) En la membrana plasmética existen moléculas mediante las cuales las
células se reconocen y se adhieren entre si y con componentes de la matriz
extracelular (cap. 6-1).

|
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6) La membrana plasmdtica posee receptores que interactian especifica-
mente con moléculas provenientes del exterior, como hormonas, neurotrans-
misores, factores de crecimiento y otros inductores quimicos. A partir de es-
los receptores se desencadenan sefiales que se transmiten por el interior de la
célula; sus primeros eslabones se sitian cerca del receptor, en general en la
propia membrana plasmatica (cap. 11-8).

ESTRUCTURA DE LAS MEMBRANAS CELULARES

3-2. La estructura basica de las membranas celulares
corresponde @ una bicapa lipidica

Los lipidos fundamentales de las membranas biol6gicas son fosfolfpidos
de distinta clase y colesterol. En el capitulo 2-7 se sefialé la naturaleza anfi-
pitica de los primeros; son moléculas que poseen una cabeza polar o hidro-
filica y largas cadenas hidrocarbonadas apolares o hidrofébicas. Esta duali-
dad tiene suma importancia en la estructuracién de las membranas.

Cuando los fosfolipidos se colocan entre un aceite y una solucion acuosa for-
man una capa de una molécula de espesor (monocapa), en la que todas las cabe-
zas polares se orientan hacia la solucién acuosa y los dcidos grasos se alejan de
ella, de modo que los fosfolipidos quedan perpendiculares al plano de la interfa-
se agua/aceite (fig. 3-2). Mis aiin, si los fosfolipidos y el aceite son “empujados”
hacia el interior de la solucion acuosa se forman pequefias vesiculas, con las ca-
bezas de los fosfolipidos en la periferia —en contacto con el medio acuoso— y
los dcidos grasos orientados hacia el aceite en el interior vesicular (fig. 3-2).

En cambio, en las soluciones acuosas puras los fosfolipidos no forman
monocapas sino bicapas que se cierran sobre si mismas, lo cual da lugar a ve-
siculas de hasta 1 wm de didmetro llamadas liposomas (fig. 3-3). Como es de
esperar, los dcidos grasos hidrofdbicos se unen en el interior de la bicapa y
las cabezas polares hidrofilicas de cada monocapa se orientan hacia las solu-
ciones acuosas. Dado que los liposomas pueden fusionarse con las membra-
nas plasmdticas, se los ufiliza como vehiculos para incorporar diversos com-
puestos a las células; para ello se los construye en un medio acuoso al que se
le agrega uno o més compuestos (medicamentos, cosméticos), lo cual asegu-
ra su incorporacién al interior vesicular.

Cuando se colocan fosfolipidos entre dos soluciones acuosas separadas
por un tabique incompleto, forman una bicapa lipidica que completa la sepa-

LT

Fig. 3-2. Esquema que ilustra co- Fig. 3-3. Liposoma derivado del
mo se ordenan los fosfolipidos ordenamiento espontdneo de los
cuando se los coloca en una inter- fosfolipidos cuando se los coloca
fase de aceite y agua. en un medio acuoso,
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racién (fig. 3-4). Aqui también las cabezas polares de los

e P =0 il e * .
" ©==0 fosfolipidos se dirigen hacia las soluciones acuosas y los
= —— fcidos grasos se orientan hacia el interior de la bicapa,
== s 2 . L
¢= —o que por tal motivo resulta altamente hidrofGbico, Estas
[ ——=—dpe— ] ) "L 1] . . .
e ——  bicapas lipidicas artificiales se construyen para estudiar
o:::= ::0::: la permeabilidad y las propiedades fisicoquimicas de las
x“am:““,_._, ﬁ membranas biolGgicas, dado que exhiben una estructura
bédsica y un comportamiento semejantes.
Fig. 3-4. Bicapa lipidica arti-  3-3. Los fosfolipidos son los lipidos mas abundantes
ficial formada al colocarse de las membranas celulares
fosfolipidos entre dos medios ) o o
ACUDSOS. Las membranas celulares estdn formadas por bicapas lipidicas similares a

las descritas en la seccién anterior, En la figura 3-5 se muestran cuatro bica-
pas lipidicas tal como se observan con el microscopio electronico.

Estas bicapas contienen fosfolfpidos y colesterol, pero los primeros suelen
ser las moléculas lipidicas mds abundantes.

Las estructuras de las distintas clases de fosfolipidos presentes en las mem-
branas fueron descritas en el capitulo 2-7. Debe recordarse que las cadenas hi-
drocarbonadas de los 4cidos grasos pueden estar saturadas o no (fig. 2-20). En
las cadenas saturadas los enlaces simples entre los carbonos les confieren a los
deidos grasos una configuracién extendida, lo que hace que €stos se hallen
perpendiculares respecto del plano de la bicapa lipidica y que en cada mono-
capa los fosfolipidos queden agrupados en conjuntos bastante compacios. En
cambio, los enlaces dobles de las cadenas no saturadas producen angulosida-
des en los dcidos grasos, lo cual separa a los fosfolipidos y le da a la bicapa
una configuracién menos compacta (fig. 3-6).

El fosfolipido que predomina en las membranas celulares es la fosfatidil-
colina. Le siguen, en este orden, la fosfatidiletanelamina, |a fosfatidilserina,
la esfingomielina y el fosfatidilinositol. Un derivado de este tltimo, el fosfa-
tidilinositol 4,5-difosfato o PIP, (fig. 2-16), cuando es hidrolizado genera dia-
cilglicerol (DAG) ¢ inositol 1,4,5-trifosfato (IP;), dos pequenas moléculas im-
plicadas en la transmisién de sefiales intracelulares (caps. 11-14 y 11-17). En
cambio, cuando al PIP, se le afade un fosfato se convierte en fosfatidilinosi-
tol 3,4,5-trifosfato o PIP; (caps. 11-14 y 11-20).

La membrana interna de la mitocondria contiene un fosfolipido doble lla-
mado difosfatidilglicerol o cardiolipina (cap. 2-7) (fig. 2-17).

El colesterol es un componente cuantitativamente importante de las membra-
nas celulares, especialmente en la membrana plasmética. Debido a que es anfipa-

Fig. 3-5. Micrografia electrénica de
cuatro membranas celulares (MC).
En cada una se observa la bicapa li-
pidica. EI, espacio intercelular.
240,000, (De E. D. De Robertis.)
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tico, en cada monocapa se dispone entre los fosfolipidos, con el grupo OH del
C3' de su nidcleo ciclico orientado hacia la solucién acuosa (cap. 2-7) (fig. 3-7).

En Ia membrana del reticulo endoplasmatico existe un lipido especial lla-
mado dolicol (figs. 2-24 y 7-15), necesario para la incorporacién de los oli-
gosacdridos a las moléculas proteicas durante la formacidn de algunas glico-
proteinas (cap. 7-16).

Los distintos componentes lip{dicos se mantienen en la bicapa gracias a
sus interacciones con el medio acuoso y con los acidos grasos de los fosfoli-
pidos vecinos, sin que se produzcan uniones covalentes entre ellos.

Las dos capas de la bicapa lipidica no son idénticas en su composicién, ra-
z6n por la cual se dice que las membranas son asimétricas. La fosfatidileta-
nolamina, la fosfatidilserina y el fosfatidilinositol predominan en la capa que
estd en contacto con el citosol, mientras que la fosfatidilcolina y la esfingo-
mielina predominan en la capa no citosélica (en la membrana plasmatica. la
gue da al exterior; en un organoide, la que da a su cavidad).

La composicién de las membranas celulares presenta diferencias cuantita-
tivas y cualitativas, segiin se analice la membrana plasmdtica o la membrana
de algiin organoide en particular. Por ejemplo, la membrana mitocondrial in-
terna posee difosfatidilglicerol y la del reticulo endoplasmatico contiene do-
licol, lipidos que no existen en otras membranas. En cambio, el colesterol
abunda en la membrana plasmdtica y es muy escaso en la membrana interna
de la mitocondria. También existen diferencias entre las membranas cuando
se las analiza en los distintos tipos celulares,

A temperaturas fisiolégicas la bicapa lipidica se comporta como una es-
tructura fluida. La fluidez aumenta cuando se eleva la proporcidn de dcidos
grasos cortos y no saturados en los fosfolipidos. Vimos que la saturacién de
los dcidos grasos hace que los fosfolipidos se agrupen en conjuntos mds com-
pactos, lo cual le confiere mayor rigidez a la bicapa. El colesterol produce
consecuencias similares.

Decir que la bicapa lipidica se comporta como una estructura fluida signi-
fica que sus componentes rotan en torno de sus ejes y se desplazan libremen-
te por la superficie membranosa (fig. 3-8). Ademas de estos movimientos, los
lipidos pueden pasar de una capa a la otra por un tipo de movimiento llama-
do “flip-flop™ (por su semejanza con la conocida cabriola gimndstica). Este
iiltimo movimiento es poco comiin comparado con la rotacion y el desplaza-
miento lateral.

En la seccién 3-7 veremos que algunos lipidos membranosos se hallan
asociados con hidratos de carbono bajo la forma de glicolipidos.

3-4. Las proteinas de las membranas celulares se clasifican
en integrales y periféricas

Las membranas celulares contienen importantes cantidades de proteinas.
En promedio, la proporcién de lipidos y de proteinas es equivalente, aunque
varfa en los distintos tipos de membranas. Por ejemplo, la membrana de las
vainas de mielina posee un 80% de lipidos y un 20% de proteinas, mientras
que en la membrana interna de las mitocondrias esa relacifn se invierte.

Las proteinas de las membranas celulares exhiben una asimetria mayor
que los lipidos y se clasifican en periféricas e integrales (fig. 3-9).
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Fig. 3-6. Esquemas que ilus-
tran cémo los dobles enlaces
en los dcidos grasos distan-
cian & los fosfolipidos en las
bicapas lipidicas.
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Fig. 3-7. Moléculas de coles-
terol entre los fosfolipidos de
las membranas celulares.
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Fig. 3-8. Movimientos que ex-
perimentan los fosfolipidos en
las membranas de la célula.
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Las proteinas periféricas se hallan sobre ambas caras

de la membrana, ligadas a las cabezas de los fosfolipidos o
ﬁﬁﬁ ﬁ ﬁﬁ ﬁ ﬁﬁﬁ a proteinas integrales por uniones no covalentes. Asi, pue-
den ser extraidas con cierta facilidad mediante tratamientos
QMQ QWH gl{ lﬁn uu con soluciones salinas. De la superficie de las proteinas

Fig. 3-9. Posiciones de las
proteinas integrales y de las
proteinas periféricas en las
membranas celulares.

Fig. 3-10. Esquemas de cua-
tro proteinas integrales, dos
transmembranosas (una de
ellas multipaso) y dos situa-
das en posiciones periféricas.
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emergen los residuos de los aminodcidos polares (fig. 2-25),
los cuales interactiian con grupos quimicos de la propia
membrana y de los medios que la banan.

Las proteinas integrales se hallan empotradas en las membranas, entre
los lipidos de la bicapa, por lo que para su extraccidn se necesitan procedi-
mientos relativamente dristicos, mediante detergentes o solventes especia-
les. Algunas se extienden desde la zona hidrofébica de la bicapa hasta una
de las caras de la membrana, por donde emergen (fig. 3-9). Otras, en cam-
bio, atraviesan la bicapa totalmente, de ahi que se las llame transmembra-
nosas (fig. 3-9). El extremo carboxilo de estas proteinas suele hallarse en
el lado citosélico de la membrana y el extremo amino en el lado no citosé-
lico. Dichos extremos se vinculan con los medios acuosos que bafian a am-
bas superficies de la membrana, por lo que poseen un predominio de ami-
nodcidos hidrofilicos. En cambio, las partes de las proteinas integrales que
se hallan entre los dcidos grasos de los fosfolipidos presentan una mayor
proporcién de aminodcidos hidrofébicos. Cominmente, la zona intramem-
branosa exhibe una estructura secundaria en hélice o, con su superficie ex-
terior hidrofébica en contacto con los dcidos grasos, también hidrofébicos
(fig. 3-10).

Muchas proteinas transmembranosas atraviesan la bicapa lipidica més de
una vez —de ahi que se llamen mulfipase— , por lo que forman una sucesién
de asas cuyas curvas emergen por ambas caras de Ia membrana (fig. 3-10).

Algunas proteinas transmembranosas se asocian con otras para formar es-
tructuras cilindricas huecas, como las que se muestran en la figura 3-21. Sus
aminodcidos se distribuyen de tal manera que la pared exterior del cilindro
hueco —en contacto con los dcidos grasos— resulta apolar, mientras que la
superficie interna se halla cubierta por grupos polares, los cuales delimitan un
uinel cuyas bocas se abren en ambos lados de la bicapa. Mas adelante anali-
zaremos las caracteristicas de estos tineles y su importancia para el transpor-
te de los solutos a través de las membranas.

Debe agregarse que existen proteinas que se comportan como integrales
— pues requieren métodos drésticos para ser removidas— pero que tienen po-
siciones periféricas. Su estabilidad en la membrana se debe a que se hallan li-
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gadas mediante uniones covalentes a un dcido graso o a un fosfatidilinositol,
segiin estén en el lado citosdlico o en el lado no citosélico, respectivamente
(fig. 3-10).

En la seccidn 3-7 se verd que muchas proteinas membranosas estdn aso-
ciadas con hidratos de carbono, es decir, son glicoproteinas. Mas atin, en la
membrana plasmatica casi todas las proteinas pertenecen a esta categoria.

3-5. Las membranas celulares responden al modelo
llamado de maosaico fluido

Como los lipidos, las proteinas también pueden girar en torno de sus pro-
pios ejes y desplazarse lateralmente en el plano de la bicapa. Se las ha com-
parado con “icebergs” que flotan en la bicapa lipidica. A esta propiedad dind-
mica de las membranas biolégicas se le da el nombre de mosaico fluido.

La capacidad de migrar por la bicapa indicaria que las interrelaciones
quimicas entre protefnas y lipidos son efimeras. Sin embargo, en la mayo-
ria de los casos tienen cierta estabilidad. Asi, los lipidos que rodean a una
proteina dada se mantienen asociados a ella, lo cual parece ser importante
para asegurar la configuracién de la proteina. Comiinmente, las proteinas
membranosas muestran propiedades diferentes cuando se encuentran en las
membranas y cuando han sido aisladas y purificadas. Ello ha llevado a re-
valorizar el entorno lipidico en que se hallan y a reconocer la existencia de
movimientos combinados de las proteinas con los lipidos. Més atin, las ac-
tividades de las proteinas podrian variar por modificaciones en los lipidos
anexos.

Algunas proteinas de la membrana plasmatica tienen restringida su mo-
vilidad lateral por hallarse unidas a componentes del citoesqueleta, los cua-
les las inmovilizan en determinados puntos de la membrana (cap. 5-24) (fig.
5-31). Por otra parte, la union oclusiva (cap. 6-11) (fig. 6-9) impide que las
proteinas pasen de un lado al otro del limite marcado por ella (fig. 3-27).

3-6. La fluidez de las proteinas en la bicapa lipidica ha sido
comprobada mediante distintas técnicas biologicas

Vimos que la fluidez de la membrana hace referencia al desplazamiento
de los lipidos y de las proteinas en el plano de la bicapa. Esta fluidez ha sido
comprobada mediante anticuerpos ligados a fluorocromos, que son féciles de
detectar con el microscopio de fluorescencia (cap. 23-25). Examinemos los
siguientes experimentos:

Si se trata a linfocitos con anticuerpos fluorescentes que se unen a recep-
tores {proteinas) localizados en sus membranas plasmaticas, puede observar-
se el desarrollo de una especie de capuchdn (fig. 3-11). Este se forma porque
los receptores se desplazan por la membrana y se agrupan en un polo de la
célula. Ademas, alli la membrana plasmética puede invaginarse hacia el cito-
sol y formar vesiculas de endocitosis (cap. 7-29), lo cual se detecta también
con el microscopio de fluorescencia.

Sien un cultivo celular se fusionan dos células de especies diferentes (por
ejemplo, una humana y otra de ratén), se obtiene una célula con dos niicleos
llamada heterocaridn, que comparte los citoplasmas, los niicleos y las mem-
branas plasmaiticas de las células participantes (fig. 3-12) (cap. 21-4). La
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Fig. 3-11. Linfocito tratado
con un anticuerpo fluorescente
que se une a receplores protei-
cos de la membrana plasmati-
ca. Obsérvese el desplaza-
miento de los receplores y su
agrupamiento eén un polo de la
célula (el cercano al complejo
de Golgi), donde pueden in-
gresar por endocitosis, (De 5.
e Pretris y M. C. Raff.)

Fig. 3-12. Obtencidn de un he-
terocarion al unirse dos células
de especies diferentes median-
te el virus Sendai inactivado,
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unidn de las células se consigue con la ayuda del virus Sendai inactivado o
del polietilenglicol, cuyas propiedades fusdgenas propician el contacto y la
integracién de las membranas plasméticas. Si previamente se marcan las cé-
lulas con sendos anticuerpos fluorescentes de colores diferentes (como la
fluoresceina, que es verde, v la rodamina. que es roja), luego de la fusién pue-
den reconocerse en la membrana plasmdtica del heterocarion las partes apor-
tadas por cada célula. No obstante, debido a que los receptores marcados se
desplazan por la membrana, pronto los dos colores se entremezclan en toda
la superficie de la célula.

En la figura 3-13 se representa el posible mecanismo molecular de fusicn
de membranas. Cuando se hallan préximas entre si y bajo la influencia de ele-
mentos fusdgenos (en nuestro caso, el virus Sendai o ¢l polietilenglicol), se
suceden los siguientes fendmenos: 1) se despejan las protefnas membranosas,
lo que deja a las bicapas sin otro tipo de moléculas que los lipidos; 2) las bi-
capas establecen fntimo contacto a través de sus respectivas monocapas en-
frentadas; 3) dichas capas desaparecen y se desarrolla una interfase de estruc-
turas lipidicas hexagonales entre las dos monocapas testantes (esta interfase
parece ser esencial en todos los procesos de fusién de membranas); 4) final-
mente, la interfase desaparece y se completa la fusi6n. El mecanismo descri-
to se produce en todos los procesos fisioldgicos de fusién de membranas y en
ellos intervienen agentes fuségenos presentes en el citosol. Se describirdn
cuando analicemos la dindmica de las vesiculas transportadoras en el sistema
de endomembranas (cap. 7-41) y la fusién del espermatozoide con el ovoci-
to durante la fecundacion (cap. 19-19).

Otro método utilizado para estudiar el desplazamiento lateral de las pro-
tefnas en el plano de las membranas es la técnica de recuperacién de la
fluorescencia después del fotoblanqueo, conocida con la sigla FRAP (por
fluorescence recovery afier photobleaching). Aqui ciertas protefnas mem-
branosas son marcadas con fluorocromos y un pequefio sector de la mem-
brana es irradiado con rayos ldser. Dicho sector se “blanquea”, es decir, que-
da sin fluorescencia. No obstante, pronto es invadido por proteinas fluores-
centes provenientes de las regiones no irradiadas. La velocidad de recupera-

Celula humana Célula de raton Heterocarion
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cién de la fluorescencia puede calcularse mediante un indice llamado “coe-  Fig. 3-13. Esquema que ilustra

ficiente de difusion”. el posible mecanismo molecu-
lar responsable de la fusién de

. dos membranas celulares. (De
3-7. Los hidratos de carbono de las membranas celulares R. Schaier y P. Overath.)

forman parte de glicolipidos y de glicoproteinas

T
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Las membranas celulares contienen entre 2 y 10% de hidratos de carbono.
Estos se hallan solamente en la superficie no citos6lica de la bicapa lipidica,
unidos covalentemente a lipidos y a proteinas de la membrana, es decir, bajo
la forma de glicolipidos y glicoproteinas (fig. 3-14).

Laos glicolipidos se clasifican en cerebrdsidos y ganglidsidos (cap. 2-7).
Los cerebrasidos se forman por la union de una galactosa o de una glucosa
con la ceramida (fig. 2-21). La estructura de los ganglidsidos es similar, pe-
ro el hidrato de carbono no es un monosacdrido sino un oligosacédrido que
contiene uno a tres dcidos sidlicos (fig. 2-22).

Por su lado, las glicoproteinas contienen oligosaciridos o polisacdridos.

Los oligesacdridos se hallan ligados a las proteinas a través de enlaces N-gli-
cosidicos u O-glicosidicos (cap. 2-6) (figs. 2-7 y 2-8). Habitualmente los moné-
meros que se localizan en la periferia de los oligosacdridos son édcidos sidlicos.
Una proteina puede contener una o varias cadenas oligosacdridas (fig. 3-14).

Los polisacdridos ligados a proteinas son glicosamineglicanos (uno o va-
rios par proteina) y forman glicoproteinas llamadas proteoglicanos (cap. 2-6)
(figs. 2-10 y 2-11). En los capitulos 6-3 y 7-18 se verd que muchos proteogli-
canos son transferidos hacia el medio extracelular, donde abundan. No obs-
tante, algunos regresan a la célula y se instalan en la membrana plasmdtica
como glicoproteinas periféricas. Asf, puede decirse que estos proteoglicanos
son moléculas recuperadas por la célula,

‘ﬁxﬁﬁ ﬁ%mﬁﬁ ﬁﬁm
Wy

Fig. 3-14. Presencia de hidratos
de carbono (integrantes de glicoli-
pidos y glicoproteinas) en la cara

no citosdlica de las membranas
celulares.
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3-8. Los hidratos de carbono cumplen funciones relevantes
en las membranas celulares

Los hidratos de carbono de los glicolipidos y de las glicoproteinas que se
localizan en la superficie no citosélica (o luminal) de la membrana de los or-
ganoides integrantes del sistema de endomembranas cumplen diversas fun-
ciones. Los correspondientes a la membrana de los lisosomas, por ejemplo,
la protegen de las enzimas hidroliticas presentes en el interior del organoide
(cap. 7-33).

Los hidratos de carbono de los glicolipidos y de las glicoproteinas que se
localizan en la cara externa de la membrana plasmdtica forman una cubierta
llamada glicoedliz (fig. 3-14). Sus funciones son las siguientes:

1) Protegen a la superficie de la célula de agresiones mecdnicas y quimi-
cas. Por ejemplo, el glicocdliz de las células situadas en la superficie de la
mucosa intestinal las protege del contacto con los alimentos y de los efectos
destructivos de las enzimas digestivas.

2) Debido a la presencia de dcidos sidlicos en muchos de los oligosaciri-
dos del glicocéliz, la carga eléctrica en su superficie es negativa. Ello atrae a
los cationes del medio extracelular, que quedan retenidos en la cara exterior
de la célula. Esta condicién es importante particularmente en las células ner-
viosas y en las musculares, puesto que necesitan incorporar gran cantidad de
Na* de ficil disponibilidad durante la despolarizacién de sus membranas.

3) Algunos oligosacdridos del glicocéliz son necesarios para los procesos
de reconocimiento y de adhesion celular (caps. 6-8 y 6-9).

4) La membrana plasmética que circunda varias veces el axén de algunas
neuronas para formar la vaina de mielina contiene abundantes glicolipidos,
los cuales contribuyen al aislamiento eléctrico del ax6n.

5) La especificidad del sistema ABO de grupos sanguineos se halla deter-
minada por ciertos oligosacdridos muy cortos y parecidos entre si, presentes
en la membrana plasmética de los glébulos rojos. Estos oligosacdridos sélo
difieren por sus monémeros terminales y estdn ligados a una proteina trans-
membranosa 0 a una ceramida, como muestra la figura 3-15. Asi, en los eri-
trocitos pertenecientes al grupo A el monosacdrido terminal de la cadena oli-
gosacérida es la N-acetilgalactosamina y en los del grupo B es la galactosa;
cuando estos monosacaridos terminales estén ausentes los eritrocitos pertene-
cen al grupo sanguineo O (fig. 3-15).

&) En las células tumorales malignas se han observado cambios en algu-
nos oligosaciridos membranosos, lo cual ha llevado a postular que influyen
en la conducta anémala que ellas asumen. Se cree que alteran la recepcién de
las sefiales que controlan las divisiones celulares.

7) Algunas toxinas, bacterias y virus se unen a oligosacéridos especificos
presentes en la membrana plasmética de las células que atacan. Por ejemplo,
se sabe que algunas bacterias se unen a las manosas de oligosacdridos de la
membrana plasmatica de las células que infectan como paso previo a su in-
vasién. Por otro lado, para iniciar sus acciones patégenas, algunas toxinas
—como las que elaboran las bacterias del célera, del tétanos, del botulismo y
de Ia difteria— se unen selectivamente a oligosacaridos de gangliésidos pre-
sentes en la superficie celular.

8) En algunas células, determinadas glicoproteinas del glicocdliz tienen

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

3. MEMBRANAS CELULARES m 57

Fig. 3-15. Oligosacdridos de la mem-
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propiedades enzimdticas. Por ejemplo, diversas glicoproteinas pertenecientes
al glicocdliz de las células que revisten el intestino son peptidasas y glicosi-
dasas que tienen por funcién completar la degradacién de las proteinas y de
los hidratos de carbono ingeridos, iniciada por otras enzimas digestivas.

PERMEABILIDAD DE LAS MEMBRANAS CELULARES

3-9. Los solutos y las macromoléculas atraviesan las membranas
celulares mediante mecanismos diferentes

Existe un flujo continuo de sustancias que entran y salen de la célula y cir-
culan por su interior, Para ello, los solutos (es decir, los iones y las molécu-
las pequefias) deben pasar a través de las membranas celulares; tal fendmeno
se denomina permeabilidad y serd estudiado en las proximas secciones de es-
te capitulo,

En lo que respecta a las macromoléculas, para atravesar las membranas
algunas utilizan canales proteicos especiales llamados translocones, otras pa-
san por poros de sofisticada composicion y otras se valen de vesfculas peque-
fias. Estas transferencias serdn analizadas en los capitulos dedicados al siste-
ma de endomembranas (caps. 7-1 y 7-12), la mitocondria (cap. 8-28), el pe-
roxisoma (cap. 10-5) y la envoltura nuclear (cap. 12-4).

3-10. El pasaje de solutos a través de las membranas celulares
puede ser pasivo o activo

El incesante intercambio de solutos entre el medio que rodea a la célula y
el citosol, y entre éste y el interior de los organoides, se realiza a través de la
membrana plasmética y de las membranas de dichos organoides, respectiva-
mente. Segin los casos, el pasaje se produce sin gasto de energia o por me-
canismos que requieren de ella. Cuando no consume energia, el proceso se
denomina transporie pasivo: el dependiente de energia, transporte activo.

El transporte pasivo se cumple a través de los componentes de la bicapa
lipidica o a (ravés de estructuras especiales, constituidas por proteinas trans-
membranosas organizadas para el paso de los solutos (fig. 3-16); estas estruc-
turas son de dos tipos: los canales idnicos y las permeasas, llamadas también
transportadores. El transporte pasivo a través de la bicapa lipidica se deno-
mina difusién simple, v el que se realiza a través de los canales i6nicos y las
permeasas lleva el nombre de difusién facilitada.
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Fig. 3-16. Distintos mecanis-
mos y estructuras membrano-
sas utilizados por los solutos
para atravesar las membranas
de la célula.

Fig. 3-17. Difusién de una sustan- k ) Q i ol :J

cia disuelta en un solvente,

El transporte activo tiene lugar exclusivamente a través de permeasas
(fig. 3-16).

3-11. El transporte pasivo de los solutos se produce por difusién

Cuando se disuelve un soluto en un solvente, las particulas del primero se
dispersan en forma progresiva por todo el solvente hasta quedar uniforme-
mente distribuidas. El movimiento del soluto —llamado difusién— se reali-
za desde los sitios en que se halla més concentrado hasta los de menor con-
centracion, con una velocidad proporcional a la diferencia entre las concen-
traciones (fig. 3-17). Esta diferencia se denomina gradiente de concentra-
cién. Si el soluto posee carga eléctrica, gravita ademds ¢l gradiente de vol-
taje o potencial eléctrico que se establece entre los distintos puntos de la so-
lucién. La suma de los gradientes de concentracién y de voltaje se conoce co-
mo gradiente electroguimico. La difusién a favor de tales gradientes es un
proceso que ocurre espontdneamente, sin gasto de energia, de ahi que lleve
el nombre de transporte pasivo.

3-12. La difusion simple se produce a través de la bicapa lipidica

El transporte pasivo de solutos puede también ocurrir entre compartimien-
tos acuosos separados por membranas semipermeables, como lo son las bica-
pas lipidicas de las membranas celulares. Este tipo de transporte se denomina
difusién simple. Dichas membranas se llaman semipermeables porque los so-
lutos estén obligados a sortear el tamiz que representa su doble capa de lipidos.

Las sustancias que se disuelven en los lipidos atraviesan con cierta faci-
lidad la zona hidrofébica de las membranas. Existe una relacién lineal direc-
ta entre la solubilidad en lipidos de una sustancia y su velocidad de difusion
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a través de las membranas semipermeables. Tal relacion se expresa mediante
el coeficiente de particion aceite/agua, que se mide agitando el soluto en una
mezcla de ambos fluidos. Cuando se separan las dos fases, se determina la
concentracién de la sustancia disuelta en cada una de ellas. La relacion con-
centracion del soluto en aceite/concentracion del soluto en agua da el valor
del coeficiente de particion.

Las moléculas no polares pequefias —como el O,, el CO; y el N>— difun-
den libremente a traves de las bicapas lipidicas (fig. 3-18). También lo hacen
compuestos liposolubles de mayor tamano, por ejemplo, los dcidos grasos v
los esteroides. A pesar de ser moléculas polares, el glicerol y la urea atravie-
san facilmente las membranas celulares porque son pequefias y no poseen
carga eléctrica.

La bicapa lipidica de las membranas celulares permite el paso del agua
por difusién simple. Debido a que el agua constituye el solvente en que se ha-
llan disueltos los solutos y dispersas las macromoléculas, el sentido del mo-
vimiento de las moléculas acuosas depende del gradiente osmético entre
ambos lados de la membrana. En la seccién 3-16 se analizardn otros aspectos
vinculados con el pasaje del agua a través de las membranas celulares.

La difusion de las moléculas polares a través de la bicapa lipidica es tan-
to menor cuanto mayor es su tamano; las hexosas, los aminoécidos y los nu-
cledtidos, por ejemplo, practicamente no difunden. En cuanto a los iones, da-
da su carga eléctrica se unen a varias moléculas de agua, lo cual les impide
atravesar la bicapa lipidica por mds pequeiios que sean (en el capitulo 2-2 vi-
mos que el agua se comporta como un dipolo).

La difusién simple se realiza en forma espontdnea, con una velocidad di-
rectamente proporcional 4 la diferencia de concentracidn (o gradiente) del so-
luto entre uno y otro lado de la membrana, como se observa en el gréfico de
la figura 3-19. Debe sefalarse que la pendiente de la recta depende del grado
de permeabilidad de la membrana al soluto. Como se vio, el sentido de la di-
fusién depende del lado en que se halla mis concen-
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M, Urea Nucleatidos Fig. 3-18. Salutos que atraviesan
CO, Esteroides Aminoacidos las membranas de Ia célula por di-
0O, Acidos grasos Glucosa fusidn simple
H,0 Gliceral :

Fig. 3-19, Velocidades de flu-
jo de los solutos al atravesar
uni membrana por difusion
simple y difusién facilitada,
segiin sus gradientes de con-
centracidn,

trado el soluto.
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3-13. La difusion facilitada se produce a traveés
de canales ianicos y de permeasas

La mayoria de las sustancias que atraviesan las
membranas celulares a favor de gradientes —es decir,
sin gasito de energia— lo hacen a una velocidad ma-
yor a la esperable si su pasaje fuera por difusi6n sim- !

2

|

3

Velocidad de transporte

= Difusion simple
- Difusian facilllada

ple. La diferencia se explica por la presencia de cier- .

tos componentes membranosos proteicos llamados Concentracion del soluto
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canales idnicos y permeasas, a través de los cuales se facilita —aunque
también se regula— la transferencia de los solutos de un lado al otro de la
membrana.

El sentido de la difusién se realiza siempre a favor de los gradientes de
concentracién y voltaje. Asi, ante una inversién de esos gradientes, el senti-
do de la difusién también se invierte. Como vemos, en la difusién facilitada
la fuerza que impulsa la movilizacién de las particulas del soluto es el gra-
diente, y por lo tanto no consume energfa. Desde este punto de vista, la difu-
sion facilitada es similar a la difusién simple; la diferencia reside en que en
la primera participan estructuras proteicas reguladoras y en la segunda no.

Durante el transporte pasivo de solutos por difusidon facilitada, los comple-
jos soluto-canal iénico y soluto-permeasa muestran caracteristicas de especi-
ficidad y saturabilidad similares a las del complejo enzima-sustrato. Asi, si en
un sisiema de coordenadas se representa la velocidad del flujo en funcién de
la coneentracién del soluto, se obtiene una curva hiperbélica, lo cual marca
una notable diferencia con la relacién lineal directa de la difusién simple (fig.
3-19). La hipérbola es semejante a la derivada de la actividad enzimdtica en
funcién de la concentracion del sustrato (fig. 2-34). Tal comportamiento in-
dica que el proceso es saturable. Cuando en un canal i6nico o en una permea-
sa se alcanza la velocidad maxima de flujo, ésta ya no aumenta por més que
se incremente la concentracion del soluto,

Igual que en el caso de las enzimas, se puede definir la constante Km co-
mo la concentracion de soluto en que se alcanza la mitad de la velocidad mé-
xima de flujo. En la mayoria de las circunstancias el valor K tiene una rela-
cién inversa con la afinidad del transportador por el soluto. A menor valor de
Km, mayor es la afinidad, y viceversa. En consecuencia, en este tipo de siste-
ma la velocidad de flujo del soluto puede expresarse mediante una ecuacion
similar a la empleada para las enzimas (cap. 2-15):

Jrnix [S]
K + [5]

donde T es la velocidad de flujo; Jmax la velocidad méxima de flujo; [S] la
concentracién del soluto, y Ky la concentracién del soluto a la cual el flujo
es igual a la mitad del maximo.

Como ocurre con las enzimas, existen sustancias que poseen estructuras
moleculares semejantes a la de los solutos y que pueden unirse a los canales
iénicos y a las permeasas y producir inhibiciones competitivas (cap. 2-17).
También se producen inhibiciones de tipo no competitivo.

3-14. Existen dos clases de canales ionicos, los dependientes
de ligando y los dependientes de voltaje

Los canales iénicos son poros o tineles hidrofilicos que atraviesan las
membranas, formados por proteinas integrales transmembranosas general-
mente de tipo multipaso.

Existen canales iGnicos en todas las células, tanto en la membrana plasma-
tica como en las de los organoides. Son altamente selectivos, de modo que
hay canales especificos para cada tipo de ion (Na*, K*, Ca*, CI, etc.). Los
més abundantes en la membrana plasmadtica son los canales para el K*.
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Tabla 3-1. Concentracion de los iones princi-
pales dentro y fuera de la célula
Intracelular Extracelular
Na* 12 145
K 140 4
Mg 0.5 15
Ca™ < (,0005 L5
H pH 7,2 pH 7.4
Cr 10 110
HCOy 27 10

El flujo de un ion es impulsado por el gradiente electroquimico resultan-
te, como vimos, de la suma de los gradientes de concentracion y de voltaje
entre ambos lados de la membrana. En la tabla 3-1 se informan las concen-
traciones de los principales iones dentro y fuera de la célula. Normalmente,
¢l lado citosélico de la membrana plasmitica es electronegativo con respec-
to al lado exterior, lo cual favorece el ingreso —o dificulta el escape— de los
iones con carga positiva. Con los iones negativos se da la situacién inversa.
Por ejemplo, el gradiente de voltaje se opone a la salida del K de la célula,
mientras que el gradiente de concentracién la favorece. Cuando estas fuerzas
opuestas se equilibran, el gradiente electroquimico es igual a cero y el flujo
del ion se detiene.

El potencial de equilibrio de un ion puede calcularse conociendo su con-
centracidn en el interior de la célula y en el medio extracelular, mediante la
ecuacién de Nernst:

RT Ce RT Ce
-In—=2303———log——*
zF Ci zF Ci

V=

donde V es el potencial de equilibrio (en voltios); R es la constante de los ga-
ses (1,987 cal - mol™' - °K™"); T es la temperatura absoluta; F, la constante de
Faraday (2,3 x 107 cal - V™'); z, la carga del ion, y Ce y Ci son las concen-
traciones extracelular e intracelular del ion.

La mayoria de los canales i6nicos no estdn abiertos en forma permanente,
pues poseen un dispositivo de apertura y cierre semejante al de una “com-
puerta”, accionado por dos clases de factores (fig. 3-20): algunos canales
abren su “compuerta” en respuesta a un cambio en el potencial eléctrico de
la membrana y otros cuando les llega una sustancia inductora (ligando) por
el lado citoslica o por el lado no citoslico (caps. 11-2 y 11-18). A los pri-
meros se los llama canales dependientes de voltaje; a los segundos, canales
dependientes de ligando. Surge de lo expuesto que para que se produzca el
pasaje de un soluto a través de un canal iGnico no s6lo es necesaria la exis-
tencia de un gradiente electroquimico, sino también un estimulo apropiado,
el cual, segiin los casos, corresponde a un cambio en el potencial de membra-
na o al arribo de una sustancia inductora (ligando).

La estructura de un canal i6nico semeja un cilindro hueco que atraviesa a
la membrana. Su conducto central se estrecha y se ensancha de forma seme-
jante a un reloj de arena, de modo que posee amplias bocas de acceso y de
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Fig. 3-20). Esquemas que muesiran

mos de pasaje de los iones a través de los cana-
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Fig. 3-21. Esquemas tridimensiona-
les de los canales idnicos dependien-
tes de voltaje (A) y de ligando (B).

salida. En un punto el conducto alcanza un didmetro muy pequeiio; esta zo-
na le da la especificidad al canal, puesto que en ella se produce el reconoci-
miento del ion segiin su tamafio y su carga.

La pared del cilindro se forma con varias proteinas transmembranosas,
cuatro en los canales regulados por cambios de voltaje y cince en los cana-
les dependientes de ligando (fig. 3-21).

Los canales iénicos mejor estudiados son los de las células nerviosas; incluso
se han clonado los genes que codifican sus protefnas y analizado la secuencia de
sus nucledtidos. Ello permitié establecer que son estructuras que se han conser-
vado con pocas modificaciones a través de la evolucién, ya que existe una nota-
ble homologia en dichos canales en especies filogenéticamente muy distantes.

3-15. Los iondforos aumentan la permeabilidad de las membranas
biologicas a ciertos iones

Existen sustancias — llamadas ionéforos— que tienen la propiedad de incor-
porarse a las membranas biologicas y aumentar su permeabilidad a diversos io-
nes. Son moléculas de tamaiio relativamente pequefio, con una superficie hidro-
fdbica que les permite insertarse en la bicapa lipidica. Se conocen dos tipos de
iondtoros, los transportadores moviles y los formadores de canales. Como los
canales idnicos, permiten flujos de iones basados en gradientes electroquimicos.

Los transportadores moviles atrapan al ion en un lado de la membrana,
lo engloban en el interior de sus moléculas, giran 180° en la bicapa lipidica y
lo liberan del otro lado de la membrana (fig. 3-22A). A este grupo pertenece
el antibiético valinomicina, un péptido anular que transfiere K*. Otro iond-
foro de esta clase es el llamado A 23187, que transfiere Ca® y Mg™; es uti-
lizado en experimentos en los que se desea incrementar rapidamente la con-
centracién intracelular de Ca®
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Los iondforos formadores de canales son conductos hidrofébicos que
permiten ¢l pasaje de cationes monovalentes (H*, Na*, K*). A este grupo per-
tenece la gramicidina A, un antibidtico oligopeptidico compuesto por 15
aminodcidos. Tiene una configuracién helicoidal, y el conducto que se halla
en el interior de la hélice constituye el poro. Su corta longitud hace necesaria
la participacién de dos moléculas longitudinalmente alineadas para construir
un poro transmembranoso continuo (fig. 3-22B).

3-16. Las acuaporinas son canales especiales que permiten
el paso selectivo del aqua

Aungue no se trata de canales i6nicos, resulta oportuno analizar aquf un
dispositivo molecular que posibilita el pasaje de agua a través de algunas
membranas celulares,

En varias clases de células — particularmente los glébulos rojos y las epi-
teliales de los plexos coroideos, la vesicula biliar y el tibulo proximal de la
nefrona— la membrana plasmdtica es excepcionalmente permeable al agua,
mucho mds de lo esperable si su transporte se realizara exclusivamente me-
diante el mecanismo de difusidn simple analizado en la seccién 3-12. Ello se
debe a la presencia de canales de paso especiales conocidos con el nombre de
acuaporinas.

Las acuaporinas estdn constituidas por cuatro proteinas de 28 kDa iguales
entre si (menos una, que esid glicosilada), denominadas CHIP (por channel-
forming integral protein), cada una de las cuales se compone de seis o héli-
ces transmembranosas. Como muestra la figura 3-23, en la formacion de la
pared del canal intervienen solamente las dos o hélices intermedias de cada
CHIP. Si bien se sabe que el pasaje de agua a través de las acuaporinas se rea-
liza sin la compafifa de iones ni de otro tipo de solutos, no se conocen las ba-
ses de esa especificidad.

3-17. Existen distintas clases de permeasas pasivas, involucradas en
procesos de monotransporte, cotransporte y confratransporte

Como en los canales i6nicos, la pared de las permeasas estd cominmen-
te integrada por varias proteinas transmembranosas multipaso. Cada permea-
sa posee sitios de uni6n especificos para una o dos clases de solutos, accesi-
bles desde una o desde ambas caras de la bicapa. La fijacién del soluto pro-
duce un cambio conformacional en la permeasa, merced al cual se transfiere
el material hacia el otro lado de la membrana (fig. 3-24).

En esta seccion solo analizaremos a las permeasas que permiten el traspaso
pasivo de solutos. correspondiente al mecanismo de difusion facilitada. La acla-
racion se debe a gue la célula posee proteinas transportadoras similares pero con-
formadas para el traspaso activo de solutos, con gasto de energia (seccién 3-18).
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® Fig. 3-22. A. Pasaje de iones a tra-
vés de iondforos transportadores
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Fig. 3-23. Acuaporina. Se ilus-
tra un corie transversal gue
pasa por el plano de la mem-
brana. Obsérvense las cuatro
CHIPy el canal acupso central,
Cada punto representa una hé-
lice o transmembranosa.
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Fig. 3-24. Esquema que representa
a una permeasa y ¢l modo como |a
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Existen tres clases de permeasas (fig. 3-25): 1) las que transfieren un solo
tipo de soluto; esta forma de transferencia se llama monotransporte (en in-
glés, unipori); 2) las que transportan dos tipos de solutos simultineamente,
ambos en el mismo sentido; este mecanismo se denomina cotransporte
(symport); 3) las que transfieren dos tipos de solutos en sentidos contrarios;
esta clase de transferencia recibe el nombre de contratransporte (antiport).
Debe sefialarse que en el cotransporte y en el contratransporte las transferen-
cias de los dos solutos se hallan acopladas obligadamente, es decir, una no se
produce sin la otra.

Son ejemplos de difusidn facilitada mediante permeasas: 1) el monotrans-
porte de glucosa y el cotransporte de Nat y glucosa en la membrana plasma-
Lica de las células de la mucosa intestinal (seccién 3-21); 2) el contratrans-
porte de Na*® y H* a través de la membrana plasmatica de casi todos los tipos
de células; 3) el contratransporte de Cl- y HCO; por una permeasa de la
membrana plasmdtica de los eritrocitos, llamada banda 3 (cap. 5-36); 4) el
contratransporte de ADP y ATP por la membrana interna de la mitocondria
(cap. 8-16) (fig. 8-10).

3-18. El transporte activo requiere energia

Cuando el transporte de un soluto se realiza en direccién contraria a su
gradiente de concentracion o de voltaje, sdlo es posible con gasto de ener-
gia, de ahi que a este tipo de pasaje se lo llame transporte activo.

El transporte activo tiene lugar a través de permeasas llamadas bombas, y
en este caso también existen formas de monotransporte, cotransporte y contra-
transporte. Mds atin, el transporte activo de solutos presenta las mismas carac-
teristicas de especificidad y saturabilidad sefialadas para la difusion facilitada,
aunque difiere de ésta por realizarse en contra del gradiente del soluto,

Existen innumerables ejemplos de permeasas involucradas en procesos de
transporte activo. En las proximas secciones describiremos unas pocas, repre-
sentativas de la mayorfa.

3-19. La bomba de Na*K* es un sistema de contratransporte

Uno de los sistemas de transporte activo més difundidos es el que estable-
ce las diferencias en las concentraciones de Na* y de K™ entre el interior de la
célula y el liguido extracelular, que por ello es responsable del mantenimien-
to del potencial eléctrico de la membrana plasmética. Se lo denomina bomba
de Na*K* o Na*K*-ATPasa y tiene por funcién expulsar Na* al espacio ex-
tracelular e introducir K* en el citosol (fig. 3-26). Dado que transfiere solutos
diferentes en sentidos contrarios, se trata de un sistema de contratransporte.

La bomba de Na'K* es un complejo integrado por cuatro subunidades
—dos @ y dos § (¢,3,)—, que son proteinas integrales de la membrana plas-
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mética. Cada subunidad ¢ posee una masa de alrededor de 100 kDa y atra-
viesa la membrana unas ocho veces. En cambio, cada subunidad f es una gli-
coproteina de unos 45 kDa que posee varias cadenas oligosacdridas en el ex-
tremo que da a la cara no citosélica de la membrana. Los lipidos de la bica-
pa vecinos a las cuatro cadenas polipeptidicas influirian en el funcionamien-
to de la bomba, ya que ésta se inactiva cuando se la aisla y se extraen los li-
pidos que la acompanan,

Las subunidades « tienen sitios especificos para la fijacidon del Na* en sus
extremos citosélicos y sitios reservados para la unién del K en sus extremos
externos. Las transferencias de Na* hacia el exterior y de K* hacia el citosol
se hallan acopladas: una no puede realizarse sin la otra. Como consecuencia,
¢l funcionamiento de la bomba provoca el intercambio de Na* intracelular
por K* extracelular; ambos flujos se realizan en contra de sus respectivos
gradientes.

El sistema necesita energia, que se obtiene de la hidrélisis del ATP. Para
ello, 1a Na*K*-ATPasa cataliza dicha hidralisis mediante una reaccidn que re-
quiere la presencia no sélo de Na* y de K* sino también de Mg, El ATP se
une a un sitio especifico de la subunidad o en la cara citosGlica de la mem-
brana y su hidrélisis se halla acoplada al transporte de los iones. Cada ATP
que se hidroliza posibilita el transporte de tres Na® hacia el espacio extrace-
lular y de dos K* hacia el citosol. El resultado del funcionamiento de la bom-
ba puede resumirse mediante esta ecuacion:

INari +2Kop + ATP —= I Nate + 2K+ ADP4+ P,
donde los subfndices i y e junto a los simbolos Na* y K* indican “intracelu-
lar" y “extracelular”, respectivamente.

El sentido del flujo puede revertirse si las concentraciones de Na'e y de
K* aumentan por encima de ciertos limites y se agrega ADP y P. en este caso
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Fig. 3-25. Tipos de permeasas
seglin sean atravesadas por
uno o por dos solutos y, en el
segundo caso, las direcciones
en que lo hacen.

Fig. 3-26. Na*K*-ATPasa o
bomba de Na*tK*,

MQK il


https://booksmedicos.org

66 m BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

LUZ DEL INTESTING

MNa*@® @ Glucosa

A

Unign oclusiva

Pl

Ne"®@ ®KY

Fig. 3-27. Transporte transce-
lular de glucosa en el epitelio
intestinal, A raiz de la presen-
cia de uniones oclusivas entre
las células epiteliales (cap.
6-11), la glucosa debe atrave-
sur las células para llegar a los
capilares sanguineos situados
debajo del epitelio. Aunque la
slucosa ingresa en la célula en
contra de su gradiente, lo ha-
ce pasivamente. Ello se debe
o que entra junto con el Na=a
fravés de ung permeasa co-
trunsportadora  pasiva.  Sin
embargo, este transporie de
glucosa insume energla, ya
que el Na* debe ser expulsado
hacia la matriz extracelular
por el lado opuesto de la célu-
In mediante unn permeasi ac-
fiva, it bomba de Na*K*,

@ Glucosa

la Na*K*-ATPasa actia como una ATP sintasa. No obstan-
te, normalmente la bomba actia de acuerdo con la ecua-
cion antedicha: expele tres Na* por cada dos Kt que ingre-
san (fig. 3-26). Ello crea la diferencia de voltaje (o el po-
tencial eléctrico) que existe entre ambos lados de la mem-
brana plasmatica, donde el lado citosélico es normalmen-
te electronegativo con respecto al lado extracelular (fig.
3-26). A las bombas que generan potenciales eléctricos de
membrana se las define como electrogénicas.

Durante su funcionamiento, la NatK*-ATPasa atra-
viesa ciclos de fosforilacién y desfosforilacion que de-
terminan cambios alternados en su forma. De los meca-
nismos propuestos para explicar como actiia la bomba,
el que més se ajusta a los resultados experimentales es el
siguiente:

1) En las subunidades o existen sitios de alta afinidad
para tres Na*, un ATP y un Mg?**, facilmente accesibles
desde la superficie citosélica de la membrana plasmadtica.
Cuando se produce la hidrélisis del ATP, se libera el ADP y el tercer fosfato es
transferido a un dcido aspartico de una de las subunidades «, lo cual propicia
la fijacién de tres Na* en el interior del transportador.

2) Pronto se produce un cambio conformacional en la estructura de la per-
measa. Como resultado, los Na* quedan expuestos hacia el lado exterior de la
célula. Ademds disminuye su afinidad por las subunidades o, por lo que los
Na* son liberados en el medio extracelular.

3) Entre tanto, dos K* del liguido extracelular se unen a la permeasa y se
fijan en sus sitios en las subunidades . Esta unién provoca la liberacién del
fosfato ligado al transportador,

4} Tal desfosforilacién hace que el transportador recupere su configura-
cion original, por lo cual los K* quedan expuestos hacia el interior de la cé-
lula. Dado que ademads disminuye su afinidad por las subunidades . estos io-
nes ingresan en el citosol, lo cual completa el ciclo.

3-20. Algunos farmacos cardiotonicos inhiben la bomba de Na*K*

La Na*K*-ATPasa es inhibida por farmacos del tipo de la ouabaina y la
digitoxina —ampliamente utilizados como cardioténicos —, los cuales blo-
quean el contratransporte de Na® y K* en concentraciones de 107 M, Estas
sustancias actian en la superficie de las células uniéndose a los sitios de las
subunidades a reservados para los K*. La inhibicidn de la bomba de Na*K*
se debe a que los cardioténicos, al competir con el K*, impiden la libera-
cién del fosfato ligado a la subunidad o del transportador. Como conse-
cuencia, el sistema se blogquea y disminuye la salida de Na* al medio ex-
tracelular. Esto hace caer el rendimiento de un contratransportador pasivo
—el de Nat y Ca? —. mediante el cual ingresa Na* en la célula y sale Ca®,
Dada la menor oferta de Na® desde el liquido extracelular, se inhibe su in-
tercambio con el Ca®", que se retiene en el citosol. La mayor concentracion
de Ca®" citosdlico hace contraer a las células musculares cardiacas con mds
fuerza (caps. 5-33 y 5-34).
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3-21. Diversos transportadores pasivos, aungue ajenos a la bomba
de Na*K*, funcionan bajo su dependencia

La dependencia del contratransportador de Na* y Ca®* de la actividad de
la bomba de Na*K* es s6lo un ejemplo de los muchos que existen durante el
funcionamiento normal de la célula. En efecto, una amplia variedad de trans-
portadores son impulsados por el gradiente de Na* generado por esa bomba,
el cual “arrastra” a los demds. En consecuencia, si la bomba de Na*K* se de-
tiene, los transportadores pasivos que dependen de ella dejan de funcionar.

El transportador de glucosa y el cotransportador de Na* y glucosa, respon-
sables del transporte transcelular del monosaciérido a través del epitelio de la
mucosa intestinal, son otros ejemplos representativos de transporte acoplado
al funcionamiento de la bomba de Na*K* (fig. 3-27).

También lo es el contratransporte de Na* y H*. El Na® ingresa en el cito-
sol a favor de su gradiente y se intercambia por H*, que es expulsado de la
célula. Este mecanismo tiene gran importancia en la regulacion del pH intra-
celular v se halla presente en casi todos los tipos celulares.

3-22. Una bomba de K*H* es responsable de la
formacion del HCl gastrico

En la membrana plasmatica de las células parietales de la mucosa gastri-
ca existe una bomba de K*H* cuya estructura no es bien conocida. Da lugar
al contratransporte de K* y H* con gasto de energfa. Hace que se incremen-
ten los niveles de K+ en el citosel y permite que se alcancen elevadas concen-
traciones de H* en la secrecidn gdstrica. Secundariamente, el gradiente elec-
troquimico del K* determina su salida pasiva desde la célula a la cavidad es-
tomacal. Ella es acompafiada por la salida de CI", que en la luz del estémago ggi- 3"23:;;(1"““:“5“ dl’i' ?)E'
se une al H* y forma HCl (fig. 3-28). Como puede verse, la formacién de HCl  op 0 o o0 Bomi el
en el jugo gdstrico depende de la actividad de la bomba de K*H*. vas, el transporie transcelular
El K* y el Cl- salen de la célula por sendas permeasas monotransportado- ﬁe _g;l"dd‘i q‘-l'il“::eé: 'sz]_‘?:
ras. Bl CI- proviene de la sangre e ingresa en la célula por el lado opuesto del sev'wmbifmamn Tas Ficeiones
epitelio gdstrico a través de un contratransportador pasivo de CI"y HCOy si-  de los otros transportadares.

milar al de los eritrocitos (seccion 3-17). BT CR A TOASE

3-23. Distintas bombas de Ca?* mantienen T K:; ,HT qr'

la concentracion del ion en el ‘ ‘ ' '
R e f

citosol en niveles muy bajos

La concentracion de Ca®™ en el citosol se Unidn oclusiva

mantiene en niveles bajisimos (mas de 1.000
veces menores que los existentes en la matriz
extracelular) debido a que existe un sistema

que lo expulsa. Asi, tanto en la membrana H cr
plasmdtica como en la membrana del reticu-

lo endoplasmatico (o del reticulo sarcoplas-

mitico, en la célula muscular) existen bom- HCO,
bas de Ca®" que transfieren el cation desde el CO.s Ha O \

citosol hacia el espacio extracelular y hacia | _‘,J
el interior del citado reticulo, respectivamen-

te. La bomba de Ca®" posee sitios especificos co, HCO, /N cIr
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de alta afinidad para el Ca® en la cara citosélica de ambas membranas. Al
igual que la bomba de Na*K*, la bomba de Ca™ requiere Mg*' y energia, que
toma del ATP,

3-24. Una bomba de H* disminuye el pH de los endosomas
y los lisosomas

Una alta concentracion de H* en el interior de los endosomas y los lisoso-
mas es crucial para la activacion de sus enzimas hidroliticas, las cuales se ha-
llan en condiciones de actuar sélo cuando el pH en esos organcides se redu-
ce, respectivamente, a 6,0 y a 5,0 (cap. 7-33). El transporte de H* desde el ci-
tosol al interior del endosoma y del lisosoma es un proceso activo que depen-
de de una bomba de H* (0 bomba proténica) presente en la membrana de
ambos organoides (caps. 7-28, 7-30, 7-31 y 7-33) (figs. 7-22 y 7-24).

3-25. Existen dos tipos de transporte de H* en la mitocondria,
uno activo y otro pasivo

El traslado de H* a través de la membrana interna de la mitocondria du-
rante el avance de los electrones por la cadena respiratoria es otro ejemplo de
transporte activo, aunque en ¢l la energia no es provista por el ATP sino por
el citado recorrido electrénico (cap. 8-15).

El gradiente electroquimico que se crea entre ambos lados de la membra-
na mitocendrial interna es utilizado para sintetizar ATP, al retornar los H* a
la matriz mitocondrial a través de un transportador pasivo asociado a la ATP
sintasa (figs, 8-10 y 8-12).

3-26. Las MDR son transportadores que confiéren a las células
resistencia a ciertas drogas

Las proteinas MDR (por multidrug resistance) pertenecen a una familia
de transportadores activos que se identifican con la sigla ABC (por ATP-bin-
ding casseife) porque poseen un par de dominios 0 “casetes” con actividad
ATPasa. Esta hidroliza el ATP que provee la energia necesaria para movilizar
a determinados solutos en contra de sus gradientes.

Los transportadores ABC se encuentran normalmente en las membranas
de muchos tipos celulares. Han sido identificados en la membrana plasmati-
ca, en la del reticulo endoplasmdtico, en la del peroxisoma y en la membra-
na mitocondrial interna. Algunos de esos transportadores tienen por funcidn
eliminar sustancias téxicas derivadas del metabolismo celular normal. En
cambio, otros permiten el paso de moléculas de tamaiio mayor que el espera-
do, como polipéptidos pequetios (caps. 7-14 y 7-24).

A veces, ciertos tipos de transportadores ABC aparecen en gran nlimero
en la membrana plasmatica de varias clases de células cancerosas, a las que
les confieren una indeseada resistencia contra algunas drogas citotdxicas.
Ello es debido a que las MDR bombean a esas drogas fuera de las células can-
cerosas, lo que hace que éstas se vuelvan resistentes a la quimioterapia.

Por otro lado, se ha observado un aumento similar de proteinas MDR en
la membrana plasmética de los linfocitos infectados por el virus tipo I de la
inmunodeficiencia adguirida (HIV-1), lo que contribuiria a su resistencia a
drogas antivirales como la AZT.
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También se produce un incremento de proteinas MDR en la membrana
plasmitica de las células de algunos pardsitos, que por tal motivo se hacen re-
sistentes a las drogas antiparasitarias. Por ejemplo, la Leishmania (agente de
la leishmaniasis) puede desarrollar resistencia al antimonio y a otros com-
puestos, mientras que el Plasmodium falciparum (agente de la malaria) sue-
le hacer lo propio con la cloroguina, la halofantrina, la primaguina y la me-
floguina, Como en los casos anteriores, aqui también las MDR bombean las
drogas fuera de las células, lo que anula su poder terapéutico.

3-27. En la fibrosis quistica se halla alterado un canal idnico
para el CF

La fibrosis quistica es un grave desorden causado por la produccién de se-
creciones muy viscosas que obstruyen la luz de los bronquios, los conductos
de varias glandulas (como el pdncreas), el tubo intestinal, etc. Se manifiesta
en individuos homocigotos que poseen mutado el gen codificador de la pro-
teina CFTR (por cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), que
en algunas células epiteliales se comporta como una permeasa y en otras co-
mo un canal idnico dependiente de ligando. La proteina CFTR se halla invo-
lucrada en el transporte de Cl- a través de la membrana plasmética, y cuando
es defectuosa el mecanismo que lleva a la fibrosis quistica es el siguiente. Da-
do que el transporte de CI- a través de la CFTR se bloquea, disminuye el
anidn en la luz de los conductos afectados y, por consecuencia, disminuye
también el cation Na* (fig. 3-29). Finalmente, la menor concentracin de es-
tos iones determina gque el agua se retire y ello aumenta la viscosidad de las
secreciones.

Debido a que la CFTR pertenece a la familia de transportadores ABC, re-
sulta llamativo que en algunas células no actie como una permeasa activa si-
no como un canal iénico dependiente de ligando, que como se sabe es pasi-
vo. En esas células, una quinasa activada por el AMP ciclico (cap. 11-15)
controla la apertura del canal iénico y, por ende, el paso del CI- a favor de su
gradiente electroquimico.

LA MEMBRANA PLASMATICA Y LA PARED
DE LA CELULA VEGETAL

3-28. La membrana plasmatica de la célula vegetal se halla rodeada
por una especie de exoesqueleto

Las células de las plantas son similares a las de los animales, aunque pre-
sentan algunas diferencias (figs. 1-6 y 1-7). Por ejemplo, la célula vegetal po-
see una gruesa pared celular que envuelve a la membrana plasmética, como
si se tratara de un exoesqueleto.

Ademis de darle proteccion y sostén mecanico a la célula y determinar su
forma, dicha pared participa en el mantenimiento del balance entre la presién
osmotica intracelular y la tendencia del agua a penetrar en el citosol.

También el crecimiento y la diferenciacion de las células vegetales depen-
den en gran medida de la organizacion de la pared celular. Asi, a partir de és-
ta se produce la diferenciacién de las células del cdmbium, de los vasos cri-
bosos del fleema (los cuales sirven para el transporte de material desde las
hojas) y de los vasos del xilema (que se lignifican).
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Fig. 3-29, A. Transporte de CI- a Cr NaT LUZ DEL CONDUCTO
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3-29. La pared celular contiene un reticulo microfibrilar

La estructura de la pared celular puede ser comparada con la de un plasti-
co reforzado con fibras de vidrio, ya que estd constituida por un reticulo mi-
crofibrilar incluido en una matriz de moléculas unidas entre si.

Las microfibrillas de la pared celular estan compuestas principalmente por
celulosa, el producto més abundante en la Tierra. Se trata de cadenas rectas
de polisacdridos formados por unidades de glucosa, ligadas por enlaces 31-4
(fig. 3-30). Estas son las cadenas de glicano, que mediante uniones de hidré-
geno intramoleculares e intermoleculares producen la unidad estructural o
microfibrilla, la cual tiene 25 nm de didmetro y estd compuesta por casi
2.000 cadenas de glucano. Las microfibrillas de celulosa se asocian entre si
y componen un enrejado semicristalino, que se combina con proteinas y con
polisacdridos no celuldsicos para formar la pared celular.

La matriz de la pared celular contiene algunos polisacéridos y lignina, el
principal componente de la madera. Los polisacdridos mds importantes son:
1) sustancias pécticas solubles en agua, que contienen galactosa, arahinosa y
dcido galacturénico, v 2) hemicelulosas, compuestas por glucosa, xilosa, ma-
nosa y dcido glucurdnico. La lignina se encuentra sélo en las paredes de las
células maduras y estd formada por un compuesto aromético derivado de la
polimerizacion de fenoles.

Algunas paredes celulares pueden tener sustancias cuticulares (ceras) y
depdsitos minerales, como silicatos y carbonatos de sodio y de magnesio. En
los hongos y las levaduras la matriz de la pared celular contiene quitina, un
polimero de la glucosamina.

3-30. La pared celular se compone de una pared primaria
y una secundaria

La pared celular es bastante compleja y en algunos vegetales se halla muy
diferenciada. Suele contener dos componentes —la pared primaria y la pared
secundaria—, los cuales se desarrollan secuencialmente y se distinguen por
la composicién de sus matrices y por la disposicién de sus microfibrillas.

La pared primaria comienza a formarse con la divisién celular, a partir
de una estructura llamada placa celular, que aparece durante la telofase en el
plano ecuatorial entre las futuras células hijas (cap. 18-21). La placa estd
compuesta por vesiculas del complejo de Golgi que se alinean en el plano
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ecuatorial de la célula y forman el primer rudimento o capa intermedia de la
futura pared celular. Esta capa sélo contiene pectina, un compuesto amorfo
que posee dcido galacturénico.

Posteriormente, cada célula hija deposita otras capas, compuestas por pec-
tina, hemicelulosa y un reticulo laxo de microfibrillas celuldsicas orientadas
transversalmente con respecto al eje mayor de la célula, cuyo conjunto cons-
tituye la citada pared primaria.

Solo cuando la célula alcanza su madurez aparece la pared secundaria,
que comprende materiales agregados sobre la superficie interna de la pared
primaria, sea como espesamientos localizados (vasos del xilema) o como un
espesamiento homogéneo (tubos cribosos del floema). En ambos casos la pa-
red secundaria queda formada por celulosa, hemicelulosa y escasas sustan-
cias pécticas,

La diferenciacién ulterior del xilema se produce por la infiltracién de lig-
nina en los espesamientos localizados. En este caso, el polimero reemplaza al
agua e infiltra a la matriz y a las microfibrillas celulésicas. Cuando la pared
se lignifica, la célula vegetal muere.

3-31. Los componentes de la pared celular se originan en el complejo
de Golgi o en relacion con la membrana plasmética

Se han descrito dos vias principales para la biogénesis de la celulosa y de
otros componentes de la pared celular. Una comprende al complejo de Golgi
(cap. 7-44) y la otra estd asociada con la membrana plasmitica.

La intervencién del complejo de Golgi es evidente en ciertas algas cuyas
paredes estin formadas por escamas. Estas tienen un material amorfo y un re-
ticulo microfibrilar radial asociado con otro espiral. Las membranas del com-
plejo de Golgi polimerizan ¢adenas de glucosa para formar microfibrillas de
celulosa por medio de glucosiliransferasas. Luego las microfibrillas se orga-
nizan en escamas y se liberan en la superficie.

La membrana plasmdtica es el sitio mds frecuente para la sintesis de la ce-
Tulosa. Ello no descarta las funciones esenciales que desempenan el reticulo
endoplasmético y el complejo de Golgi, ya que las glucosiltransferasas son
sintetizadas en ribosomas asociados a dicho reticulo, pasan al complejo de
Golgi y de ahi a la membrana plasmdtica, donde se produce la sintesis de las
microfibrillas celuldsicas.

Antes se sefialé que en los hongos y en las levaduras la pared celular se
compaone principalmente de quitina. Este polisacdrido es sintetizado por la
enzima quitina sintetasa en presencia de UDP-acetilglucosamina. La enzima

Celulosa Fibrilla elemental Corte transversal
(micala) de una microfibrilla
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es activada por protedlisis y por la luz, que acelera la sintesis de quitina. Se
ha encontrado quitina transferasa en los quitisomas, unos organoides vesicu-
lares de 40 a 70 nm de didgmetro gque parecen ser los vehiculos que entregan
la enzima a los sitios de sintesis en la superficie celular.
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Citosol

4-1. Introduccion

En el capitulo 1-3 se vio que las células eucariotas poseen algunas seme-
janzas con las procariotas. Asi, el citosol —o matriz citoplasmdtica— de la
célula eucariota contiene muchos de los componentes que se encuentran en
¢l protoplasma de |a bacteria, por ejemplo, complejos enzimdticos de diver-
s0 orden y moléculas de ARN ribosémico, mensajero y de transferencia. Las
diferencias entre ambos tipos celulares estdn dadas por la presencia en la cé-
lula eucariota de varias estructuras singulares, como ¢l niicleo, el citoesque-
leto, los organoides que integran el sistema de endomembranas. las mitocon-
drias, los cloroplastos (en la célula vegetal) y los peroxisomas.,

La célula eucariota se halla dividida en numerosos compartimientos, en-
tre los cuales sobresale el nicleo. La parte de la célula que no corresponde al
nlicleo —es decir, el citoplasma— puede ser subdividida esquemdticamente
en dos espacios, el correspondiente al citosol y el encerrado en el interior de
los organoides. En este esquema, el citosol es considerado como el verdade-
ro medio interno celular, que se extiende desde la envoltura nuelear hasta la
membrana plasmatica y que llena el espacio no ocupado por el sisterna de en-
domembranas, las mitocondrias y los peroxisomas (fig. 1-6).

En pramedio, el citosol representa el 50% del volumen del citoplasma, ci-
fra que aumenta en las células embrionarias y en las menos diferenciadas.

El pH del citosol es de 7.2.

4-2. El citosol contiene componentes muy variados

Mediante la técnica del fraccionamiento celular descrita en el capitulo
23-28, se obtiene —ademads de las fracciones nuclear, mitocondrial y micro-
sémica— una fraccién fluida sobrenadante que contiene los componentes ci-
tasGlicos.

En ella se detectan los elementos del citoesqueleto —incluido el centro-
soma con los centriolos— , un gran mimero de enzimas (por ejemplo, las que
intervienen en la glucdlisis), la mayoria de las moléculas que conducen se-
fiales dentro de la célula, los elementos que dirigen la sintesis de las protei-
nas celulares y extracelulares (es decir, los ribosomas, los ARN mensajeros
y los ARN de transferencia), las chaperonas, los proteasomas, las inclusio-
nes, etcétera.
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4-3. El citosol suele contener inclusiones

Cuando se acumulan en el citosol en grandes cantidades, ciertas macro-
moléculas forman estructuras detectables con el microscopio —denominadas
inclusiones— que carecen de membrana.

Por ejemplo, tanto en los hepatocitos como en las células musculares es-
triadas es comiin la presencia en el citosol de granulos de glucégeno (figs.
1-11 y 4-1). Se llaman glicosomas, miden entre 50 y 200 nm y estdn com-
puestos por subparticulas de 20 a 30 nm de didmetro. Es preciso sefialar que
en las imdgenes ultramicroscdpicas los glicosomas no corresponden directa-
mente al glucégeno; representan a las proteinas enzimdticas que intervienen
en la sintesis y en la degradacién del polisacarido, cuya molécula no toma los
colorantes electrénicos de uso corriente. Los granulos de glucégeno constitu-
yen depGsitos de energia para las células; ello es claramente visible en la cé-
lula muscular, en la gue los granulos desaparecen durante las contracciones
debido a la glucogendlisis producida para proveer glucosa. Existen enferme-
dades congénitas producidas per mutaciones de los genes que codifican a las
enzimas que regulan la sintesis y la degradacién del glucégeno, conocidas
como glucogenaesis. En ellas las células muestran una acumulacion excesiva
de inclusiones de glucégeno o formas anormales del polisacdrido.

Diversos tipos de células contienen gotitas de grasa (triacilgliceroles) en
el citosol, que también constituyen reservas de energia. Son muy comunes
en los hepatocitos y en las células musculares estriadas. En las células mus-
culares las inclusiones de grasa se localizan cerca de las mitocondrias, hacia
las cuales se dirigen los dcidos grasos de los triacilgliceroles para su oxida-
cién (cap. 8-8). Las células llamadas adipocitos contienen una gran gota de
grasa —con numerosas golitas a su alrededor— que ocupa casi todo el cito-
sol (fig. 1-8).

En el citosol de las células secretoras de la glindula mamaria en actividad

Fig. 4-1. Micrografia electronica
de un sector del citoplasma de la
célula hepdtica, En el citosol veci-
no al reticulo endoplasmatico liso
(REL) se distinguen numerosos
erinulos de glucogeno (G, Obsér-
vese el reticulo endoplasmatico ru-
goso (RER). 45 000:x. (Cortesia de
(. E. Palade.)
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se generan gotas de grasa qlwﬁﬁmm BiEb|EFentos importantes de la
leche. Durante la secrecién mamaria, cada gota gota sale de la célula envuelta por
una fina capa de citosol rodeada por una fraccién de la membrana plasmdti-
ca (secrecion apocrina) (fig. 4-2).

En algunos tipos celulares el citosol contiene pigmentos (sustancias con
color propio) que se elaboran en la misma célula o provienen del exterior. El
mis difundido es la lipefuscina, de color marrén, compuesto por fosfolipidos
combinados con protefnas. Debido a que aumenta con la edad, se lo conoce
como pigmento de desgaste (cap. 7-33).

Finalmente, en el citosol de algunas células hay cristales de proteinas, de
significado por lo general desconocido.

4-4, En el citosol los ribosomas sintetizan proteinas

La sintesis de las proteinas celulares tiene lugar en los ribosomas, de cu-
yo estidio nos ocuparemos en el capitulo 16. Se trata de estructuras ribonu-
cleoproteicas muy complejas, la mayoria de las cuales se localizan en el ci-
tosol (en los capitulos 8-11 y 9-15 se verd que también existen ribosomas en
las mitocondrias y los cloroplastos).

Solamente una parte de las protefnas que se sintetizan en los ribosomas ci-
tosdlicos permanece en el citosol, ya que las restantes emigran hacia el niicleo,
el sistema de endomembranas, las mitocondrias y los peroxisomas (fig. 4-3).

Como es logico, para que las proteinas puedan llegar a esos destinos se re-
guiere de un sistema de sefiales especificas que sean capaces de discriminar-
los, a fin de asegurar la llegada de cada proteina al lugar que le corresponde.
Tales sefiales se encuentran en las mismas moléculas proteicas y consisten en
una o varias secuencias de unos pocos aminodcidos, denominadas péptidos
sefial y sefiales de anclaje (cap. 7-12).

Segtin cuil sea el destino de la proteina gque emerge del ribosoma. esas se-
cuencias se localizan en el extremo amino, en el extremo carboxilo o en uno
o més puntos intermedios de la cadena proteica. La tabla 4-1 informa sobre
las sefiales mas comunes halladas en las proteinas que se dirigen al niicleo, al
sistema de endomembranas, a las mitocondrias y a los peroxisomas. Natural-
mente. las proteinas que no emigran y se radican en el citosol no necesitan
ninglin tipo de sefial.

CITosSoL

2 Reticulo endoplasmatico

4. crrosoL m 75

Gota de grasa

Fig. 4-2. Esquema de una cé-
lula mamaria activa, con nu-
merosas gotas de grasa en ¢l
citosol, Obsérvese la salida de
las gotas de grasa por secre-
cidn apocring.

' - Fig. 4-3. Destinos de las proteinas
Paroxisoma sintetizadas en los ribosomas cito-

Mitocondria silicos.
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Tabla 4-1. Ejemplos de peéptidos seial y senales de anclaje

Péptido sefial para el reticulo “H,N-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly-Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-
endoplasmitico Thr-CGlu-Ala-Glo-Gln-Leu-Thr-Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln =C00-
Sefial de anclaje para el reticulo ‘H,N— Lys-Ile-le-Thr-Ile-Gly-Ser-lle-Cys-Met-Val-Val-Gly-lle-lle-Ser-
endoplasmitico Leu-Ile-Leu-Gln-Tle-Gly-Asn-lle-lle-Ser-Le-Trp-lle-Ser-His -COo0-
Péptido seiial para el nicleo *H N- Lys-Arg-Pro-Ala-Ala-Tle-Lys-Lys-

Al a-Gly-Gln-Ala-Lys-Lys-Lys-Lys——— —COO-

Péptido sefial para la mitocondria *H N-Met-Leu-Ser-Leu-Arg-Gln-Ser-Tle-Arg-Phe-Phe-Lys-Pro-Ala-
Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr-Len-Ley—— ~COO-

Péptido senal para el peroxisoma “HiN-

Ser-Lys-Len—COO-

4-5. Las chaperonas asisten a las proteinas para su oportuno
y adecuado plegamiento

Si bien las proteinas adoptan formas tridimensionales que dependen de la
secuencia lineal de los aminodcidos que las componen (cap. 2-9), no siempre
se pliegan correctamente. Para que sus plegamientos sean correctos se nece-
sila, entre otros requisitos, que se produzean en el lugar adecuado y en el mo-
mento oportuno, lo cual se logra por la intervencion de unas estructuras lla-
madas chaperonas, que se designan asi porque acomparian a las protefnas y
—sin ejercer acciones directas sobre ellas— previenen sus plegamientos pre-
maturos y cuidan que sean correctos.

Existen tres familias de chaperonas, denominadas hsp60, hsp70 y hsp%0
(por heat shock protein). La sigla hsp se debe a que en las células sometidas
a golpes de calor se pierde el plegamiento de las proteinas (se desnaturalizan)
y aumenta considerablemente el nimero de las chaperonas, las cuales asisten
a las proteinas desnaturalizadas para que vuelvan a plegarse. El niimero que
acompana a la sigla hsp corresponde al peso molecular de la primera chape-
rona descubierta en cada grupo.

Las chaperonas hsp70 son monoméricas y poseen un surco en el que cabe
s6lo una parte de la proteina asistida, de manera que se necesitan varias cha-
peronas hsp70 para cada proteina (fig. 4-4). En cambio, las chaperonas hsp60
son poliméricas y estdn integradas por 14 o 18 polipéptidos denominados
chaperoninas, los cuales componen una estructura cilindrica en torno a un
espacio central, adonde ingresa la protefna que va a ser asistida (fig. 4-4).

Para ejemplificar cémo actiian las chaperonas hsp70 y hsp60 analizare-
mos sus efectos sobre las proteinas del citosol. A medida que emana del ribo-

Chaperonina

Fig. 4-4. Esquemas de las chapero-
nas hsp70 y hap60. El mecanismao
de aceidn de la chaperona hsp90 se
ilustra en la figura 11-3. hsp70 hspB0
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soma, cada proteina citosdlica se asocia con sucesivas chaperonas hsp70, cu-
ya funcién es prevenir el plegamiento prematuro —a menudo errado— de los
tramos proteicos que van saliendo del ribosoma. Ademads evitan que la pro-
teina naciente se combine con moléculas inapropiadas. Cuando la proteina
termina de sintetizarse, se desprende del ribosoma y de las chaperonas hsp70,
concluye su plegamiento y se instala en el citosol. No obstante, si algunas de
sus partes no se plegaron o lo hicieron mal, ingresa temporalmenie en una
chaperona hsp60, dentro de la cual —aislada de los demds componentes ci-
tosdlicos— termina de plegarse o deshace su plegamiento incorrecto y se
pliega de nuevo. tratando de hacerlo sin errores.

Las proteinas destinadas al sistema de endomembranas, a diferencia de las
citosdlicas, debido a que a medida que salen del ribosoma ingresan en el re-
ticulo endoplasmatico, se pliegan en la cavidad de este organoide, que cuen-
ta con chaperonas hsp70 (cap. 7-12).

Respecto de las proteinas destinadas a las mitocondrias, desde que salen
del ribosoma son asistidas por chaperonas hsp70 citosélicas, las cuales las
mantienen desplegadas hasta que llegan a su paradero, En el capitulo 8-28 se
verd que se pliegan después que se incorporan a las mitocondrias, en cuya
matriz hay chaperonas hsp70 y hsp60.

Opuestamente, las proteinas destinadas a los peroxisomas los abordan
después de haberse plegado en el citosol (cap. 10-5), de lo cual se deduce que
se pliegan con la asistencia de chaperonas hsp70 y hsp60 citosdlicas y que los
peroxisomas carecen de chaperonas,

Lo mismo ocurre con las proteinas destinadas al niicleo, que tampoco posee
chaperonas. En el capitulo 12-4 se analizard cémo estas proteinas — plegadas
en el citosol — atraviesan los poros de la envoltura nuclear, y en el capitulo 11-6
se vera que algunas lo hacen asociadas a chaperonas de la familia hsp90.

Debe agregarse que las chaperonas consumen energia derivada del ATP y
que pueden ser reutilizadas apenas concluyen sus funciones,

4-6. En el citosol los proteasomas degradan a las proteinas
gue deben desaparecer

En el citosol existen estructuras que desempefian funciones opuestas a las
de los ribosomas, ya que destruyen a las proteinas. Asi, cuando una proteina
debe desaparecer —porque se ha plegado mal, se ha danado o su funcién ha
concluido—, es degradada por un complejo enzimético de unos 700 kDa lla-
mado proteasoma.

El proteasoma es de forma cilindrica y se compone de varias proteasas
dispuestas en torno a una cavidad central, adonde ingresa la proteina que va
a ser degradada (fig. 4-5). Su estructura es mas compleja, ya que junto a ca-
da extremo del cilindro se halla un “casquete™ proteico integrado por alrede-
dor de 20 polipéptidos reguladores.

Para poder ingresar en el proteasoma, las proteinas destinadas a desapare-
cer deben ser previamente “marcadas” por un conjunto de polipéptidos cito-
sdlicos iguales entre s, de 76 aminodcidos cada uno, llamados ubiquitinas.
En la figura 4-5 se resume el ciclo seguido por estas moléculas. La primera
ubiquitina es activada por la enzima E1, que la transfiere a la enzima E2. A
continuacidn, con la ayuda de la ligasa E3, el complejo ubiquitina-E2 se une
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a la proteina que debe degradarse. Puesto que el proceso de transferencia en-
tre las enzimas E1 y E2 se repite varias veces, la proteina queda conectada
con una corta cadena de ubiquitinas.

De inmediato este complejo es reconocido por los polipéptidos regulado-
res de uno de los casquetes, los cuales separan a las ubiquitinas, deshacen el
plegamiento de la protefna y la introducen en la cavidad del proteasoma, don-
de es degradada por las proteasas. Se originan oligopéptidos cortos. los cua-
les salen del proteasoma y se vuelcan en el citosol.

El proceso descrito consume energia. Esta es cedida por moléculas de ATP, de
cuya hidrélisis se encargan seis ATPasas situadas en los casquetes del proteasoma.

Cuando finaliza la degradacion de la proteina, el proteasoma y las ubiqui-
tinas quedan disponibles para su reutilizacitn.
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Citoesqueleto 5

Forma y motilidad

5-1. El citoesqueleto estd compuesto por tres tipos de filamentos
¥y numerosas proteinas accesorias

Las células eucariotas poseen un armazén proteico filamentoso desplega-
do por todo el citosol, al que se le ha dado el nombre de citoesqueleto. Estd
integrado por tres clases de filamentos —los filamentos intermedios, los mi-
crotibulos v los filamentos de actina (fig. 5-1)— y un conjunto de proteinas
accesorias, clasificadas como reguladoras, ligadoras y motoras.

Las proteinas reguladoras controlan el nacimiento. el alargamiento, el
acortamiento v la desaparicidn de los tres filamentos principales del citoes-
queleto. Estos procesos se basan en las propiedades moleculares de los fi-
lamentos, puesto que son polimeros integrados por unidades monoméricas
—dispuestas linealmente— que pueden sumarse o restarse.

Las proteinas ligadoras conectan a los filamentos enire si 0 con otros
componentes de la célula,

Las proteinas motoras sirven para trasladar macromoléculas y organoides
de un punto a otro del citoplasma. También hacen que dos filamentos conti-
guos y paralelos entre si se deslicen en direcciones opuestas, lo cual consti-
tuye la base de la motilidad, la contraccién y los cambios de forma de la cé-
lula. Esta propiedad le confiere una funcién adicional al citoesqueleto, la de
ser el “sistemna muscular” de la célula, es decir, la citomusculatura. El ejem-
plo més estructurado de interaccidn entre filamentos y protefnas motoras se
encuentra en la miofibrilla de la célula muscular esquelética, en la que com-
ponen un armazén macromolecular adaptado para la contractilidad.

El citoesqueleto da la forma —estable o cambiante— a las células, como
resultado de la interaccién de los tres tipos de filamentos con distintas protei-
nas Accesorias.

En primer término serdn analizados los filamentos intermedios, luego los
microtibulos y finalmente los filamentos de actina, cada uno con sus respec-
tivas protefnas accesorias.

Filamentos intermedios

Microtibulos

Fig. 5-1. Los tres tipos de filamen-
tos del citoesqueleto.

Filamenios de actina
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Fig. 5-2. Pasos en la formacién de
los filamentos intermedios y su or-

ganizacidn estructural definitiva.

FILAMENTOS INTERMEDIOS

5-2. El diametro de los filamentos intermedios es de 10 nm

En el citoesqueleto de la mayorfa de las células existen filamentos de 10 nm
de didmetro; se denominan intermedios porque tienen un grosor menor que el
de los microtiibulos y mayor que el de los filamentos de actina (fig. 5-1).

La composicién quimica de los filamentos intermedios es diversa. Por
esta causa, aunque también por su morfologia y su distribucion en las distin-
tas clases de células, se los agrupa en seis tipos, llamados: 1) laminofilamen-
tos: 2) filamentos de queratina; 3) filamentos de vimentina; 4) filamentos de
desmina; 5) filamentos gliales, v 6) neurofilamentos.

Todos los filamentos intermedios muestran la misma organizacion estruc-
tural. Se trata de polimeros lineales cuyos mondémeros son proteinas que pre-
sentan una estructura en hélice o fibrosa (fig. 5-2). Esto los diferencia de los
microtdbulos y Tos filamentos de actina, que poseen mondmeros globulares.

Las proteinas fibrosas estdn integradas por una sucesién de secuencias
idénticas de siete aminodcidos cada una (...abcdefgabedefgabedefg...), lo que
les permite combinarse entre sf lado con lado y componer dimeros lineales.
En virtud de que los dimeros vuelven a combinarse entre si —también de a
dos, pero en forma destasada y antiparalela— se generan tetrimeros como los
ilustrados en la figura 5-2. A conlinuacidn, los tetrimeros se conectan por sus
extremos y dan lugar a estructuras cilindricas alargadas llamadas protofila-
mentos. Los filamentos intermedios se forman con el concurso de cuatro pa-
res de protofilamentos, los cuales se adosan por sus lados y componen una
estructura fibrilar de 10 nm de grosor (fig. 5-2).

A pesar de las diferencias entre los mondmeros de las distintas clases de
filamentos intermedios, casi todos se organizan de la forma en que se acaba
de describir. Los mondémeros son codificados por multigenes que se expresan
de manera diferente en los distintos tipos de células, Mds atin, a veces en una
linea celular se expresan sucesivamente varios de esos genes conforme avan-
za su diferenciacién.

Los filamentos intermedios forman una red continua tendida entre la
membrana plasmdtica y la envoltura nuclear, alrededor de la cual componen

ebcdefgabedeigabedefgabedefgabedeigabedeigabedeigabedeig
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una malla filamentosa compacta (fig. 5-3A). Otra malla como ésta cubre la
cara interna de la envoltura nuclear, de modo que se trata de filamentos in-
termedios que no se localizan en el citoplasma sino en el interior del niicleo.
La distribucién de los filamentos intermedios puede apreciarse en la figura
5-3B, que muestra a una célula epitelial tratada con anticuerpos antiquerati-
na fluorescentes.

Los filamentos intermedios contribuyen al mantenimiento de la forma
celular y establecen las posiciones de los organoides en el interior de la cé-
lula. No obstante, su funcién principal es de indole mecénica, de ahi que se
encuentren mucho mas desarrollados en las células sometidas a grandes
tensiones.

5-3. Diversas propiedades caracterizan a los distintos tipos
de filamentos intermedios

La siguiente es una breve descripeidn de las caracteristicas principales de
los seis tipos de filamentos intermedios:

Laminofilamentos, En todas las células, apoyada sobre la cara interna de
la envoltura nuclear existe un delgado entramado de filamentos intermedios
conocido como ldmina nuclear (cap. 12-2) (figs. 12-1, 12-3 y 12-4), los cua-
les se caracterizan por ser los unicos que no se localizan en el citosol.
Ademds, porque los dominios fibrosos de sus tres clases de monémeros —las
laminas A, B y C— son mds largos que los dominios fibrosos de los mong-
meros de los demads filamentos intermedios.

Al igual que los monémeros de los filamentos citoslicos, las laminas A,
B y C se unen por sus lados para formar dimeros, luego tetrdmeros y a con-
tinuacién protofilamentos (fig. 5-2). Estos dltimos —conocidos como lami-
nofilamentos— también se unen entre si, pero no lo hacen por sus lados sino
ortogonalmente, lo que da lugar a un entramado relativamente delgado adhe-
rido a la membrana interna de la envoltura nuclear (fig. 12-1). La ldmina
nuclear es responsable de la forma y la resistencia mecdnica de la envoltura
nuclear.

Filamentos de queratina. Los filamentos de queratina —llamados tam-
bién tonofilamentos— se encuentran en las células epiteliales, particular-
mente en la epidermis y sus derivados (pelos, uiias, etc.), en las mucosas y en
las glandulas. En los capitulos 6-7 y 6-13 veremos que se asocian a los hemi-
desmosomas v a los desmosomas, con los cuales componen una trama fila-
mentosa continua desplegada por todo el epitelio, al que le confieren gran
parte de su resistencia mecinica.

booksmedicos.org
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Fig. 5-3. A. Distribucién de los filamen-
tos intermedios en el nicleo y en el cito-
plasma. Los nuecleares, llamados lamino-
filamentos, forman una malla sobre la ca-
ra interna de la envoltura nuclear, B. Mi-
crografia de una célula tratada con anti-
cuerpos antiqueratina fluorescentes. (De
R. D. Goldman.)
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Una proteina ligadora denominada filagrina une a los filamentos de que-
ratina donde se entrecruzan,

Los monomeros de los filamentos de queratina se llaman citoqueratinas.
Existen alrededor de 30 citoqueratinas distintas, clasificadas en dos grupos:
las de clase I, que son acidas, v las de clase II, que son neutras o basicas.

Los distintos tipos de células epiteliales contienen filamentos de querati-
na diferentes debido a que cada uno fabrica citogueratinas de distinta calidad.
Por ejemplo, las células epiteliales de la vejiga contienen una combinacion
particular de citogueratinas, pertenecientes a las clases [ y II. Algo similar
ocurre en los otros epitelios. Estas combinaciones particulares son aprove-
chadas para diagnosticar el origen de algunos tumores cancerigenos y sus
metdstasis, ya que las citoqueratinas no se modifican con la transformacién
cancerosa y pueden identificarse con la ayuda de anticuerpos especificos
(cap. 23-26).

Filamentos de vimentina. Los filamentos de vimentina (del latin vimen-
tus. ondulado) presentan un aspecto ondulado y sus monémeros tienen un pe-
so molecular de 54 kDa, Son muy comunes en las células embrionarias. En
el organismo desarrollado se localizan en las células de origen mesodérmico,
como fibroblastos, células endoteliales, células sanguineas, etcétera.

La proteina ligadora que une a los filamentos de vimentina donde se en-
trecruzan es la plactina.

Dado que los anticuerpos contra los monémeros de vimentina muestran
reacciones cruzadas en células de mamiferos, aves y anfibios, puede afirmar-
se que son proteinas que se han conservado en el curso de la evolucién.

Filamentos de desmina. Los filamentos de desmina estdn formados por
mondémeros de 53 kDa y se encuentran en el citoplasma de todas las células
musculares, sean estriadas (voluntarias y cardfacas) o lisas. En las estriadas
ligan a las miofibrillas por sus lados (seccién 5-33). En las células cardiacas
también se asocian a los desmosomas de los discos intercalares (seccién 5-34
y cap. 6-13), En las células musculares lisas se asocian con los filamentos de
actina (seccidn 5-35).

Los filamentos de desmina se unen entre si mediante una proteina ligado-
ra especifica, denominada sinamina.

Neurofilamentos. Los neurofilamentos son los principales elementos es-
tructurales de las neuronas, incluidas las dendritas y el axén. En éste forman
un enrejado tridimensional que convierte al axoplasma (el citosol del axdn)
en un gel altamente resistente v estructurado. En los neurofilamentos se han
reconocido tres clases de monémeros, con pesos que van de 68 a 200 kDa.

Filamentos gliales. Los filamentos gliales se encuentran en el citosol de
los astrocitos y de algunas células de Schwann. Estin compuestos por mond-
meros dcidos de 50 kDa. Los oligodendrocitos no contienen esta clase de fi-
lamentos intermedios,

MICROTUBULOS

5-4. El diametro de los microtibulos es de 25 nm

Los microtibulos son filamentos del citoesqueleto que se hallan en casi to-
das las células eucariotas y poseen un didmetro de 25 nm (fig. 1-9). Se carac-
terizan por su aspecto tubular y porque son notablemente rectilineos y unifor-
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mes. En los cortes transversales presentan una configuracién anular, con una
pared de 6 nm de espesor y una luz central uniformemente clara (fig. 5-1).

De acuerdo con su localizacidn, los microtibulos se clasifican en: 1) cito-
plasmaticos, presentes en la célula en interfase; 2) mitdticos, correspondien-
tes a las fibras del huso mitdtico; 3) ciliares, localizados en el eje de los ci-
lios, y 4) centriolares, pertenecientes a los centriolos y a los cuerpos basales.
Aunque todos los microtibulos tienen las mismas caracteristicas morfoldgi-
cas, difieren en unas pocas propiedades. Por ejemplo, los ciliares y los cen-
triolares son muy estables comparados con los citoplasmiticos y los mitdti-
cos, que cambian permanentemente de longitud.

Las proteinas accesorias de los microtdbulos (reguladoras, ligadoras y
motoras) reciben el nombre de MAFP (por microtubule-associated proteins).

5-5, Los microtubulos citoplasmaticos nacen en el centrosoma,
que contiene un par de centriolos y una matriz

Los microtibulos citoplasmdticos nacen en una estructura contigua al ni-
cleo llamada centrosoma, Desde allf se extienden por todo el citoplasma has-
ta arribar a la membrana plasmética, en la que se fijan; en consecuencia, pa-
recen rayos que van del centro a la periferia celular (fig. 5-4A). Esta disposi-
cién de los microtiibulos puede apreciarse en la figura 5-4B, que muestra a
una célula cultivada tratada con anticuerpos antitubulina fluorescentes.

El centrosoma se llama también centro organizador de los microtibu-
los o MTOC (por microtubule-organizing centre). Estd compuesto por un par
de centriolos o diplosema (del griego dipldos, doble. y séma, cuerpo) y una
sustancia aparentemente amorfa que los circunda, la matriz centrosémica
(figs. 5-4A y 5-23). Esta matriz contiene numerosas copias de un complejo
de proteinas reguladoras denominadas y-tubulinas.

Dada la semejanza de los centriolos con los cuerpos basales de los cilios,
serdn descritos junto a éstos en la seccidn 5-14.

5-6. La tubulina es el componente monomérico de los microtubulos

Los microtibulos son polimeros compuestos por unidades proteicas Ila-
madas tubulinas. A su vez, cada tubulina es un heterodimero de 110 a 120
{Da, cuyas dos subunidades —denominadas o-tubulina y B-tubulina— son
proteinas de tipo globular (fig. 5-5). Existen seis tipos diferentes de o-tubu-
linas y seis de J-tubulinas, pero siempre se combinan una a-tubulina con una
f-tubulina, nunca dos o-tubulinas ni dos B-tubulinas entre sf.

En el capftulo 16-22 serdn analizados los mecanismos que regulan la pro-
ducci6n de las ¢-tubulinas y de las 3-tubulinas en los ribosomas.

N
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Fig. 5-4. A. Distribucitn de los mi-
crotiibulos en el citoplasma. Todos
nacen en la matriz centrosdmica,
que ademds contiene el par de cen-
triolos del diplosoma. B, Microgra-
fia de una célula cultivada tratada
con anticuerpos antitubulina fluo-
rescentes. (De M. Osborn and K.
Weber.)
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Protofilamenta

Fig. 5-5. Formacion y organiza-
citm estructural de los microti-
bulos, S¢ ilustra el modo como
se combinan las tubulinas entre
si para formar la pared mbular,
integrada por trece protofila-

mentos.

Fir. 5-6. Polimerizacion (alar-
gsamiento) v despolimerizacion
{acortamiento) de los microti-
bulos por sus dos e 5.
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Ademds de ser distintas, las dos subunidades de las tubulinas son muy afi-
nes, lo cual permite que la subunidad @ de cada tbulina pueda combinarse
no solo con la subunidad p del propio heterodimero, sino también —por me-
dio de su extremo libre— con la subunidad [3 de otra tubulina (fig. 5-5). Por
anadidura, los heterodimeros pueden unirse entre s{ por sus flancos, y lo ha-
cen de un modo tal que se cierran en circulo. Estas particularidades llevan a
la formacién de una estructura tubular cuya pared parece estar integrada por
varios filamentos que recorren el eje longitudinal del microtibulo, conocidos
como profofilamentos. Observado el microtibulo en un corte transversal,
puede verse que contiene 13 protofilamentos (fig. 5-5).

La figura 5-5 permite comprobar que existe un desfase entre las a-tubulinas y
las fi-tubulinas de los protofilamentos contiguos. Es por ello que en los cortes trans-
versales de los microtibulos no se observa una alternancia reguolar entre las o-tu-
bulinas y las p-tubulinas sino dos o tres subunidades iguales contiguas (fig. 5-5).

Debido a la polaridad de las tubulinas, el propio microtiibulo resulta polariza-
do, ya que en uno de sus extremos quedan expuestas las subunidades o y en el
otro las subunidades . Los heterodimeros pueden agregarse (polimerizarse) o re-
tirarse (despolimerizarse) per ambos extremos. Como es obvio, durante la poli-
merizacion el microtiibulo se alarga, y durante la despolimerizacidn se acorta.

Uno de los extremos del microtibulo se llama mas [+]; el otro, menos [-]
(fig. 5-6). Estas designaciones se deben a que por el extremo [+] el microni-
bulo se alarga y se acorta méds rdpidamente que por el extremo [-] (fig. 5-6).

5-7. Los microtubulos citoplasmaticos son estructuras dindmicas

El extremo [~] de los microtibulos se localiza en el centrosoma y coincide con
las subundades o de las tubulinas. Obviamente, el extremo [+] corresponde a las
subunidades p. En el extremo [—] los procesos de polimerizacion y de despolime-
rizaci0n se encuentran blogueados por influencia de un componente centrosémi-
co (mis adelante se verd que se trata del complejo proteico de y-tubulinas).

[+]
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Los microtiibulos citoplasnvatiehs aﬂﬁ?_lﬁiwt icas, ya que ince-
ez fue al

santemente se forman microtiibulos gunos se alargan y
otros se acortan hasta desaparecer (fig. 5-7).

Los microtibulos comienzan a formarse en la matriz centrosémica. Para
ello, unas pocas tubulinas (provenientes del depdsito de tubulinas libres que
se encuentran en el citosol) concurren a la matriz centrosémica y se nuclean
(se polimerizan). Este nicleo constituye el primer esbozo del microtibulo y
se forma por influencia del complejo proteico de y-tubulinas, que promueve
el ensamblaje de las primeras 13 tubulinas del extremo [—]. Los centriolos no
desempenian ningiin papel en este proceso, De inmediato el microtibulo co-
mienza a crecer por su extremo [+], al agregarse nuevas tubulinas provenien-
tes del depdsito de tubulinas del citosol.

El complejo de y-tubulinas tiene forma anular, su didmetro es similar al de
los microtiibulos y se comporta como un molde a partir del cual se nuclean
las primeras 13 tubulinas. Su forma —que seria como la de la figura 5-8—
explica el desfase que existe entre las tubulinas de los protofilamentos conti-
guos (fig. 5-53).

Adicionalmente, el complejo de y-tubulinas actia como un capuchdn que
bloguea el crecimiento y el acortamiento del microtibulo por su extremo [—].

Cuando las tubulinas se despolimerizan de los microtdbulos, pasan a for-
mar parte del deposito de tubulinas libres del citosol. Inicialmente, cada tu-
bulina contiene un GDP en su subunidad [, que no tarda en intercambiarse
por un GTP en el mismo citosol (fig. 5-9). Luego las tubulinas con GTP son
atraidas por los extremos [+] de los microtiibulos en crecimiento y se unen a
ellos. A diferencia de lo que ocurre en el citosol, la polimerizacién hace que
el GTP de las tubulinas se hidrolice en GDP y fosfato. Como se ve, la forma-
¢ion de los microtdbules es un proceso que consume energia.

Llamativamente, las tubulinas con GDP tienden a despolimerizarse del
extremo [+] de los protofilamentos (fig. 5-9), lo cual se debe al encorva-
miento que experimenta tal extremo por influencia precisamente del GDP
(fig. 5-10).

Asi descrito, el proceso de polimerizacion y despolimerizacidn de las tu-
bulinas comprenderia un circulo vicioso, ya que la polimerizacion —con la
consiguiente formacion de GDP— llevaria a la inmediata despolimerizacién
de los mondmeros. Esto no ocurre debido a que las tubulinas recién incorpo-
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Fig. 5-7. Nacimiento de un
microtibulo a partir de la ma-
triz centrosdmica, mientras
otros se alargan, se acortan o
desaparecen.

Fig. 5-8. Representacion del
complejo anular de y-tubuli-
nas. Numerosos complejos co-
mo éste se localizan en la ma-
triz centrosdémica, donde ac-
tian como moldes para la ges-
tacidn de los microtiibulos,

Fig. 5-9. Intercambio de las wbuli-
nas-GDP y de las tubulinas-GTP
“ TR “ TR entre los microtibulos y el citosol,
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Fig. 5-10. Formacién del capuchén

de tubulinas-GTP en el extremo del
microtibulo. Obsérvese que cuan- =
doel GTP se convierte en GDP y no

se renueva el capuchdn, se despren-

den las tubulinas.

@8 Tubulina-GTP @D Tubulina-GDP % L)

radas demoran un tiempo en hidrolizar sus GTP y forman un capuchén de
tubulinas-GTP en el extremo del microtabulo, el cual impide la salida de las
tubulinas arribadas con anterioridad, a pesar de que en ellas el GTP ya se con-
virtié en GDP (fig. 5-10).

A causa de esta particularidad —denominada inestabilidad dindmica—,
cuando un microtibulo alcanza la longitud deseada, para mantenerla deberia
alternar breves periodos de polimerizacion con otros de despolimerizacién.
Dado que en términos energéticos ello serfa muy oneroso, se descuenta la
existencia de proteinas reguladoras que se unen al extremo [+] del microti-
bulo para evitar esa inestabilidad.

La despolimerizacién del microtibulo es mucho més rapida que la poli-
merizacién. La diferencia de velocidad se hace evidente cuando el microti-
bulo pasa de una fase de alargamiento a otra de acortamiento, y viceversa. En
el primer caso la despolimerizacién es tan abrupta que se la conoce como
“catdstrofe”. En cambio, cuando el acortamiento cesa y el microtibulo co-
mienza a alargarse, el proceso —por ser relativamente lento— lleva el nom-
bre de “salvamento”.

En el citosol existe una proteina reguladora —llamada catastrofina— que
detiene el crecimiento de los microtibulos y lleva a su despolimerizacion tras
la pérdida del capuchén de tubulinas-GTP.

La colchicina, un medicamento utilizado para el tratamiento de la gefa, actia
en forma semejante. ya que se une a las tubulinas e impide su polimerizacién, lo
que lleva —al no formarse el capuchén— a la desaparicién de los microtibulos.
El colcemid es un derivado de la colchicina que posee los mismos efectos.

5-8. Los microtibulos citoplasmaticos son necesarios para
el transporte de los organoides y las macromoléculas

Los microtiibulos citoplasméticos constituyen verdaderas vias de trans-
porte por las que se movilizan macromoléculas y organoides (mitocondrias,
vesiculas transportadoras, etc.) de un punto a otro del citoplasma. Esta fun-
cion es realizada con la asistencia de dos proteinas motoras, la quinesina y
la dineina. Cuando se hallan “cargadas” con el material a transportar, la qui-
nesina se desliza hacia el extremo [+] del microtibulo y la dinefna hacia el
extremo [-] (fig. 5-11).

Estas proteinas motoras estdn compuestas por cuatro cadenas polipeptidi-
cas, dos pesadas y dos livianas (fig. 5-12). Cada cadena pesada contiene un
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dominio globular (o cabeza) y uno fibroso (o cola). El fibroso se conecta con
el material a transportar y el globular se une al microtibulo.

En la membrana de los organoides y de las vesiculas transportadoras se
han identificado las proteinas transmembranosas quinectina y dinactina,
con las cuales se unen la quinesina v la dineina, respectivamente.

Laenergfa consumida durante el transporte es aportada por el ATP, luego de
su hidrdlisis por ATPasas presentes en las cabezas de las proteinas motoras. Se
ha caleulado que la quinesina se desplaza unos & nm por cada ATP hidrolizado.

Un ejemplo de transporte mediante estas proteinas se observa en los me-
lanocitos de la piel, cuyos granulos de melanina, ante determinados estimu-
los, se deslizan a lo largo de los microtibulos tanto centripeta como centrifu-
gamente. Otro ejemplo corresponde a los axones, donde las quinesinas con-
ducen moléculas y vesiculas desde el cuerpo neuronal hasta el terminal axd-
nico, y las dineinas las retornan.

Las neuronas contienen otra proteina motora ligada a los microtibulos.
Se llama dinamina y, a diferencia de la quinesina y la dineina, posee activi-
dad GTPasa. Ademads, como se verd en el capitulo 7-37, en todos los tipos ce-
lulares la dinamina provoca el desprendimiento de las vesiculas transportado-
ras que se generan mediante cubiertas de clatrina.

5-9. Los microtibulos citoplasmaticos contribuyen
a establecer la forma celular

Los microtiibulos contribuyen al establecimiento de las formas que ad-
quieren las células, Ademas, mediante proteinas accesorias, mantienen al re-
tieulo endoplasmatico y al complejo de Golgi en sus posiciones en el cito-
plasma, lo que determina la polaridad celular. Se ha comprobado que en la
estabilizacion de estos organoides intervienen, respectivamente, la quinesina
y la dinefna, dos proteinas motoras.

En las neuronas, los microtiibulos se hallan también en las dendritas v en
el axon (fig. 5-13). Més atn, el crecimiento del axdn depende del alargamien-
to de sus microtiibulos. Durante ese alargamiento, a la altura del cono de cre-

Vesicula transportadora

[#]
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[+

Fig. 5-11. Utilizacién de los
microtibulos comao vias sobre
las cuales se desplazan las
proteinas motoras dineina y
quinesina para transportar
materiales entre distintos pun-
tos del citoplasma.

Fig, 5-12. Unidn de las vesi-
culas transportadoras a la qui-
nesina y a la dineina mediante
las proteinas transmembrano-
sas quinectina y dinactina,
respectivamente,
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Fig. 5-13. Distribucidn de los mi-
crotiibulos en el cuerpo y en el ax6n

de fas neuronas.

Fig. 5-14. Distribucién de los
microtibulos mitéticos (o fi-
bras del huso mitGtico) duran-
te la divisitn celular.

Fig. 5-15. Microtibulos ci-
liares. Obsérvese su naci-
mients en el cuerpo basal o
cinetosama.

cimiento del axén, se ha descubierto entre los microtidbulos a la antes men-
cionada dinamina. Provoca el deslizamiento de algunos microtibulos sobre
otros, lo que seria necesario para el proceso de avance del cono por la matriz
extracelular (seccién 5-28).

En el cuerpo neuronal y en el axén se ha identificado una MAP regulado-
ra llamada tau (por la letra griega ©) que inhibe la despolimerizacion de las
tubulinas en los extremos de los microtibulos. Ejerce también una funcion li-
gadora, ya que establece puentes entre los microtiibulos contiguos y les con-
fiere estabilidad. Otras MAP ligadoras, llamadas MAP1 y MAP2, crean
puentes similares entre los microtiibulos neuronales.

Las tau contienen un nimero determinado de fosfatos, cuyo aumento al-
tera su funcionamiento normal. El aumento de los fosfatos podria producirse
por la presencia de quinasas sobreactivas o de fosfatasas hipoactivas. Esto
ocurre en la enfermedad de Alzheimer, caracterizada por un deterioro neuro-
nal progresivo a consecuencia de la inestabilidad de los microtibulos. Como
se vio en la seccién anterior, éstos son imprescindibles para el transporte in-
tracelular de organoides y de otros materiales vitales para la célula.

5-10, Los microtibulos mitdticos movilizan a los cromosomas
durante la mitosis y la meiosis

Las funciones de los microtiibulos mitéticos serdn analizadas detallada-
mente en el capitulo 18-14,

La célula en mitosis y en meiosis posee dos centrosomas en lugar de uno,
y los microtibulos citoplasmaticos que se observan en la interfase son reem-
plazados por los microtibulos mitéticos, llamados también fibras del huso
mitdtico (fig. 5-14). A diferencia de los citoplasmdticos, en los microtdbulos
mitdticos el extremo [~] no se halla bloqueado por la matriz centrosémica, de
modo que los microtiibulos pueden polimerizarse y despolimerizarse también
por ese extremao.

Se puede hacer desaparecer a los microtibulos mitéticos mediante el uso
de la vinblastina y la vincristina. Estas drogas actian de forma semejante a
la colchicina (seccién 5-7), aungue lo hacen casi selectivamente sobre las fi-
bras del huso, de ahi que se las utilice para bloquear las divisiones de las cé-
lulas neoplésicas en el tratamiento del cdncer, El taxol es otra droga usada pa-
ra tratar el cdncer, pues impide la despolimerizacion de las fibras del huso e
induce su crecimiento descontrolado, incompatible con la division celular.

5-11. Los microtubulos ciliares forman el eje de los cilios y los flagelos

Los cilios son apéndices delgados —de 0,25 um de didmetro y varios mi-
crones de largo— que surgen de la superficie de diversos tipos celulares (fig.
1-6). Los de mayor longitud se llaman flagelos. Cada uno estd compuesto por
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un gje citosdlico —la matriz ciliar— envuelto por una prolongacion de la
membrana plasmatica. En medio de dicha matriz, siguiendo ¢l eje longitudi-
nal del cilio, se encuentra un armazén filamentoso regular llamado axonema,
integrado por varios microtibulos paralelos entre s asociados con proteinas
accesorias (figs. 5-15 y 5-16). Mas adelante describiremos su composicion y
sus funciones.

Microtibulo B

Microtubulo A

Nexina

Daoblete
Brazo
externo

Profeina
radial

Microtibulo ‘“aina
cenltral

interna

Microtibulo B MicratGbulo A

Doblate

Brazo
extamao
farg;[”a Brazo
interna
Microtubulo
cantral Vaina
interna

Fig. 5-16. Arriba. Esquema de un corte transversal del axonema que muestra la configuracion 9 + 2 caracteristica de los mi-
crobibulos del cilio. La vista se dirige de la raiz a la punta del cilio. Debe resaltarse la disposicion de los microtibulos perifé-
ricos, los cuales se hallan asociados entre si de a pares, llamados dobletes. Obsérvense las distintas clases de proteinas ligado-
ras y como las proteinas motoras de dineina forman “brazos™ orientados en la direccidn de las agujas del reloj. Abajo. Micro-
grafia electronica de un axonema revelado mediante dcido ténico. (De D. W. Faweeit.)
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Fig. 5-17. Disposicion en do-
blete de un par de microtibu-
los periféricos del axonema.

Cada cilio nace en un cuerpo basal o cinetosoma (del griego kineetds, mo-
vible, y s6ma, cuerpo), que es una estructura idéntica a un centriolo del diplo-
soma. Los cuerpos basales y los centriolos serdn analizados en la seccién 5-14.

5-12. Los cilios se mueven

Los cilios son estructuras que se mueven. Segin las células en que se ha-
llan, sus movimientos sirven pare arrastrar fluidos y particulas {como ocurre
en el 4rbol respiratorio), para desplazar a otras células (por ejemplo, los es-
permatozoides, el ovocito o el cigoto en la trompa uterina) o para movilizar
a células autdnomamente (por ejemplo, los espermatozoides).

El movimiento ciliar puede ser pendular, unciforme, infundibuliforme u
ondulante. En el movimiento pendular el cilio parece rigido y se flexiona en
su base. En el unciforme (el mds comin en los metazoos) el cilio se dobla y
adquiere la forma de un garfio. En el infundibuliforme, rota deseribiendo una
figura cénica. En el ondulante, caracteristico de los flagelos, el movimiento
se desplaza desde el extremo proximal al extremo distal del cilio.

En las superficies epiteliales cubiertas por cilios puede verse que éstos se
mueven coordinadamente y dan lugar a verdaderas ondas que se desplazan
por el epitelio en una determinada direccién. Estas ondas se producen por-
que cada cilio se mueve con un pequefio retraso (o adelanto) con respecto al
situado por delante (o por detrds) de él. El paso de la onda de una célula a la
vecina derivaria del pasaje de ciertos solutos (sefiales) a través de las unio-
nes comunicantes que vinculan a las células epiteliales entre sf (cap. 6-14)
(fig. 6-12).

El movimiento ciliar es producido por el axonema (figs. 5-15 y 5-16).
Observados en un corte transversal, los microtibulos del axonema mues-
tran una configuracién especial, conocida como “9 + 2. Ello obedece a que
en la parte periférica de esta estructura se observan nueve pares de micro-
tibulos —los cuales forman un circulo—, y en la parte central, dos micro-
tibulos mis. Se dice “9 + 2 porque los dos microtiibulos de cada par peri-
férico estin firmemente unidos entre s{ —forman un doblete— y los del par
central estdn separados. Uno de los microtibulos de cada par periférico,
identificado con la letra A, es completo, es decir, posee 13 protofilamentos,
¢l otro, llamado B, es incompleto, pues posee 10 u 11 protofilamentos (fig.
5-17). Los dobletes se disponen en forma oblicua, de modo que el microtd-
bulo A se halla mds préximo al centro del cilio que el microtdbulo B. Ade-
mds, los extremos [—] de ambos microtdbulos apuntan hacia el cuerpo ba-
sal (fig. 5-18).

El axonema contiene proteinas ligadoras y proteinas motoras (fig. 5-16).

Las proteinas ligadoras unen a los dobletes entre si y los sostienen en sus
posiciones en el interior del cilio, lo cual mantiene la integridad del axonema
durante el movimiento ciliar. Asi, las nexinas unen el microtibulo A de
un doblete con el microtibulo B del doblete vecino: la vaina interna ro-
dea a los microtiibulos centrales, y las proteinas radiales unen a los mi-
crotibulos A con esa vaina,

Las protefnas motoras estan representadas por la dineina ciliar. Es-
ta se diferencia de la dinefna citoplasmitica porque es mds grande y tie-
ne tres cadenas pesadas y tres cadenas livianas, en lugar de dos de cada
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Dineina (+] 4] Fig. 5-18. Origen del movimiento
ciliar. Esta basado en el desplaza-
miento de las cabezas de las dinei-
nas ciliares sobre ¢l microtibulo B
de los dobletes, en direccion de la
raiz del cilio.

una (seccién 5-8). Las colas de la dineina ciliar estdn ancladas en el microtd-
bulo A de un doblete, mientras que las cabezas globulares —con sus respecti-
vas ATPasas— establecen uniones intermitentes con el microtibulo B del do-
blete vecino. Asi, las dinefnas forman puentes inestables entre los dobletes
contiguos.

Las dineinas se denominan también brazos internos y externos del axonema
(fig. 5-16) para indicar que algunas nacen en el microtibulo A en posiciones
mds periféricas respecto de otras. Si se mira al axonema desde la rafz del cilio,
dichos brazos se orientan en la direceién de la marcha de las agujas del reloj.

El movimiento ciliar se produce porque las cabezas de las dineinas reco-
men un pequeiio tramo del microtibulo B hacia su extremo [-] (fig. 5-18)
(en la seccién 5-8 sefialamos que esta clase de proteina motora se mueve
siempre en esa direccién). Debido a que los microtiibulos del axonema se
hallan fijos en sus posiciones dentro del cilio (mediante las proteinas ligado-
ras) y sus extremos proximales estdn anclados en el cuerpo basal, el despla-
zamiento de las dineinas sobre el microtibulo B hace que ambos dobletes se
curven, puesto que no pueden desplazarse linealmente en direcciones con-
trarias. Como ello ocurre con las dineinas localizadas entre varios de los
nueve dobletes, la suma de fuerzas hace que todo el axonema se doble, lo
que genera ¢l movimiento ciliar (fig. 5-19). El desplazamiento de las dinei-
nas se produce como consecuencia de la formacién y la ruptura alternadas
de los puentes transversales de dineina. Este proceso requiere energia, que
es tomada del ATP.

Durante ¢l movimienta ciliar no todos los dobletes operan a la vez. Mis
atin, se sospecha que los situados en un lado del axonema flexionan al cilioy ~ Fig. 5-19. Movimiento ciliar.

los del lado opuesto intervienen en el movimiento de retorno. Se produce ante 1a imtposibili-
dad del deslizamiento de los

- o dohletes del axonema entre sf,
5-13. En el sindrome de Kartagener los cilios son por lo cual se doblan.

inmaviles

El sindrome de Kartagener se debe a una o mds
mutaciones de los genes que codifican a la dineina ci-
liar 0 a otras proteinas accesorias del axonema. Por
consecuencia, los cilios y los flagelos son inméviles,
lo que provoca cuadros de bronquitis cronicas y este-
rilidad en la mujer y en el varén (los cilios del drbol
respiratorio y de las trompas uterinas y el flagelo de
los espermatozoides carecen de movimiento).
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Fig. 5-20. Izquierda. Esquema de
un centriolo o de un cuerpo basal,
con su caracteristica configuracidn
9 + (), Derecha. Se ilustra la triple
asociacion caracterfstica de los mi-
crotibulos centriolares, conocida

como triplete.

Fig. 5-21. Izquierda. Esque-
ma de un corte transversal del
centriolo en el que se ilustran
los nueve tripletes y las pro-
teinas ligadoras, Derecha.
Micrografia elecirdnica de un
corte transversal de un cen-
triolo revelado mediante dci-
do tinico. (De V. Kalnins.)

Proteina ligadora

5-14. La estructura de los cuerpos basales es idéntica
a la de los centriolos

L.os microtibulos ciliares nacen en el cuerpo basal. Este se localiza por
debajo de la membrana plasmética, a la altura de la rafz del cilio (figs. 5-15
y §-22). Existen tantos cuerpos basales como cilios.

Los cuerpos basales se estudian junto con los centriolos del centrosoma
porque son estructuralmente idénticos. Constituyen cilindros huecos abiertos
en sus extremos y miden 0,2 pum de didmetro por 0.4 um de largo. La pared
del cuerpo basal o del centriolo estd formada por 9 unidades microtubulares,
cada una compuesta por tres microtibulos fusionados entre sf, llamados A, B
y C (figs. 5-20, 5-21 y 5-22).

El microtdbulo A es completo, pues posee 13 protofilamentos; en cambio,
los microtibulos B y C son incompletos, ya que contienen 11 protofilamen-
tos cada uno (fig. 5-20). Como los dobletes en el axonema, estos tripletes se
disponen en forma oblicua, de manera que el microtiibulo A se halla més cer-
ca del centro del centrfolo que el microtibulo C (fig. 3-21).

Los 9 tripletes del cuerpo basal estdn conectados entre si por dos clases de
proteinas ligadoras. Unas son fibras cortas que enlazan el microtibulo A de un
triplete con el microtdbulo C del triplete vecino. Las otras son fibras largas que
unen a los tripletes de forma semejante a los rayos de una rueda (fig. 5-21).
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Fig. 5-22. Izquierda. Micrografia
electrénica de un corte longitudinal
de la raiz de un cilio (Ci), con su
cuerpo basal o cinetosoma (CB).
Derecha. Cortes transversales de
cilios v cuerpos basales. 70.000x.
(Cortesia de J. André y E. Fauret-
Fremiet.)

Vimos que cada cilio nace de un cuerpo basal, el cual, como el cilio, se halla
perpendicular a la membrana plasmatica (fig. 5-15). Cabe agregar que los micro-
tibulos A v B de los dobletes del cilio se contintian con Jos microtibulos Ay B
de los tripletes del cuerpo basal. Se ignora el significado de los microtibulos C
de los tripletes y dénde se originan los microtiibulos centrales del axonema.

A menudo el extremo libre del cuerpo basal muestra una raiz fibrilar cor-
ta que se interna en el citoplasma y que tiene por funcién sostener al cilio.

Los cuerpos basales se diferencian de los centriolos del diplosoma por las
siguientes particularidades: 1) los primeros se localizan cerca de la superficie
celular (en la raiz de los cilios) y los segundos cerca del micleo (figs. 5-4A y
5-15); 2) los cuerpos basales no poseen la matriz centrosémica que envuelve
alos centriolos (fig. 5-23); 3) los cuerpos basales suelen estar formados por
una sola unidad, mieniras que los centriolos se presentan de a dos, ambos per-
pendiculares entre si (fig. 5-23). = .

5-15. En la ciliogénesis los microtibulos del axonema se desarrollan
a partir del cuerpo basal

En la ciliogénesis los microtibulos A y B del cuerpo basal cumplen la fun-
¢ién de la y-tubulina del centrosoma, es decir, actiian como moldes para el
nucleamiento (polimerizacién) de las primeras tubulinas de los microtibulos ! -
Ay B del axonema. Las tubulinas del axonema naciente se unen a los extre- WMatriz

, . s centrosomica Centrinlo
mos [+] de los microtiibulos A y B del cuerpo basal, que apuntan hacia la su-
perficie de la célula. Por lo tanto, los extremos [~] de los microtibulos de los  Fig. 5-23. Representacidn es-
cilios se localizan junto al cuerpo basal. Luego del nucleamiento inicial se quemdtica del centrosoma,
] li I 1al | A has que incluye la matriz centro-
agregan nuevas tubulinas, lo cual alarga a los microtibulos del axonema has-  gsmica y el par de centriolos o
ta que el cilio alcanza su longitud definitiva. diplosoma.
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5-16. Los cuerpos basales derivarian de los centriolos del centrosoma

Por lo dicho en la seccidn anterior se deduce que antes de que los cilios
nazcan se forman los respectivos cuerpos basales. Estos aparecerian como
consecuencia de una reproduccion dicotémica por parte de los centriolos del
diplosoma, mediante un proceso basado en el desarrollo de procentriolos si-
milar al que se muestra en la figura 18-5. Otra teoria sugiere que los cuerpos
basales se formarfan de nove, sin la participacion de los centriolos.

Fig. 5-24. Distribucion de los  FILAMENTOS DE ACTINA

filamentos de actina cortica-
les en una célula epitelial.

5-17. El diametro de los filamentos de actina es de 8 nm

Los filamentos de actina o microfilamentos poseen un didmetro de 8 nm
y son més flexibles que los microtibulos. Suelen asociarse en haces o atados,
de modo que raramente se los ve aislados (fig. 1-9).

Sobre la base de su distribucidn en la célula, los filamentos de actina se
clasifican en: 1) corticales, los cuales se ubican por debajo de la membrana
plasmadtica, donde constituyen el componente citosdlico mds importante (fig.
5-24),y 2) transcelulares, dado que atraviesan el citoplasma en todas las di-
recciones (fig. 5-25A). De igual forma que los microtiibulos tratados con an-
ticuerpos antitubulina, los filamentos de actina pueden ser localizados con la
ayuda de anticuerpos antiactina fluorescentes (fig. 5-25B).

Como se describird en la parte final del capitulo, los filamentos de actina
también hacen posible la motilidad celular, forman el esqueleto de las micro-
vellosidades e integran el armazdn contrictil de las células musculares,

o.‘l;; Los flilamentos de actina son polimeros construidos por la suma lineal de
J\:" "£ % monomeros, cuyo ensamblaje les da a los filamentos una configuracion heli-
g Lo w coidal doble caracteristica (figs. 5-1 y 5-26). Los mondmeros se encuentran
,_f_f [R5 | *.3“_1 libres en el citosol, donde forman un depdsito al que la célula recurre cuan-
g — g do los necesita. Cada mondmero es un polipéptido de 375 aminodcidos que
o o g se halla asociado a un ADP o a un ATP; su estructura terciaria es globular, de
; : 2 ahi que reciba el nombre de actina G.
;1 (@] f:‘; Al igual que los microtibulos, los filamentos de actina poseen un extremao
\u&__ C:] :3 . [+] y un extremo [—] (seccién 5-6); por el primero se alargan y se acortan més
>, < / ripidamente que por el segundo (fig. 5-26). Esta bipolaridad se debe a que
Wty v

los propios monémeros la poseen.

A

5-18. Los filamentos de actina se forman a partir de
dos monomeros de actina G

Cada filamento de actina comienza a formarse por la intervencién de la
proteina reguladora formina, a partir de un niicleo de dos mondmeros de
actina G que se unen entre si, en cualquier punto del citosol donde la cons-
truccién de filamentos de actina sea necesaria (fig. 5-26). El alargamiento
del niicleo originario se produce como consecuencia del agregado sucesivo
de nuevos mondémeros en los extremos [+] y [-] del filamento en ciernes.
La polimerizacién requiere que las actinas G contengan un ATP.

Poco tiempo después de la polimerizacidn, este ATP se hidroliza en ADP
y P, condicion que induce a los monémeros a despolimerizarse. Sin embargo,
ello no ocurre porque en los extremos de los filamentos de actina se produce
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un fenémeno de inestabilidad dindmica andlogo al descrito para los microtu-
bulos (seccién 5-7). derivado de la formacién de un capuchén cuyos mond-
meros demoran un tiempo en convertir sus ATP en ADP.

Puesto que el mantenimiento de esta inestabilidad tiene un alto costo en
ATP, cuando el filamento alcanza la longitud deseada, varias proteinas regu-
ladoras se colocan en sus extremos para estabilizarlo.

La polimerizacion de los mondmeros de actina en el extremo [+] depende
de la propia formina y de otra proteina reguladora, la profilina, a pesar de
que inducen la hidrélisis de los ATP en los mondmeros ya polimerizados.

En el proceso de despolimerizacién participan varias proteinas regulado-
ras, entre las cuales se destacan la timosina vy la cofilina, llamada también
ADF (por actin-depolymerizing factor). La timosina inhibe la formacion del
dimero inicial de actinas G por parte de la formina y su polimerizacion en el
filamenta en crecimiento. En cambio, la cofilina se une al filamento de acti-
na y lo despolimeriza progresivamente,

La droga citocalasina B provoca la despolimerizacidn de los filamentos
de actina debido a que se une a sus dos extremos y bloguea su crecimiento,
con la consiguiente desaparicidn de los capuchones de actinas con ATP.

5-19. Los filamentos de actina contribuyen a establecer
la forma celular

Hemos visto gue existen haces de filamentos de actina gue se concentran por
debajo de la membrana plasmatica (corticales) (fig. 5-24) y otros que cruzan el
citoplasma de lado a lado (transcelulares) (fig. 5-25). Ambas localizaciones con-
tribuyen, entre otras funciones, al establecimiento de la forma celular.

Las concentraciones y las funciones de ambos filamentos difieren segtin
que las células sean epiteliales o conectivas. En las primeras prevalecen los
filamentos corticales, que son los que establecen la forma celular. En las se-
gundas, tal prevalencia y funcién les corresponde a las fibras transcelulares.

En ambos tipos celulares los filamentos corticales son también responsa-
bles de la morfologia de la parte periférica de la célula. Més aiin, en la scc-
cidn 5-32 veremos que forman el eje de las microvellosidades.

Actina G

) ®e

Formina

Fig. 5-26. Formacién
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Fig. 5-25. A. Distribucion de los fila-
mentos de actina transcelulares (fi-
bras tensoras) en una célula conecti-
va, B. Célula cultivada iratada con
anticuerpos antiacting fluorescentes.

y organiza-

cién estructural del filamento de ac-
tina, Se ilustran también la polime-
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rizacién (alargamiento) y despoli-
merizacion (acortamiento) del fila-
mento por sus dos extremos.
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Fig. 5-27. Esquema de los fila- Bomba de Nak*
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5-20. En las células epiteliales los filamentos de actina corticales
forman una malla por debajo de la membrana plasmatica

En las células epiteliales los haces de filamentos de actina corticales se
disponen en las mds variadas direcciones y componen una malla continua por
debajo de la membrana plasmdtica. Los filamentos se unen entre si y a la
membrana plasmética mediante la proteina ligadora fodrina (fig. 5-27). A su
vez, ésta se conecta con proteinas integrales de la membrana —una de las
cuales es nada menos que el contratransportador de Na* y K* visto en el ca-
pitulo 3-19— por intermedio de otra proteina ligadora, la anquirina. La fo-
drina es semejante a la espectrina que se encuentra en la membrana terminal
de las microvellosidades (seccion 5-32) y en el citoesqueleto del eritrocito
(seccion 5-36).

5-21. En los epitelios una franja de filamentos de actina corticales
participa en la formacidn del cinturdn adhesivo

El cinturén adhesivo, que serd analizado en el capitulo 6-12, es una for-

ma de union intercelular presente cerca de la superficie apical de las células

Fig. 5-28. Filamentos de acti-  cpiteliales. Consta de una franja reforzada de filamentos de actina cortica-

na del cinturdn adhesivo (véa-  les, los cuales componen una especie de anillo que circunda cada célula (figs.

?ﬁﬂf;in?[;;”}mr;fdcl“ 5’::‘: 6-8 y 6-10). Estos filamentos se conectan con proteinas de la membrana plas-

solte ambhicnnio il gm;m mitica llamadas cadherinas por medio de las proteinas ligadoras placoglo-

epitelios planos originan es-  bina, catenina, c-actinina y vinculina. El cinturén adhesivo estd integrado
tructuras wbulares (por ejem- . 1o filamentos de actina, las cadherinas y las protefnas ligadoras.

plo, el bo neural primitivo).

Ginturén adhesive 5-22. En algunos epitelios embrionarios el cinturon adhesivo

u_._L-._L.L._-.Lg._L._;L._ﬁ_._._ tiene funciones morfogenéticas

En las células de algunos epitelios embrionarios, los filamentos de actina

del cinturén adhesivo se acortan, por lo que a esa altura las células reducen

su didmetro. Como consecuencia, las células pierden su forma cilindrica y

3 adquieren un aspecto piramidal, lo que lleva a que se genere un surco y lue-
go un tubo separado del epitelio de origen (fig. 5-28).

e 5-23. En las células epiteliales los filamentos de actina transcelulares
sirven para transportar organoides

Al igual que en todos los tipos de células, en las epiteliales los filamen-
tos de actina transcelulares se hallan tendidos entre puntos opuestos de la
membrana plasmdtica y entre ésta y la envoltura nuclear, de modo que atra-
viesan el citoplasma en miltiples direcciones (fig. 5-25). Asimismo, cerca
de la envoltura nuclear existe una red de filamentos de actina que descansa
sobre la malla perinuclear de filamentos intermedios (seccién 5-2); a esa
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Miosina | Miosina Il

red se ligan los filamentos de actina que parten de la envoltura. En cambio,
del lado de la membrana plasmatica los filamentos transcelulares se conec-
tan con los filamentos de actina corticales o se unen a proteinas membrano-
sas especiales.

Los filamentos de actina transcelulares actian como vias para transportar
orzanoides por el citoplasma. Este transporte es mediado por las proteinas
motoras miosina [ y miosina V.

La miosina T posee una cabeza y una cola, pues uno de sus extremos es
globular y el ofro fibroso (fig. 5-29). Cuando esta proteina motora funciona,
su cola se liga a la membrana del organoide que va a ser trasladado —por lo
general una vesfcula del sistema de endomembranas (cap. 7-1)— y su cabeza
se une intermitentemente a un filamento de actina vecino, esto dltimo porque
la cabeza de la miosina I cambia de posicion repetidamente. Las uniones y de-
suniones alternadas hacen que la miosina I se deslice en direccién del extre-
mo [+] del filamento de actina (fig. 5-30).

Los cambios de posicién de la cabeza —responsables de dicho desliza-
miento— consumen ATPE, que es hidrolizado a ADP y P por una ATPasa de-
pendiente de Ca®* situada en la propia cabeza. La miosina I se desplaza apro-
ximadamente 10 nm por cada ATP que consume.

La miosina V “camina” sobre el filamento de actina, y cada “paso™ que da
la hace avanzar unos 37 nm. Su composicion se analiza en la seccidn 5-28.

Miosina | “ -';f et
MEHSH'HM'ﬁﬂr’fﬂFTHFTI&ITMH‘J‘I‘M'TIHHMFET“"“““'““"“”""“‘HT!‘
JGRGVRLUVR R TR SN CRuRUNUELALA R HHIHIJHhmmuuutﬂmmmium
Miosina |
-]
Miasina 1l
Miosina V
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Fig. 5-29. Representacion esquemd-

ﬁ tica de la miosina | y la miosina I1.

Fig. 5-30. Esquemas que ilustran el
o [-] desplazamiento de las miosinas I, [T
v V sobre los filamentos de actina.


https://booksmedicos.org

98 @ BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

5-24. En las células conectivas los filamentos de actina transcelulares
se llaman fibras tensoras

En las células conectivas la distribucién de los filamentos de actina transce-
lulares —denominados fibras tensoras— es semejante a la indicada en la sec-
ci6n anterior, aunque aqui componen atados més gruesos y numerosos. En cada
atado, la proteina ligadora a-actinina une a los filamentos de actina entre si.

Ademas, cada filamento se liga a la membrana plasmética mediante una es-
tructura conocida con el nombre de contacto focal (fig. 5-31). El extremo del
filamento se conecta con una proteina transmembranosa heterodimérica llama-
da integrina, por medio de las proteinas ligadoras talina, g-actinina, paxilina
y vinculina. El conjunto integrado por el extremo del filamento de actina, las
proleinas ligadoras y la integrina constituye el contacto focal. En el capitulo 6-6
se verd que por su dominio externo la integrina se liga a una proteina de la ma-
triz extracelular llamada fibronectina, y ésta a una fibra de coldgeno.

Entre los filamentos de actina de las fibras tensoras se hallan numerosas
unidades de la proteina motora miesina IT, que se compone de dos polipép-
tidos pesados, cada uno combinado con dos polipéptidos livianos (fig. 5-29).
Los seis polipéptidos generan una molécula fibrosa con dos cabezas en una
de sus puntas, ya que en ella los polipéptidos pesados tienen una estructura
globular. Como en la miosina I, las cabezas de la miosina Il poseen actividad
ATPasa y son responsables de las propiedades mecdnicas de la molécula.

Las miosinas II no funcionan aisladas. Para poder actuar se asocian y for-
man conjuntos bipolares, con las colas de las moléculas fusionadas entre si y
las cabezas dirigidas hacia los extremos del conjunto (fig. 5-30), Las cabezas
establecen uniones intermitentes con los filamentos de actina adyacentes. Da-
do que se deslizan sobre ellos en direcciones contrarias —hacia los respecti-
vos extremos [+]— los tensan y generan fuerzas mecdnicas en los contactos
focales, lo cual, ademds de producir leves pero continuas deformaciones en
la superficie celular, contribuye al establecimiento de la forma global de la
célula. Es por estas propiedades que en las células conectivas los filamentos
de actina transcelulares llevan el nombre de fibras tensoras. El mecanismo
molecular que hace posible el deslizamiento de las miosinas II sobre los fila-
mentos de actina serd analizado en la seccidn 5-33, referida a la contractili-
dad muscular.

Fibronectina
Integrina

AT |
LRI R AR

Talina

AR AR AR UARRRRRTA
TR R

Paxilina

Vinculina

a-Actinina
Fig. 5-31. Contacto focal v su co- )
nexidon con elementos de la matriz Aciina
extracelular mediante la proteina CITOSOL
transmembranosa integrina.
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Debe agregarse que las fibras tensoras y los contactos focales se forman
mediante la induccién de la proteina Rho (por la letra griega p), que es miem-
bro de una familia de GTPasas que actuan asociadas a las proleinas regula-
doras GEF y GAP, de cuyo anilisis nos ocuparemos en el capitulo 7-38.

De igual modo que en las células epiteliales, las fibras tensoras sirven co-
mo vias para transportar organoides por el citoplasma, con intervencion de la
miosina I y la miosina V (secciones 5-23 y 5-28).

5-25. En las celulas conectivas los filamentos de actina corticales
experimentan incesantes modificaciones

En las células conectivas rodeadas por matriz extracelular los filamentos de
actina corticales se distribuyen de una manera caracteristica y ademds cam-
biante. Esto tltimo origina modificaciones ciclicas en la consistencia de la zo-
na periférica de las células, lo cual, junto con las tensiones en los contactos fo-
cales, produce los incesantes movimientos que se ven en la superficie celular.

Aqui los filamentos de actina arman una especie de andamio que incre-
menta la viscosidad del citosol, la que disminuye cuando el andamio se de-
sarma a causa de la despolimerizacidn de los filamentos de actina (fig. 5-32).
Asi, en la zona periférica de las células conectivas se alternan estados de ma-
yor viscosidad (gel) con otros de menor viscosidad (sel), lo cual provoca
cambios continuos en la forma de la superficie celular.

En la construccion del andamio interviene —ademds de la profilina (sec-
cién S-18)— una proteina ligadora llamada filamina o ABP (por actin-bin-
ding protein), que une a los filamentos de actina entre si (fig. 5-32). El anda-
mio se desarma cuando actiia —antes de que lo hagan las proteinas despoli-
merizantes timosina y ADF— la gelsolina, una proteina dependiente de Ca™
que fragmenta a los filamentos de actina (fig. 5-32).

5-26. Los filamentos de actina desempenan funciones salientes
durante la motilidad celular

La migracion celular es un fenémeno muy comiin durante el desarrollo em-
brionario, decisivo no sélo para la formacidn de los tejidos y los drganos sino
también para el ordenamiento y la orientacion espacial de la mayorfa de las es-
tructuras corporales. En el organismo desarrollado la migracién celular cumple
importantisimas funciones vinculadas con su defensa y la reparacidn tisular.

A diferencia de las células musculares, en las cuales los filamentos de ac-
tina no se acortan ni se alargan, en las células locomotrices el citoesqueleto
presenta un gran dinamismo, ya que la motilidad celular se debe a cambios
continuos en sus componentes, que incluyen polimerizaciones y despolime-
rizaciones por parte de los filamentos de actina.
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Fig. 5-32. Intervencicn de las pro-
teinas filamina y gelsolina en el
armado y el desarmado, respecti-
vamenie, de los andamios de acti-
na en la corteza de las células co-
nectivas.
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Fig. 5-33. Representacidn de

una célula en movimiento.

La puesta en movimiento de las células epiteliales es algo mds compli-
cada que la de las células conectivas, pues para adguirir motilidad las pri-
meras deben independizarse del epitelio originario y redistribuir sus fila-
mentos de actina corticales y transcelulares hasta que queden como en las
células conectivas.

Antes de ponerse en marcha, la célula migratoria adquiere un aspecto po-
ligonal. Luego, a consecuencia de rdpidas y extensas modificaciones en los
filamentos de actina corticales, en el extremo de la célula correspondiente al
futuro movimiento se forman varias ldminas citoplasmaticas horizontales 1la-
madas lamelipodios, de cuyos bordes libres nacen prolongaciones digitifor-
mes denominadas filopodios (figs. 5-33 y 23-6). Tanto los lamelipodios co-
mo los filopodios alternan perfodos de alargamiento con periodos de acorta-
miento, los cuales, como se verd, son esenciales para la motilidad celular.

La formacion de los lamelipodios es inducida por la proteina Rac (por rela-
ted 1o the A and C kinases), que como la Rho (seccién 5-24) es miembro de una
familia de GTPasas que son reguladas por las proteinas GEF y GAP (cap. 7-38)

Los lamelipodios surgen y se alargan por obra de la proteina reguladora
Arp2/3 (por actin-related protein), que induce la formacion de armazones
especiales de actina en la corteza celular, Como muestra la figura 5-34, la
proteina Arp2/3 hace que los filamentos de actina se ramifiquen y —en cola-
boracidn con la profilina (seccidn 5-18)— que nuevas actinas G se agreguen
en los extremos [+] de los filamentos, tanto en los preexistentes como en sus
ramas. La figura 5-34 muestra también que los armazones son aplanados y que
cada rama de actina compone con el filamento de origen un 4ngulo de 70°.

El acortamiento de los lamelipodios se debe al desarme de tales armazo-
nes, causado por las protefnas reguladoras timosina, ADF y gelsolina (seccio-
nes 5-18 y 5-25).

Ademds de alargarse y acortarse, los lamelipodios se mueven permanen-
temente, lo cual es posible porque en sus rafces hay moléculas de miosina 11
diméricas que hacen deslizar a los filamentos de actina en direcciones opues-
tas (fig. 5-30).

La formacidn de los filopodios es inducida por la proteina Cded2 (por
cell-division cycle), que al igual que las proteinas Rho y Rac pertenece a una
familia de GTPasas reguladas por las proteinas GEF y GAP (cap. 7-38).

Debe agregarse que durante la migracién celular las proteinas Rho, Rac y
Cdcd42 funcionan coordinadamente. Lo hacen tras recibir “6rdenes™ de recep-
tores localizados en la membrana plasmética, los cuales se activan cuando
son inducidos por moléculas extracelulares implicadas en la estimulacidn de
la motilidad. Puede decirse, entonces, que las proteinas Rho, Rac y Cdc42
funcionan como eslabones entre las senales extracelulares y los componentes

del citoesqueleto involucrados en la migracién.

Los alargamientos y acortamientos de los fi-

lopodios se explican por la presencia en sus ejes

Filopodio  4e haces de filamentos de actina que alternan ci-
clos de polimerizacién con ciclos de despolime-
rizacion (fig. 5-34). Los filamentos parten del
borde libre de los lamelipodios y terminan en la
membrana plasmitica de la punta de los filopo-

Véase Fig. 5-34

Lamelipodio
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dios, en la que se anclan mediante contactos focales. Ademds, se unen entre s
por medio de una proteina ligadora llamada fimbrina, y los mds periféricos se
conectan con la membrana plasmatica del filopodio por intermedio de la mio-
sina 1. Esta proteina motora se une a los filamentos y a la membrana a través
de su cabeza y de su cola, respectivamente (fig. 5-30). La miosina [ moveria
al filopodio o cumplirfa una funcién reguladora durante el alargamiento o el
acortamiento de los filamentos de actina.

5-27. Los desplazamientos celulares son guiados
por haptotaxis y quimiotaxis

La migracion celular es consecuencia de los siguientes fendmenos. En pri-
mer lugar los filopodios se alargan. Luego, a través de sus puntas —pobladas
de contactos focales— algunos se anclan en fibras coldgenas de la matriz ex-
tracelular mediante moléculas de fibronectina (caps. 6-4 y 6-3). A continua-
cién, mientras los filopodios anclados se acortan —lo cual tracciona a la célu-
la hacia los puntos de anclaje—, otros filopodios se alargan y se anclan en fi-
bras coldgenas situadas mds adelante en la matriz extracelular. Finalmente, los
primeros filopodios se desprenden de las fibras coldgenas y los segundos se
acortan, de modo que la célula avanza un poco mas. La migracién celular re-
sulta de la reiteracidn de estos episodios. Como se ve, el anclaje de los filopo-
dios en los elementos fijos de la matriz extracelular —es decir, en las fibras
coldgenas— es transitorio, suficiente para que la célula pueda ser traccionada.
Si el anclaje persistiera, el avance celular se detendria.

Lejos de vagar sin rumbo, las células se desplazan hasta sus puntos de
destino siguiendo itinerarios predeterminados, y no se detienen antes de al-
canzarlos ni avanzan mis alld. Los derroteros son marcados
por algunos componentes de la matriz extracelular aledafios
a la célula en movimiento, por ejemplo, la concentracion y la
orientacion de las fibronectinas que se hallan en los lugares
de paso. Estas moléculas tendrian funciones relevantes du-
rante la migracidn celular, pues fijarfan los itinerarios al
orientarse adecuadamente y concenirarse €n proporciones
crecientes a lo largo de las rutas, La locomocion celular guia-

da por gradientes de concentracién de moléculas no solubles D B

en el medio extracelular —como ocurre con la fibronectina—
se denomina haptotaxis (del griego hdptein, enganchar, y fa-
xis, colocacidn).

Las sutiles sefiales posicionales emanadas de las fibronecti-
nas son tanteadas por las células en movimiento, para lo cual
sus filopodios se extienden y retraen (crecen y se acortan) co-
mo si estuvieran “olfatedndolas”. Cuando los filopodios “perci-
ben” las sefales correctas, se adhieren al colageno; si no, con-
tintian “explorando” el medio extracelular hasta dar con ellas.

Los desplazamientos de las células son también dirigidos
por sustancias solubles emitidas por otras células —a veces
distantes—, que pueden provocar su atraccién o su repul-
sion. Si existe atraccion, el fenémeno lleva el nombre de
quimiotaxis, que define la conduccién de las células migra-
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Fig. 5-34, Dindmica de los fi-
lamentos de actina en los la-
melipodios y los filopodios.
Los puntos de ramificacion y
de polimerizacién han sido
marcados con circulos verdes
y circulos azules, respectiva-
mente. En ambos interviene la
protefna reguladora Arp2/3,
que a nivel de los puntos de ra-
mificacion hace que se formen
dngulos de 70° entre los fila-
mentos ¥ 5Us ramas.

Lamelipodio

Membrana
plasmética
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MicrotGbulos

Fig. 5-35. Dibujo que ilustra
el extremo del axén con su
cono de crecimiento,

Fig. 5-36. Traslado de deter-
minadas neuronas a través de
la pared del tbo neural pri-
mitivo, guiadas por células
gliales radiales.
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torias hacia el lugar de mayor concentracion de la sus-
- tancia soluble. Se ha comprobado que las sustancias
- quimiotacticas estimulan —en la membrana plasmati-
| |—veéase ca de las células en movimiento— a receptores que
| g4 ponen en marcha sefiales intracelulares que activan a
la proteina Arp2/3. El fenémeno opuesto a la quimio-
taxis, es decir, la quimiorrepulsion, depende de una
proteina denominada semaforina.

Los mecanismos por los cuales las células migratorias reconocen a otras célu-
las en sus lugares de destino v se establecen en ellos se analizan en los capitulos
6-8y 6-9.

5-28, El avance de los axones presenta algunas semejanzas
con la motilidad celular

Como se sabe, las neuronas se hallan conectadas entre si y con las células
musculares y secretorias por medio de prolongaciones citoplasmaticas llama-
das axones. Las células asi conectadas pueden estar separadas por distancias
considerables, y la mayoria de las conexiones se establecen durante el desa-
rrollo embrionario.

Cualquiera que sea la distancia que las separa. generalmente la neurona no
necesila migrar para tomar contacto con la otra célula; sélo crece su axén, por
lo que su cuerpo permanece en el sitio inicial. Para poder alargarse y avanzar,
el axdn desarrolla en su extremo distal (que es el drea que toma contacto con la
otra célula) una especializacién llamada cono de crecimiento, andloga a la re-
gi6n frontal de las células migratorias, pero con filopodios bastante mas largos
(fig. 5-35). Las raices de €stos contienen miosina V, que como se vio en la sec-
cion 5-23 es una proteina motora que en el citoplasma transporta organoides.
La miosina V es doble como la miosina 11, pero posee doce polipéptidos livia-
nos en lugar de cuatro y no forma conjuntos bipolares (fig. 5-30). La semejan-
za del cono de crecimiento con la célula migratoria alcanza a los factores
gue rigen su avance por la matriz extracelular.

En la seccidn 5-9 se analizaron la funcién que desempeiian los micro-
tibulos durante el alargamiento del axén y la participacién de la protei-
na motora dinamina en la migracion del cono de crecimiento.

5-29. Durante 1a histogénesis del sistema nervioso central
algunas neuronas migran conducidas por las células
gliales radiales

Durante la histogénesis del sistema nervioso central algunas neurcnas del
tubao neural primitivo deben migrar desde 1as cercanias de la luz del tubo has-
ta lugares proximos a su superficie externa. Tales migraciones se producen,
por ejemplo, cuando se forman la corteza cerebral y la corteza cerebelosa.

Los mecanismos gue hacen posible el traslado de estas neuronas difie-
ren de los descritos hasta aqui, Como muestra la figura 5-36, intervienen
elementos de la neuroglia — las llamadas células gliales radiales—. que
transitoriamente forman soportes filamentosos sobre los cuales las neu-
ronas “reptan” hacia sus puntos de destino. Dichos soportes son finas
prolongaciones citoplasmadticas emitidas por las células gliales radiales,
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que como rayos recorren la pared del tubo neural primitivo desde su luz cen-
tral hasta su superficie externa.

No se conoce el mecanismo migratorio, aungue se ha descubierto una pro-
fefna que permite el establecimiento de uniones intermitentes entre la mem-
brana plasmitica de la neurona y la membrana plasmética de la célula glial
radial, imprescindibles para la reptacién. La proteina se llama astrotactina
en virtud de que las células radiales se convierten en astrocitos una vez ter-
minada la migracién.

5-30. En los cultivos de tejidos se produce la llamada inhibicidn
por contacto

A medida que van ocupando los lugares vacios, las células que se repro-
ducen en los cultivos de tejidos migran y establecen contactos con sus veci-
nas. No obstante, cuando una célula queda rodeada por otras, deja de divi-
(dirse y pierde su motilidad. Este fenémeno —denominado inhibicién por
contacto— ocurre en todas las células del cultivo, por lo que terminan for-
mando una monocapa celular caracteristica. Debe sefialarse que las células
cancerosas cultivadas no experimentan esta clase de inhibicion y, dado que se
siguen dividiendo y moviendo, se apilan unas sobre otras hasta formar masas
irregulares de varias capas de profundidad (fig. 5-37).

5-11. Los filamentos de actina intervienen en la citocinesis

La citocinesis tiene lugar en las postrimerfas de la mitosis, al formarse un
anillo contractil compuesto por filamentos de actina y miosinas II por de-
bajo de la membrana plasmitica en la zona ecuatorial de la célula en divisién
(cap. 18-20) (fig. 18-7). Al igual que en las fibras tensoras, las miosinas II son
diméricas y se hallan entre los filamentos de actina del anillo. La citocinesis
se produce a raiz de que cada miosina 1T se desliza sobre dos filamentos de
Jctina en direcciones contrarias. La suma de estos deslizamientos hace apa-
recer un surco en la superficie celular, que al profundizarse genera un estran-
‘gulamiento que culmina con la particién de la célula (fig. 18-8).

Debe sefialarse que la progresiva reduccién del didmetro del anillo contréc-
il no se acompafia de un aumento de su grosor, lo que indicaria que los filamen-
tos de actina se van despolimerizando a medida que la célula se estrangula.

5-32. En las microvellosidades existen filamentos de actina estables

Las microvellosidades son proyecciones citoplasmaticas nacidas de la su-
perficie celular, rodeadas por membrana plasmética (figs. 1-6 y 5-38). Se en-
cuentran en muchos tipos celulares, pero estdn especialmente desarrolladas
en algunos epitelios. Debido a que incrementan la superficie de la membrana
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Fig. 5-37. A. Crecimiento normal,
sobre un sustrato sélido, de las célu-
las en cultivo. Cuando estas células
toman contaclo con Sus vecinas
pierden su motilidad, dejan de mul-
tiplicarse y forman una monocapa
caracleristica. B. En circunstancias
similares, las células cancerosas no
se inmovilizan ni dejan de multipli-
carse, por lo que forman multicapas.
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plasmitica, permiten una mayor absorcion de agua y de solutos
por parte de la célula.

El didmetro de las microvellosidades es de 0,08 um y su longitud
promedio es de | um. El eje citosélico de cada microvellosidad esta
constituido por una matriz que contiene 20 a 30 filamentos de actina
paralelos, cuyos extremos [—] y [+] se hallan en la raiz y en la punta
Miosina | de |a microvellosidad, respectivamente. Dado que no se alargan ni se
acortan, se dice que estos filamentos de actina son estables.

La punta de la microvellosidad estd ocupada por un fluido citosé-
lico amorfo en el que se hallan inmersos los extremos [+] de los fila-
Eimbrina  mentos de actina. En cambio, en la raiz de la microvellosidad los ex-
tremos [—] se conectan con los filamentos de actina corticales, que
aqui descansan sobre una delgada red de filamentos intermedios (fig.
\ [ESF'“‘”““ 5-38). Ademds, los filamentos de actina corticales estén conectados

: 7 entre sf y con la membrana plasmatica mediante moléculas de espec-
trina, equivalentes 4 las fodrinas descritas en la seccidn 5-20.

Los filamentos de actina y los filamentos intermedios compo-
nen un enrejado por debajo de la membrana plasmética que lleva
el nombre de membrana terminal, desde la cual nacen los fila-
mentos de actina que ingresan en las microvellosidades (fig. 5-38).
Fig. 5-38. Representacion es-  Es necesario agregar que en las células epiteliales el perimetro de la membra-
quemdtica de una microvello- oo yerminal se continda con los filamentos de actina del cinturén adhesivo
sidad. En la corteza de In célu- ) .

Ia se sefialan, con una llave, los  (seccion 5-21 y cap. 6-12) (fig. 6-8).

componentes de la membrana Volviendo al eje de la microvellosidad, sus filamentos de actina se unen

terminal (véase fig. 6-8). entre si por medio de dos proteinas ligadoras, la villina y la fimbrina (fig.
5-38). Ademas, los filamentos de actina mds periféricos se conectan con pro-
teinas integrales de la membrana plasmatica por intermedio de moléculas de
miosina 1. Se desconoce por qué esta proteina motora se localiza en una es-
tructura celular inmovil.

Filamento
de actina

Villina

5-33. En la contractilidad de las células musculares estriadas
intervienen filamentos de actina y varias proteinas accesaorias

El misculo estriado estd constituido por células (o fibras) cilindricas de 10
a 100 um de didgmetro y varios milimetros o centimetros de longitud. Los
componentes del citoesqueleto comprometidos en la actividad mecdnica de
estas células forman estructuras regulares y estables, adaptadas para acortar-
se durante la contraccion y alargarse en los periodos de reposo.

El misculo constituye uno de los ejemplos més claros de asociacion mor-
fofuncional y de cémo, en una célula, la energia quimica puede traducirse en
trabajo mecanico. Las células musculares estriadas poseen un disefio tan efi-
ciente que son capaces de coniraerse y relajarse cien o mas veces por segun-
do y de producir un trabajo mil veces superior a su propio peso.

La maquinaria contrictil de las células musculares estd representada por
unas estructuras regulares derivadas del citoesqueleto, las miofibrillas (fig.
5-39). Estas son tan largas como las propias células y se disponen paralela-
mente una al lado de la otra, El grosor de cada miofibrilla es de 1 a 2 pm. Su
largo y su nimero dependen de la longitud y del didmetro de la célula mus-
cular, respectivamente.
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Membrana

plasmatica Reticulo sarcoplasmético

Mitocondria

Disco Z

Fig. 5-39. Fibras del miisculo estriado en las que se ilustran las miofibrillas con sus sarcomeros (obsérvense las bandas A e |
y los discos Z), el reticulo sarcoplasmético y la membrana plasmatica. Los tibulos T son invaginaciones de la membrana plas-
mitica que se vinculan con el reticulo sarcoplasmitico, organizadas para conducir impulsos desde la superficie de la célula al
interior de ésta, a fin de que todas las miofibrillas se contraigan sincrénicamente.

La miofibrilla estd compuesta por una sucesion lineal de unidades con-
trictiles denominadas sarcémeros (figs. 5-40 y 5-41), de 2,2 um de longitud
y un ancho equivalente al de la miofibrilla, de 1 a 2 um. Con el microscopio
electronico se observa que entre los sarcémeros existe una estructura electro-
densa, el diseo Z, localizada en medio de una regién poco densa, la banda I
(por isotrdpica) (fig. 5-41). A lo largo de las miofibrillas las bandas I se al-
terian con otras mas densas, las bandas A (por anisotrdpica), y en la parte
media de éstas se distingue una zona de menor densidad —la banda H—
dividida a su vez por la linea M, mis densa que la H.

Las distintas bandas resultan de la variacion periddica en la superposicion
de las proteinas citoesqueléticas a lo largo de las miofibrillas. Como cada
banda se encuentra a la misma altura en todas las miofibrillas, en conjunto
generan una alternancia de zonas de diferente densidad, que es la que le con-
fiere la designacién de estriado a esta clase de misculo.

En la figura 5-40 se muestra la estructura bésica de un sarcémero, en el
que se observa a los filamentos de actina naciendo de los discos Z y a fibras
gruesas bipolares —de miosina II— entre dichos filamentos. El extremo de
los filamentos de actina que se une al disco Z es el [+]. En los cortes trans-

Fig. 5-40. Arriba. Representacidn de
un corte longitudinal del sarcémero.
Abajo. Cortes transversales en las
distintas regiones del sarcémera. Ob-
sérvese que las bandas | tienen sdlo
filamentos de actina, las bandas H,
s6lo miosina 11, y las bandas A, fila-
mentos de actina y miosina I1.
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Fig. 5-41. Micrografia elec-
trémica de cuatro miofibrillas
en las que se observan Jos sar-
cimerns, con los discos £ y
las bundas H, A e |, Se aprecia
también el reticulo sarcoplas-
mditico (RS} entre las miofi-
brillas. 60.000x. (Cortesia de
H. Huxley.)

versales se comprueba que la banda I contiene (inicamente filamentos de ac-
tina, la banda H sélo fibras de miosina I1, y la banda A ambos componentes.
En la banda A cada fibra gruesa de miosina aparece rodeada por seis filamen-
tos de actina, y cada uno de éstos por tres fibras de miosina; por consiguien-
te, el nimero de filamentos de actina duplica al de fibras de miosina. Por otro
lado, los cortes transversales a nivel de la linea M revelan la existencia de
puentes proteicos entre las fibras de miosina.

Es necesario describir como se asocian los monémeros de miosina 1T pa-
ra formar las fibras gruesas interpuestas entre los filamentos de actina. Ca-
da una de estas fibras se halla integrada por numerosas moléculas de miosi-
na II, cuya combinacion da lugar a una estructura bipolar con forma de va-
ra (fig. 5-42). Esta exhibe una zona “lisa” en medio de dos regiones “rugo-
sas”, que se ven asi por la presencia de las cabezas de las miosinas 11, las
cuales se proyectan desde la fibra como si fueran brazos (la figura 5-43
muestra que la zona “lisa” corresponde a la banda H del misculo contrafdo).
En la figura 5-42 puede observarse que las cabezas de las miosinas II estdn
opuestamente orientadas en las dos regiones rugosas, lo que le da a la fibra
gruesa su condicién bipolar.

Las cabezas de las miosinas I surgen del eje fibroso a intervalos regula-
res de 7 nm y con una diferencia angular entre ellas de 60%, por lo que en con-
junto deseriben, a lo largo de dicho eje, una trayectoria helicoidal (fig. 5-42),
Debido a esta disposicién, cada fibra de miosina Il interactiia simultdneamen-
te con los seis filamentos de actina que la rodean (fig. 5-40).

Los cambios gue ocurren en el sarcomero durante la contraccién de la cé-
lula muscular pueden observarse con los microscopios de fase y de interfe-
rencia (caps, 23-7 y 23-8). La banda A no se modifica, pero las hemibandas
I se acortan en forma proporeional al grado de contraccion. El acortamiento
de las hemibandas I se debe a que los discos Z se acercan mutuamente. Al ha-
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cerlo empujan a los filamentos de actina hacia el centro del
sarcomero, de manera que las dreas de superposicion de los fi-
lamentos de actina con las fibras de miosina I1 se amplian (fig.
5-43). Si la contraccién se acentia, los extremos libres de los
filamentos de actina pueden Ilegar hasta la linea M (fig. 5-43).
Todos estos fendmenos se revierten durante la relajacién.

Los desplazamientos observados durante la contraccion se
deben a que las cabezas de las fibras de miosina se deslizan
activamente sobre los filamentos de actina. Para ello, cada ca-
beza se flexiona en relacidén al tallo fibroso, como si entre ella
y el tallo hubiera una bisagra (fig. 5-44).

En el misculo en reposo, las cabezas de las miosinas estan separadas de los
filamentos de actina (fig. 5-44A). Ante la llegada de un estimulo apropiado, la
contraccion muscular se produce a consecuencia de los siguientes cambios
moleculares en las cabezas de las miosinas: 1) se adhieren a los filamentos de
actina (fig. 5-44B); 2) se flexionan y avanzan un pequeno tramo hacia los
extremos fijos de los filamentos, lo cual arrastra a los discos Z de ambos lados
del sarcomero hacia la parte central del mismo (fig. 5-44C); 3) se desconectan
de los filamentos de actina y se enderezan (fig. 5-44D); 4) vuelven & unirse a
los respectivos filamentos, pero ahora a los mondmeros de actina contiguos y
mis cercanos al disco Z (fig. 5-44E); 5) vuelven a flexionarse, por lo que los
filamentos de actina y los discos Z se corren un poco més hacia la parte cen-
tral del sarcomero (fig. 5-44F); 6) vuelven a separarse, v asi repetidamente.

Debido a que cada miosina II posee muchas cabezas, a que hay muchas
fibras gruesas, a que éstas son bipolares y a que los episodios relatados en el
parrafo anterior se repiten muchas veces, los filamentos de actina de ambas
mitades del sarcomero —con sus respectivos discos Z— se acercan mutua-
mente y el sarcémero se acorta (fig. 5-43).

La contraccion de una célula muscular es el resultado de la suma de los
acortamientos de todos los sarcémeros de todas las miofibrillas. A su vez, la
contraccién global del muisculo es consecuencia de la suma de las contrac-
ciones individuales de todas sus células,

et Fé
g l ; Cantraccitn
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Fig. 5-42. Estructura bipolar
con forma de vara, integrada
por numerosas maoléculas de
miosina 1. Se ilustran tam-
bién las cabezas de las miosi-
nas surgiendo del eje de la va-
ra a intervalos regulares.

o ?J’: = Contraceion maxima

Fig. 5-43. Izquierda, Esquemas que muestran, en un conjunto de seis sarcdmeros, el mecanismo de relajacién-contraccion del
misculo estriado. Durante 1a relajacion la bandas Hse amplian. Durante la contraceion los filamentos de actina se deslizan ha-
cia las lineas M v el ancho de las bandas H se reduce. Con la contraccién mdxima los extremos libres de los filamentos de ac-
tina pueden llegar hasta las lineas M, Derecha. Esquemas tridimensionales de un sarcémero del misculo estriado en estados

de relajacién, contraccidn y contraceién méaxima.
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Fig. 5-44. Interpretacidn esquemitica del desli-
ramiento de las cabezas de las miosinas II sobre
el filamento de actina. A. Durante la relajacidn
muscular las cabezas no estan unidas al filamen-
to. B, Al comienzo de la contraccidn las cabezas
toman contaclo con el filamento, C. Un cambio
de forma en las cabezas hace gue el filamento de
actina se corra hacia el centro del sarcémero. D.
Al final de este movimiento, las cabezas se sep-
aran y se enderezan. E. Toman nuevamente con-
tacto con el filamento de actina, pero ahora con
los mondmeros contiguos y mas cercanos al dis-
co 7. F. Vuelven a flexionarse, desplazando un
poco mids o los filamentos de actina y a los dis-
cos Z hacia la parte central del sarcémero.

La energia requerida para la actividad mecdnica de las cabezas de la mio-
sina II es proporcionada por el ATP, que es hidrolizado por una ATPasa pre-
sente en dichas cabezas. Se calcula que la energia aportada por un ATP es su-
ficiente para desplazar a los filamentos de actina entre 5 y 10 nm.

La flexidn de las cabezas de la miosina IT es desencadenada por el Ca®,
cuya concentracién aumenta en el citosol cuando la célula muscular es indu-
cida a contraerse (cap. 7-26). Dicha flexién es controlada por las proteinas re-
guladoras tropomiosina, troponina I, iroponina C y troponina T, las cua-
les se hallan junto a los filamentos de actina (fig. 5-45). Las tres troponinas
forman un complejo que se mantiene unido gracias a la troponina T.

En el miisculo en reposo la tropomiosina se encuentra sobre los filamen-

T c I
QO =SSssces. o0
Actina Tropomiosina Troponinas

Fig. 5-45,. Esquema que muestra
la estructura molecular del fila-
mento de actina del sarcémero,
junto a algunas proteinas regula-
doras de la contraccién muscular. Filamento de actina
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tos de actina en una posicidn tal que impide la unién de las cabezas de la mio-
sina 1l con dichos filamentos (fig. 5-46). Esa posicién es controlada por la
troponina 1, asi llamada porque inhibe el corrimiento de la tropomiosina.

El aumento de Ca*" en el citosol hace que el ion se una a la troponina C
(ésta es semejante a la proteina calmodulina, que analizaremos en el capitu-
lo 11-18). El complejo Ca**-troponina C bloquea la accién de la troponina I,
lo que permite que la tropomiosina cambie de posicidn con respecto a los fi-
lamentos de actina y las cabezas de la miosina IT puedan unirse a ellos. La fi-
gura 5-46 muestra esa reaccion; obsérvese a la molécula de tropomiosina en
sus dos posiciones, correspondientes a los estados de relajacion y de contrac-
cién del musculo.

En los discos Z se encuentra la proteina ligadora a-actinina. En ella se an-
clan no sélo los filamentos de actina sino también los de titina, una proteina
ligadora que se extiende hasta el centro del sarcomero, es decir, hasta la linea
M (fig. 5-47). La titina desempefia dos funciones: mantiene a la fibra de mio-
sina [l en su posicidn y, debido a que tiene un segmento que s comporta co-
mo un resorte, restablece la longitud de reposo de la célula durante la relaja-
cién muscular. La titina es la protefna mas grande detectada en el organismo
humano; pesa nada menos que 3.000 kDa y estd compuesta por una cadena
lineal de casi 27.000 aminodcidos.

Cada filamento de actina se halla asociado a otra proteina gigante llama-
da nebulina, que tiene por funcién determinar el largo del filamento durante
la miogénesis y conferirle rigidez (fig. 5-47).

Las miofibrillas se hallan unidas por sus lados mediante filamentos inter-
medios de desmina (secci6n 5-3). Gracias a ellos se evita la pérdida del ali-
neamiento de los sarcémeros en el interior de las células musculares ante las
fuertes tensiones mecdnicas a que estin sometidas.

Finalmente, por debajo de la membrana plasmdtica la célula muscular
posee la proteina ligadora distrofina. Es semejante a la espectrina (seccidn
5-32) y conecta a los filamentos de actina localizados en la periferia de la cé-
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Actina

Miosina ||

Fig. 5-46, Desplazamiento de
Ia tropomiosina antes de la
union de la cabeza de la mio-
sina 11 con el filamento de ac-
tina {véase fig. 5-44B).

Fig. 5-47. Representacion esquemd

F A AN, 4
LY —— L d -
( —Aw_—— ) tica parcial del sarcémero, gue in-

L Largo de la | s Largo de la
molécula de nebulina | ’ molécula de titina

X/
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cluye las moléculas de titina. Se se-
fiala el largo relativo de las molécu-
las de nebulina.
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lula con un complejo de proteinas membranosas lamadas distroglicanos y |
sarcoglicanos. A su vez, este complejo se une a la laminina de la ldmina ba-

sal que rodea a la célula (cap. 6-1). Diversas anomalias en la distrofina o en
alguna de las proteinas asociadas —a consecuencia de alteraciones genéti- |
cas— dan lugar a enfermedades conocidas como distrofias museulares. Se
caracterizan por la degeneracién progresiva de los misculos, lo cual puede |
hacer claudicar las funciones cardiaca y pulmonar, y llevar a la muerte.

5-34. En la contractilidad de las células musculares cardiacas
participan estructuras similares a las del musculo estriado

Una de las diferencias més notables entre las células musculares esquelé-
ticas y las células musculares cardiacas es la presencia en éstas de los discos
intercalares, encargados de unir a las células cardfacas por sus extremos. Es-
tos discos se comportan como si fueran discos Z, pues de ellos nacen los fi-
lamentos de actina y de titina.

Los discos intercalares contienen desmosomas (cap. 6-13); éstos se aso-
cian a filamentos intermedios de desmina que derivan de los que unen a las
miofibrillas entre si, mencionados en la seccidn anterior. Ademds poseen
uniones comunicantes (cap. 6-14), necesarias para sincronizar las contrac-
ciones de las células miocdrdicas.

5-35. En las células musculares lisas el aparato contractil
es relativamente sencillo

El aparato contrdctil de las células musculares lisas se asemeja al conjun-
ta de fibras tensoras transcelulares presentes en las células conectivas (sec-
cidn 5-24), con la diferencia de que en las musculares los haces de filamen-
tos de actina son mucho mds gruesos y méds numerosos. Ademds, las partes
intermedias de los filamentos de actina son reemplazadas por filamentos in-
termedios de desmina (fig. 5-48), cuya presencia impide que se comprima la
zona central de la célula, donde se halla el nicleo y se refugian los compo-
nentes citoplasmaéticos mas delicados para protegerse de la contraccion.

5-36. El citoesqueleto del eritrocito posee caracteristicas sinqulares

La composicién del citoesqueleto del eritrocito presenta diferencias en
comparacidn con el citoesqueleto de las otras células.

Como muestra la figura 5-49, inmediatamente por debajo de la membrana
plasmadtica del eritrocito existe una malla fibrilar integrada principalmente
por filamentos de espectrina, que es una proteina similar a la fodrina (sec-
cidn 5-20). Se trata de un heterodimero compuesto por dos polipéptidos lar-
gos entrelazados, llamados ¢ y ( (o banda 1 y banda 2, respectivamente), Da-
do que los dimeros se conectan por sus puntas, se forman tetrameros, cuyos
extremos se unen a filamentos de actina cortos (o banda 5).

La figura 5-49 permite ver que cada filamento de actina se conecta con va-

Fig. 5-48. Citoesqueleto de la célula
muscular lisa. Los filamentos inter-
medios de desmina, situados entre
los filamentos de acting, protegen al
nticleo y a los componentes cito-
plasmiticos durante la contraccidn.
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Fig. 549, llustracion de los com-
ponentes principales del citoes-
queleto v de la membrana plas-
mética del eritrocito,

Banda 4.1

= Gilicoforina

Espectrina

rias espectrinas tetraméricas; tales conexiones son mediadas por la proteina
ligadora aducina. Muestra también que los filamentos de actina se unen a
una glicoproteina transmembranosa |lamada gliceforina mediante la protei-

na ligadora banda 4.1.

Ademads, el filamento de actina se halla asociado a otras dos proteinas: la
tropomodulina, que determinaria su longitud, y la tropomiosina, cuya fun-

cion se desconoce.

Cerca de su parte media cada tetrimero de espectrina se conecta con la
proteina transmembranosa banda 3, que es el contratransportador de Cl™ y
HCO;~ descrito en el capitulo 3-17. En esta unién interviene la proteina liga-

dora anquirina,

Es preciso sefialar que el conjunto de este sistema de protefnas citoesque-
léticas y membranosas le confiere al eritrocito su forma bicéncava y la flexi-
bilidad necesaria para poder circular por los capilares sanguineos de didme-

tros menores que el suyo.
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Unidn de las células entre si
y con la matriz extracelular

6-1. Las células se unen entre si y con elementos
de la matriz extracelular

Los organismos multicelulares estdn compuestos no sélo por células sino
también por elementos intercelulares. Estos tltimos se agrupan bajo el nom-
bre de matriz extracelular. Los tejidos —y, por extensidn, los 6rganos y los
sistemas— son el resultado de asociaciones de distintos tipos de células y
matrices extracelulares, de ahi que para poder reconocer a un fejido deban te-
nerse en cuenta tanto sus células como la calidad y la cantidad de sus com-
ponentes intercelulares.

En los tejidos conectivos las células se encuentran dispersas en medio de
abundante matriz extracelular. En cambio, en los epitelios las células suelen
estar adosadas sin que las separe préicticamente ningiin elemento extracelu-
lar. No obstante, en los epitelios de revestimiento existe una delgada matriz
extracelular llamada ldmina basal, interpuesta entre las células y el tejido co-
nectivo sobre el que se apoyan. LAminas basales similares se encuentran en
ofros tejidos, por ejemplo, en torno de las células musculares,

En este capitulo se analizardn los componentes de la matriz extracelular,
cdmo se vinculan las células con ellos y las distintas clases de uniones que
existen entre las células.

MATRIZ EXTRACELULAR
6-2. La matriz extracelular contiene elementos fluidos y fibrosos

Las funciones mds importantes de la matriz extracelular son: 1) rellenar
los espacios no ocupados por las células; 2) conferir a los tejidos resistencia
a la compresi6n y al estiramiento; 3) constituir el medio por donde llegan los
nutrientes y se eliminan los desechos celulares; 4) proveer a diversas clases
de células de puntos fijos donde aferrarse; 5) ser un vehiculo por donde mi-
gran las células cuando se desplazan de un punto a otro del organismo; 6) ser
un medio por el que arriban a las células las sustancias inductoras (sefiales)
provenientes de otras células (cap. 11-2).

Los componentes de la matriz extracelular pueden clasificarse en fluidos
y fibrosos. Los fluidos corresponden principalmente a glicosaminoglicanos y
proteoglicanos (cap. 2-6), mientras que los fibrosos se dividen en proteinas
estructurales {coldgeno) y proteinas adhesivas (fibronectina, laminina).
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6-3. Los glicosaminoglicanos y los proteoglicanos son componentes
fluidos de la matriz extracelular

La fase liquida de la matriz extracelular contiene una clase especial de po-
lisacdridos Ilamados glicosaminoglicanes, los cuales suelen hallarse asocia-
dos entre si y con proteinas, con las que componen grandes complejos glico-
proteicos denominados proteoglicanos (cap. 2-6) (figs. 2-10 y 2-11). Pueden
asociarse mds de 100 cadenas de glicosaminoglicanos a una sola proteina, y
en ocasiones varios de estos proteoglicanos se unen a una molécula de dcido
hialurénico —que es el glicosaminoglicano de mayor tamafio—, lo cual ori-
gina agregados moleculares de enormes proporciones (fig. 6-1).

Los glicosaminoglicanos son hidratos de carbono compuestos por una su-
cesién de unidades disacdridas repetidas y alternadas, en las que uno de los
monosacdridos posee un grupe amino, puesto que es una N-acetilglucosami-
na o una N-acetilgalactosamina, y el segundo es un dcido glucurdnico, un dci-
do idurénico o una galactosa (cap. 2-6).

En la tabla 6-1 se mencionan los principales glicosaminoglicanos y sus
unidades repetitivas. Como puede apreciarse, a excepcidn del dcido hialur6-
nico, estin sulfatados. Debido a la presencia de los sulfatos y a que poseen
numerosos grupos carboxilo, los glicosaminoglicanos son moléculas muy
dcidas, con numerosas cargas negativas que atraen grandes cantidades de
Nat —y, por lo tanto, de H,O—, lo cual aumenta la turgencia de la matriz
extracelular,

G-4, Las proteinas estructurales mas abundantes de la matriz
extracelular son las fibras coldgenas

En la matriz extracelular, las proteinas estructurales mds importantes co-
rresponden a las fibras coldgenas, las cuales estin compuestas por fibrillas
que presentan una estriacién caracteristica, con una periodicidad de 67 nm
(fig. 6-2).

La unidad molecular bésica de la fibrilla es el tropocoldgeno, que es una
molécula proteica fibrosa de alrededor de 300 nm de longitud y 1,5 nm de es-
pesor (fig. 6-2). El tropocoldgeno estd integrado por tres cadenas polipeptidi-
cas del mismo tamafio trenzadas en forma helicoidal. La periodicidad de 67
nm en las estriaciones de las fibrillas coldgenas se debe a que los tropocold-
genos se agregan en paralelo y se superponen en unas tres cuartas partes de
su longitud (fig. 6-2).
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Fig. 6-1. Esquema de un agregado : 4
maolecular compuesto por numero- ; " Glicosaminoglicano
s0s proteoglicanos unidos & un dci- & sulfatado

do hialurdnico.
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Tabla 6-1. Principales glicosaminoglicanos y sus unidades disacaridas

repetitivas
Glicosaminoglicano Untdad disacdrida
Acido hialuronico Acido glucurdnico; N-acetilglucosamina
Condraitinsulfato Acido glucurénico: N-acetilgalactosamina sulfato
Dermatansulfato Acido idurdnico; N-acetilgalactosamina sulfato
Heparansulfato Acido idurtnico, N-acetilglucosamina sulfato
Queratansulfata Galactosa; N-acetilglucosamina sulfato

Existen alrededor de 25 clases de cadenas polipeptidicas. En todas, un ter-
cio de los aminodcidos son glicinas, otro tercio suelen ser prolinas e hidroxi-
prolinas y el tercio restante son aminodcidos de distintos tipos.

Estas cadenas polipeptidicas se combinan de diversas maneras, lo que da
lugar a unos 15 tipos de coldgenos. Estos se identifican con nimeros roma-
nos, y los principales corresponden a los coldgenos de tipo 1, L, 111, IV, VIL,
IXy X1

El coldgeno de tipo I se encuentra en la dermis, la cdpsula de los drganos,
el tenddn, el hueso, la cdrnea y la dentina; los de tipo 11, IX y X1, en el carti-
lago; el de tipo 111, en la dermis fetal, el tejido conective laxo, la pared de los
vasos sanguineos, el ttero, el rifion y los tejidos hemopoyético y linfético; los
de tipo IV y V11, en la ldmina basal y en el tejido conectivo subyacente.

En el capitulo 5-27 vimos que las fibras de colageno desempefan un pa-
pel crucial en la migracidn de las células, dado que proveen los puntos fijos
de sostén para el anclaje temporario de los filopodios.

6-5. La fibronectina y la laminina son proteinas adhesivas
de la matriz extracelular

La fibronectina es una glicoproteina fibrosa de 440 kDa, compuesta por
dos subunidades polipeptidicas lipadas entre si por un puente disulfuro cer-
cano & sus extremos carboxilo. Cada subunidad posee dos dominios; como se
verd en la proxima seccion, uno se conecta con una proteina de la membrana
plasmdtica de la célula y el otro con la fibra coldgena (fig. 5-31).

Enel capitulo 5-27 se sefiald que las moléculas de fibronectina establecen
los itinerarios seguidos por las células migratorias y median la conexién tem-

poraria de los filopodios con las fibras coldgenas.
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Fig. 6-2. Fibras coligenas. Se
componen de fibrillas, y éstas
de tropocoldgeno. La micro-
grafia electronica permite ver
su estriacion caracteristica,
derivada de Ia disposicidn es-
calonada de las moléculas de
tropocoldgeno en las fibrillas.

Fibras colagenas
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Fig. 6-3. Representacidn esquems-

tica de un hemidesmosoma.

La laminina es una glicoproteina fibrosa de unos 900 kDa, integrada por
tres subunidades polipeptidicas unidas por puentes disulfuro. Tiene forma de
cruz, con tres brazos cortos y uno largo. Abunda en las ldminas basales, don-
de se halla asociada al coldgeno IV (fig. 6-3) y a un proteoglicano rico en he-
paransulfato. Ademads, es la primera proteina adhesiva que aparece en la ma-
triz extracelular del embridn, ya que se la ha detectado en las postrimerias de
la segmentacidn de la célula huevo, apenas se forma la mérula (cap. 21-7).

UNIONES DE LAS CELULAS CON LA MATRIZ EXTRACELULAR

6-6. Los contactos focales unen a las células de algunos tejidos
conectivos con componentes de la matriz extracelular

Las células de algunos tejidos conectivos, aunque pueden movilizarse,
suelen permanecer en sus sitios debido a que establecen uniones mds o me-
nos duraderas con componentes fijos de la matriz extracelular. En esas unio-
nes intervienen, del lado de las células, los contactos focales (cap. 5-24),
mientras que los componentes fijos de la matriz extracelular corresponden a
las fibras coldgenas.

Debe recordarse que cada contacto focal consta de una proteina trans-
membranosa llamada integrina, cuyo dominio interno estd unido —mediante
varias proteinas ligadoras— a haces de filamentos de actina denominados fi-
bras tensoras (cap. 5-24). Es precisamente la integrina —a través de su domi-
nio externo— el componente del contacto focal que se conecta con la fibra
coldgena de la matriz extracelular. Como muestra la figura 5-31, lo hace con
la ayuda de la proteina adhesiva fibronectina.

En el capitulo 5-27 se vio que uniones similares a éstas — pero fugaces—
se establecen durante la migracion celular, cuando los contactos focales de
los filopodios se adhieren a fibras coldgenas presentes en la ruta de la célula
que se desplaza por la matriz extracelular,

6-7. Los hemidesmosomas anclan a las células epiteliales
en la lamina basal

En los epitelios, las células basales se vinculan con una parte especializa-
da de la matriz extracelular conocida como lamina basal (seccién 6-1). La
conexién entre las células y la lamina es bastante firme, ya que se produce
mediante unas estructuras llamadas hemidesmosomas (figs. 6-3 y 6-7).

Como los contactos focales, los hemidesmosomas poseen integrinas, pe-
ro éstas se hallan agrupadas, sus dominios citosélicos se unen a filamentos

Filamentos
intermedios

Placa
discoidal

Integrina

Laminina
Colageno IV
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padora similar a las desmoplaquinas del desmosoma (seccitn 6-13).
UNIONES TRANSITORIAS ENTRE LAS CELULAS
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intermedios de queratina (no a fibras tensoras de actina) y sus dominios ex-
lernos se conectan a una red de colageno de tipo IV, que existe s6lo en la
limina basal. Esta iltima conexidn se realiza por medio de la laminina (fig.
6-3). Ademds, entre las integrinas y los filamentos de queratina se interpone
una placa discoidal de 12 a 15 nm de espesor que contiene una proteina li-

B-8. En varios procesos bioldgicos se producen uniones transitorias

Estas interacciones son necesarias para que las células sanguineas se de-
tengan en el lugar apropiado y pasen entre dos células endoteliales contiguas,
lo cual les permite alcanzar el tejido donde —segiin el caso— participardn en
la respuesta inmunitaria, en la cicatrizacion de la herida o en la detencién de

La especificidad de la unién es provista de un lado por los oligosacédridos
de los glicolipidos y de las glicoproteinas y del otro por los oligosacéridos de
las selectinas. Los oligosacdridos interactuantes son diferentes entre sf, de
modo gue se establecen conexiones entre moléculas de distinta composicién  cas. En las uniones homofili-
(uniones heterofilicas) (fig. 6-5). Las selectinas deben su nombre a las adhe- ~ cas mediadas por las cadheri-
siones selectivas que median y a que son lectinas, es decir, moléculas que tie-
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Fig. 6-4. Pasaje de una célula san-
guinea entre dos células endotelia-
les de un capilar, y su salida a la
matriz extracelular.

Durante las respuestas inmunitarias, la reparacion de las heridas y la deten-
cion de las hemorragias es necesario que algunos tipos celulares establezcan
uniones transitorias con otras clases de células. Las uniones se producen gracias
a los fendmenos biol6gicos llamades reconocimiento y adhesién celular,

Ambos tienen lugar cuando determinadas células de la sangre (neutréfilos,
monocitos, linfocitos, plaguetas) se conectan fugazmente con las células en-
‘doteliales de los capilares sanguineos, lo cual es un prerrequisito para poder
salir de la sangre y pasar a los tejidos (fig. 6-4). La adhesi6n se produce por-
que en la membrana plasmdtica de las células sanguineas existen glicolipidos
y glicoproteinas que interactiian especificamente con glicoproteinas comple-
mentarias — llamadas selectinas— presentes en la membrana plasmaitica de

las células endoteliales. Inversamente, en otras ocasiones los glicolipidos y
las glicoproteinas se localizan en las células endoteliales y las selectinas en

Fig. 6-5. Uniones molecula-
res heterofilicas y homofili-

nas interviene el Ca®*, ilustra-
do como un rectdngulo de co-
lor amarillo.
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Fig. 6-6. Formacidn de un te-
Jido epitelial derivado de una
sola célula.

Fig. 6-7. Representacion es-
quemitica de las estructuras
que mantienen & las células
epiteliales unidas entre si y
con la ldmina basal.
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Otras adhesiones celulares heterofilicas transitorias tienen lugar entre las
células mieloides (durante su proliferacidn), entre los linfocitos B y T (duran-
te la activacidn de los primeros) y entre los oligodendrocitos o las células de
Schwann y las neuronas (durante la mielinizacién). En todos estos casos, oli-
gosacdridos de una de las dos células interactuantes reconocen especifica-
mente a glicoproteinas 1lamadas sialoadhesinas, presentes en la membrana
plasmatica de la célula opuesta.

En el curso del desarrollo embrionario se producen adhesiones heterofili-
cas similares a las descritas, aunque son mds comunes las adhesiones homo-
filicas que se analizan en la proxima seccién, Finalmente, otro ejemplo de
adhesién heterofilica se da durante la fecundacién del ovocito por el esper-
matozoide (cap. 19-19).

6-9. Durante el desarrollo embrionario, antes de formar uniones
estables, las células se reconocen y se adhieren

Durante el desarrollo embrionario algunos epitelios se forman a partir de
células que al cabo de varias divisiones generan numerosas células descen-
dientes que permanecen juntas (fig. 6-6), conectadas entre si mediante unio-
nes estables (estas uniones se analizan en las préximas secciones).

En cambio, otros tejidos se forman por la asociacion de dos o mds clases de cé-
lulas diferentes, las cuales deben migrar hasta encontrarse en un lugar del organis-
mo. En él se reconocen, se adhieren y se conectan por medio de uniones estables.

El reconocimiento y la adhesién celular son mediados por glicoprotei-
nas transmembranosas especiales llamadas CAM (por cell-adhesion molecu-
les), que se encuentran en la superficie de las células destinadas a unirse y tie-
nen la particularidad de interactuar s6lo cuando son idénticas entre si (umio-
nes homofilicas) (fig. 6-5). Mediante dichas CAM, la célula migratoria,
mientras se desplaza en busca de su lugar de destino —donde tomaré contac-
to con las eélulas que serdn sus compaifieras en el nuevo tejido—, “tantea™ las
propiedades quimicas de las CAM situadas en las membranas plasmaticas de
las células que encuentra a su paso. Si reconoce a una célula con una CAM
idéntica a la suya, se adhiere a ella; si no, continda desplazdndose hasta en-
contrar a la célula con la CAM correcta.

Se han identificado varias CAM, denominadas —en consideracion a las cé-
lulas donde se las encontré por primera vez— Ng-CAM
(neuronas, células gliales), N-CAM (neuronas), L-CAM o
cadherina E (hepatocitos, células epiteliales), cadherina
P (placenta), cadherina N (neuronas), etc. Las cadherinas
son glicoprotefnas que llevan esa denominacién a causa de
que necesitan Ca®* para poder ligarse entre sf (fig. 6-5).

Surge de lo expuesto que antes de unirse en forma es-
table las células deben reconocerse y adherirse. Hoy se
acepta que estos tres procesos corresponden a etapas su-
cesivas de un mismo fenémeno. En las proximas seccio-
nes se verd que algunas uniones estables contienen cadhe-
rinas, es decir, moléculas con propiedades idénticas a las
CAM dependientes de Ca™ que actiian durante el recono-
* cimiento y la adhesion celular.

Hemidesmosoma
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Fig. 6-8. Esquema tridimensional que ilustra
|as estructuras que mantienen unidas a las cé-
lulas epiteliales entre si. Se muestra también
|2 membrana terminal (a la altura del cintu-
ron adhesivo) y su vinculo con las rafces de
las microvellosidades (fig. 5-38).

UNIONES ESTABLES ENTRE LAS CELULAS

B-10. Las células epiteliales se unen entre si por medio
de cuatro clases de estructuras

Las células de los epitelios se ligan entre si de manera estable por medio
de cuatro fipos de uniones. Estas se denominan: 1) unién oclusiva; 2) cintu-
ron adhesivo; 3) desmosoma, y 4} unién comunicante (fig. 6-7).

Fig. 6-9. Unién oclusiva en
Iz que se ven tres hileras pro-
teicas paralelas entre si y los
La unién oclusiva (llamada también unidn estrecha o zonula occludens) — PUenies que las conectan.
. H A L Las hileras y los puentes se
adhiere firmemente las membranas plasméticas de las células epitehiales  .opponen de ocludinas y
contiguas por medio de una franja de conexién no muy ancha, situada inme-  claudinas.
diatamente por debajo de la superficie libre del epitelio
(fig. 6-7). Dado que en los epitelios cada célula se halla
rodeada por otras, en una célula individual la unién oclu-
siva compone un anillo que circunda sus paredes latera-
les (fig. 6-8).

A nivel de la unién oclusiva las membranas plasmaticas Espacio
de las células enfrentadas contienen, entre otras, dos clases ~ "ooo e
de proteinas integrales, llamadas ocludinas y claudinas.  Odludina
Como muestra la figura 6-9, se disponen de modo tal que  ° claudina
forman tres o mds hileras paralelas a la superficie del epi-  pyembrana
telio, En cada hilera las ocludinas y las claudinas estan uni- ~ plasmética
das entre si como las cuentas de un collar, y cada proteina
se adhiere firmemente a otra similar de la membrana
‘opuesta, lo cual ocluye el espacio intercelular. En la figura
6-9 puede verse que las hileras de ocludinas y claudinas
parecen “costuras” y que éslas se hallan interconectadas
por puentes de igual composicidn.

6-11. La union oclusiva impide el pasaje de sustancias por
el espacio intercelular
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Cuando se coloca sobre la superficie libre de un epitelio un marcador
como la ferritina, sus moléculas no pueden atravesar el tejido epitelial por
los espacios intercelulares debido a que son detenidas por las uniones
oclusivas. Lo mismo ocurre con casi todas las sustancias, de ahi que para
atravesar los epitelios deban cruzar por el interior de sus células, Las figu-
ras 3-27, 3-28, 7-25, 7-26, 7-27 y 7-28 muestran transportes transcelulares
de este tipo.

Lo expuesto en el parrafo anterior tiene excepciones. Por ejemplo, el Mg
puede pasar por los espacios intercelulares del epitelio del tibulo recto distal
de la nefrona porque entre las claudinas de las uniones oclusivas de ese epi-
telio existen unos canales diminutos que permiten el paso del ion. Debe se-
fialarse que el Mg** se dirige desde el interior de la nefrona hasta el intersti-
cio renal y que su transferencia se realiza sin la compaiiia de agua.

Ademds de unir a las células y de impedir el pasaje de sustancias a tra-
vés de los epitelios, las uniones oclusivas determinan que las composicio-
nes moleculares de las regiones apical y basolateral de las membranas plas-
madticas de las células epiteliales sean diferentes entre si. Esta asimetria se
debe a que las uniones oclusivas forman barreras que impiden la difusién
lateral de las proteinas y los lipidos membranosos (caps. 3-3 y 3-3), parte
de los cuales quedan confinados de un lado de las uniones y parte del otro.
El transporte transcelular de solutos ilustrado en las figuras 3-27 y 3-28 es
posible gracias a la segregacion —a ambos lados de las uniones oclusi-
vas— de proteinas membranosas que funcionan como canales idnicos y
permeasas,

6-12. El cinturon adhesivo contiene glicoproteinas llamadas cadherinas

El cinturdén adhesivo (llamado también desmosoma en cinturdn, desmo-
soma en banda, banda de adhesicn, barra terminal o zonula adherens) es
otro tipo de unién que desarrollan las células epiteliales para mantenerse li-
gadas entre si.

Se localiza por debajo de la unién oclusiva (fig. 6-7) y en su composicion
intervienen glicoproteinas transmembranosas de la familia de las cadherinas
(seccion 6-9) y la franja de filamentos de actina corticales estudiada en el
capitulo 5-21. Alli se adelanté que las cadherinas se conectan con los fila-
mentos de actina mediante las proteinas ligadoras placoglobina, eatenina,
a-actinina y vinculina.

Como muestran las figuras 6-8 y 6-10, las cadherinas dan lugar a una fran-
ja proteica que circunda las paredes laterales de la célula, del mismo ancho
que la franja de filamentos de actina con la que se hallan conectadas. Las fi-
guras 6-8 y 6-10 muestran también que la unién intercelular se produce en
virtud de que las cadherinas se conectan a través de sus dominios externos.
Segtin se vio en la seccidn 6-9, se trata de uniones homofilicas, pues las mo-
léculas que interactian son iguales entre si (fig. 6-5).

El nombre de cinturén adhesivo hace referencia a las dos caracterfsticas mas
notorias de este tipo de unién: la disposicion circular de las cadherinas y los fi-
lamentos de actina y la propiedad de las primeras de adherirse mutuamente.

El conjunto de cinturones adhesivos forma un enrejado transepitelial, del
cual deriva parte de la resistencia lateral de los epitelios.
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6-13. El desmosoma es comparado con un remache y en su formacion
también intervienen cadherinas

Los desmosomas (del griego desmds, vinculo, y sdma, cuerpo) (llamados
también desmosomas puntiformes o maculae adherens), a diferencia de la
union oclusiva y del cintur6n adhesivo, constituyen uniones puntiformes en-
tre las células epiteliales contiguas, por lo que han sido comparados con re-
maches (figs. 6-8 y 6-11). Se hallan por debajo del cinturén adhesivo, distri-
buidos irregularmente en las paredes laterales de las c€lulas, Cada desmoso-
ma ocupa un drea circular de aproximadamente 0,5 pm de didmetro y a su ni-
vel las membranas plasméticas se encuentran separadas por una distancia de
30 a 50 nm.

El desmosoma incluye un grupo de glicoproteinas transmembranosas de
la familia de las cadherinas, denominadas desmogleina I, desmocolina [ y
desmocolina IT.

Igual que en el cinturén adhesivo, las cadherinas de las membranas adya-
centes se unen entre si por sus dominios externos (fig. 6-11). En cambio, sus
dominios citosdlicos se asocian con filamentos intermedios de gqueratina
(no con filamentos de actina). Esta iltima asociacién es mediada por una
placa discoidal que incluye las proteinas ligadoras desmoplaquina 1, des-
moplaquina IT y placoglobina. Una cara de la placa se relaciona con las
cadherinas y la otra con los filamentos de queratina, los cuales —como hor-
quillas—ingresan en el disco, se curvan y vuelven al citosol (fig. 6-11).
Ademds de unir fuertemente a las células epiteliales entre sf, los desmo-
somas y los filamentos de gueratina componen una red transcelular extendi-
da por todo el epitelio, al que le confieren una gran resistencia mecdnica. Es
por ello que en los distintos tejidos el nimero de desmosomas es proporcio-
nal al grado de tensién o de estiramiento a que son sometidos. Por ejemplo,
en el epitelio de la mucosa de la vejiga urinaria los desmosomas son muy
abundantes.

~ Fllamentos
de actina

Cadherinas
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Fig, 6-10. Cinturdn adhesivo. Fig. 6-11. Desmosoma.
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Fig. 6-12. Unién comunicante. A la
derecha se ilustra el mecanismo de

cierre del conexdn,

En el capitulo 5-34 se vio que los discos intercalares que ligan a las célu-
las musculares cardfacas contienen desmosomas asociados con filamentos de
desmina.

6-14. La union comunicante estd formada por la asociacion de
conexones aportados por las células epiteliales contiguas

Las uniones comunicantes (llamadas también uniones en hendidura,
uniones "'gap” o nexus) son canales que comunican los citoplasmas de las cé-
lulas epiteliales adyacentes.

Cada canal estd compuesto por un par de conexones, que son estructuras
cilindricas huecas que atraviesan las membranas plasméticas de las células
enfrentadas (figs. 6-7 y 6-12).

La pared del conexén resulta de la asociacién de seis proteinas transmem-
branosas idénticas que delimitan un conducto central (fig. 6-12). Estas pro-
tefnas se llaman conexinas y se unen con sus similares del conexdn de la
membrana plasmética opuesta, lo que da lugar a un canal que comunica a las
dos células. Debido a que las conexinas sobresalen en el espacio intercelular
entre | y 2 nm, las membranas plasmaticas de dichas células quedan separa-
das por una distancia de 2 a 4 nm. Por este motivo a la unién comunicante se
la llama también unidn en hendidura (fig. 6-12).

En las células epiteliales los conexones se encuentran entre los desmoso-
mas. No estdn uniformemente distribuidos sino agrupados en conjuntos ais-
lados, cada uno compuesto por unos pocos o por cientos de conexones.

La figura 6-13 corresponde a una imagen ultramicroscépica con colora-
cién negativa de numerosos conexones en la membrana plasmitica de un he-
patocito. Los conexones aparecen como anillos que forman un enrejado he-
xagonal con una periodicidad de 8,5 nm. En el recuadro se observa una re-
presentacion lograda mediante el procesamiento densitométrico computari-
zado de las imdgenes electronicas.

El conducto central del conexdn tiene un didmetro de alrededor de 1,5 nm.
Por é] pasan libremente algunos solutos (iones, monosacdridos, nucledtidos,

Conexina
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aminodcidos, ete.) del citoplasma de una célula al citoplasma de la célula ve-
cina, pero no las macromoléculas, Tales pasajes indican que existen acopla-
mientos metabdlicos y eléctricos entre las células contiguas.

La estructura de los conexones es comparable a la de los canales i6ni-
cos descriptos en el capitulo 3-14, Debe recordarse que los canales depen-
dientes de voltaje y de ligando estdn compuestos, respectivamente, por
cuatro y cinco protefnas transmembranosas, en lugar de las seis de los co-
nexones. Bstos, como los canales idnicos, no son estructuras estiticas, ya
que tienen la capacidad de abrirse y de cerrarse. Comidnmente se hallan
abiertos, y se cierran cuando aumenta la concentracion de Ca* en el cito-
sol. La figura 6-12 muestra que el cierre obedece a un cambio de inclina-
cidn de las conexinas.

Las conexinas contienen cuatro dominios transmembranosos y sus extre-
mos amino y carboxilo se hallan orientados hacia el citosol. El dominio con-
tiguo al exiremo carboxilo tiene una funcién importante debido a que su fos-
forilacion modifica la posicién de la conexina y lleva al cierre del conexon.

Dado que en una unidn comunicante la clausura de un conexén se produ-
ce independientemente del otro, el cierre del canal puede ser consecuencia de
la clausura de uno de los conexones solamente.

El cierre de las uniones comunicantes adquiere gran importancia en las
mueries celulares, no s6lo en las programadas sino también en las accidenta-
les (cap. 22-4). Asi, en las células moribundas se produce un aumento en la
concentracion del Ca*™ citosélico, que provoca el cierre de los conexones pa-
ra que no pasen a las células vecinas elementos que puedan dafiarlas.

A través de las uniones comunicantes circulan: 1) nutrientes; 2) desechos
metabdlicos; 3) sustancias que actiian como sefiales, por ejemplo, los morfé-
genos durante la diferenciacion celular (cap. 21-12) o las moléculas que sin-
cronizan el movimiento de los cilios en los epitelios (cap. 5-12); 4) potencia-
les eléctricos de accién, como los que se transmiten por los discos intercala-
res del misculo cardiaco para sincronizar las contracciones de sus células
(cap. 5-34), 0 entre las células musculares lisas de algunos 6rganos tubulares
(intestino, epididimo) a fin de que sincronicen sus contracciones peristalticas.

BIBLIOTECA ™

“
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Fig. 6-13. Vista superficial ultrami-
croscépica, con coloracion negativa,
de numerosos conexones en la mem-
brana plasmatica de la célula hepiti-
¢, 425.000x%. En el recuadro se ob-
serva que cada unidad tiene la forma
de un anillo hexagonal cuyos lados
corresponden @ las Seis conexinas.
(Cortesia de G, Zampighi.)
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LAS CONEXIONES ENTRE LAS CELULAS VEGETALES

6-15. Los plasmodesmos son puentes de comunicacion
entre células vegetales

Una caracter{stica de la mayoria de las células vegetales es la presencia de
puentes entre sus citoplasmas, lo que las hace continuas. Estos puentes —de-
nominados plasmodesmos— atraviesan la pared celular pectocelulésica des-
crita en el capitulo 3-30 (fig. 1-7).

La presencia de plasmodesmos permite la libre circulacién de liquidos y
solutos, tan importantes para mantener la tonicidad de la célula vegetal. Es
posible que dejen pasar también algunas macromoléculas. Como vemos, las
paredes pectocelulésicas no constituyen tabiques intercelulares completos, de
modo que las células componen un vasto sincicio sostenido por el esqueleto
que forman sus propias paredes.

El desarrollo de los plasmodesmos estd relacionado con la formacion de
la placa celular (caps. 3-30 y 18-21). Esta es atravesada por componentes del
retfculo endoplasmatico, los cuales son finalmente responsables de la forma-
cion y de la localizacion de los plasmodesmos (cap. 7-44).

Se ha sugerido que los plasmodesmos desempefian un papel en la diferen-
ciacién celular. Asf, en las células vegetales que se alargan, el nimero de
plasmodesmos se reduce a lo largo de sus ejes mayores y aumenta en los ta-

biques transversales.
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Sistema de
endomembranas 7

Digestion y secrecion

7-1. Los componentes del sistema de endomembranas
se comunican mediante vesiculas

En el capitulo 4-1 describimos los compartimientos en que se divide la cé-
lula, de los cuales el sistema de endomembranas es uno de los més volumino-
sos. Se distribuye por todo el citoplasma y estd compuesto por varios subcom-
partimientos — cisternas, sacos, tibulos— comunicados entre si (fig. 7-1). En
algunos lugares la comunicacién es directa y en otros es mediada por vesicu-
las transportadoras. Estas nacen de un compartimiento y se transfieren a otro
en virtud de procesos que comprenden pérdida y ganancia de membranas.

Las vesiculas transportadoras operan del siguiente modo (fig. 7-2): 1) bro-
tan de la membrana de un compartimiento, llamado donante; 2) viajan por el
titosol en busca de otro compartimiento, llamado receptor, con cuya mem-
brana se fusionan. Por consecuencia, una parte de la membrana y una parte
del contenido del compartimiento donante se transfieren, respectivamente, a
lamembrana vy al interior del compartimiento receptor,

La figura 7-1 permite ver que el compartimiento donante recupera la
membrana perdida merced a vesiculas recicladoras.

7-2. El sistema de endomembranas esta integrado
por varios organoides

Bl sistema de endomembranas esta integrado por los siguientes organoi-
des (fig. 7-1): 1) el reticulo endoplasmatice, que comprende dos sectores,

Fig. 7-1. Organoides que componen
el sistema de endomembranas. Se
ilustran también las distintas vesicu-
las transportadoras (flechas lenas) y
recicladoras (flechas punteadas) que
lo integran.
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denominados liso y rugoso (debe agregarse ademads la envoltura nuclear, que
serdt analizada en el capitulo 12-2); 2) el complejo de Golgi; 3) los endoso-
mas, y 4) los lisosomas.

Las membranas de estos organoides y las de las vesiculas transportado-
ras estdn constituidas por una bicapa lipidica similar a la de la membrana
plasmética, Como es obvio, una de las caras de estas membranas se relacio-
na con el citosol y la otra con la cavidad de los organoides. Se denominan,
respectivamente, cara citosdlica y cara luminal.

Las membranas poseen glicolipidos y glicoproteinas intrinsecas y perifé-
ricas que representan mds del 80% de su peso (fig. 3-14). Los hidratos de car-
bono se orientan siempre hacia la cavidad de los organoides.

El tamaiio del sistema de endomembranas varia en las distintas clases de
células, Es muy pequefio en los ovocitos, en las células poco diferenciadas y
en las que producen proteinas para el citosol exclusivamente, como los reti-
culocitos.

RETICULO ENDOPLASMATICO
7-3. Generalidades

El reticulo endoplasmético (RE) fue descubierto cuando se introdujo la
microscopia electrénica en el estudio de las células. Las primeras microfoto-
grafias mostraron un componente reticular que no llegaba a la membrana
plasmitica —de ahi los términos “reticulo” y “endoplasmdtico™ —, hasta que
se conocid su verdadera forma tridimensional. Finalmente, con el uso de la
radioautografia y de técnicas de andlisis citoquimico se identificaron casi to-
dos sus componentes.

El reticulo endoplasmadtico se distribuye por todo el citoplasma, desde el
nicleo hasta la membrana plasmética. Estd compuesto por una red tridimen-
sional de tibulos y sacos aplanados totalmente interconectados (fig. 7-3). A
pesar de su extensién y de su intrincada morfologia, constituye un organoide
indiviso, ya que posee una membrana continua y una sola cavidad. El citoes-
queleto se encarga de mantener a Sus componentes en posiciones més o me-
nos fijas dentro del citoplasma (cap. 5-9).

Este organoide se divide en dos sectores, que se diferencian por la ausen-
cia o la presencia de ribosomas sobre su cara citosdlica, Se denominan, res-
pectivamente, reticulo endoplasmético liso (REL) y reticulo endoplasmd-
tico rugoso (RER) (figs. 1-6, 1-10, 7-3, 7-4 y 7-6). Entre ellos hay un sector
de transicion, en parte liso y en parte rugoso.

Fig. 7-2. Esquemas secuenciales
que ilustran la formacidn de una ve-
sicula en la membrana de un com-

partimiento durm:ﬂlc y la fusidn de Compart- Formacian de Fusion de Comparti-
In membrana vesicular con la mem- miento una vesicula membranas miento
brana del compartimiento receptor. donante transportadora (véase Fig. 3-13) receplor
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Fig. 7-3. Esquema tridimensional
que muesira los sectores liso
(REL) y rugoso (RER) del reticulo
endoplasmitico,

7-4. El REL se halla libre de ribosomas

Como acaba de sefialarse, el REL carece de ribosomas. Suele comprender
una red de tiibulos interconectados, cuyo volumen y distribucion espacial di-
fieren en las distintas clases de células. Esta diversidad depende de sus varia-
das funciones. Por ejemplo, la célula muscular estriada contiene un REL ab-
solutamente singular —el reficulo sarcoplasmdtico— , adaptado para desen-
cadenar la contractilidad del citoesqueleto (seccidn 7-26).

7-5. El RER esta asociado con ribosomas

El RER estd muy desarrollado en las células que realizan una activa sin-
tesis proteica. En su composicién predominan los sacos aplanados, que cuan-
do son abundantes se encuentran separados por un angosto espacio citoséli-
co repleto de ribosomas (fig. 7-4).

Estos ribosomas se hallan adheridos a la cara citosdlica de la membrana
del RE (fig. 7-6). Por lo general componen complejos llamados polisomas o
polirribosomas, consistentes en grupos de ribosomas enlazados por una mo-

Fig. 7-4. Micrografia electrénica
del reticulo endoplasmitico rugoso.
Obsérvense los ribosomas unidos &
la membrana del organoide (uno
aparece marcado con una flecha).
208.000x%. (Cortesia de G. E. Pala-
de.) En el recuadro se distinguen
las subunidades menor (Me) y ma-
yor (Ma) del ribosoma. 410.000x.
(Cortesia de N. T, Florendo.)
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Fig. 7-5. Representacion tridimen- Vasiculas destinadas
sional de los elementos gue com- a la membrana plasmatica

ponen el complejo de Golgi.

Fig. 7-6. Micrografia electro-
pica de la célula hepdtica de
un animal expuesto a una die-
L4 rica en grasas. Se observan
vesiculas que transportan li-
poproteinas, el reticulo endo-
plasmitico rugoso (RER), el
reticulo endoplasmitico liso
(REL), el complejo de Golgi
(G), tma mitocondria (M) Y
un peroxisomi (P£). 56.000x.
{Cortesia de A. Claude.)

9 0 & los endosomas 9

. provenientes
del AE
lécula de ARNm (figs. 7-3 y 16-8) (cap. 16-11). La afinidad del RER por los

ribosomas se debe a que en su membrana existen receptores especificos (sec-
cién 7-12), de los cuales carece el REL.

COMPLEJO DE GOLGI
7-6. Generalidades

En 1898, utilizando un método de coloracién argéntica, Camilo Golgi des-
cubrié una estructura reticular en las células nerviosas, que posteriormente
llevé su nombre. Medio siglo después, con el advenimiento de la microsco-
pia electrénica, el fraccionamiento celular y las técnicas de andlisis citoqui-
mico, pudo revelarse su estructura y su composicién molecular.

En una célula idealizada el complejo de Golgi se halla entre el RE y la
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membrana plasmatica, con los endosomas y los lisosomas situados entre és-
ta y el complejo (fig. 1-6). Estas relaciones espaciales son el reflejo de otras
de indole funcional, ya que, por medio de vesiculas transportadoras, las mo-
leculas provenientes del RE alcanzan el complejo de Golgi, lo recorren, se
desprenden de él y arriban a la membrana plasmadtica o a los endosomas (fig.
7-1). Estos flujos comprenden tanto moléculas membranosas como molécu-
las luminales. Asi, segun la via seguida, se transfieren fragmentos de mem-
brana del RE a la membrana plasmaética o a la membrana de los endosomas,
mientras que las moléculas provenientes de la cavidad del reticulo se vuelean
en el medio extracelular —esto se denomina secrecion— o ingresan en la ca-
vidad de los endosomas.

Como se verd, en ambos casos el complejo de Golgi desempefia un papel
fundamental, dado que las moléculas que lo recorren experimentan modifica-
ciones necesarias para sus actividades biolGgicas. Por otro lado, algunas mo-
léeulas son sintetizadas directamente en el complejo de Golgi, sin la interven-
cion del reticulo endoplasmadtico,

7-7. El complejo de Golgi muestra una polarizacion que se
corresponde con su funcionamiento

El complejo de Golgi estd integrado por una o por varias unidades funcio-
nales llamadas dictiosomas (del griego diktyon, red. y séma, cuerpo). En la
célula secretoria polarizada el organoide posee un solo dictiosoma grande
gue ocupa una posicion intermedia entre el nicleo y la superficie celular,
donde se libera la secrecién (fig. 1-6). Complejos de Golgi con estas caracte-
tisticas se observan, por ejemplo, en células de la mucosa intestinal, de la ti-
roides v del pancreas exocrino.

En cambio, otras células, como las plasmaticas, los hepatocitos y las neu-
tonas, poseen varios dictiosomas pequefios distribuidos por todo el citoplas-
ma (fig. 1-10). En el hepatocito existen unos 50 dictiosomas, que representan
el 2% del volumen citoplasmadtico.,

Aunque su localizacidn y su nimero varian en las distintas clases de cé-
lulas, los dictiosomas presentan caracteristicas morfolégicas constantes.
Suelen adoptar una forma curvada, con la cara convexa mirando al niicleo
y In concava orientada hacia la membrana plasmadtica. La primera se deno-
mina cara de entrada o cis, y la segunda, cara de salida o trans (figs. 7-5,
16y 7-7).

Cada dictiosoma estd integrado por:

1) Una red cis, formada por numerosos sacos y tibulos
mterconectados.

2) Una cisterna cis, conectada con la red cis.

3) Una o mds cisternas medias independientes, lo cual
significa que no estdn conectadas entre si ni con los restan-
tes componentes del dictiosoma.

4) Una cisterna trans, conectada con la red trans.

5) Una red trans, similar a la red cis.

La cara de entrada del dictiosoma — representada por la
red cis y la cisterna cis— solo recibe vesfculas transporta-
doras provenientes del RE (fig. 7-1).
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Dado que la red cis y la cisterna cis forman un solo compartimiento, las
moléculas incorporadas a la membrana y a la cavidad del organoide circulan
de la red a la cisterna por simple continuidad. En cambio, para pasar de la cis-
terna cis a las cisternas medias y de éstas a la cisterna trans, las moléculas se
valen de vesiculas transportadoras.

Como se aprecia en las figuras 7-1 y 7-5, las vesiculas nacen en el borde
de la cisterna cis y luego de un corto trdnsito por el citosol se incorporan al
borde de la cisterna media contigua. .o mismo ocurre entre las sucesivas cis-
ternas medias y entre la dltima de ellas y la cisterna trans. El recorrido se com-
pleta cuando las moléculas llegadas a la cisterna trans pasan a la red trans por
simple continuidad.

A continuacién, las moléculas que arriban a la red trans son transferidas
— también mediante vesiculas transportadoras— hacia la membrana plasmé-
tica o hacia los endosomas (fig. 7-1).

En el primer caso, las moléculas contenidas en el interior de la vesicula se
vuelcan Tuera de la célula —es decir, son secretadas— y las membranosas se
integran a la membrana plasmdtica. El proceso de secrecién lleva el nombre
de exocitosis y se analizard en la seccion 7-22.

En el segundo caso, la vesfcula vuelca su contenido —consistente en en-
zimas hidroliticas— en la luz de un endosoma. En la seccién 7-31 se verd que
ello conduce a la transformacién del endosoma en lisosoma.

En las siguientes secciones se describen las funciones del RE y del com-
plejo de Golgi, algunas de las cuales dependen de la accién complementaria
de ambos organoides.

FUNCIONES DEL RETICULO ENDOPLASMATICO Y DEL COMPLEJO DE GOLGI

7-8. En el RE tienen lugar las reacciones centrales de la sintesis
de los triacilgliceroles

Los triacilgliceroles (triglicéridos) estdn compuestos por tres dcidos gra-
sos unidos a una molécula de glicerol (cap. 2-7).

Su sintesis comienza en el citosol, donde —mediante una tioquinasa— los
dcidos grasos se unen a moléculas de coenzima A (CoA) y se forman acil CoA
(fig. T-8A).

Tioquinasa

Acido graso + CoA + ATP Acil CoA + ADP+P

A continuacién, sendas acil CoA transfieren sus dcidos grasos al C1"y al C2'
del glicerol 3-fosfato, lo cual produce icido fosfatidico (cap. 2-7) (figs. 2-13 y
7-8A). La reaccidén es catalizada por una aciltransferasa.

Aciltransferasa

Glicerol 3-fosfato + 2 Acil CoA Acido fosfatidico + 2 CoA

El dcido fosfatidico se inserta en la monocapa citosélica de la membrana
del RE. donde se completa la sintesis del triacilglicerol (fig. 7-8A). Para
ello, primero el dcido fosfatidico pierde el fosfato por accién de una fosfa-
tasa y se convierte en 1,2-diacilglicerol (fig. 2-13).

Fosfatasa

Acido fosfatidico 1,2-diacilglicerol + P
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A continuacidn, mediante la diacilglicerol aciltransferasa, una nueva acil
CoA transfiere su dcido graso al C3' del 1,2-diacilglicerol (fig. 7-84A), lo cual
completa la sintesis del triacilglicerol, que abandona la membrana del RE y
se instala en el citosol (cap. 4-3).

Diacilglicerol aciltransferasa n e
|.2-diacilgliceral + Acil CoA Triacilglicerol + CoA

En las células de la mucosa intestinal la mayoria de los triacilgliceroles se
sintetizan eludiendo las etapas iniciales, ya que lo hacen a partir de monoa-
cilgliceroles y diacilgliceroles, que son las formas como se absorben las gra-
sas tras su digestion.

7-9. El RE es responsable de la biogénesis de las membranas celulares

La célula produce membranas nuevas de modo permanente. Lo hace con
el fin de cubrir demandas de indole funcional, reemplazar a las desaparecidas
por envejecimiento o para duplicarlas antes de la mitosis. En ocasiones, las
produce para posibilitar el desarrollo de partes del cuerpo celular (por ejem-
plo, el axdn en las neuronas).

La biogénesis de las membranas celulares comprende la sintesis de sus Li-
pidos, de sus proteinas y de sus hidratos de carbono. Estos tres tipos de mo-
léculas no se sintetizan separadamente y luego se integran para formar una
membrana nueva, sino que se incorporan a una membrana preexistente, la
membrana del RE. Luego, a medida que ésta crece, algunas de sus partes se
desprenden como vesiculas y se transfieren 4 los demds organoides del siste-
ma de endomembranas o a la membrana plasmatica.

En los capitulos 8-24 y 10-5 veremos que el RE también provee los fos-
folipidos de las membranas de las mitocondrias y de los peroxisomas.

En las préximas secciones estudiaremos los mecanismos de incorporacién
de los lipidos y de las proteinas a la membrana del RE y los procesos de gli-
cosilacion de ambas moléculas.

2Acli CoA + Glicerol 3-fosfata = AF  + 2CoA CoA + Acidograss =  Acl CoA
CoA CoA CHy—CH—CH, CH,— CH—CH, CoA
2 ) OH IDH P i ‘ 3 {
) b b Coh
] ) b
i { { !
2 1
AF » DAG + P DAG + AciCoA =  TAG + CoA
‘
B CoA CH—CH—h,
(L1 1 e o 1] i ¢
ﬂﬂﬁuﬂ B H n \’ :
. . §
JkY LKA 2 22
3 4

Fig. 7-8A. Sintesis de triacilgliceroles (TAG). El dcido fostatidico (AF) se genera en el citosol. En cambio, las transformaciones
del AF en diacilglicerol (DAG) v la de éste en triacilglicerol ocurren en la monoeapa citosolica de la membrana del RE. Apenas
se sintetizan, los TAG abandonan la membrana y se transfieren al citosol.
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7-10. Los lipidos de las membranas celulares se sintetizan
en la membrana del RE

Fosfatidilcolina. Debe recordarse que los glicerofosfolipidos estdn inte-
grados por una molécula de glicerol, dos édcidos grasos, un fosfato y un se-
gundo alcohol (caps. 2-7 y 3-3) (figs. 2-14 y 2-20).

La fosfatidilcolina se forma en la monocapa citosdlica del RE por la unién
de la citidina difosfato-colina (CDP-colina) con el 1,2-diacilglicerol (la for-
macién de este dltimo se describié en la seccidn 7-8). La reaccion es catali-
zada por una fosfotransferasa especifica (fig. 7-8B).

Fosfotransferasa .
1, 2-diacilghceral + CDP-colina Fosfatidilcolina + CMP

Previamente, la CDP-colina se sintetiza en dos pasos. En el primero la
colina es fosforilada con un fosfato tomado de la adenosina trifosfato, y en el
segundo la fosforileolina se combina con la citidina trifosfato.

Fosfatidiletanolamina. Las reacciones que llevan a la formacién de la
fosfatidiletanolamina son similares a las de la fosfatidilcolina, excepto por-
que se emplea CDP-etanolamina en lugar de CDP-colina (fig. 7-8B).

DAG + CDP-colna = PC + CMP

| .
il WM

T Py, il
i il

1 m““m e uunuﬂ .\ DAG + GDP—etalnolam[na = PE + CMP

|
mieff v AR -
Fig. 7-8B. Sintesis de fosfatidilcolina (PC) y de fosfatidileta- n-
nolamina (PE). Todas las reacciones ocurren en la monocapa HK HQHHB
citesolica de la membrana del RE BHE
2B

Fosfatidilserina. En la formacién de la fosfatidilserina, el 4cido fosfatidi-
co (seccidn 7-8) no pierde su fosfato y se combina —mediante una transfera-
sa especifica— con la CTP, lo cual genera CDP-1,2-diacilglicerol (fig. 7-8C).

Transferasa
Acido fosfatidico 4+ CTP ————— CDP-|,2-diacilglicerol + 2 P

El fosfolipido se forma al combinarse —mediante otra transferasa— el
aminoécido serina con el CDP-1,2-diacilglicerol,

Transferasa

Serina + CDP-1,2-diacilgliceral Fosfatidilserina + CMP

Fosfatidilinositol. Las reacciones responsables de la sintesis del fosfati-
dilinositol (PI) son similares a las de la fosfatidilserina, excepto porque se
emplea el polialcohol ciclico inositol en lugar de la serina (fig. 7-8C).
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Este fosfolipido se convierte en fosfatidilinositol fosfato (PIP), en fosfa-
tidilinositol difosfate (PIP,) y en fosfatidilinositol trifosfato (PIP;) por el
agregado sucesivo de fosfatos (fig. 2-16). Las fosforilaciones son catalizadas
por quinasas, con fosfatos tomados de moléculas de ATP.

inasa
Pl + ATP L PIP + ADP
Quinasa
PIP + ATP PIP, + ADP
Ciinasa
PIF, + ATP PIP, + ADP

CDP-|DAG + Serina = PIS + CMP
A -
e s e Ly il il

ﬁm{fm Membra:a del ﬁﬂfm
T (e e

e
10 I 11}
Fig. 7-8C. Sintesis de fostatidilserina (PS) y de fosfatidilino- '
sitol (P1). Todas las reacciones ocurren en la monocapa cito- uﬁuug RRHHH
solica de la membrana del RE G

Una vez formaclas, la mayoria de las fosfatidilcolinas pasan por “flip-flop” (cap.
3-3) de la monocapa citosélica a la monocapa luminal de la membrana del RE. La
translocacién es impulsada por una enzima denominada flipasa, que hace posible
el paso de la cabeza polar del fosfolipido por la regién hidrof6bica de la bicapa.

Dado que esta enzima actia menos eficientemente sobre la fosfatidileta-
nolamina, la fosfatidilserina y el fosfatidilinesitol, la mayoria de estos fosfo-
lipidos quedan retenidos en la monocapa citosélica (cap. 3-3).

Asf, el proceso de translocacidn tiene doble consecuencia: hace que se em-
pareje la cantidad de fosfolipidos en ambas monocapas y que se distribuyan
asimélricamente.

Esfingomielina. La esfingomielina es un esfingofosfolipido compuesto
por la ceramida unida a la fosforilcolina (fig. 2-18). En el capitulo 2-7 se
vio que la ceramida se forma por el agregado de un dcido graso a la esfin-
gosina, que es un aminoalcohel que posee una cadena hidrocarbonada lar-
ga (fig. 2-19).

La ceramida se forma en la monocapa citosdlica de la membrana del RE
con el concurso de una transferasa (fig, 7-8D).

Transferasa

Esfingosina + Acil CoA Ceramida + CoA

La sintesis de la esfingomielina se completa en la monocapa luminal del
complejo de Golgi, de modo que la ceramida debe translocarse —merced a
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Esfingosina + Acll CoA = Ceramida + CoA Citosol

o ﬁﬁﬁﬂﬁ Membrana del ﬁﬁﬁﬁﬁ
ﬁﬁr ﬁﬂ e Hﬁﬂ ﬁn |Complejo da Golgi
Hunuu IWMambrana del RE! uuBuB MHH@ uunﬂﬂ

Fig. 7-8D. Sintesis de esfingomielina (EM). La primera reaceién ocurre en la monocapa citosdlica de la membrana del RE.La
segunda, en la monocapa luminal de la membrana del complejo de Golgi.

2 Ceramida + Fosforiicolina = EM

la flipasa— , abandonar la membrana del RE y transferirse a la membrana del
complejo. Como se sabe, esta transferencia se realiza mediante vesiculas
transportadoras.

En su nueva localizacion la ceramida se combina con la fosforilcolina
merced a otra transferasa, lo que la convierte en esfingomielina (fig. 7-8D).

Transferasa

Ceramida + Fosforilcoling Esfingomielina

Colesterol. La membrana del RE incorpora moléculas de colesterol ingre-
sadas en la célula por endocitosis (seccion 7-42) y también las sintetiza. Igual
que los fosfolipidos, el colesterol se transfiere a las restantes membranas de
la célula —especialmente a la membrana plasmética— mediante vesiculas
transportadoras.

7-11. Los lipidos de las membranas celulares se glicosidan
en el complejo de Golgi

La sintesis de los glicolipidos tiene lugar exclusivamente en el complejo
de Golgi.

En la formacién de los galactocerebrdsidos (fig. 2-21) interviene una
iransferasa, que transfiere la galactosa de la uridina difosfato-galactosa al pri-
mer hidroxilo de la ceramida,

Transferasa
Ceramida + UDP-galactosa ———————— Galactocerebrédsido + UDP

La sintesis de los glucocerebrasidos (fig. 2-21) es similar, salvo por el
hecho de que se transfiere la glucosa de la UDP-glucosa mediante otra
transferasa.

Transferasa

Ceramida + UDP-glucosa Glucocerebrasido + UDP

Los gangliosidos (fig. 2-22) se forman cuando a la ceramida se unen —de
a uno por vez— los mondmeros de las cadenas oligosacdridas. El primer mo-
némero que se agrega es la glucosa; luego lo hacen —en diferentes cantida-
des y ordenamientos segiin el tipo de gangliésido— la galactosa, la N-acetil-
alucosamina, la N-acetilgalactosamina, el dcido sidlico o N-acetilneuramini-
co y la fucosa (cap. 2-7).

Al igual que la galactosa y la glucosa de los cerebrosidos, los monosa-
ciridos que participan en la sintesis de los ganglidsidos se presentan uni-
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dos a nucleétidos (por ejemplo, UDP-glucosa, UDP-galactosa, UDP-N-
acetilglucosamina, UDP-N-acetilgalactosamina, CMP-dcido sidlico y
GDP-glucosa).

7-12. Las proteinas destinadas al RE se insertan en la membrana
o0 se liberan en la cavidad del organoide

Las proteinas, excepto unas pocas pertenecienies a las mitocondrias, se
sintetizan en los ribosomas del citosol (cap. 16-9). Si bien todos los riboso-
mas citosélicos son iguales, algunos estdn dispersos en el citosol y otros se
hallan adosados a la membrana del RER (fig. 16-8). A continuacién veremos
por qué y cOmo.

Los primeros pasos en la sintesis de una proteina destinada al RE se pro-
ducen en el ribosoma cuando éste ain se encuentra libre en el citosol. La
unién del ribosoma a la membrana del RE tiene lugar si la proteina que sur-
ge del ribosoma posee un segmento peptidico con la informacién apropiada,
es decir, un péptido seal especifico para dicha membrana (cap. 4-4). En las
proteinas destinadas al RER. el péptido sefial suele consistir en una secuen-
cia de alrededor de 30 aminodcidos —5 a 10 altamente hidrofébicos— situa-
da en el extremo amino o cerca de él (tabla 4-1).

Las proteinas que se liberan en la cavidad del RER poseen sélo esa sefial,
localizada en el extremo amino de la molécula. En cambio, las que se inser-
tan en la membrana del organoide contienen, salvo excepciones, un péptido
sefial cercano al extremo amino y otras sefiales, cuyo niimero depende de la
cantidad de veces que la protefna cruza la bicapa lipidica (fig. 3-10). Por
ejemplo, si la proteina transmembranosa atraviesa la bicapa una sola vez
{monopaso), necesita una sola sefial adicional, llamada sefial de anclaje por
motivos que se verdn mas adelante. Cuando se trata de una proteina multi-
paso, ésta contiene tantas sefiales como veces cruza la bicapa, consistentes
en péptidos sefial que se alternan con sefiales de anclaje. Las sefiales de an-
claje contienen secuencias de aminodcidos de largo semejante al de los pép-
lidos sefial (tabla 4-1).

Cualesquiera que sean el niimero y la localizacion de Jas sefiales, apenas
el primer péptido sefal sale del ribosoma es reconocido por la particula de
reconocimiento de la sefial (o PRS) (fig. 7-9), que es un complejo ribonu-
cleoproteico compuesto por seis proteinas diferentes y una molécula de
ARN denominada ARNpe (por pequeiio citosdlico; en inglés seRNA, por
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Fig. 7-9. Unién del ribosoma
con la membrana del RER.
Obsérvense el receptor de la
PRS, el receptor del ribosoma
y el paso de la proteina a tra-
vés del translocdn,

Fig. 7-10. Composicion de la
particula de reconocimiento
de la serial (PRS). Los circu-
los corresponden a las seis
proteinas que acompafian al
ARNpe.
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CAVIDAD DEL RE

Fig. 7-11. Esquema que ilus-
tra el ingreso de las proteinas
en la cavidad del RER.

Fig. 7-12. Esquemas gue
muestran cdmo se incorporan
las proteinas a la membrana
del RER. El extremo amino
de la proteina puede quedar
en li cavidad del organoide
(A) o en el citosol (B),
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small cytosolic) (fig. 7-10). Las caracter{sticas y el procesamiento de este
ARN se analizan en los capitulos 13-2, 14-18 y 15-12.

En la figura 7-9 puede observarse cémo, ligada al péptido senal, la PRS se
dirige hacia el RER y se une a su membrana mediante un receptor especifi-
co. Esta unién insume energia, la cual es cedida por un GTP hidrolizado por
una GTPasa presente en el receptor.

La misma figura permite ver ¢6mo la PRS arrastra al ribosoma hacia el
RER (en la seccion 7-5 se dijo que la membrana de este organoide posee re-
ceptores para los ribosomas) y cumple otra importante funcién: detiene la
sintesis de la proteina para que ésta no salga del ribosoma, ya que fuera de €l
se plegaria vy no podria ingresar en ¢l RER.

Muestra ademds gue cuando el ribosoma se une a su receptor, la PRS se
separa del suyo. Dado que la PRS se separa también del péptido sefial, se rea-
nuda la sintesis de la proteina, cuyo extremo sale del ribosoma e ingresa en
un tinel proteico que cruza la membrana del RER (fig. 7-9). En el capitulo
3-9 se dijo que los tineles de esta clase —utilizados por las protefnas para
atravesar las membranas de los organoides— se denominan translocones. El
translocén del RER se diferencia de los translocones de los otros organoides
porgue se asocia al receptor del ribosoma, con el que forma un complejo uni-
ficado (fig. 7-9).

Volviendo a la PRS, cuando se separa de su receptor (y del péptido sefial)
puede ser usada nuevamente. Algo similar ocurre con el ribosoma al cabo de
la sintesis de la proteina (fig. 7-9).
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7-13. Las proteinas destinadas al RE contienen una o mas senales
segun tengan que liberarse en la cavidad del organoide
o insertarse en su membrana

==

I

Como se dijo en la seccion anterior, las proteinas destinadas a la cavidad
del RER poseen un solo péptido sefial, localizado en el extremo amino. Por
lo tanto, el tramo de la molécula que primero ingresa en el translocén incluye
al péptido sefial inevitablemente, segiin se ve en la figura 7-11.

Debido a que el péptido sefial permanece en el translocén, cuando los tramos
proteicos que le siguen ingresan en la cavidad, se doblan como una horquilla.
Luego, en virtud de que el péptido sefial es escindido por una proteasa conoci-
da como peptidasa sefial, el péptido se pierde y se genera en la proteina un nue-
Yo extremo amino, que pasa a la cavidad (fig. 7-11). Finalmente, ésta recibe a
los restantes tramos de la proteina, cuya sintesis continia en el ribosoma por el
incesante agregado de aminoédcidos en su extremo carboxilo (cap. 16-13).

Al término de la sintesis, la proteina se libera en la cavidad del RER (figs.
79 y 7-11). Segin de qué proteina se trate, permanecerd en el RE o se diri-
gird, mediante vesiculas transportadoras, al complejo de Golgi, donde residi-
rd en forma permanente o se transferird, también por medio de vesiculas
transportadoras, a un endosoma o a la membrana plasmdtica, en el Gltimo ca-
50 para su secrecién.

En la seccidn anterior también se dijo que, salvo excepciones, las proteinas
destinadas a |a membrana del RER poseen un péptido senal en el extremo ami-
o y una 0 mds senales adicionales. Tales proteinas se insertan en la membrana
del RER por alguno de los siguientes mecanismos (figs. 7-12, 7-13 y 7-14).

Si la proteina posee una sola sefial adicional, ésta se ancla en la bicapa lipidi-
ca —de ahi el nombre de sefial de anclaje— y el péptido seiial es escindido por
la peptidasa sefial. Como consecuencia, se forma una proteina transmembranosa
monapase (cruza la bicapa una sola vez), con el extremo amino dirigido hacia la
cavidad del RE y el extremo carboxilo en el lado citosélico (fig. 7-12A).

Algunas proteinas transmembranosas monopaso estan orientadas al revés,
es decir, con el extremo amino hacia el lado citosélico. Esta clase de protei-
nas posee el péptido sefial solamente, y no en el extremo amino sino cerca de
él, La figura 7-12B muestra la conversion del péptido senal en senal de an-
claje v los pasos que debe seguir para insertarse en la bicapa lipidica. El pép-
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Fig. 7-13. Mecanismo de in-
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50 en la membrana del RER.

Fig. 7-14. Mecanismo de in-
sercidn de las proteinas multi-
paso en la membrana del RER.
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tido sefial no es escindido por la peptidasa sefial debido a su posicion interna
en la cadena proteica.

La formacién de una protefna transmembranosa bipase requiere de un
péptido sefial situado en las cercanfas del extremo amino y de una senal adi-
cional (fig. 7-13). Dada su posici6n interna en la cadena proteica, el pépti-
do sefial tampoco es afectado por la peptidasa sefial, por lo que se compor-
ta como una sefial de anclaje y queda retenido en la bicapa lipidica.

Ademis del péptido sefial, la instalacién de una proteina multipase necesita
de un niimero variable de sefiales adicionales, tantas (menos una) como sean las
veces que la proteina debe atravesar la membrana. Al igual que en las proteinas
bipaso, se trata de sefiales de anclaje, la mitad de las cuales —alternadamente—
actian como lo hacen los péptidos sefial que quedan retenidos en la bicapa lipi-
dica (fig. 7-14).

Todas las sefiales adicionales —tanto las de anclaje como las que actian
como péptidos sefial — abordan la membrana por el mismo translocén. Més
atin, a medida que las nuevas sefiales ingresan en el translocén, las preceden-
tes lo abandonan por un costado y se ubican entre los fosfolipidos de la bica-
pa lipidica (fig. 7-14). La salida lateral de las sefiales es posible porque la pa-
red del translocén es incompleta.

En el capitulo 3-4 se menciond que los tramos de las proteinas que atra-
viesan la bicapa lipidica poseen generalmente una estructura en hélice .
Ahora puede agregarse que en su momento actuaron como péptidos sefial o
como sefiales de anclaje.

De acuerdo con la naturaleza de la proteina, ésta permanecerd en la mem-
brana del RE, o pasard a la membrana de otro organoide del sistema de endo-
membranas, o a la membrana plasmdtica. Segiin la figura 7-2, cualguiera que
sea su destino, la protefna tendrd la misma orientacién que posefa cuando se
hallaba en la membrana del RE. Algunas proteinas pueden quedar retenidas
en la membrana plasmatica o ser secretadas. Por ejemplo, la inmunoglobulina
producida por el linfocito B primero actiia como un receptor membranoso y
luego se secreta (es decir, se convierte en un anticuerpo). En ambos pasos la
molécula es practicamente idéntica, salvo por el hecho de que en el primero
posee un segmento adicional que la mantiene anclada en la membrana. Este
segmento corresponde a una sefial de anclaje cercana al extremo carboxilo de
la protefna, inexistente en la inmunoglobulina que se secreta (cap. 15-7).

7-14. Polipéptidos fabricados por ribosomas libres en el citosol
se incorporan al RE

Como excepcién a la regla, existen polipéptidos —generalmente de tama-
fio muy peguefio— que ingresan en el RE a pesar de ser fabricados por ribo-
somas libres en el citosol. Se incorporan al RE a través de tiineles constitui-
dos por proteinas transportadoras de la familia ABC (cap. 3-26), presentes
normalmente en la membrana de ese organoide.

7-15. Chaperonas hsp70 aseguran el plegamiento normal de las
proteinas en la cavidad del RE

En el capitulo 4-5 se analizaron las funciones de las chaperonas hsp70 ci-
tosélicas. La cavidad del RER posee chaperonas hsp70 similares, pues evitan
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el plegamiento prematuro o incorrecto de las proteinas ingresadas en el orga-
noide. Por afladidura, reconocen en ellas tramos incorrectamente plegados y
los asisten para que se plieguen bien.

Si las chaperonas no logran su cometido, las proteinas mal plegadas pasan
del RER al citosol después de atravesar el translocdn que usaron para ingre-
sar en el organoide. Este fendmeno recibe el nombre de retrotranslocacién.
En el citosal las proteinas se conjugan con ubiquitinas y son degradadas por
proteasomas (cap. 4-6).

7-16. La sintesis y el procesamiento de los oligosacaridos ligados a
proteinas mediante enlaces N comienzan en el RER y terminan
en el complejo de Golgi

La mayoria de las proteinas que ingresan en el sistema de endomembra-
nas incorporan oligosacaridos a sus moléculas, de modo que se convierten
en glicoproteinas,

Como se vio en el capitulo 2-6, los oligosacdridos se unen a las proteinas
mediante enlaces N-glicosidicos y O-glicosidicos (figs. 2-7 y 2-8).

La sintesis de los oligosacdridos que se unen por enlaces N-glicosidicos

comienza en el RER y concluye en el complejo de Golgi. En CiTos0L

ella participan enzimas |lamadas glicosiltransferasas, que to- ml
man monosacdridos de moléculas donantes y los transfieren a m
la cadena oligosacirida en crecimiento. Como en los glicolipi-
dos, las moléculas donantes son nucledsidos: UDP (para la glu-
cosd, la galactosa, la N-acetilglucosamina y la N-acetilgalacto-
samina), GDP (para la manosa y la fucosa) y CMP (para el dci-
do sidlico) (seccidn 7-10),

Ademds interviene el dolicol fosfato (cap. 2-7), un lipido
especial de la membrana del RER que la atraviesa unas tres ve-
ces (figs. 2-24 y 7-15). El primer monémero del futuro oligo-
sacdrido es la N-acetilglucosamina y se liga al fosfato del doli-
col. A continuacion, de a uno por vez, se agregan otros $eis mo-
nosacdridos, primero una nueva N-acetilglucosamina y luego
cinco manosas, Como muestra la figura 7-15, la unién del do-
licol fostato con la primera N-acetilglucosamina se realiza por
medio de otro fosfato —cedido por la UDP que dona la hexo-
sa—, por lo que se forma un puente pirofosfato.

Mientras tanto, otros dos dolicoles fosfato aceptan. respec-
tivamente, cuatro manosas y tres glucosas, las cuales también
se incorporan de a una por vez,

A continuacién, en el interior del RER, tras desprenderse
de sus respectivos dolicoles, las cadenas de cuatro manosas
y de tres glucosas —en ese orden— se suman al heptasacari-
do del dolicol difosfato, que por lo tanto se convierte en un
oligosacdrido de 14 unidades, compuesto por dos N-acetil-
glucosaminas, nueve manosas y tres glucosas (fig. 7-15). Es-
te oligosacérido se desprende del dolicol difosfato y, median-
te una oligosacariltransferasa, se liga a una de las asparagi-
nas de una protefna de la membrana del RER (fig. 7-16).
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Fig. 7-15. Comienzo de Ia
sintesis de los oligosacdridos
que se ligan a proteinas de la
membrana del RER mediante
enlaces N-glicosidicos. Ob-
sérvese |a participacion de los
tres dolicoles fosfato.
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Fig. 7-16. Esquema que ilus-
tra como el oligosacdrido pre-
cursor (de catorce hexosas) se
desprende del dolicol y se liga
a una proteina de la membra-
na del RER. Asn, asparagina.

Fig. 7-17. Una vez formado, el oli-
gosacando precursor (de catorce he-
X0sas) se procesa secuencialmente
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Por su parte, los tres dolicoles libres pueden ser utilizados otra vez por el
RER para la sintesis de nuevos oligosacdridos.

La cadena oligosacdrida ligada a la proteina se procesa, es decir, experi-
menta una serie de cambios. Estos comienzan con la remocion de las tres glu-
cosas y de una a cuatro de las nueve manosas. La glucosa distal es removida
por la a-glucosidasa I, las otras dos por la o-glucosidasa 11, y las manosas por
la c-manosidasa.

La cadena remanente continiia procesdndose en el complejo de Golgi, a
cuya membrana Ilega la glicoproteina mediante una vesicula transportadora.
En el complejo de Golgi la cadena oligosacédrida experimenta nuevos agrega-
dos y remociones de monosacaridos, distintos segiin el tipo de glicoproteina
gue se requiere formar. No obstante, en todos los casos la cadena conserva las
dos N-acetilglucosaminas y las tres manosas proximales del oligosacirido
original, y generalmente agrega dcidos sidlicos en los extremos de la molécu-
la ramificada (fig. 7-17) (cap. 2-6).

En el complejo de Golgi las enzimas responsables del procesamiento de
los oligosacdridos obran secuencialmente, para lo cual se hallan distribuidas
entre la region de entrada y la regién de salida del organoide siguiendo el or-
den en que actdan (fig. 7-18).

No se conocen los mecanismos regulatorios que llevan a las glicoprotei-
nas a experimentar una clase de procesamiento y no otro.

NH,
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7-17. La sintesis de los oligosacaridos ligados a proteinas
por enlaces O tiene lugar en ¢l complejo de Golgi

En el capitulo 2-6 se vio que los oligosacéridos que se hallan unidos a pro-
teinas por enlaces O-glicosidicos se ligan a una serina 0 a una treonina. Su
sintesis se cumple en la cavidad del complejo de Golgi por el agregado —me-
diante glicosiltransferasas especificas— de sucesivos monosacaridos. Prime-
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ro se liga una N-acetilgalactosamina a una proteina de la membrana del orga-
noide y luego —de a uno por vez— se agregan los otros monosacdridos. Por
lo general, la cadena oligosacarida incorpora dcidos sidlicos en su periferia.

7-18. La sintesis de los glicosaminoglicanos y de los proteoglicanos
tiene lugar en el reticulo endoplasmatico

Los proteoglicanos son glicoproteinas formadas por la unién de protefnas
con glicosaminoglicanos (GAG). Como ya se senald en el capitulo 2-6, los
GAG son polisacdridos complejos constituidos por una sucesién de unidades di-
sacdridas (fig. 2-10). Se ligan a la proteina por intermedio de un tetrasacérido
compuesto por una xilosa, dos galactosas y un dcido glucurénico (fig. 2-11).
La sintesis de los proteoglicanos tiene lugar en la cavidad del reticulo endo-
plasmitico. Allf, mediante un enlace O-glicosidico, la xilosa del tetrasacdrido se
liga a una serina de una proteina localizada en la membrana del organoide. A
continuacion, en el extremo del tetrasacdrido correspondiente al fcido glucuré-
nico se incorporan, mediante sendas glicosiltransferasas especificas, los sucesi-
vos monosacaridos que se alternan en el GAG, de a uno por vez. Aparentemen-
te los grupos sulfato se agregan a los GAG a medida que éstos se alargan.
Pueden asociarse mis de cien GAG a una sola proteina, y en ocasiones
varios de estos proteoglicanos se ligan a una molécula de dcido hialurénico
—que es el GAG de mayor tamafio—, lo cual origina agregados moleculares
de enormes proporciones (cap. 6-3) (fig. 6-1).

Los proteoglicanos pasan a la membrana plasmatica, donde forman parte
del glicocdliz (cap. 3-8) (fig. 3-14). Desde alli muchos son liberados al me-
dio extracelular, para lo cual sus moléculas deben escindirse, ya que se trata
de glicoproteinas integrales (cap. 3-4).

En los tejidos conectivos los proteoglicanos que se liberan pasan a la ma-
triz extracelular (cap. 6-3), mientras que en algunos epitelios de revestimien-
to forman parte del moco que protege v lubrica su superficie. Llamativamen-
te, 4 veces retornan a las células y se reintegran al glicocdliz, donde quedan
-adosados como glicoproteinas periféricas.

1-19. Algunas proteinas son procesadas en el RE
v en ¢l complejo de Golgi

Antes de ser secreladas, algunas proteinas experimentan una serie de mo-
dificaciones, imprescindibles para su funcionamiento normal. Por ejemplo,
en las células 3 de los islotes del pdncreas se sintetiza la preproinsulina, que
s la prohormona precursora de la insulinag (fig. 7-19). En el RE, al ser remo-
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Fig. 7-18. Ejemplos de agregados y
remociones de moléculas en un oli-
gosacdrido a medida que pasa por
los sucesivos compartimientos del
complejo de Golgi.
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Fig, 7-19. Formacion de la in-
sulina como producto final del
procesamiento de la preproin-
sulina en el RE y en el com-
plejo de Golgi de las células §
de los islotes del pdncreas.
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vido de su extremo amino un segmento de 26 aminodcidos —correspondien-
te al péptido sefial —, la preproinsulina se convierte en proinsulina. Esta con-
tiene 81 aminodcidos, 51 de los cuales pertenecen a la insulina activa y 30 a
un péptido de conexién llamado péptido C. Por medio de vesiculas transpor-
tadoras, la proinsulina pasa del RE al complejo de Golgi, donde una enzima
hidrolitica especifica separa la insulina del péptido C. Luego, mediante otras
vesiculas transportadoras, ambas moléculas son conducidas hacia la membra-
na plasmdtica para su secrecifn.

En el capitulo 16-24 se describird el procesamiento experimentado por
otra prohormona, la proopiomelanocortina (POMC).

7-20. En el sistema de endomembranas las proteinas son clasificadas
seglin su naturaleza quimica y su destino

En la seccién 7-13 definimos las distintas vias seguidas por las proteinas
luego de su incorporacién al RER. Estas moléculas, excepto las que se esta-
blecen como residentes permanentes en el RE o en el complejo de Golgi, al-
canzan el extremo de salida de este tltimo, donde se clasifican para su ulte-
rior despacho. Segiin su naturaleza, tendrin como destino incorporarse a un
endosoma o dirigirse a la superficie celular (fig. 7-1).

Los itinerarios seguidos por las proteinas dependen de ciertas sefiales en
sus moléculas y de receptores especificos en los lugares por donde pasan.

La primera sefial fue descubierta en las enzimas hidroliticas destinadas a
los endosomas. Como se verd en la seccién 7-30, luego de arribar a un sector
especifico de la region de salida del complejo de Golgi, estas proteinas se
transfieren —mediante vesiculas transportadoras— a endosomas cargados
con sustancias endocitadas en la superficie celular.

;Por qué las vesfculas que transportan enzimas hidroliticas destinadas a
los endosomas se fusionan con ellos y no se dirigen a la membrana plasma-
tica? Téngase en cuenta que en el segundo caso podrian ser secretadas hacia
el medio extracelular y producir graves consecuen-
cias. La respuesta abarca varios procesos, pero la
causa responsable de la conduccién de las enzimas
hacia el lugar adecuado es la presencia de grupos
manosa 6-fosfato en sus moléculas.

Estos grupos son las sefiales que conducen a las
enzimas hasta la regién de salida del complejo de
Golgi y las colocan en los sectores reservados para su
envio hacia los endosomas (fig. 7-20).

La manosa 6-fosfato se forma apenas la enzima
hidrolitica —proveniente del RE— arriba a la region
de entrada del complejo de Golgi (fig. 7-18). Es ge-
nerada por la accién de dos enzimas, la N-acetilglu-

Praproinsulina

Proinsulina

g cosamina fosfotransferasa y la N-acetilglucosamina
d e . peticoc glicosidasa. La primera agrega una N-acetilglucosa-
= mina fosfato al C6' de una de las manosas de los oli-
a4 | - gosacdridos de la enzima hidrolitica (como vemos,
g § 3 Insulina  &qta es una glicoproteina). La segunda remueve a la
8 —_i___-«j‘/ N-acetilglucosamina pero no al fosfato, que queda
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retenido en el C6' de la manosa. Conviene agregar que durante el procesa-
miento de las enzimas en el complejo de Golgi las manosas fosforiladas nun-
ca son removidas.

Una vez arribada la enzima hidrolitica al lugar correcto de la regidn de sa-
lida del complejo de Golgi, se liga —a través de la manosa 6-fosfato— a un
receptor especifico presente en la membrana del organoide, que corresponde
a ese lugar, Luego la enzima es despachada hacia el endosoma mediante el
mecanismo selectivo que se analizard en la seccién 7-40.

La importancia del arribo de las enzimas hidroliticas a los lugares correc-
tos del complejo de Golgi se confirma por la existencia de una rara enferme-
dad lisosémica que se produce por la falla de dicha funcién. Asi, en la enfer-
medad de células I (por inclusidn), a causa de trastornos genéticos los fibro-
blastos no poseen N-acetilglucosamina fosfotransferasa, de modo que no se
forman manosas 6-fosfato en las enzimas hidroliticas destinadas a los endo-
somas. Por consecuencia, las vesiculas que transportan a esas enzimas se di-
rigen hacia la membrana plasmdtica y se secretan en el medio extracelular. La
falta de enzimas en los endosomas impide la digestion de las sustancias en-
docitadas, las cuales pasan al citosol y pueden acumularse como inclusiones
(cap. 4-3).

El hallazgo de la manosa 6-fosfato y de su receptor llevé al descubri-
miento de otras sefiales involucradas en la distribucion y la canalizacién de
las proteinas a través del sistema de endomembranas. Se las menciona en la
tabla 7-1.

7-21. Vesiculas transportadoras surgidas del complejo de Golgi
se unen a endosomas

En la seccién anterior se seiialé que la cara de salida del complejo de Gol-
gi emite vesiculas transportadoras destinadas a los endosomas y a la membra-
na plasmatica (fig. 7-1).

Las vesiculas que se unen a los endosomas integran, dentro del sistema de
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Fig. 7-20. Se observa el tras-
lado de las proteinas prove-
nientes del RE a través de los
restantes organoides del sis-
tema de endomembranas, su
clasificacién en el complejo de
Golgi y sus lugares de destino.
Junto a la proteina enzimética
destinada al endosoma s
muestra una manosa 6-fosfato
(MP), que es la sefial que
determina el itinerario apro-
piado que debe seguir esa pro-
teina. Se observan también
imédgenes de endocitosis y de
exocitosis, ésta dltima en sus
dos modalidades, la secrecidn
constitutiva y la secrecién
regulada.
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Fig. 7-21. Representacion es-
quemdtica de la exocilosis y
del reciclaje de membranas
en el terminal axdnico.

Exocitosis

Tabla 7-1. Algunas sefiales involucradas en el transporte de proteinas por
¢l sistema de endomembranas

Sefal Transporte

KDEL Del RE al complejo de Golgi y retorno al RE

KKXX

GPI Del complejo de Golgi a la membrana plasmatica (secrecidn)
Manosa 6-fosfato Del complejo de Golgi a los endosomas (enzimas hidroliticas)
Varias Le Y

YOQRL De la membrana plasmdtica a los endosomas (endocitosis)
NPXY

D, ficido aspértico; £, feido gludmico; K, lisina; L, leucina;, N, asparaging; P, prolina; @, glutamina,
R, arginina; ¥, tirosina; X, cualguier aminodcido; GPI, glicosilfosfatidilinositol.

endomembranas, un subsistema importantisimo para el funcionamiento de la
célula, dedicado a la digestién de las sustancias que ingresan por endocitosis.
Lo analizaremos a partir de la seccidn 7-28.

7-22. Las vesiculas transportadoras destinadas a la superficie celular
descargan su contenido fuera de la célula mediante
un proceso llamado exocitosis

Una buena parte de las vesiculas transportadoras nacidas en la cara de sa-
lida del complejo de Golgi tiene como destino la membrana plasmatica.

De acuerdo con lo estudiado en la seccién 7-1, se deduce que las membra-
nas de estas vesiculas se transfieren a la membrana plasmatica y que las mo-
léculas solubles contenidas en sus cavidades salen al exterior (se las llama
“moléculas de exportacién”).

La vesicula transportadora expulsa su contenido fuera de la célula por un
proceso denominado exocitosis, que consiste en la fusién de la membrana de
la vesicula con la membrana plasmética (fig. 7-2) y la descarga del conteni-
do vesicular en el exterior (fig. 7-20).

En ocasiones, la cantidad de membrana transferida a la membrana plasma-
tica alcanza grandes proporciones. Ello se compensa mediante la formacién
simultdnea de vesiculas transportadoras que operan en sentido contrario, es
decir, que nacen de la membrana plasmética y se transfieren al complejo de
Golgi. Estas vesfculas de reciclaje se generan por endocitosis, un proceso del
que nos ocuparemos en la seccion 7-29 y que es inverso a la exocitosis. Co-
mo veremos, la endocitosis se vale de endosomas, que funcionan como ver-
daderas estaciones de relevo entre la membrana plasmdlica y el complejo de
Golgi (figs, 7-1 y 7-20).

Un reciclaje similar ocurre en los terminales de los axones de las neuro-
nas, donde vesiculas generadas por endocitosis se incorporan a endosomas
con el fin de reciclar la membrana cedida a la membrana plasmadtica del ter-
minal axénico durante la exocitosis de las vesiculas sindpticas (fig. 7-21).
Debe sefialarse que en este caso los endosomas no actian como intermedia-
rios entre la membrana plasmatica y el complejo de Golgi, ya que éste se ha-
11a en el cuerpo de la neurona, muy lejos del terminal axénico. Ademads de re-
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cibir a las vesiculas recicladoras, los endosomas de las terminaciones nervio-
sas generan las vesiculas sindpticas que se cargan de neurotransmisores, cu-
ya exocitosis completa &l ciclo.

7-23. La celula produce dos clases de secreciones, una constitutiva
y otra regulada

El proceso que provoca la descarga del contenido de las vesiculas trans-
portadoras en el medio extracelular se denomina secrecidén. Esta puede ser
constitutiva o regulada (fig. 7-20).

En la secrecién constitutiva las moléculas se secretan en forma automa-
tica, conforme el complejo de Golgi emite las vesiculas que las transportan.

En cambio, en la secrecién regulada las moléculas son retenidas en el ci-
toplasma — dentro de sus respectivas vesiculas transportadoras — hasta la lle-
gada de una sustancia inductora u otra senal gue ordene su liberacién. Esta
secrecion de moléculas “por encargo” supone que la célula las descarga si-
bitamente, en el momento en que son demandadas, Las vesiculas transporta-
doras que intervienen en las secreciones reguladas se denominan vesiculas
secretoras o granulos de secrecidn.

7-24. Algunos polipéptidos se secretan por un mecanismo
distinto del anterior

Como excepeidn a la regla, existen polipéptidos pequefios fabricados en ribo-
somas libres que son secretados por un mecanismo ajeno a la exocitosis. Cruzan
la membrana plasmética a través de tineles formados por proteinas transportado-
ras de la familia ABC (cap. 3-26), presentes normalmente en esta membrana. En
la seccitn 7-14 analizamos un pasaje similar a través de la membrana del RE.

7-25. La membrana de los autofagosomas es provista por ¢l REL

Como se verd en la seccion 7-35, los organoides envejecidos se eliminan
de la célula mediante unos organoides especiales llamados autofagosomas,
que generan el fenémeno bioldgico llamado autofagia.

La figura 7-31 muestra que durante su desarrolle los autofagosomas se en-
vuelven con una membrana que les aporta el REL.

7-26. El REL es el principal depdsito de Ca?* de la célula

La concentracién de Ca** en el citosol es muy inferior a la existente en la
cavidad del reticulo endoplasmdtico y en el liquido extracelular. Las diferen-
cias se deben a la actividad de sendas bombas de Ca®* localizadas en la mem-
brana del REL y en la membrana plasmadtica (cap. 3-23). Ambas remueven el
Ca® del citosol, que pasa al REL o al liguido extracelular. El traslado del ion
en sentido inverso es pasivo, pues se produce a través de canales iénicos. En
las células en general los canales de Ca®* se abren mediante un ligando, el IP,
{cap. 11-18). En cambio, en las células musculares estriadas los canales de Ca®*
del reticulo sarcoplasmadtico (una forma especializada de REL) son dependien-
tes de vollaje, ya que se abren cuando se modifica el potencial de membrana.

En el capitulo 5-33 sefialamos que el aumento del Ca’* en el citosol de la
célula muscular lleva a la unién del ion con la troponina C, lo cual desenca-
dena la contraccidn.
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7-27. En algunas células el REL cumple funciones especiales

Ademés de las actividades mencionadas hasta aqui —comunes a todas las
células—, en algunos tipos celulares el REL cumple funciones adicionales,
como las siguientes:

Sintesis de esteroides. En células pertenecientes a las génadas y a las
gléndulas suprarrenales, el REL contiene varias enzimas que intervienen en
la sintesis de esteroides. Este tema es ampliado en el capitulo 8-22.

Sintesis de lipoproteinas. En la sangre los lipidos circulan unidos a pro-
tefnas, es decir, son parte de lipoproteinas. Ambas moléculas se ligan en el
REL de los hepatocitos, donde se hallan las enzimas que catalizan esa
union.

Desfosforilacion de la glucosa 6-fosfato. La membrana del REL de los
hepatocitos posee la enzima glucosa 6-fosfatasa, que extrae el fosfato de la
glucosa 6-fosfato y la convierte en glucosa. A diferencia de la glucosa 6-fos-
fato, la glucosa puede abandonar la célula y pasar a la circulacién sanguinea
para llegar a los tejidos, donde se la utiliza como fuente de energia. Debe se-
fialarse que la glucosa 6-fosfato se forma a partir de 1a glucosa |-fosfato o de
la glucosa, y que la primera surge de la degradacién del glucégeno deposita-
do en el citosol en forma de inclusiones (caps. 4-3 y 11-15).

Destoxificacién. En los hepatocitos el REL contiene grupos de enzimas
que intervienen en la neutralizacién de varias sustancias toxicas para la célu-
la, algunas derivadas de su metabolismo normal y otras incorporadas desde
¢l exterior. Asi, la administracién de barbitiiricos y de otros téxicos produce
un aumento de las enzimas de una familia de citocromos presentes en el REL
—los citocromos P450— , los cuales, junto con otras enzimas, convierten a
las sustancias t6xicas en moléculas hidrosolubles que salen de la célula con
facilidad.

ENDOSOMAS
7-28. Fl endosoma posee una bomba de H* en su membrana

. Los endosomas (del griego éndon, dentro, y séma, cuerpo) son organoi-
Fig. 7-22. Esquema que ilus-  deg Jocalizados funcionalmente entre el complejo de Golgi y la membrana

tra el proceso de endocitosis . X ; s
la wﬁvmim del end()somi plasmitica (fig. 7-1). Sus formas y dimensiones son variadas, aunque por lo

en lisosoma, general constituyen vesiculas o cisternas relativamente pequefias.
ENDOSOMA LISOSOMA
B R O —
Vesicula I
recicladora
Endocitosis
@
' Vesicuia
endocilosica
MEMBRARA pH=72 Bomba de H"
PLASMATICA
' Material incorporado )— Receptar
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La membrana del endosoma posee una bomba proténica (cap. 3-24) que
cuando se activa transporta H* del eitosol hacia el interior del organoide, cu-
yo pH desciende a 6,0 (fig. 7-22). En el capflulo 4-1 se vio que el pH citosé-
lico es de 7.2.

Antes de analizar las funciones de los endosomas conviene describir el
proceso de endocitosis.

7-29. Existen dos formas de endocitosis, llamadas pinocitosis
y fagocitosis

En el capitulo 3-10 estudiamos la permeabilidad de las membranas celu-
lares v vimos que los solutos atraviesan la membrana plasmatica por trans-
porte pasivo o activo e ingresan en la célula. Las macromoléculas y las par-
ticulas entran mediante un mecanismo completamente distinto, denominado
endocitosis (fig. 7-22). De acuerdo con el tamaifio y las propiedades fisicas
del material que se va a incorporar, este mecanismo es llamado pinocitosis o
fagocitosis (fig. 7-23).

La pinocitosis (del griego pinein, beber) comprende el ingreso de liquidos
junto con las macromoléculas y los solutos disueltos en ellos. Esto se logra
porque porciones circunscritas del liquido que se halla en contacto con la su-
perficie externa de la célula son atrapadas mediante invaginaciones de la
membrana plasmatica, lo cual da lugar a fositas y finalmente a vesiculas que
se liberan en el citosol.

El proceso de pinocitosis puede demostrarse experimentalmente me-
diante el uso de una solucién de proteinas marcadas con colorantes fluores-
centes; a veces es tan rdpido que pareciera que la solucion es “bebida” por
fa célula.

Segtin la calidad de la sustancia que habrd de incorporarse a la célula, la
pinocitosis puede ser inespecifica o regulada (fig. 7-23). En la pinocitosis ﬁ:ﬁ, Elf:;“r;;gz“ﬁg‘::
inespecifica las sustancias ingresan automditicamente, lo cual ocurre en todos  Loiec e a céluln mediante dis-
los tipos celulares. En cambio, en la pinocitosis regulada las sustancias inte-  tintas formas de endocitosis.

L
.

PINOCITOSIS — . —
INESPECIFICA

Vesicula pinocitdsica

-8
-
-(.

PINOCITOSIS —_— @) i
REGULADA

Vesicula pinocitbsica

-y
-]
-

FAGOCITOSIS

Fagosoma
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ractiian con receptores especificos localizados en la membrana plasmatica y
ello desencadena la formacién de las vesiculas pinocitésicas. Debido a la se-
lectividad de este mecanismo, una sustancia puede ingresar en algunas célu-
las pero no en otras, de acuerdo con los receptores presentes en sus membra-
nas plasmaticas.

La fagocitosis (del griego phagein, comer) tiene lugar en unos pocos ti-
pos celulares, particularmente en los macréfagos y en los leucocitos neutro-
filos. Segiin las circunstancias, constituye un medio de defensa o de limpie-
za, capaz de eliminar parésitos pequefios, bacterias, células perjudiciales, da-
fiadas o muertas, restos de células y todo tipo de particulas extrafias al orga-
nismo. Como vemos, la fagocitosis permite la incorporacién de particulas re-
lativamente grandes y estructuradas.

Una vez que el material se fija sobre la superficie externa de la célula, la
membrana plasmética emite prolongaciones envolventes que lo rodean hasta
dejarlo englobado en el interior del citoplasma, lo cual forma una vesfcula
mucho més grande que la pinocitsica, llamada fagesoma (fig. 7-23).

Para poder ser fagocitado, el material debe contener o adquirir ciertas se-
fiales que son reconocidas por receptores localizados en la membrana plas-
matica de las células fagocitarias. Por ejemplo, algunas bacterias son “mar-
cadas™ por anticuerpos llamados opsoninas (del griego dpson, manjar), pro-
vistos por el sistema inmunitario.

7-30. Los endosomas son organoides complejos

El endosoma ejerce sus funciones de una manera singular. Tanto recibe el
material ingresado por endocitosis — traido por vesiculas pinocit6sicas o por
fagosomas— como incorpora enzimas hidroliticas traidas por vesiculas pro-
venientes del complejo de Golgi (figs. 7-20 y 7-22).

En el primer caso, ¢l endosoma recibe también porciones de membrana
plasmatica y receptores (los iltimos, si la endocitosis es regulada). Ambos
son devueltos por vesiculas recicladoras, que al arribar a la membrana plas-
mitica se integran a ella mediante un proceso semejante a la exocitosis (fig.
7-22). Una vez en la membrana plasmatica, los receptores se pueden volver
a utilizar.

Respecto de las enzimas hidroliticas, debe recordarse que se hallaban uni-
das a la membrana del complejo de Golgi por medio del receptor de la ma-
nosa 6-fosfato. Como muestra la figura 7-20, esa unidn se mantiene en las ve-
siculas que transportan las enzimas desde el complejo de Golgi hasta el en-
dosoma, donde también persiste. No obstante, en el endosoma las enzimas se
mantienen unidas a la membrana sélo transitoriamente, ya que se desprenden
del receptor de la manosa 6-fosfato cuando el pH del organoide baja a 6,0, al
activarse su bomba protdnica (seccién 7-28) (fig. 7-22). Ademds, la manosa
6-fosfato pierde el fosfato por accién de una fosfatasa.

Aqui también se reciclan las membranas, que junto con los receptores de
la manosa 6-fosfato regresan a la region de salida del complejo de Golgi (fig.
7-20). Este reciclaje hace posible la reutilizacidn de los receptores.

En sintesis, el endosoma es el lugar de la célula donde convergen tanto los
materiales que van a ser digeridos —ingresados por endocitosis— como las
enzimas hidroliticas encargadas de hacerlo (figs. 7-20 y 7-22).
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7-31. Existen dos clases de endosomas, los primarios (0 tempranos)
y los secundarios (o tardios)

Es preciso advertir que el andlisis morfofuncional realizado hasta aqui

sobre los endosomas elude un paso, el cual ha sido premeditadamente omiti-

do para facilitar su descripeidn. Es que los endosomas atraviesan dos etapas,

de ahi que se los clasifique como primarios (o tempranos) y secundarios (o

tardios) (fig. 7-24).

Los endosomas primarios se localizan cerca de la membrana plasmiética.

Ademds de recibir el material endocitado, devuelven a la membrana plasma-

tica —a través de las vesiculas recicladoras analizadas al comienzo de la sec-

cién anterior— las porciones de membrana y los receptores traidos por las

vesiculas pinocitésicas (figs. 7-22 y 7-24A).

Debido a que los receptores se hallan unidos al material endocitado, para

poder ser devueltos a la membrana plasmética deben separarse de ese mate-

ial, lo cual ocurre cuando el pH de los endosomas primarios empieza a des-

cender, es decir, cuando se pone en marcha la bomba proténica de la mem-

brana del organoide (cap. 3-24 y seccién 7-28) (fig. 7-22).

Simultdneamente, los endosomas primarios —tirasladados por protefnas

motoras que se movilizan sobre microtibulos (fig. 5-11)— se dirigen hastalas ~ Fig. 7-24. Dindmica morfo-
cercanias del complejo de Golgi, en donde adquieren el nombre de endoso- ﬁ;;ﬁﬁ:‘ ﬁéfﬁfﬁ
mas secundarios cuando se les unen vesiculas transportadoras con enzimas ipinmit’:}m (A) y Ia fagoc-
hidroliticas provenientes de dicho complejo. Ademds, debido a que la bomba  tosis (B).

Enzima hidrolitica
@ provenients del
= complejo de Golgl

ENDOSOMA PRIMARIO ENDOSOMA SECUNDARIO

A

- . ) .
ENDOSOMA SECUNDARIO FAGOLISOSOMA

B
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s proténica heredada de los endosomas primarios continda fun-
1 cionando, el pH de los endosomas secundarios desciende a 6.0
(figs. 7-22 y 7-24A), lo cual activa a las enzimas y éstas comien-
zan a digerir el material endocitado.

La digestién se completa en los lisosomas, los cuales se for-
man a partir de los endosomas secundarios cuando la bomba
proténica hace caer el pH a 5,0 (secci6n 7-33).

Debe sefialarse que el dispositivo descripto hasta aquf
corresponde a las vesfculas pinocitésicas, ya que los fagoso-
mas —en los macréfagos y en los leucocitos neutréfilos—
prescinden del endosoma primario y se fusionan directamente
con un endosoma secundario (fig. 7-24B). Cuando su pH des-
CELULA 5 - ciende, el endosoma secundario se convierte en un lisosoma
ENDOTELIAL ; : _ ?

relativamente voluminoso llamado fagolisesoma, cuyas enzi-
mas hidroliticas digieren el material fagocitado (fig. 7-24B).

Fig. 7-25. Transcitosis en la

célula endotelial del capilar )

sanguineo, 7-32. En la transcitosis los endosomas cumplen funciones distintas
de las descritas

En algunos epitelios se produce un proceso llamado transcitosis, median-
te el cual materiales ingresados por endocitosis por una cara de la célula atra-
viesan el citoplasma y salen por exocitosis por la cara opuesta. El cruce a tra-
vés del citoplasma lo realizan dentro de la vesicula formada durante la endo-
citosis, aungue en algunos casos emplean un endosoma como estacion de re-
levo (figs. 7-25 a 7-28).

En el capitulo 6-11 se dijo que en los tejidos epiteliales las uniones oclu-
sivas imponen diferencias en la composicién de la membrana plasmdtica en
las regiones apical y basolateral de las células. Tales diferencias parecen ser
necesarias para el proceso de transcitosis.

El ejemplo més difundido de transcitosis corresponde a las células endo-
teliales de los capilares sanguineos, ya que son atravesadas por las macromo-
léculas que pasan de la sangre a los tejidos (fig. 7-25).

Otros ejemplos de transcitosis se registran en las células secretorias de las
glandulas lagrimales y en las mucosas de algunos 6rganos de los tractos diges-
tivo, respiratorio y urinario (fig. 7-26). A través de ellas, ciertos anticuerpos

Fig, 7-26. Transcitosis de la_j,¢ inmunoglobulinas A (IgA)— pasan del tejido conectivo a la luz de los
lgA en una célula epitelial se- )
eretoria. drganos citados, donde ejercen sus funciones defensivas.

Durante la lactancia se produce un fendmeno seme-
jante en las células secretorias de la gldndula mamaria.
T Y Aqui las inmunoglobulinas A se transfieren hacia la luz

glandular, es decir, a la leche (fig. 7-27).

A diferencia de las restantes proteinas de la leche,
cuando estos anticuerpos arriban al intestino del recién
nacido no son degradados inmediatamente para su ab-
sorcién. De este modo el lactante —cuyo sistema in-
munolégico ain no produce suficientes anticuerpos
propios— puede proveerse de ellos para su defensa.

\ Este fendmeno ha sido observado en diversos roedores
SANGRE I inmunoglobulina A (igA) y rumiantes.

* CAVIDAD DEL ORGANO

5
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En la figura 7-28 se muestra ci itiferatid
anticuerpos luego de ingresar en la célula mestmal por en-
docitosis: se incorporan transiforiamente a un endosoma
primario y posteriormente abandonan la célula por exocito-
sis. Como se ve, en estos casos el endosoma primario cons-
tituye una estacién de relevo para el transporte transcelular,
gjena a la degradacion de sustancias. Debe senalarse que en
la especie humana los anticuerpos que provee la leche ma-
terna aparentemente no se absorben en el intestino y por lo
tanto no ingresan en el organismo del lactante. Sus funcio-
nes defensivas estarfan confinadas a la luz intestinal, donde
permanecen un tiempo antes de ser degradados por las enzi-
‘mas hidroliticas encargadas de digerirlos.

Otro ejemplo de transcitosis se halla en la placenta, cu- igh #
yas células son atravesadas por anticuerpos de la familia de
las inmunoglobulinas G, Al pasar de la sangre materna a la fetal, estos anti-
cuerpos le confieren inmunidad pasiva al feto —y por un tiempo al recién na-
cido— contra varias enfermedades infecciosas.

LISOSOMAS
7-33. Los lisosomas son organoides polimorfos

Todas las células contienen lisosomas (del griego Iysis, disolucién, y sd-
ma, cuerpo), que son los organoides que completan la digestién de los mate-
rales incorporados por endocitosis. Ademds, digieren elementos de la propia
célula, de lo cual nos ocuparemos en las secciones 7-34 y 7-335.

Como se sefiald, los lisosomas se forman a partir de los endosomas secun-
darios y éstos de los endosomas primarios, los cuales recibieron dos clases de
vesiculas transportadoras, una con material endocitado y otra con enzimas hi-
droliticas (figs. 7-20 y 7-22).

La caracteristica mas saliente de los lisosomas es su polimorfismo, no so-
lo porque poseen aspectos y tamaifios disimiles, sino también por la irregula-
ridad de sus componentes (figs. 1-11 y 7-29). La causa del polimorfismo es
doble: por un lado se debe a la diversidad del ma-
terial endocitado y por otro al hecho de que cada LUZ DEL INTESTINO
clase de lisosoma posee una combinacidn singu-
lar de enzimas hidroliticas, de las que existen al-
rededor de 50 diferentes.

Las enzimas lisosémicas se activan a pH 5,0.

primario
sosoma, heredada de la membrana del endosoma I

Este grado de acidificacion se alcanza gracias a ~ =
labomba de H* presente en la membrana del li- Endgsome i +16)

secundario (cap. 3-2 y seccién 7-28) (fig. 7-22).
La membrana del lisosoma se halla protegida b
‘del efecto destructor de las enzimas hidroliticas \

MATRIZ
EXTRACELULAR

Fig. 7-27. Transcitosis de la
IgA en una célula del epitelio
mamario.

Fig. 7-28. Transcitosis de la
IgA en una célula del epitelio
intestinal.

% IgA de la leche matema

cantidad de glicoproteinas (cap. 3-8). Por otro
lado, si la membrana del lisosoma se rompiera, SANGRE

porque su cara luminal contiene una enorme \_.
L
1

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

152 ® BIOLOGIA CELULAR Y

Fig. 7-29. Micrografia electrénica
que muestra dos lisosomas (L), mi-
tocondrias (M), ribosomas (R) y
parte del nicleo (N). 60.000x,
{Cortesia de F. Miller.)

Fig. 7-30. Participacion del
endosoma multivesicular en la
eliminacidn de proteinas en
desuso sitvadas en la mem-
brana plasmadtica.

MOLECULAR

las enzimas escapadas no afectarian a los demds componentes celulares debi-
do a que se inactivarfan al tomar contacto con el citosol, cuyo pH es de 1.2

En el interior de los lisosomas las proteinas y los hidratos de carbono en-
docitados son digeridos a dipéptidos y monosacdridos, respectivamente. Es-
tos y otros productos de degradacion atraviesan la membrana lisosdmica y
pasan al citosol, donde terminan de digerirse o se aprovechan para construir
nuevas moléculas. Por su parte, culminadas sus funciones, las enzimas liso-
sémicas también pasan al citosol, donde son degradadas por proteasomas
(cap. 4-6).

Finalmente, libres los lisosomas de las enzimas y del material digerido, no se
descarta que se reutilicen sus membranas para construir nuevos endosomas.

Algunas sustancias endocitadas no terminan de digerirse y permanecen en
los lisosomas, que por ello adquieren el nombre de cuerpos residuales. En
ocasiones, las sustancias no digeridas son expulsadas de la célula mediante

Enzima hidrolitica
proveniente del
complejo de Golgi

0d0e

ENDOSOMA PRIMARIO ENDOSOMA MULTIVESICULAR LISOSOMA
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un proceso comparable a la exocitosis. Si esto no ocurre, con el tiempo se
convierten en pigmentos de desgaste depositados en el citosol (cap. 4-3).

7-34. La célula se vale del sistema de endomembranas para
deshacerse de proteinas de la membrana plasmatica

Cuando ciertas proteinas de la membrana plasmdtica dejan de ser necesa-
rias para el funcionamiento celular —por ejemplo, los receptores en desu-
so—, el sistema de endomembranas se encarga de eliminarlas.

El proceso comienza con la formacién de vesiculas endocitdsicas en los
sitios donde se encuentran esas proteinas. De inmediato, las vesiculas se
fusionan con un endosoma primario y se invaginan en el interior de los mis-
mos, en donde se forman nuevas vesiculas fig. 7-30). Ello convierte al endo-
soma primario en un endosoma secundario especial llamado cuerpo multi-
vesicular o endosoma multivesicular, situado en las cercanias del comple-
jo de Golgi.

El proceso concluye cuando el endosoma multivesicular se convierte en
lisosoma, es decir, cuando se reduce su pH y se activan las enzimas hidroli-
ticas provenientes del complejo de Golgi, las cuales digieren tanto a la mem-
brana como a las proteinas de las vesiculas (fig. 7-30).

Cabe sefialar que a lo largo de este proceso las caras de la membrana de
las vesfculas invierten sus posiciones. Por ejemplo, la cara que da al citosol
en las vesiculas endositésicas es la misma que da al interior de las vesiculas
del endosoma multivesicular (fig. 7-30).

7-35. La autofagia es esencial para el funcionamiento de la célula

La célula elimina organoides envejecidos por un mecanismo denominado
autofagia, que incluye la formacion de autofagosomas. En la seccidn 7-25
se menciond gue los autofagosomas se forman con la ayuda del REL, que
aporta una porcién de membrana para envolver al organoide absoleto y for-
mar el autofagosoma (fig. 7-31).
A continuaci6n, el autofagosoma sigue el mismo camino que el fagoso- ~ Fig. 7-31. Componentes celu-
: . ¥ lares que participan en la for-
ma (seccién 7-31) (fig. 7-24B), es decir, se fusiona con un endosoma secun-

; macidn del autofagosoma y
dario, el cual se convierte en fagolisosoma cuando se activan sus enzimas del fagolisosoma.

Enzima hidrolitica
provenienie del
zgomplejo de Golgi

.,

RETICULO

ENDOSOMA
SECUMNDARIO
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hidroliticas. El proceso culmina con la degradacién del organoide por parte
de esas enzimas (fig. 7-31).

Cabe afiadir que por medio de este mecanismo la célula también elimina
del citosol a los agregados proteicos en desuso que no pueden ser digeridos
por los proteasomas a causa de su gran tamanio (cap. 4-6).

En las neuronas. en los hepatocitos y en las células musculares cardfacas,
los autofagosomas a veces no terminan de digerir algunos componentes de
los organoides y €stos se conyierten en cuerpos residuales. Con el avance de
la edad dichos cuerpos se acumulan en el citosol como pigmentos de desgas-
te (cap. 4-3).

La autofagia se incrementa en ciertas condiciones. Por ejemplo, ante un
ayuno prolongado aparecen numerosos autofagosomas en los hepatocitos.
Tienen por objeto convertir a componentes de la célula en alimento para pro-
longar la supervivencia del organismo.

7-36. Existen enfermedades producidas por alteraciones lisosomicas

Diversas enfermedades congénitas se producen por mutaciones de los ge-
nes que codifican a las enzimas lisosomicas. Se caracterizan por la acumula-
cién intracelular de las sustancias que esas enzimas degradan.

Por ejemplo, en la enfermedad de Tay-Sachs algunas neuronas aparecen
repletas de un gangliésido. El defecto se debe a la ausencia de la enzima he-
xosaminidasa A, que cataliza la hidrélisis parcial del glicolipido. Por conse-
cuencia, éste se acumula en las neuronas, lo que lleva a graves alteraciones
neuroldgicas.

La enfermedad de Gaucher se caracteriza por la acumulacién de glucoce-
rebrésido en varios tipos celulares debido a la ausencia de la glicosidasa que
cataliza la hidrélisis del glicolipido en ceramida y glucosa.

La enfermedad de Niemann-Pick muestra una acumulacién de esfingo-
mielina en varios tipos celulares a consecuencia de la falta de esfingomieli-
nasa, que es la enzima que hidroliza al esfingofosfolipido en ceramida y fos-
forilcolina.

En la seccién 7-20 estudiamos el mecanismo que lleva a la acumulacién
de moléculas en la enfermedad de células I, producida por un defecto en el
receptor de la manosa 6-fosfato, no en una enzima lisosémica.

VESICULAS TRANSPORTADORAS

7-37. Durante su formacion, las vesiculas transportadoras
se envuelven con una cubierta proteica

Con excepci6n de los fagosomas, que suelen ser mucho mds grandes, las
vesiculas transportadoras tienen un didmetro que fluctiia entre los 50 y los
250 nm. La medida mayor corresponde a las vesfculas secretorias.

La figura 7-32 muestra que las vesiculas transportadoras se originan en la
membrana plasmitica y en las membranas de los organoides del sistema de
endomembranas. Lo hacen con el concurso de una cubierta proteica de la que
existen varias clases, aunque de algunas no fueron descubiertas todavia sus
proteinas. Las més estudiadas se conocen con los nombres de cubierta de
COQOP y cubierta de clatrina.
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La cubierta de COP (por coat protein) se forma mediante la asociacion
ardenada de miiltiples unidades proteicas. Existen dos clases de cubiertas de
COP, las cuales se diferencian no s6lo porque se componen de unidades pro-
teicas distintas —denominadas COPI y COPII—, sino también porque gene-
tan vesiculas en lugares diferentes del sistema de endomembranas. Asi, la cu-
bierta de COPIT genera las vesiculas que se forman en el RE y se dirigen a
la cara de entrada del complejo de Golgi, mientras que la cubierta de COPI
genera tanto las vesfculas que se forman en la cara de entrada del complejo
de Golgi y retornan al RE como las que interconectan a las cisternas del com-
plejo de Golgi.
Por su parie, la cubierta de clatrina (del latin clathrun o del griego kle-
ter, enrejado de varillas) resulta de la asociacion de miiltiples unidades pro-
teicas llamadas trisqueliones (del gricgo skelos, pierna). Genera las vesicu-
las que surgen de la membrana plasmatica durante la endocitosis y las que se
forman en la cara de salida del complejo de Golgi y se dirigen a los endoso-
mas y 4 la membrana plasmatica durante la secrecidn regulada.
La primera cubierta de COP en ser revelada fue la de las vesiculas que inter-
conectan a las cisternas del complejo de Golgi, compuesta por unidades COPL
Se [lamé cubierta de coatémero (por coar protomer) y, puesto que se creyo que
todas las cubiertas que faltaba descubrir eran iguales a ella, se les dio ese nom-
bre a todas las que no eran de clatrina, la cual habia sido identificada mucho
tiempo antes. A partir del descubrimiento de las unidades COPIL, retiene el nom-
bre de cubierta de coatémero s6lo la que se compone de unidades COPI.
Las vesiculas transportadoras comienzan a formarse cuando las unidades
proteicas de la futura cubierta se apoyan sobre el lado citosélico de un drea
circunscrita de una membrana celular plana, a la que le proveen la fuerza me- Fig. 7-32. Esquema que ilus-
s p R tra la participacién de las cu-
enica para que se curve hacia el citosol. Como muestra la figura 7-33, el pro-  pierias de COP v de clatrina
greso de la curvatura desarrolla una fosita, que finalmente se desprende de la e la formacion de las vesicu-
membrana convertida en vesicula. las surgidas de la membrana
En el caso de las vesiculas cubiertas de clatrina, el desprendimiento se ARG 08 e Y

) de los organoides del sistema
produce cuando varias unidades de la proteina motora dinamina rodean el deendomembranas.

b o
Endocitosis COMPLEJO DE GOLGI RE

MEMBRANA
PLASMATICA

C Cubierta de COPI c Cubierta de COPII C Cubierta de clatrina 'C Cubierta no conocida
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INTERIOR DEL ORGANOIDE O LADO EXTRACELULAR

Deposito de
unidades COP
CITGSOL o de trisqueliones

Fig. 7-33. Evolucién seguida  cuello de las fositas y lo estrangulan hasta seccionarlo (cap. 5-8). Estas vesi-
por la membrana durante la  oylas tienen forma esférica, a diferencia de las vesiculas cubiertas de COP,
formacidn de una vesfcula. Se . o
dustea también la dinfmica de  GU€ €N algunos lugares suelen ser poliedros irregulares y en otros poseen una
las unidades COP y de los  apariencia tubular.
trisqueliones.

7-38. Las cubiertas de COP se construyen con el concurso

de las unidades proteicas COPI o COPII

En la secci6n anterior se dijo que existen dos tipos de cubiertas de COP y
que se construyen mediante las cubiertas compuestas por las unidades proteicas
COPI y COPIIL Debe agregarse que cada unidad COPI se compone de siete
subunidades proteicas, identificadas con las letras griegas o, B, B, Y, 8,eyC. En
cambio, cada unidad COPII consta de dos subunidades proteicas heterodimé-
ricas, las cuales se identifican con las siglas Sec13/Sec31 y Sec23/Sec24 (por
seven transmembrane protein complex). En la figura 7-33 se observa que las
unidades COPI y COPII se construyen en el citosol, se adosan a la membra-
na y la curvan. Cuando se conectan con la membrana, lo hacen a través de
una proteina llamada ARF (por adenosine diphosphate ribosylation factor) y
del dominio citosélico del receptor de la molécula que va a ser transportada
por la vesicula en formacién (fig. 7-34).

Debe agregarse que la COPI y la COPII se ligan a proteinas ARF especi-
ficas denominadas ARF1 y Sarl (por simil ARF), respectivamente.

Las ARF y las COP desempeiian funciones complementarias, ya que una
vez que las ARF determinan en qué lugar debe formarse la vesicula transpor-
tadora, reclutan a las unidades COPI o COPII y éstas se asocian y componen

Fig. 7-34. Uni6n de la unidad la cubierta proteica que provoca la curvatura de la membrana.
COP a la membrana. Véase El proceso por el cual las unidades COPI o COPII se unen a la membrana
como participan la ARF y el de la vesicula en formaci6n es el siguiente: 1) en su estancia libre en el cito-
:ﬁ“ﬁ;ﬁ;;ﬁ;;ﬁf"al quevaa o) las ARF contienen un GDP y un 4cido graso oculto en sus moléculas; 2)
una proteina reguladora llamada GEF (por guani-
INTERIOR DEL ORGANOIDE ) ne-nucleotide exchange factor) hace que el GDP de

.——Molecula a lransportar 1 . s ; s

Receptor as ARF se intercambie por un GTF; 3) este cambio

CRRRARAARRRRGTAGRRGRMARKARRRARRARRRLE e emorane.por e 45 ARP quocan i
JUUUHRURNEALURRRRLS ﬂﬂhﬂﬂmﬂﬂﬂﬂﬂuﬂﬂﬂ a ella; 4) las ARF reclutan a las COP que se hallan

en ¢l citosol y las colocan junto a la membrana; 5)
las COP se unen a la membrana por medio de las
ARF y del dominio citosdlico del receptor citado en
el péarrafo anterior. Debido a que ese dominio es

I
ARF-GTP

CITOSOL
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siempre el mismo en todos los receptores, las COP se unen a
¢l inespecificamente, a diferencia del dominio no citosdlico,
que varia y se une de manera especifica a la molécula que va
a ser transportada.

Si bien se sabe que en la formacién de una vesicula trans-
portadora intervienen miiltiples unidades COP, se ignora co-
mo se ensamblan entre si para curvar a la membrana.

Después que la vesicula se desprende de la membrana, las
ARF y las COP se desligan de ésta y quedan libres en el cito-
sol, donde pueden ser reutilizadas (fig. 7-32). La salida de las
ARF se debe a que hidrolizan el GTP contenido en sus molé-
culas, lo cual hace replegar el dcido graso que las une a la
membrana. Las ARF hidrolizan el GTP —a GDP y P— al ser
estimuladas por una proteina reguladora llamada GAP (por
GTPase activating protein).

Surge de lo mencionado que las ARF poseen. alternada-
mente, un GTP o un GDP. Cuando poseen un GTP se activan
yello las une a una membrana. En cambio, cuando poseen un
GDP se inactivan, se separan de la membrana y quedan libres
en el citosol. Dado que el GDP deriva de la hidrélisis del GTP
que se halla en las propias ARF y a que éstas catalizan la reac-
cion, se las clasifica como GTPasas.

Debe advertirse que en la célula existen —ademds de las
ARF— otras GTPasas que funcionan asociadas a las protei-
nas reguladoras GEF y GAP. Recuérdese que la GEF inter-
cambia el GDP por un GTP y que la GAP estimula la hidrali-
sis del GTP a GDP y P. Las acciones reguladoras de las pro-
teinas GEF y GAP se ilustran en la figura 11-9.

Las otras GTPasas de esta familia son las proteinas Rho
(cap. 5-24), Rac (cap. 5-26), Cded2 (cap. 5-26), Rab (seccién
7-40), Ras (cap. 11-12) y Ran (cap. 12-4). Al igual que las
ARF, se activan cuando poseen un GTP y se inactivan cuando
lo hidrolizan a GDP y P.

7-39. Las cubiertas de clatrina se construyen a partir de trisqueliones

La serie de micrografias electronicas agrupadas en la figura 7-35 muestran
¢omo la cubierta de clatrina forma una vesicula transportadora. En la sec-
cion 7-37 se dijo que la cubierta de clatrina se compone de muiltiples unida-
des proteicas denominadas frisqueliones. Se calcula gue una vesicula de 200
nm de didmetro contiene alrededor de 1.000 de esas unidades.

El trisquelion estd integrado por tres cadenas polipeptidicas grandes y tres
pequenas, cuyo peso es de 180 kDa y de 35 kDa, respectivamente. Como
muestra la figura 7-36, esas cadenas dan lugar a tres brazos flexibles de 44,5
nm de largo, doblados hacia un mismo lado.

Para generar una vesicula, los trisqueliones se colocan sobre un drea cir-
cunscrita de la cara citosélica de la membrana y se ensamblan entre si hasta
formar un poliedro con aspecto de canasta. La pared del poliedro estd com-
puesta por hexdgonos y pentdgonos, cuyos vértices corresponden a los pun-
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Fig. 7-35. Secuencia de mi-
crografias electrénicas que
muestra el proceso de forma-
citn de una vesfcula de endo-
vitosis en la membrana plas-
mética (ésta se marcd con fe-
rritina).  130.000%. (Cortesia
de M. 5. Bretcher,)
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Fig. 7-36. Esquema tridimen-
sionil de una vesicula cubier-
ta con clatrina, Se resalta un
trisquelion, compuesto  por
seis polipéptidos (tres grandes
y lres pequenos).

Fig. 7-37. Izquierda. Micro-
prafia electrdnica de numero-
sas cubiertas de clatrina aisla-
das y coloreadas negativamen-
te. 67 500x. (Cortesia de B. M,
F. Pearse.) Derecha. Microgra-
fias electrénicas de fragmentos
aislados de clatrina coloreados
negativamente. Se observa un
campo general y tres de sus
partes a mucho mayor aumen-
to. 105,000 v 195000, res-
pectivamente. (Cortesia de R.
A, Crowther y B. M. F, Pearse.]

tos de convergencia de los brazos de los trisqueliones. En cambio,
sus aristas se forman al adosarse dos o més brazos de olros tantos
trisqueliones vecinos (figs. 7-36 y 7-37).

La uni6n de los trisqueliones a la membrana le confiere la fuer-
za mecdnica que provoca su curvatura. Inicialmente forman una
fosita, la cual al desprenderse de la membrana se convierte en una
vesfcula que se libera en el citosol. Al igual que las cubiertas de
COP. la cubierta de clatrina se desarma inmediatamente y los tris-
queliones libres pueden volver a usarse para generar nuevas vesi-
culas (fig. 7-33).

La forma como se asocian los trisqueliones entre si permite que
las membranas resulten con curvaturas de distintos radios y que se
formen vesfculas de diferentes tamaiios. No obstante, cuando las

vesiculas son muy grandes —como en los fagosomas—, no se forman cu-
biertas completas sino dreas aisladas que cubren parcialmente sus superficies.

La unién de los trisqueliones a la membrana vesicular se produce a tra-
vés de una proteina ARF semejante a las que se unen a las unidades COPL y
COPII (seccidn 7-38).

Por afiadidura, en la membrana plasmética los trisqueliones se unen tam-
bién al dominio citosélico de los receptores de las sustancias que ingresan a
la célula por endocitosis regulada (fig. 7-38) (véase el ejemplo que se anali-
za en la seccién 7-42). Algo similar ocurre en la membrana de la cara de sa-
lida del complejo de Golgi —en las zonas formadoras de las vesfculas que se
dirigen a los endosomas y a la membrana plasmdtica durante la secrecion re-
gulada— . donde ademas de unirse a la ARF, los trisqueliones se ligan al do-
minio citosélico de los receptores de las moléculas que van a ser transporta-
das (fig. 7-38) (uno de esos receptores es el de la manosa 6-fosfato, visto en
la seccion 7-20).

Debido a que los dominios citosélicos de los receptores mencionados va-
rian, para unirse a ellos los trisqueliones se valen de unas proteinas interme-
diarias heterodiméricas llamadas adaptinas (fig. 7-38), las cuales poseen un
dominio especifico que interactia con cada tipo de receptor y un dominio co-
mtin gue se liga a los trisqueliones.

Apenas la cubierta de clatrina se desconecta de la membrana vesicular, las
ARF y las adaptinas —al igual que los trisqueliones — quedan libres en el ci-
tosol para que puedan volverse a usar (fig. 7-33).
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7-40. Las proteina
SNARE aseguran
vesiculas transportadoras a sus
puntos de destino

Cada compartimiento del sistema de endomem-
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branas posee en su membrana y en su interior mo-
[éculas distintas a las de los otros compartimientos.
Como se menciond en Jas secciones 7-1,7-2, 7-22
y 7-29, esos compartimientos — junto con la men-
brana plasmdtica y la matriz extracelular— inter-
cambian algunas de sus moléculas mediante vesiculas transportadoras, las cuales
se trasladan por el citosol movidas por el citoesqueleto (caps. 53-8 y 5-23).
Cuando una vesicula transportadora emerge de uno de los compartimien-
tos donantes y se dirige hacia el compartimiento receptor con el que habrd de
fusionarse, debe avanzar por el camino adecuado y no exiraviarse en medio
de las miltiples membranas que atraviesan el citoplasma.

Esto lo logra porgue existe un mecanismo disefiado para asegurar la llega-
da de la vesicula transportadora al compartimiento correcto. Depende de dos
tipos de proteinas receptoras mutuamente complementarias, una pertenecien-
te a la membrana del compartimiento donante y otra a la membrana del com-
partimiento receptor. Se denominan, respectivamente, v-SNARE y t-SNARE
(por vesicle- y target-SNAP receptor) (fig. 7-39).

Como muestra la figura 7-40, las --SNARE no abandonan nunca la mem-
brana de los compartimientos receptores. En cambio, las v-SNARE abando-
nan la membrana de los compartimientos donantes cuando se transfieren a la
membrana de las vesiculas transportadoras. La figura 7-40 muestra también
que las v-SNARE quedan expuestas y en condiciones de actuar una vez que
las vesiculas se desprenden de las cubiertas proteicas de COP o de clatrina.

Debido a que este mecanismo requiere especificidad, por cada pareja de
compartimientos donante y receptor existe una pareja particular de proteinas
v-SNARE y t-SNARE complementarias. Ello hace que durante el traslado de
una vesicula transportadora su v-SNARE deba “tantear” maltiples
t-SNARE antes de encontrar & su complementaria.

El retorno de una vesicula recicladora al compartimiento do-
nante apropiado y no a otro se debe a que su membrana recupera
la v-SNARE original y a que la membrana del compartimiento de
arigen posee una (-SNARE idéntica a la de la membrana del com-
partimiento receptor (fig. 7-40). Por consecuencia, durante el re-
ciclaje de las vesiculas transportadoras los compartimientos in-
vierten sus comportamientos, pues el donante se conduce como
receplor v éste como donante.

La uni6én entre una v-SNARE y su t-SNARE complementaria
depende de una proteina llamada Rab (por Ras protein from brain),
que actia sobre ambas (fig. 7-39). Se han identificado cerca de 30
Rab diferentes, una para cada pareja de v-SNARE/I-SNARE.

Las proteinas Rab pertenecen a una subfamilia de GTPasas que
depende de las proteinas GEF y GAP (seccion 7-38). Asi, cuando
son influidas por la GEF reemplazan el GDP de sus moléculas por

ARF-GTP  Adaptina
CITOSOL

Fig. 7-38. Union del trisque-
lién a la membrana. Véase co-
mo participan la ARF, la adap-
tina y el receptor del materal
que va a ser transportado.

Fig. 7-39. Funciones de la Rab,
las v-SNARE vy las -SNARE
en el reconocimiento de las ve-
siculas por las membranas re-
ceplords correctas.

MEMBRANAS DONANTES
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MEMBRANAS RECEFTORAS
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Fig, 7-40. Esquema que ilustra
de qué forma la vesicula trans-
portadora es conducida hacia
la membrana receptora y cémo
la vesicula recicladora es de-
vuelta i la membrana donante.

un GTP (fig. 11-9) y se activan, es decir, se unen a la membrana del comparti-
miento donante y hacen que la v-SNARE y la t-SNARE se conecten entre si.
En cambio, cuando son influidas por la GAP hidrolizan el GTP (a GDPy P) y
se inactivan, lo cual las separa de ]a membrana del compartimiento donante.

7-41. En el proceso de fusion de membranas intervienen
cuatro proteinas fusogenas

Al ligarse la v-SNARE con la t-SNARE, las membranas interactuantes se
colocan a una distancia que hace posible el proceso de fusién descrito en el
capitulo 3-6 ¢ ilustrado en la figura 3-13.

En ese proceso interviene un conjunto de proteinas fuségenas que se locali-
zan en el citosol. Se conocen cuatro, tres de las cuales se identifican con la sigla
SNAP (por soluble NSF accessory proteins) y la cuarta con la sigla NSF (por
NEM sensitive factor; NEM, o N-etilmaleimida, es el nombre del compuesto usa-
do para revelar al NSF). Asi, las tres SNAP y el NSF —que es una ATPasa— son
requeridos por el par de membranas para que se concrete la fusién (fig. 7-41).

Cualquiera que sea el par de membranas —y por lo tanto, la pareja de
v-SNARE/(-SNARE—, siempre se les unen las mismas cuatro protefnas fu-
s6genas, pues son inespecificas. Como se ve, la especificidad de la unién de-
pende linicamente de las SNARE.

El proceso de fusién de membranas consume energia, que es provista por
un ATP hidrolizado por la ATPasa del NSF. La energia es requerida para de-
sarmar el complejo fusogeno luego de la fusién y separar a las SNAP y al
NSF de las membranas.

Las SNAP y el NSF regresan al citosol y pueden ser reutilizados. Por su
parte, la v-SNARE se integra a una vesicula recicladora y retorna al compar-
timiento donante —ahora receptor—, al que identifica porque la membrana
de éste posee una t-SNARE complementaria (fig. 7-40).

7-42. El ingreso del colesterol en la célula y su destino ulterior
se conocen detalladamente

En virtud de que son moléculas muy hidrofGbicas, el colesterol y sus éste-
res circulan por la sangre como lipoproteinas. El ejemplo mis conocido
corresponde al colesterol-LDL (por low-density lipoprotein). que es un com-

_‘__"+ MEMBRANA DONANTE oy —bca S
' i) -
Y S A H—‘
b {d
‘é | é
i 1}
l‘ |
+
Vesicula
| t
I
] ! & v-snare
¥ T B @) S
b o, Al ¥
= -T.:r e T e
MEMBRANA RECEPTORA

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

7. SISTEMA DE ENDOMEMBRANAS ® 161

puesto lipoproteico originado en el REL de los hepatocitos (seccién 7-27).

MEMBRAMA DONANTE
7

El colesterol-LDL ingresa en las células por endocitosis, previa unién con
recepiores especificos situados en la membrana plasmatica. Esta uni6n
alrae a trisqueliones libres en el citosol, los cuales —por intermedio de
‘adaptinas especificas— se conectan con los receptores en el lado citoséli-
co de Ta membrana y generan una cubierta de clatrina (fig. 7-42),

Como se sabe, la cubierta se desprende de la membrana de la vesicu-
la apenas ésta se forma, En la luz vesicular el colesteral-LDL continda
unido a los receptores heredados de la membrana plasmatica. La vesicu-
la se conecta con un endosoma primario, cuyo pH dcido hace que el co-
lesterol-LDL se desprenda de los receptores, los cuales retornan a la
membrana plasméatica con una vesicula recicladora. El colesterol-LDL
del endosoma primario continta en el interior del endosoma secundario,
el cual se convierte en lisosoma cuando el descenso del pH activa a las
enzimas hidroliticas aportadas por el complejo de Golgi (fig. 7-42). Las
enzimas actian sobre el colesterol-LDL y separan a la LDL del coleste-
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ral, que pasa al citosol y se utiliza como materia prima para la sintesis de
otras moléculas o se incorpora a |la membrana del RE (seccién 7-10).

La hipercolesterolemia familiar es una enfermedad causada por una mu-
tacién del gen que codifica al receptor del colesterol-LDL, que resulta defec-
tuoso o estd ausente. Como consecuencia, el colesterol no ingresa en las cé-
lulas y su concentracion se eleva en la sangre. lo que lleva a la aparicion de
cuadros tempranos de arteriosclerosis.

7-43. En las membranas plasmaticas de algunas células
existen invaginaciones llamadas caveolas

En la membrana plasmitica de muchos tipos de células se desarrollan in-
vaginaciones muy pequefias llamadas caveolas (del latfin caveolae, cuevas
pequeiias) (fig. 7-43), cuya presencia es particularmente abundante en las cé-
lulas endoteliales, musculares lisas y adipocitos.

Las caveolas se forman a partir de freas circunscritas de membrana plas-
mética llamadas balsas lipidicas, que son ricas en colesterol y esfingofosfo-
lipidos. La fuerza mecénica que invagina a estas dreas para que se formen las
caveolas no es generada por una cubierta proteica (como ocurre con las vesi-
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Fig. 7-41. Intervencién de las
tres SNAP y del NSF en la fu-
sion de |a membrana receptora
con la membrana de la vesicula.

Fig. 7-42. Esquema que ilus-
tra ¢l mecanismo de ingreso
del colesterol-LDL en la célu-
la, su paso por los endosomas
primario y secundario y su
procesamiento en el lisosoma.
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veolas en la membrana plasmatica,

Fig. 7-43. Disposicién de las ca-
\5 Caveola

CITOSOL Membrana plasmatica

culas de endocitosis) sino por proteinas que se distribuyen entre los fosfoli-
pidos de la propia membrana. Asi, en cada drea de invaginacion, en la mono-
capa citosélica de la membrana se ubican miiltiples unidades de una proteina
integral de 21 kDa llamada caveolina, que es la que produce la invaginacién.
La caveolina tiene forma de horquilla y sus dos extremos se orientan hacia el
citosol (fig. 7-44).

Debido a que en sus luces se concentran sustancias inductoras y en sus mem-
branas se instalan los receptores de esas sustancias, las caveolas hacen posible
que haya inducciones celulares con minimas demoras. Las sustancias inducto-
ras mds comunes detectadas en el interior de las caveolas son la insulina, el EGF
y el PDGF (cap. 11-12), mientras que en sus membranas se hallaron varios ti-
pos de receptores membranosos, algunos asociados a protefnas G (cap. 11-14).

Las caveolas sirven también para internar permeasas y canales iénicos
hacia el citoplasma y “acorralar” solutos en las cercanias de esos transpor-
tadores. Ello hace posible que los solutos —ante estimulos adecuados— in-
gresen masivamente en la célula. Por ejemplo, en las luces de algunas ca-
veolas se detectd Ca’ y en sus membranas se encontraron canales y permea-
sas para el ion, lo que ha llevado a compararlas con los tibulos T del nuis-
culo estriado (fig. 5-39).

El mecanismo que interna solutos y sus transportadores mediante caveo-
las y permite que los primeros ingresen masivamente en la célula se denomi-
na potocitosis (del griego potos, bebida).

EL SISTEMA DE ENDOMEMBRANAS EN LA CELULA VEGETAL

7-44. En |a célula vegetal el sistema de endomembranas
posee vacuolas

Consideraremos aqui algunas caracteristicas especiales del sistema de en-
domembranas de las células vegetales.

En las células indiferenciadas del meristema, las membranas del RE son
relativamente escasas y estdn enmascaradas por los numerosos ribosomas li-
bres que llenan €l citosol. En cambio, en las células vegetales diferenciadas
¢l RE es abundante y forma nibulos que ingresan en los plasmodesmos (cap.
6-15). En las células cribosas, sobre estos tibulos se forman depésitos de ca-
llosa, que es un polisacdrido compuesto por moléculas de glucosa unidas por
enlaces 1-303.

Igual que en las células animales, en las vegetales el complejo de Golgi es
esencial para la secrecion. En sus cisternas se procesan y concentran los pro-
ductos secretorios, que finalmente se descargan al exterior, Por ejemplo, en
las células que sintetizan mucilago se observan abundantes vesfculas secreto-
rias surgiendo del complejo de Golgi.

Ademés, componentes del complejo de Golgi sirven para el transporte de
ciertas proteinas de depésito, como la vinicilina y la legumina en los cotile-
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dones de algunas leguminosas, y la zeina en el endosperma del mafz. Estas
proteinas se localizan en organoides especiales, denominados cuerpos pro-
teicos o granos de aleurona.

En la mayoria de las células vegetales existe uno 0 mds compartimientos
llamados vacuolas. limitados por membranas (fig. 1-7). Segiin el tipo celu-
lar, en total representan entre el 10 y el 90% del volumen del citoplasma.
Cuando son muy veluminosas, el citosol queda reducido a una fina capa por
debajo de la membrana plasmatica. Existen dudas sobre su origen; se cree
que se forman por la fusion entre si de vesiculas surgidas del complejo de
Golgi. Las funciones de las vacuolas son variadas. Algunas se comportan co-
mo lisosomas, ya que contienen enzimas hidroliticas. Otras sirven de depasi-
to para nutrientes ¥ desechos metabélicos. Finalmente, otras guardan liguidos

7. SISTEMA DE ENDOMEMBRANAS ® 163

Fig. 7-44. Representacion es-
quemdtica de una caveola,
con fas caveolinas distribui-
das entre los fosfolipidos de
la monocapa citosolica de la
membrana plasmaitica.
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Mitocondrias

Energia celular |

8-1. La mayor parte de la energia que usa la célula
es provista por el ATP

Las células necesitan energia para realizar casi todas sus actividades, al-
gunas de las cuales se ilustran en la figura 8-1. La energia es tomada de mo-
léculas de ATP. Estas, a pesar del insignificante espacio que ocupan, permi-
ten tener al alcance una gran cantidad de energia de facil disponibilidad, de
modo que pueda ser utilizada tan pronto y donde se la necesite. La energia se
halla depositada en las uniones quimicas entre los fosfatos del ATP —unio-
nes de alta energia— , aunque suele utilizarse solamente la que involucra al
fosfato terminal (figs. 2-3 y 8-2). Asi, cuando el ATP se hidroliza, junto con
la liberacién de energia se genera ADP y un fosfato (fig. 8-3). Como vemos,
el ADP se comporta como una pequefia “bateria descargada”, que al cargar-
se por la unidn de un fosfato se convierte en ATP, la “baterfa cargada™.

Las usinas generadoras de moléculas de ATP son las mitocondrias, que to-
man la energia depositada en las uniones covalentes de las moléculas de los
alimentos v la transfieren al ADP. Una vez formado, el ATP sale de la mito-
condria y se difunde por la célula, de modo que su energia puede ser usada
para las distintas actividades celulares. Al removerse la energia del ATP, se
reconstituye el ADP, que reingresa en las mitocondrias para recibir una nue-
va “carga” de energia.

Las células poseen una enorme cantidad de mitocondrias, cada una de las
cuales produce innumerables moléculas de ATP. Estas, como las mitocon-
drias, se localizan cerca de los sitios de consumo.

8-2. La energia es tomada de los alimentos

Fig. 8-1. Esquema que mues-
tra a la mitocondria como la
planta de produccién energé-
tica de la célula. El ATP pro-
ducido se emplea, entre otras.
en las funciones indicadas.

FUNCIONES DE LA CELULA QUE REQUIEREN ENERGIA

. o Vb MITOSIS — MEIOSIS
Al provenir la energia de los alimentos, en dltima ins- (= MOTILIDAD — CONTRACCION

tancia procede del sol. En las plantas, a partir de CO, y

H,0, la luz solar da lugar a una serie de reacciones que

—ademds de generar O,— convierten la energfa luminica

en energia quimica, la cual queda depositada en las unio-

nes covalentes de las moléculas de los vegetales (cap. 9-4)

{tabla 8-1). La energia de los alimentos vegetales es toma- -

da por los animales herbivoros, que a su vez sirven de ali- l

mento —y fuente de energia— a los animales carnivoros.
Las sustancias alimenticias se clasifican en hidratos de

carbono, grasas, proteinas, minerales y H,O, a los cuales LIPIDOS

Oy
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debe agregarse el O,. Los alimentos ingresan en el

N?' organismo por el sistema digestivo, salvo el 0,.que
N&c\c/“\ ‘l'-i’ ‘ﬁ' ﬁ' lo hace por el sistema respiratorio. Una vez que la
| i CH CHy—0—P—Q—F—0—P—0" energfa ha sido extraida de los alimentos, quedan

%N/C\N/ & (I:n- ‘l:- como productos de desecho CO, y H,O (tabla 8-1),

a los que deben sumarse algunas sustancias nitro-
/0\ genadas derivadas del catabolismo de las proteinas.
No toda la energia depositada en las uniones
}]' / quimicas de las moléculas alimenticias es transferi-
SR da al ATP, ya que durante las sucesivas reacciones
H—— que conducen a su formaci6n, parte de esa energia
se convierte en calor. Debe sefialarse que desde el
Fig. 8-2. Estructura quimica  punto de vista termodindmico el calor que se genera en el escenario celular
de la moléculn de adenosind  como consecuencia de las reacciones quimicas es también un producto de de-

rifosfato (ATP). = . ,
secho. No obstante, en términos de aprovechamiento de energia para produ-
cir trabajo las células son muy eficientes, pues, comparadas con la mayoria
de los motores, la relacién consumo de combustible/produccion de trabajo da
cifras mucho mis favorables para las células. Asf, en las células el 40% de la
energia liberada sirve para actividades provechosas y el 60% se disipa como
calor, mientras que en los motores tales cifras suelen ser del orden del 20% y

del 80%, respectivamente.

El mejor rendimiento logrado por la célula se debe a que degrada los ali-
mentos en forma gradual, por medio de enzimas que ella misma sintetiza.
Ello permite que la energia liberada de las moléculas alimenticias sea trans-

ferida al ADP y se forme ATP con minima generaci6n de calor.

8-3. La energia de las moléculas alimenticias es extraida
mediante oxidaciones

La mayor parte de la energia contenida en las moléculas de los alimentos
es extraida mediante una sucesion de oxidaciones, al cabo de las cuales el
oxigeno atmosférico se une al hidrégeno y al carbono liberados por esas mo-
léculas y se forma H,O y CO,, respectivamente. La gradualidad arriba men-
cionada resulta de tales oxidaciones, puesto que éstas se cumplen paso a pa-
so y en algunos de esos pasos se liberan pequefias porciones de energia. Si las
oxidaciones no fueran graduales, la energia quimica se liberarfa siibitamente
y se disiparfa como calor.

Debera recordarse que una molécula se oxida no solamente cuando gana
oxigeno (Q) sino también cuando pierde hidrégeno {H). Debido a que éste
puede disociarse en un electrén (e7) y un protén (H*). en un sentido general
toda remoci6n de e~ de cualquier dtomo o molécula constituye una reaccion
de oxidacidn.

Fig. 8-3. Hidrolisis y sintesis Si el & removido proviene de un dtomo de H, el H* resultante puede per-
del ATP. manecer en la molécula oxidada (que entonces queda con una carga positiva)

TR0 T i
A—O0—P—0—P—0—P—0" + H3 FT—* A—0—P—0—F—0" + HO—P—O" + H®
| | | | | |

o ol o Q Q o
ATP ADP Pl
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Tabla 8-1. Diferencias entre los procesos energéticos de las plantas
[fotosintesis) y de los animales (fosforilacion oxidativa)

Forasinresis Fosforilacion oxidativa

En cloroplastos En mitocondrias

Reaccidn endergdnica: Reaccion exergonica:

Energia + CO, + H,0 — Alimentos + O,  Alimentos + O, — Energia + CO, + H,0
Hidroliza agua Forma agua

Libera O, Libera CO,

S6lo en presencia de luz Independiente de la luz

Periddica Continua

0 puede ser removido y pasar al medio acuoso. Ulteriormente los e~y los H*
pueden volver a unirse —para componer nuevos dtomos de H—, por ejem-
plo, cuando son transferidos e~y H* al O, y se forma H,0.

Toda oxidacion de un dtomo o de una molécula estd atada a la reduccién
de otro dtomo o de otra molécula, que entonces ganan hidrégeno o €7, o pier-
den oxigeno.

Durante el procesamiento de los alimentos, en algunas reacciones de oxi-
dacion y reduccitn intervienen dos moléculas intermediarias cardinales: las
coenzimas nicotinamida adenina dinucleétido (NAD) y flavina adenina
dinucleétido (FAD) (fig. 8-4). En su forma oxidada la primera se representa
con la sigla NAD*, ¥ en su forma reducida con la sigla NADH. La segunda,
con las siglas FAD y FADH,, respectivamente.

8-4. Los alimentos son degradados por enzimas

Apenas los alimentos son ingeridos, los polisaciridos, los lipidos y las protei-
nas que los integran comienzan a ser escindidos en moléculas cada vez mds pe-
quefias por la accidn de una gran variedad de enzimas. Estos procesos se cum-
plen de forma tal que las moléculas transformadas por unas enzimas son modifi-
cadas a continuacion por otras, y asi consecutivamente. De este modo se estable-

] H
H I

o
E: T7 H,m‘l\r’%fg\u_a
N La Hy

|
G‘—Ch G"’.C\‘N/ch o

8. MITOCONDRIAS =
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o
[f
PO CH; 0 H o _? A
W Wk H—G—OH
HO oM H—G—CIH
NH |
2 * H—ii'.‘-—OH
r;l"p“c"!, H—C—H
Hcﬁn,c.wf |
D—P—0—CHz 0. O—p—O—P—0OCH2
& Hin it Fig. 8-4. Estructura quimica de la
nicotinamida adenina dinucledtido
we e (NAD") y de Ia flavina adenina di-
NAD* FAD nucledtido (FAD).

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

168 = BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

1

PROTEINAS]

HIDRATOS
DE CARBONO

El

3 puans
g
&

e —————— S ST
o

-

LiPICOS

5
3

i
:
% Gassne

R

FADH,

0
2

/—\_

Oxalacetato

i
]
]
/—!1

Citrata

N

Cis-aconitato

'

Isocitraio
co,
u-Ceatoglutaraio

Malatc:

Fumar&tﬂ

co,
Sk Inabo Sugcinil CoA

V4

NADH deshidrogenasa

FADH, l,
|_.,, Ubiquinona

|

Compleo beo,

|

Citocromg o

l

Citocromo. oxidass

26+ M+ WO WHO

Fig. 8-5. Esquema general de la degradacién de los alimenios una
vez incorporados al organismo: 1) degradacién enzimatica en el
tubo digestivo; 2) glucélisis en el citosol; 3) descarboxilacion oxi-
dativa: 4) ciclo de Krebs; 5) fosforilacitn oxidativa.

Acidos grasos,

cen verdaderas cadenas metabdlicas degradati-
vas, que en los primeros pasos son distintas pa-
ra cada tipo de alimento, pero que en las etapas
finales confluyen en una via metabdlica conin.

La escisidn enzimdtica de los alimentos tie-
ne lugar en tres escenarios orgdnicos: el tubo
digestivo, el citosol y 1a mitocondria (fig. 8-5).

B-5. La degradacion de los alimentos
comienza en el sistema digestivo

La primera etapa de la escisién enzimdtica
de los alimentos tiene lugar en la luz del tubo
digestivo, de modo que es extracelular. Asi,
mediante enzimas secretadas por diversas cé-
lulas de dicho tubo, los hidratos de carbono se
degradan a monosaciridos —especialmente
glucosa—, los lipidos {en su mayoria triacil-
gliceroles) se convierten en dcidos grasos y
glicerol, y las proteinas son degradadas a ami-
nodcidos (fig. 8-5). Tras ser absorbidas por el
epitelio intestinal estas moléculas ingresan en
la sangre y por ella llegan a las cé€lulas.

Para asegurarse un abastecimiento continuo
de energia, las células guardan en el citosol par-
te de la glucosa y de los 4dcidos grasos bajo la
forma de glucégeno y de triacilgliceroles, res-
pectivamente. En el capitulo 4-3 se vio que los
hepatocitos y las células musculares estriadas
suelen contener importantes reservas de esas
moléculas en forma de inclusiones, desde don-
de se movilizan cuando se las necesita. También
se sefialé que los adipocitos sirven como depo-
sito para grandes cantidades de triacilgliceroles.

8-6. La glucolisis tiene lugar en el citosol

Mediante una serie de reacciones quimicas
agrupadas con el nombre de glucélisis —en
las que intervienen 10 enzimas consecutivas
localizadas en el citosol—, cada molécula de
glucosa, que posee 6 dtomos de carbono, da
lugar a dos moléculas de piruvato, que cons-
tan de 3 carbonos cada una (figs. 8-6 y 8-11).

Al comienzo de este proceso —que constitu-
ye la segunda etapa de la degradacién de los gld-
cidos— se invierte la energia de dos ATP. No
obstante, debido a que de inmediato se generan
cuatro, se ganan dos ATP, uno por cada piruvato.

Ademds, una parte de la energfa liberada
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durante la glucdlisis no es transferida directamente al ATP sino que promueve
la reduccién de dos NAD* (una por cada piruvato). Més adelante veremos cé-
mo, en las mitocondrias, la energia contenida en las dos NADH surgidas de la
glucdlisis es transferida al ATP (seccién 8-18).

Volviendo a los piruvatos, dejan el citosol e ingresan en las mitocondrias.

8-7. En las mitocondrias se producen la descarboxilacion oxidativa,
el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa

Por accién de un complejo multienzimdtico llamado piruvato deshidro-
genasa, presente en las mitocondrias, cada piruvato (3 C) se convierte en un
acetilo, que es una molécula que contiene 2 carbonos. El acetilo se liga a una
coenzima —la coenzima A (CoA)—, con la que compone la acetil CoA
(figs. 8-7 y 8-11). El carbono del piruvato es removido junto con dos oxige-
nos, lo que produce CO, (figs. 8-5, 8-10 y 8-11). El piruvato cede también un
hidruro (H™), es decir, un H* y dos e, En conjunto estas reacciones reciben el
nombre de descarboxilacién oxidativa, que es la tercera etapa de la degra-
dacién de los hidratos de carbono.
Durante la descarboxilacién oxidativa se genera energia suficiente para redu-
¢ir una NAD" (que recibe el H- mencionado en el parrafo anterior), lo cual se tra-
duce en la formacion de una NADH por cada acetilo producido (figs. 8-5 y 8-11).
Luego se verd como la energia depositada en esta NADH es transferida al ATP.
A continuacién —siempre en las mitocondrias— los dtomos de carbono e hi-
drégeno del acetilo (recordemos que se halla unido a la CoA) son oxidados, por
lo que se generan CO, y H,O. Las oxidaciones son graduales y en su transcurso
se libera la energfa depositada en las uniones covalentes entre €sos 4tomos, que
pasa al ATP. Ambos procesos —las oxidaciones y la formacién de ATP— ocu-
men en dos tiempos; en el primero se genera CO, y en el segundo H;O (fig. 8-5).  pig. 8.6. Etapas de Ia glucdli-
El primero de esos tiempos —que representa la cuarta etapa de la degra-  sis y enzimas intervinientes.
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Fig. 8-7. Estructura quimica
de la ncetilcoenzima A (acetil
CoA).

dacion de los glicidos— abarca una sucesion de oxidaciones durante el lla-
mado ciclo de Krebs (figs. 8-5. 8-10 y 8-11). De la energia liberada en esta
etapa, una pequeiia fraccion se aprovecha para generar un ATP en forma di-
recta (aunque por via del GTP), pero la mayor parte es utilizada para reducir
tres NAD* —que entonces se convierten en otras tantas NADH— y una FAD,
gue pasa 2 su estado reducido o FADH,.

En el segundo tiempo, contemporéneo al del ciclo de Krebs, las NADH y
las FADH, son oxidadas en sendos puntos al comienzo de una serie de com-
plejos moleculares que se agrupan con el nombre de cadena transportadora
de electrones (0 cadena respiratoria), de modo que las NADH y las FADH,
vuelven a convertirse en NAD® y FAD, respectivamente. Cuando ambas
coenzimas son oxidadas, la energfa depositada en sus moléculas se libera y
es transferida al ADP que se halla en las mitocondrias, el cual, dado gue se
fosforila, se convierte en ATP.

Esta etapa —la quinta y (iltima en la degradacion de los glicidos—, por-
que da lugar a oxidaciones acopladas a fosforilaciones recibe el nombre de
fosforilacion oxidativa (fig. 8-5 y 8-10).

8-8. Los acidos grasos son degradados en las mitocondrias

A diferencia de la glucosa, los dcidos grasos —provenientes de los ali-
mentos o de la movilizacién de las reservas de grasa en las células— no se
degradan en el citosol. Pasan a las mitocondrias, donde una serie de enzimas
especificas los desdobla hasta generar entre ocho y nueve acetilos cada uno.

El proceso degradativo se denomina f-oxidacién y comprende varios ci-
clos sucesivos, siete cuando se trata de un dcido graso de 16 carbonos y ocho
en los de 18 carbonos. Es que el 4cido graso cede un acetilo por ciclo. Ade-
més, cada ciclo produce una NADH y una FADH, (fig. 8-10).

La B-oxidacién de los 4cidos grasos es conducida por las enzimas acil CoA
deshidrogenasa, enoil CoA hidratasa, hidroxiacil CoA deshidrogenasa y p-ce-
toacil CoA tiolasa,

Igual que los acetilos derivados de la descarboxilacion oxidativa del pi-
ruvato, los surgidos de la B-oxidacién de los dcidos grasos son cedidos a la
CoA e ingresan en el ciclo de Krebs. Como vemos, las cadenas metabdlicas
que degradan a los glicidos y a las grasas dan lugar a una molécula comin,
la acetil CoA. Antes se dijo que en el ciclo de Krebs cada acetil CoA gene-
ra un ATP, tres NADH y una FADH,, y que la energia contenida en las
NADH y FADH, es transferida al ATP al cabo de la fosforilacion oxidativa.
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Las grasas aportan mds energia que los hidratos de carbono por la canti-
dad de NADH y FADH, suplementarias que se generan durante la f-oxida-
¢ién de los 4cidos grasos, proporcionalmente mayor que las producidas por
la glucosa durante la glucélisis y la descarboxilacién oxidativa.

8-9. Los primeros productos de la degradacion de los aminoacidos
son muy variados

En lo que atafie a los amino#cidos, cuando no se utilizan para sintetizar
protefnas u otras moléculas y son requeridos para generar energia, se convier-
ten —mediante distintas enzimas especificas— algunos en piruvato, otros en
acetilos v otros en moléculas intermediarias del ciclo de Krebs (fig. 8-5).

DESCRIPCION GENERAL Y ESTRUCTURA DE LAS MITOCONDRIAS
8-10. Las mitocondrias se encuentran en todos los tipos celulares

Las mitocondrias se hallan en todos los tipos celulares y constituyen uno
de los ejemplos de integracién morfofuncional mas admirables, ya que pro-
veen el andamiaje sobre el cual se asientan las innumerables moléculas que
participan en las reacciones que transfieren la energia depositada en los ali-
mentos a una molécula extraordinariamente versdtil como lo es el ATP.

Las mitocondrias son cilindricas, aunque experimentan cambios de forma
sutiles, derivados de su actividad. En promedio miden 3 pm de largo y tienen
un didmetro de 0.5 um. Su nimero varfa segtin el tipo celular. En las células
hepéticas, por ejemplo, suelen hallarse entre 1.000 y 2,000 mitocondrias (fig.
1-11}, Estin ubicadas en las regiones de las células donde la demanda de
energia es mayor; asi, se desplazan de un lado a otro del citoplasma hacia las
zonas necesitadas de energfa. Los microtibulos y las proteinas motoras aso-
ciadas intervienen en tales desplazamientos (cap. 5-8). En algunos tipos ce-
lulares, como los espermatozoides, los adipocitos y las células musculares es-
triadas, las mitocondrias se hallan inmovilizadas en lugares fijos.

8-11. Las mitocondrias poseen dos membranas y dos compartimientos

Las mitocondrias poseen dos membranas —una externa y otra interna—,
que dan lugar a dos compartimientos: el espacio intermembranoso y la ma-
triz mitocondrial (figs. B-8 y 8-9). Mencionaremos las caracterfsticas y las
moléculas de mayor interés de estos cuatro componentes.

Matriz mitocondrial. La matriz mitocondrial contiene numerosas molé-
culas, entre ellas:

1) El complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa, responsable de la
descarboxilacién oxidativa (fig. 8-11).

2) Las enzimas involucradas en la B-oxidacion de los dcidos grasos (fig. 8-10).

3) Las enzimas responsables del ciclo de Krebs, excepto la succinato des-
hidrogenasa (fig. 8-11).

4) La coenzima A (CoA), la coenzima NAD, ADP, fosfato, O,, etc.

5) Granulos de distintos tamafios, compuestos principalmente por Ca®*
(fig. 8-9).

6) Varias copias de un ADN circular (seccién 8-26) (figs. 8-9,8-16 y 8-18).

7) Treee tipos de ARNm, sintetizados a partir de otros tantos genes de ese ADN.

booksmedicos.org

8. MITOCONDRIAS ® 171


https://booksmedicos.org

172 ® BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Fig. 8-8. Micrografia electro-
nica de la mitocondria. Obsér-
vense las crestas (Cr), la ma-
iz (Ma), el espacio inter-
membranoso (EfM), la mem-
brana externa (ME) ¥ la mem-
brana interna (M7}, 207.0005%.
{Cortesia de G. E. Palade.)

8) Dos tipos de ARNr, los cuales forman ribosomas parecidos a los cito-
sélicos (fig. 8-9).

9) Veintidés tipos de ARNt para los veinte aminoécidos.

Membrana interna. La membrana interna desarrolla plegamientos hacia
la matriz que dan lugar a las llamadas crestas mitocondriales, formadas con
el objeto de aumentar la superficie membranosa. El nimero y la forma de las
crestas varian en los distintos tipos celulares.

La membrana interna de las mitocondrias presenta un alto grado de espe-
cializaci6n y las dos caras de su bicapa lipidica exhiben una marcada asime-
tria. En ella se localizan, entre otros, los siguientes elementos:

1) Un conjunto de moléculas que componen la cadena transportadora
de electrones (o cadena respiratoria) (figs. 8-5, 8-10 y 8-12). Existen innu-
merables copias de estos conjuntos en el plano de la bicapa lipidica. Cada uno
se compone de cuatro complejos proteicos relativamente grandes, llamados
NADH deshidrogenasa (I), succinato deshidrogenasa (1), b-¢, (ITl) y cito-
cromo oxidasa (IV), enire los cuales se encuentran dos transportadores de
electrones pequefios, denominados ubiquinona y citocromo c.

Debe sefialarse que la succinato deshidrogenasa es a la vez una de las enzimas
del ciclo de Krebs; funciona asociada a la coenzima FAD y ambas se localizan
en la membrana interna (figs. 8-5, 8-10 y 8-11). Ademds, que el citocromo ¢ no
es una profeina intrinseca de esta membrana sino una proteina periférica que
apunta al espacio intermembranoso (fig. 8-10), y que la ubiquinona es una molé-
cula no proteica que se aloja en la zona apolar de la bicapa lipidica mediante su
cadena de 10 isoprenos, que es hidrofgbica (caps. 2-7 y 3-2) (fig. 2-24).
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2) La ATP sintasa, que es un complejo proteico ubicado en las inmediacio-
nes de la cadena transportadora de electrones (figs. 8-10 y 8-12). Presenta dos
sectores, uno transmembranoso (porcidn F,), que tiene un tinel para el pasaje
de H*, y otro orientado hacia la matriz mitocondrial {percion F,) (fig. 8-13). Es-
te dltimo cataliza la formacién de ATP a partir de ADP y fosfato, o sea, es el res-
ponsable de las fosforilaciones a que hace referencia el término “fosforilacién
oxidativa”. El origen de la energia requerida por la porcion F, de la ATP sintasa
para que pueda concretar tales fosforilaciones serd analizado mads adelante.

3) Un fosfolipido doble —el difosfatidilglicerol o cardiolipina ilustrado en
la figura 2-17—, que impide el pasaje de cualquier soluto a través de la bica-
pa lipidica, excepto O,, CO,, H,0O, NH; y dcidos grasos.

4) Diversos canales i0nicos y permeasas que permiten el pasaje selectivo
de iones y moléculas desde el espacio intermembranose a la matriz mitocon-
drial, y en sentido inverso (fig. 8-10).

Membrana externa. La membrana externa es permeable a todos los so-
lutos existentes en el citosol, pero no a las macromoléculas. Ello se debe a
que en su bicapa lipidica posee numerosas proteinas transmembranosas mul-
tipaso llamadas porinas, que forman canales acuosos por los que pasan libre-
mente iones v moléculas de hasta 5 kDa. En las porinas los tramos proteicos
que cruzan la bicapa lipidica exhiben una estructura en hoja plegada f.

Espacio intermembranoso. Dada la presencia de las porinas en la mem-
brana externa, el contenido de solutos en el espacio intermembranoso es si-
milar al del citosol, aunque posee algunos elementos propios y una elevada
concentracion de H* (fig. 8-12).

FUNCIONES DE LAS MITOCONDRIAS

8-12. La funcion principal de las mitocondrias es generar ATP

Vimos que mediante la desearboxilacién oxidativa, el ciclo de Krebs y la
fosforilacidn oxidativa, la mitocondria traslada al ADP —para formar ATP—
la energia existente en las uniones quimicas de las molécolas alimenticias.

Analizaremos estos tres procesos en el escenario biolégico donde tienen
lugar, es decir, en el andamiaje estructural provisto por la mitocondria,

Cresta mitocondrial

ADN

ATP sintasa

Mambrana exterma

Matriz
Membrana interna

Espacio inlermembranoso
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Fig. 8-9. Esquema tridimensional
de una mitocondria cortada longi-
tudinalmente. Las crestas aparecen
tapizadas con moléculas de ATP
sintasa.
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ESFACIO INTERMEMBRANOSO
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Fig. 8-10. Representacion gri-
fica de la mitocondria. Se ilus-
tran las reacciones cormrespon-
dientes a la descarboxilacion
oxidativa (verde), al ciclo de
Krebs (rejo), a la f-oxidacion
de los fdcidos grasos (amarillo)
v a la fosforilacién oxidativa
(azul). La acetil CoA deriva
tanto de la descarboxilacion
oxidativa como de la p-oxida-
cidn de los dcidos grasos y es
el punto de partida del ciclo de
Krebs. I, NADH deshidroge-
nasa; M, Succinato deshidro-
genasa (y FAD); Ubi, Ubi-
quinona; [, Complejo b-c;
Cit, Citocromao c; fV, Citocro-
mo oxidasa.

8-13. La descarboxilacion oxidativa del piruvato y la B-oxidacion
de los acidos grasos ocurren en la matriz mitocondrial

Proveniente del citosol, el piruvato ingresa en la matriz mitocondrial, don-
de por accién de la piruvato deshidrogenasa pierde un carbono y se convier-
te en el grupo acetilo de la acetil CoA (figs. 8-5, 8-7, 8-10 y 8-11). Recorde-
mos que en esa conversién, ademds de CO,, se genera energia suficiente pa-
ra formar una NADH, de modo que por cada molécula de glucosa se originan
dos de estas coenzimas.

A los acetilos generados a partir de los piruvatos deben sumarse los deri-
vados de la B-oxidacién de los 4cidos grasos y del metabolismo de algunos
aminodcidos (figs. 8-5 y 8-10).

Cualquiera que sea su origen, el grupo acetilo de cada acetil CoA ingresa
en el ciclo de Krebs. Lo hace al combinarse con una molécula de 4 carbonos
—¢| dcido oxalacético—, con la que forma una molécula de 6 carbonos lla-
mada #cido citrico, que da inicio y nombre al ciclo.

8-14. Las reacciones del ciclo de Krebs se producen
en la matriz mitocondrial

Como muestra la figura 8-11. el ciclo de Krebs (llamado también ciclo del
deido citrico o ciclo de los 4cidos tricarboxilicos) comprende una serie de
nueve reacciones quimicas mediadas por otras tantas enzimas especificas,
Estas actiian secuencialmente; lo hacen de forma tal que el \iltimo de sus pro-
ductos vuelve a ser el dcido oxalacético, el cual, al combinarse con el grupo
acetilo de otra acetil CoA, genera de nuevo 4cido citrico. Con esta molécula
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se inicia otro ciclo de Krebs, y asi sucesivamente mientras haya O, y acetilos
disponibles.

Al cumplirse cada vuelta del ciclo de Krebs, dos de los seis carbonos del
dcido citrico se liberan como CO,. Ademds se genera energia suficiente para
formar un ATP, tres NADH y una FADH,.

Puesto que se necesitan dos vueltas del ciclo de Krebs para procesar a los
dos acetilos derivados de la glucélisis de una molécula de glucosa, cada uno
de estos monosacdridos da lugar a dos ATP, seis NADH y dos FADH,. Debe
advertirse que el ATP se forma a partir de GTP, que es el nucleésido trifosfa-
to surgido del ciclo.

Como se aprecia en la figura 8-11, la enzima del ciclo de Krebs encarga-
da de transferir el H, a la FAD es la succinato deshidrogenasa (vimos que la
enzima y la coenzima se localizan en la membrana mitocondrial interna).

En la misma figura puede advertirse que junto a la primera y a la tercera
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representadas las reacciones,
las enzimas intervinientes y
los productos de ambos pro-
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ESPACIO
INTERMEMBRANOSO

Fig. 8-12. Un sector de la mi-
tocondria que muestra los
complejos profeicos integran-
tes de la cadena transporta-
dota de electrones (o cadena
respiratoria) y la ATP sintasa.
I, NADH deshidrogenasa:
I, Suceinate deshidrogenasa
(y FAD); 11, Complejo b-c;:
IV, Citocromo oxidasa.

MATRIZ MITOCONDRIAL

NADH surgidas del ciclo de Krebs aparecen sendos H*, pues los sustratos
oxidados, a diferencia de lo que acontece en la glucdlisis, en la descarboxila-
cién oxidativa y en la formacién de la segunda NADH nacida del ciclo de
Krebs, ceden un H; en lugar de un H™.

Las moléculas de CO, formadas durante la descarboxilacién oxidativa y
el ciclo de Krebs pasan al citosol, de éste al espacio extracelular y finalmen-
te a la sangre, que las transporta a los pulmones para su eliminacidn.

8-15. Las oxidaciones de la fosforilacion oxidativa tienen lugar
en la membrana interna de la mitocondria

La energia contenida en las NADH y en la FADH, formadas durante el ci-
clo de Krebs se transfiere al ATP después de una serie de procesos que co-
mienzan con la oxidacién de ambas coenzimas.

Los dtomos de hidrégeno liberados de las NADH y de la FADH, como
consecuencia de ambas oxidaciones se disocian en H* y e, del modo expre-
sado en las siguientes ecuaciones:

NADH — NAD* + | H* + 2¢”
FADH, - FAD +2H +2¢e"

Es importante sefialar que los e surgidos de estos procesos poseen un ele-
vado potencial de transferencia, es decir, una gran cantidad de energia. Asi in-
gresan en la cadena transportadora de electrones, cuyos componentes fueron
enumerados cuando se describié la membrana mitocondrial interna (fig. 8-12).

Dado que cada componente de la cadena posee por los e~ una afinidad ma-
yor que su predecesor, los e fluyen por ella en el siguiente orden:

Para los e~ cedidos por la NADH, el punto de entrada es la NADH deshi-
drogenasa (complejo I). Desde ésta pasan a la ubiguinona, que los transfiere
al complejo b-¢, (complejo 111). Los e~ dejan este complejo e ingresan en el
citocromo c, desde el cual pasan al tiltimo eslabon de la cadena, la citocromo
oxidasa (complejo IV). Durante este recorrido los e~ consumen la mayor par-
te de su energia —ya se verd por qué—, y al concluirlo retornan a la matriz
mitocondrial (fig. 8-12).

Por su lado, los e~ cedidos por la FADH, tienen como punto de entrada la
succinato deshidrogenasa (complejo IT), que los transfiere a la ubiquinona, a
partir de la cual fluyen por los restantes eslabones de la cadena en el mismo
orden en que lo hacen los e cedidos por la NADH.
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Fig. 8-13. Representacién de fa
ATP sintasa en la membrana mito-
condrial interna.

MATRIZ MITOCONDRIAL

He  HY

ESPACIO INTERMEMBRANOSO H* H* H*
H4 H* H" H Ha H*

El potencial de transferencia de los e~ va disminuyendo en las sucesivas
reacciones de oxidorreduccién que se producen a lo largo de la cadena respi-
ratoria, de modo que en cada etapa los e pasan a un estado de menor ener-
gia, la cual es bastante reducida cuando los ¢~ abandonan el dltimo eslabén
de la cadena.,

La energia cedida por los e~ es utilizada para transportar a los H* (proce-
dentes de las NADH y las FADH, oxidadas) desde la matriz mitocondrial
hasta el espacio intermembranoso (fig. 8-12). La energia es requerida a cau-
sa de que ese transporte es activo, ya que los H* son transferidos desde un
medio en que se hallan menos concentrados a otro en que su concentracién
es mayor. El mecanismo que hace posible el pasaje de los H* no ha sido de-
terminado. Sélo se sabe que los H* pasan a través de los complejos principa-
les de la cadena respiratoria — véase la figura 8-12—, los cuales actuarian co-
mo verdaderas bombas de H* (cap. 3-25).

La existencia de un gradiente de concentracién de H* (o gradiente de pH)
entre ambos lados de la membrana mitocondrial interna es acompaiiada por
un gradiente de voltaje o potencial eléctrico (cap. 3-11), bastante més positi-
voen la cara de la membrana que da al espacio intermembranoso, El gradien-
te electroquimico derivado de la suma de ambas fuerzas se traduce en la ener-
gla —llamada protonicomotora— que impulsa a los H* a regresar a la ma-
triz mitocondrial, ahora por transporte pasivo. Los H* retornan por el tinel de
la ATP sintasa (figs. 8-10, B-12 y 8-13).

En sintesis, a medida que la energfa suministrada por los e~ es utilizada pa-
ra transferir los H* hacia el espacio intermembranoso, es absorbida por los
propios HY, que la retienen como energia protonicomotora.

8-16. La fosforilacion es mediada por la ATP sintasa

En la secci6n 8-11 se dijo que la ATP sintasa estd integrada por dos uni-
dades que poseen localizaciones y funciones diferentes. Una atraviesa la bi-
capa lipidica (porcién transmembranosa o Fy) y la otra da hacia la matriz mi-
tocondrial (porcién F)) (fig. 8-13). La porcién F, forma un tiinel que permite
el regreso de los H* a la matriz mitocondrial, mientras que la porcién F, es
responsable de la fosforilacién, es decir, cataliza la sintesis de ATP a partir de
ADP y P. Como se ve, el regreso de los H* y la sintesis de ATP, si bien son
procesos acoplados, se cumplen en dos lugares diferentes de la ATP sintasa.

La energia necesaria para la sintesis del ATP proviene de la energia proto-
nicomotora contenida en los H*, que la van perdiendo a medida que regresan
pasivamente a la matriz mitocondrial.

En sintesis, la ATP sintasa se comporta como una turbina que convierte
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una clase de energia (la protonicomotora, derivada del gradiente electroqui-
mico de los H*) en otra mds provechosa para la célula, la energia quimica de-
positada entre el segundo y el tercer fosfato del ATP.

Se generan aproximadamente 2,5 ATP por cada NADH procesada y 1.5
por cada FADH,.

EI ATP sale al citosol por un contratransportador pasivo localizado en la
membrana mitocondrial interna, la ATP-ADP translocasa (fig. 8-10). Por
cada ATP que la atraviesa entra un ADP en la matriz mitocondrial.

La ATP sintasa puede también llamarse ATPasa, pues es capaz de hidro-
lizar ATP (a ADF y P} y con la energia liberada bombear H* al espacio inter-
membranoso a través de la porcion Fy. No obstante, recibe el nombre de ATP
sintasa porque en la matriz mitocondrial el cociente ATP/ADP normalmente
es inferior a la unidad, lo cual lleva a la sintesis y no a la hidrélisis del ATP.

8-17. Los H* y los e~ se combinan con el oxigeno atmosférico
para formar agua

Cabe ahora indagar sobre el destino de los e, los cuales, luego de perder
una parte sustancial de su energia, abandonan la cadena respiratoria y regre-
san a la matriz mitocondrial. Se combinan con los H* venidos del espacio in-
termembranoso y el O, proveniente de la atmésfera, lo que da lugar a la for-
macion de H,O (figs. 8-10 y 8-12). La atraccidn de los e~ por el O, se debe a
que poseen una gran afinidad por éste, mayor que la que tienen por la cito-
cromo oxidasa (complejo IV), lugar por donde salen de la cadena respirato-
ria. Con la formacion del H,O culmina la fosforilacion oxidativa.

Se necesitan 4 e~ y 4 H* por cada O, para que se produzcan 2 moléculas
de H,O, que es uno de los productos finales del metabolismo (el otro es el
C0,). El H,O pasa de la mitocondria al citosol, donde puede quedar retenida
o salir al espacio extracelular.

8-18. Las NADH generadas durante la glucdlisis no ingresan
en las mitocondrias

Hasta ahora hemos soslayado el destino de las NADH generadas durante
la glucdlisis (seccion 8-6) (fig. 8-6). A diferencia de las NADH formadas en
las mitocondrias, que rinden 2,5 ATP cada una, las de la gluedlisis a veces ge-
neran 1,5 ATP v a veces 2,5. El menor rendimiento energético se debe a que
la NADH citosdlica no puede ingresar en la mitocondria, puesto que su mem-
brana interna le es impermeable.

Para que la NADH citosdlica pueda ceder su energia al ATP, ingresan en
la mitocondria sélo sus e~ y H*, ya que no la propia NADH. Ello es posible
gracias a ciertas moléculas citosdlicas que actiian como “lanzaderas”. Asi,

' CITOSOL MITOCONDRIA
‘ Dihidroxiacetona 3-fosfalo <---—-+-—---- Dihidroxiacetona 3-fosfato
: . Gliceral 3-fosfato NADHHF | FADF; Glicerol 3-fosfafo
Fig. 8-14. Modo comao actiia la lan- deshidroganasa deshidrogenasa
zadera de glicerol 3-fosfato para FAD
transportar a la mitocondria los
electrones de las NADH generadas | Glicerol 3-fosfato == e Glicerol 3-fosfato
durante la glucélisis. — e — =——===— —
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una lanzadera, luego de captar dos e~y un H* de la NADH (més otro H* del
medio), los conduce a la mitocondria, donde los transfiere a oifra molécula;
luego retorna sin ellos al citosol, por lo que queda disponible para una nueva
operacion.

Una de las lanzaderas es el glicerol 3-fosfato, formado en el citosol al re-
ducirse la dihidroxiacetona 3-fosfato (fig. 8-14). El glicerol 3-fosfato ingresa
en el espacio intermembranoso y se pone en contacto con la membrana mito-
condrial interna, mds precisamente con la FAD, a la que le cede los dos e y
los dos H*, es decir, una molécula de hidrégeno (H,). Se forma por lo tanto
una FADH,, que como sabemos cede sus e a la ubiquinona. En la seccidn
8-16 vimos que cuando los e ingresan en la cadena respiratoria por la ubi-
guinona dan lugar a 1,5 ATP en lugar de 2,5.

Existen ademds lanzaderas de malato-aspartato (fig. 8-15). En este caso
los dos e y el HY de la NADH citosdlica (mds otro H* del medio) reducen a
un oxalacetato, que se convierte en malato. Este ingresa en la matriz mitocon-
drial ¥ se reoxida a oxalacetato, El H, salido del malato se usa para reducir
una NAD* a NADH (el HT sobrante pasa al medio), que como se sabe produ-
ce tres ATP. El oxalacetato mitocondrial, dado que no puede atravesar la
membrana interna de la mitocondria, para pasar al citosol se transforma en
aspartato, que si la atraviesa. En el citosol el aspartato se reconvierte en oxa-
lacetato, lo cual cierra el ciclo,

8-19. En presencia de 0,, por cada molécula de glucosa
se generan 30 o 32 ATP

Para efectuar el cdlculo de la energia ganada en unidades de ATP al cabo
de la oxidacion de una molécula de glucosa se debe sumar la energfa produ-
cida en el citosol a la gestada en la mitocondria,

La glucélisis genera 4 moléculas de ATP. Debido a que gasta 2, en esta
etapa hay una ganancia neta de 2 ATP (fig. 8-6). Pero ademds genera 2
NADH, que por ser citosdlicas producen 1,5 0 2,5 ATP cada una, 3 0 5 en to-
tal. Asi. el aporte de la glucdlisis es de 5 o 7 ATP, 2 generados en el citosol y
30 5 en la mitocondria.

Los dos piruvatos derivados de la glucélisis entran en la mitocondria, don-
de por descarboxilacion oxidativa se convierten en dos acetilos. El proceso
genera 2 NADH, una por cada piruvato. Dado que por cada NADH la fosfo-
nilacion oxidativa produce 2,5 ATP, esta etapa rinde 5 ATP.

En el ciclo de Krebs cada acetilo genera | ATP, 3 NADH v | FADH,, por
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Malalo  —emeefeye Malato :

Malato Vs NaD* Nap* Majato '

deshidrogenasa - ) deshidrogenasa
- INADH H* | NADH He
Onalacetato Oxalacstato
Aspartaro amino- Aspartato antino- Fig. 8-15. Modo como actia la lan-
transierasa transferasa zaders de malato-aspartato para
transportar a la mitocondria los
Aspartato 4t Aspartato electrones de las NADH generadas
= durante la glucdlisis.
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lo que al cabo de las dos vueltas que se necesitan para metabolizar a los dos
acetilos surgen 2 ATP, 6 NADH y 2 FADH,. Dado que por cada NADH la
fosforilacién oxidativa genera 2,5 ATP, y por cada FADH,, 1,5 ATP, a los 2
ATP surgidos de las dos vueltas del ciclo de Krebs deben sumdrseles los 15
ATP aportados por las 6 NADH més los 3 ATP aportados por las 2 FADH,,
lo que hace un total de 20 ATP.

Sumados a los 5 o 7 ATP de la glucélisis y a los 5 ATP de la descarboxi-
lacién oxidativa, la ganancia de energfa por molécula de glucosa es de 30 o
32 ATP.

Compdrese esta produccién con los exiguos 2 ATP generados en el citosol
y se tendrd una idea de la importancia de la mitocondria en la provision de
energia para el funcionamiento de las células que consumen oxigeno.

Respecto de los dcidos grasos, si bien en su degradacion no existen pro-
cesos equivalentes a la glucélisis y a la descarboxilacién oxidativa (fig. 8-5),
aportan mis energia que la glucosa debido a las NADH y las FADH, suple-
mentarias producidas durante la B-oxidacién de sus cadenas (secci6n 8-8).

8-20. En las células musculares el piruvato puede convertirse
en lactato

Las células musculares, cuando sobrepasan un determinado nivel de acti-
vidad, agotan el O, atmosférico que les llega mediante los glébulos rojos, si-
tuacién que es normal. Ante la falta de O,, el piruvato, en lugar de convertir-
se en el grupo acetilo de la acetil CoA, se transforma en lactato. Este proce-
so metabdlico se conoce con el nombre de fermentacion lictica. Como es
obvio, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa se omiten.

El lactato producido en las células musculares pasa a la sangre y llega al
higado. En los hepatocitos —via piruvato— el lactato se convierte en gluco-
sa, que utilizard la célula muscular si continia demandando energia.

8-21. En las mitocondrias de las células de |a grasa parda la energia
generada por las oxidaciones se disipa en forma de calor

Si la energia protonicomotora de los H* situados en el espacio intermem-
branoso no se rescatara para formar ATP, los H*, al volver a la matriz mito-
condrial, igual se unirian a los e~ y al O, para formar H,O, pero la energia
protonicomotora, al cabo de la reaccién, se convertiria en energia térmica, es
decir, se disiparfa como calor. Esto es lo que ocurre en las células adiposas de
la denominada grasa parda, cuyas mitocondrias son incapaces de transferir
la energia protonicomotora al ATP. Es que en la membrana interna de estas
mitocondrias existe un transportador de H* llamado termogenina, el cual,
debido a que no posee la porcién F; —es decir, la funcién enzimdtica de la
ATP sintasa— , permite el regreso de los H* a la matriz mitocondrial sin que
su energia sea aprovechada para formar ATP. En consecuencia, la energia
protonicomotora, al reaccionar los H* con los e y el O, atmosférico durante
la formacion de H,0, se disipa como calor.

La grasa parda es un tejido que poseen los recién nacidos en la regi6n in-
terescapular. Si el nifio nace en un medio muy frio, los dcidos grasos de los
triacilgliceroles depositados en las células de la grasa parda se degradan y ge-
neran calor en lugar de ATP, Como vemos, la grasa parda puede ser vital en
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el momento del nacimiento, al permitir una rapida adaptacién de los recién
nacidos a las bajas temperaturas.

B-22. Las mitocondrias desempenan ofras funciones

Remocion de Ca®* del citosol. Normalmente esta funcion estd a cargo del
RE (cap. 7-26). No obstante, cuando la concentracién de Ca®* aumenta en el
citosol a niveles peligrosos para la célula, se pone en accién una Ca**-ATPa-
sa localizada en la membrana interna de las mitocondrias, que al bombear el
(Ca?* hacia la matriz mitocondrial lo retira del citosol.

Sintesis de amino4cidos. A partir de determinadas moléculas intermedia-
rias del ciclo de Krebs, en las mitocondrias de los hepatocitos tienen lugar al-
gunos pasos metabdlicos que llevan a la sintesis de varios aminodcidos.

Sintesis de esteroides. En algunas células de la corteza suprarrenal, de los
ovarios y de los testiculos, la mitocondria participa en la sintesis de diversos
esteroides (funcién esteroidogénica). En primer término, el colesterol capta-
do por las células es transportado hacia la mitocondria, donde una enzima lo-
calizada en la membrana mitocondrial interna lo convierte en pregnenolona.
Esta sale de la mitocondria e ingresa en el RE (cap. 7-27). donde contintia su
metabolismo mediante diversas enzimas que actiian secuencialmente. En el
caso de la corteza suprarrenal, dan lugar a desoxicorticosterona, desoxicor-
tisol y al androgeno androstenodiona. Los dos primeros esteroides, luego de
abandonar el RE, regresan a la mitocondria, donde la 11(-hidroxilasa con-
vierte a la desoxicorticosterona en corficosterona y al desoxicortisol en cor-
tisol. Estos glucocorticoides son producidos en las células de la zona fascicu-
lada de la corteza suprarrenal, Posteriormente, en el citoplasma de las células
de la zona glomerulosa, por accion de la 18-hidroxilasa y la 18-hidroxieste-
roide oxidasa, la corticosterona se convierte en el mineralocorticoide aldos-
terona. La mayor parte de los pasos metabélicos mencionados son oxidacio-
nes, y en su transcurso una familia de citocromos presentes en la mitocondria
—los citocromos P450— actiian como recepiores de e,

Muerte celular. En el capitulo 22-4 se analiza la participacién de l1a mi-
tocondria en la muerte celular programada.

REPRODUCCION DE LAS MITOCONDRIAS

B-23. Las mitocondrias se reproducen para duplicar su numero antes
de cada division celular y para reemplazar a las que desaparecen

En las células que no se multiplican o que poseen interfases prolongadas, las
mitocondrias envejecen y son degradadas por fagolisosomas (cap. 7-35); no obs-
tante, su niimero se mantiene estable debido a que se forman otras mitocondrias.
Ademds, antes que las células se dividan, todos sus componentes se duplican, in-
cluidas las mitocondrias. A continuacidn describiremos el mecanismo que hace
posible que las mitocondrias se fabriquen en ambas situaciones de demanda.

La reproduccién de las mitocondrias no se produce a consecuencia de un
ensamblaje espontineo de los componentes que las integran sino por la divi-
sidn de mitocondrias preexisientes, para lo cual previamente duplican su ta-
mafio. Este proceso se denomina fisién binaria. En la figura 8-16 pueden ob-
servarse las etapas de crecimiento y de divisién mitocondrial.
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La division de las mitocondrias tiene lugar durante todo el ciclo celular,
tanto en la interfase como en la mitosis. Ademads, no todas las mitocondrias
se multiplican, y por ello algunas deben dividirse repetidas veces en el curso
de un mismo ciclo para compensar la falta de divisién por parte de otras.

8-24. Los fosfolipidos de las membranas mitocondriales son provistos
por la membrana del RE

La génesis de nuevas mitocondrias requiere que se dupligue el drea de su
membrana interna y su membrana externa, para lo cual deben sumarse nue-
vos fosfolfpidos a sus bicapas lipidicas. Al igual que con las otras membra-
nas de la célula, los fosfolipidos son provistos por la membrana del RE, don-
de se gestan (caps. 7-9 y 7-10).

Para tomarlos del RE, la mitocondria recurre a proteinas citosélicas llamadas
intercambiadoras, que los sustraen de la membrana del reticulo y los descar-
gan en la monocapa citosélica de la membrana mitocondrial externa del modo
ilustrado en la figura 8-17. Una parte de los fosfolipidos pasa a la monocapa
opuesta gracias a movimientos de “flip-flop” (cap. 3-3). Finalmente, el traspaso

‘ de fosfolipidos de la membrana externa a la membrana interna se produce a tra-
vés de puntos de contacto que se crean entre ambas membranas para tal fin.

Algunos glicerofosfolipidos que llegan a la membrana mitocondrial inter-

‘ na experimentan modificaciones. Por ejemplo, se unen de a dos y forman di-
fosfatidilglicerol (seccion 8-11).

B8-25. Algunas proteinas mitocondriales se fabrican en la matriz

La mayor parte de las proteinas de la mitocondria provienen del citosol,
en tanto unas pocas se producen en el territorio del propio organoide. que
cuenta con los recursos para elaborarlas.

Efectivamente, la mitocondria posee varias unidades idénticas de un ADN

Fig. 8-16. Reproduccidn de circular, a partir del cual se transcriben los genes de 13 ARNm (base para la
las mitocondrias. sintesis de otras tantas proteinas), de 22 tipos de ARNt y de 2 clases de ARNr
(uno correspondiente a la subunidad mayor de los riboso-
mas mitocondriales y otro a la subunidad menor). Todas es-
tas moléculas se encuentran en la matriz mitocondrial; las
de los ADN circulares se hallan adosadas a la membrana in-
terna del organoide (figs. 8-9 y 8-16).

Con aminodcidos llegados desde el citosol, en los ribo-
somas mitocondriales se sintetizan las siguientes 13 protei-
nas, la mayorfa pertenecientes a la cadena respiratoria: sie-
te subunidades del complejo NADH deshidrogenasa, una
del complejo b-c,, tres del complejo citocromo oxidasa y
dos subunidades de la ATP sintasa.

8-26. El ADN mitocondrial es diferente del
ADN nuclear

El ADN mitocondrial presenta las siguientes particulari-
dades que lo diferencian del ADN nuclear (fig. 8-18):

1) Es circular y carece de histonas.

2) Posee un solo origen de replicacién (cap. 17-3), en el

I
I
I
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cual una de las cadenas hijas comienza a sintetizarse antes que la otra y lo ha-
ce a partir de un punto diferente del empleado por la segunda.

3) Es muy pequefio, pues posee 37 genes solamente. En casi todos los ti-
pos celulares la suma de los ADN tomados de todas las mitocondrias repre-
senta no més del 1% del ADN nuclear,

4) Posee muy pocas y a la vez muy cortas secuencias no génicas, es decir,
que no se transcriben.

5) Genera 22 tipos de ARNL, en lugar de los 31 que transeribe el ADN del
nticleo.

6) Las dos clases de ARNr (128 y 163) que codifica dan lugar a riboso-
mas que poseen un coeficiente de sedimentacidn de 558, inferior al de los ri-
bosomas de los procariotas (70S) y del citosol (80S).

T) En su cédigo genético existen 4 codones cuyas instrucciones difieren
de las de sus pares del ADN nuclear (cap. 13-4). Se trata de los codones
AGA, AGG, AUA y UGA. En el ADN nuclear los dos primeros correspon-
den al aminodcido arginina, mientras que en el ADN mitocondrial se com-
portan como codones de terminacién. En el ADN nuclear el codon AUA de-
termina a la isoleucina. y en el ADN mitocondrial a la metionina. En el

AN 105

'\m.,

Gln—a- &t
Ala
Asn
La Cys Trp

Ser—
His
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Fig. 8-17. Transferencia de fosfolipi-
dos de la bicapa lipidica del reticulo
endoplasmatico a la bicapa lipidica de
la membrana mitocondrial externa.

Fig. 8-18. A. ADN circular de
la mitocondria humana en el
que se representan los 37 ge-
nes existentes en sus dos ca-
denas. Se sefialan los genes de
los 22 ARNt (rejo), de los 2
ARNr {(marrdn) y de los 13
ARNm. Estos tltimos corres-
ponden a dos subunidades de
la ATP sintasa (raranfa), a
siete del complejo NADH
deshidrogenasa (verde), a una
del complejo b-c (celesie) y a
tres del complejo citocromo
oxidasa (vieleta). Puede verse
también el drea donde se halla
el origen de replicacion (gri-
sade). B. ADN mitocondrial
de una célula de rata observa-
do con la técnica de extendido
y sombreado metdlico. (Cor-
tesia de B. Stevens.)
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ADN nuclear el codén UGA es un codén de terminacién y en el ADN mi-
tocondrial determina al triptéfano.
8) Se transcriben sus dos cadenas. Los genes de los 2 ARNT, de 14 ARNt
y de 12 ARNm se localizan en una de las cadenas del ADN mitocondrial,
mientras que los genes restantes, correspondientes a 8 ARNt y a un ARNm,
se localizan en la otra cadena.
. 9) Las moléculas de ARN que transcribe el ADN se procesan mientras se
Fig. 8-19. Ingreso de las pro- . i 3 o
\einas en la mitocondria a ra-  Sintetizan. El procesamiento comprende la remocién de partes de los ARN.
vés de translocones de las 10) Como se sefiald, la mitocondria posee varias copias de un mismo
membranas mitocondriales AN y no dos como el ADN nuclear, Debe sefialarse que las mitocondrias de
externa e interna y accién de o w e 2 d .
las chaperonas hsp70 de la  cualquier individuo son de origen materno, pues todas provienen del ovocito
matriz mitocondrial. (cap. 19-19).

8-27. La sintesis de las proteinas mitocondriales requiere
una adecuada coordinacion

CITOS0oL

Aungue la mitocondria posee ADN, ARNm, ARNt y ribosomas
propios, las proteinas que fabrica son muy pocas, 13 en total. Por
consiguiente, la mayor parte de las que necesita para su reproduc-
cién debe importarlas desde el citosol. Mas ain, debido a esa do-
ble procedencia se requiere una perfecta coordinacién entre las ac-
tividades de los genomas mitocondrial y nuclear, a fin de que todos
los componentes de la mitocondria sean producidos en las propor-
ciones adecuadas.

Las proteinas importadas son sintetizadas en ribosomas citoso-
licos libres (no asociados al RE). Entre las més importantes se en-
cuentran las enzimas del complejo piruvato deshidrogenasa, las
responsables del ciclo de Krebs y de la B-oxidaci6n de los dcidos
grasos, muchas de las proteinas que participan en la fosforilacion
oxidativa, los canales i6nicos y las permeasas de la membrana mi-
tocondrial interna, la ADN polimerasa, la ARN polimerasa, las
proteinas de los ribosomas mitocondriales, etcétera.

B-28. La incorporacidn de proteinas a las membranas y a los
compartimientos mitocondriales es el resultado de un
proceso complejo

Conforme surgen de los ribosomas, las protefnas mitocondria-
les producidas en el citosol se asocian con chaperonas de la fami-
lia hsp70. Estas mantienen desplegadas a las protefnas hasta que
arriban a la mitocondria, a cuyo cuerpo no podrian incorporarse si
llegaran plegadas (cap. 4-3).

El pasaje de las proteinas a través de las membranas externa e in-
terna de la mitocondria es un proceso complejo. Cuando una de ellas
se pone en contacto con la membrana mitocondrial externa, se des-
prende de las chaperonas hsp70 citosélicas, atraviesa ambas mem-
branas y se asocia con chaperonas ligadas a la membrana mitocon-
drial interna. Estas chaperonas, que también pertenecen a la familia
hsp70, atraen a la proteina hacia el interior de la mitocondria por un
mecanismo que consume ATP, tal vez de la manera mostrada en la
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figura 8-19. Una vez en la matriz mitocondrial, la proteina se pliega sin ayuda
o con la asistencia de una chaperona de la familia hsp60 (cap. 4-5).

Las protefnas se incorporan a la mitocondria a traveés de los translocones
denominados con las siglas TOM y TIM (por translocase of the outer y of
the inner mitochondrial membrane), presentes en las membranas mitocon-
driales externa e interna, respectivamente (cap. 7-12). Como muestran las fi-
guras 8-19 y 8-20, para que la protefnas puedan ingresar es necesario que am-
bos translocones estén juntos y sus luces alineadas, lo que obliga a las mem-
branas externa e interna a acercarse mutuamente.

Todas las proteinas importadas desde el citosol incluyen en su extremo
amino un péptido seiial que las conduce hasta la mitocondria y que es reco-
nocido por un receptor especifico asociado al translocon externo (caps. 44y
16-17) (tabla 4-1 y fig. 8-20). Si el paradero de la proteina es la matriz mito-
condrial, apenas atraviesa los translocones pierde el péptido sefial y se libera
en su interior (el péptido sefial es escindido por una proteasa de la matriz)
(fig. 8-20). En cambio, las proteinas destinadas a las membranas exierna e in-
terna poseen seiiales adicionales, distintas entre si, las cuales retienen a am-
bos tipos de proteinas en la membrana que corresponde.

8-29. Probablemente las mitocondrias deriven de bacterias aerobicas

Vimos que las mitocondrias se reproducen por fision binaria, como lo ha-
cen las bacterias. Esta no es la tinica semejanza con los procariotas; se pare-
cen también en sus formas y medidas y porque poseen varios componentes
comunes. Tales semejanzas han llevado a sugerir que las mitocondrias son un
producto evolutivo de bacterias aerGbicas.

Sustentan esta teoria otros supuestos. Asi, se cree que las primeras células
eucariotas eran anaerdbicas y que cuando la atmésfera terrestre se hizo rica
en oxigeno incorporaron en sus citoplasmas bacterias acrdbicas que, tras su-
cesivos cambios adaptativos, se convirtieron en las actuales mitocondrias. La
simbiosis les permitié a las células eucariotas aprovechar el oxigeno atmos-
férico, por lo que comenzaron a producir una mayor cantidad de energia a
partir de la misma cantidad de alimentos. Paralelamente, la membrana plas-
matica de la célula eucariota qued6 eximida de realizar procesos energéticos
y pudo concentrarse en otras actividades, como controlar la transferencia de
solutos, posibilitar la entrada y la salida de macromoléculas, recibir y emitir
sefiales, etcétera.
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9-1. Los plastidos son los organoides mas caracteristicos
de la célula vegetal

Los plastidos son organoides gue se encuentran exclusivamente en las
células vegerales. Los mds comunes y de mayor importancia bioldgica son
Ios cloroplastos (fig. 1-7), que junto con las mitocondrias constituyen las
maquinarias hioquimicas que se encargan de producir las transformaciones
energéticas necesarias para mantener las funciones de las células. En el ca-
0 de los cloroplastos, atrapan la energia electromagnética derivada de la
luz solar y la convierten en energia quimica mediante un proceso llamado
fotosintesis. Luego utilizan esa energfa junto con el CO, atmosférico para
sintetizar varias clases de moléculas, algunas de las cuales sirven de ali-
mento para las mismas plantas y para los organismos heterétrofos herbivo-
ros (cap. 1-4) (fig. 1-2).

Los cloroplastos se caracterizan por poseer pigmentos (clorofilas, carote-
noides) y, como se dijo, en ellos tiene lugar la fotosintesis. Por este proceso
producen oxigeno y Ja mayor parte de la energia quimica utilizada por los or-
ganismos vivos. La vida se mantiene gracias a los cloroplastos. Sin ellos no
habria plantas ni animales, ya que estos dltimos se alimentan de lo produci-
do por los vegetales; asi, puede decirse que cada molécula de oxigeno usada
en la respiracién y cada dtomo de carbono presente en sus cuerpos pasaron
alguna vez por un cloroplasto.

Ademds de los cloroplastos existen otros plastidos con pigmentos, agru-
pados bajo la denominacién genérica de cromoplastos. En los pétalos, frutos
y raices de ciertas planias superiores hay cromoplastos amarillos o anaranja-
dos. En general, éstos tienen menor contenido de clorofila y por lo tanto me-
nor actividad fotosintética. El color rojo del tomate maduro se debe a la pre-
sencia de cromoplastos cuyo pigmento rojo, llamado licopeno, pertenece al
grupo de los carotenoides. En las algas rojas existen cromoplastos que con-
tienen, ademds de clorofila a y carotenoides, un pigmento rojo y un pigmen-
o azul, la ficoeritrina y la ficocianina, respectivamente.

Las células vegetales contienen también pldstidos incoloros. Se denomi-
nan leucoplastos y se encuentran tanto en las células embrionarias como en
las células de los 6rganos de las plantas que no reciben luz. Debe sefialarse
que los plastidos de las células de los cotiledones y de los esbozos foliares
del tallo inicialmente son incoloros, pero mds tarde comienzan a acumular
clorofila y adquieren el color verde caracteristico de los cloroplastos. Sin
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embargo, las células diferenciadas poseen leucoplastos verdaderos que
nunca se vuelven verdes. Algunos leucoplastos —a los que se les da el
nombre de amiloplastos— producen y acumulan grénulos de almidon. Ca-
recen de ribosomas, tilacoides y pigmentos y son muy abundantes en las cé-
lulas de las raices y de los tubérculos.

9-2. Las caracteristicas de los cloroplastos varian
segun los tipos celulares

Los cloroplastos se localizan principalmente en las células del meséfilo,
tejido que se encuentra en las hojas de las plantas superiores y en las algas.
Cada célula contiene un niimero considerable de cloroplastos, de forma esfé-
rica, ovoide o discoidal. Su tamafio varia considerablemente, pero en prome-
dio tienen un didmetro de 4 a 6 pm. Esta medida suele ser constante para ca-
da tipo celular, aunque es mucho mayor en las células poliploides que en las
diploides. En general, en las plantas que crecen a la sombra los cloroplastos
son mas grandes y mds ricos en clorofila.

El ntiimero de cloroplastos se mantiene relativamente constante en los di-
versos vegetales. Las algas poseen a menudo un solo cloroplasio muy volu-
minoso. En las plantas superiores existen entre 20 y 40 por célula. En las ho-
jas de algunas especies se ha calculado que hay alrededor de 400.000 cloro-
plastos por mm?, Si su mimero es insuficiente, aumentan por division; si es
excesivo, se reducen por degeneracidn.

Membrana
axterna

Espacio lilacoide

Tilacoide de la estroma

Fig. 9-1. Arriba. Esquema tridimensio-
nal del cloroplasto, con sus principales
componentes. Abajo. Esquema tridimen-
sional de dos grana y de tilacoides que
atraviesan la estroma del cloroplasto.
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Cuerpo amiliceo

Intargrana

En cloroplastos aislados de espinaca se han verificado cambios de forma
y volumen por accién de la luz. El volumen disminuye notablemente cuando
son iluminados, aunque este efecto es reversible.

9-3. La estructura de los cloroplastos incluye la envoltura,
la estroma y los tilacoides

El cloroplasto posee tres componentes principales: la envoltura, la estro-
ma y los tilacoides (fig. 9-1).

La envoltura de los cloroplastos presenta dos membranas —una externa
yotra interna—, a través de las cuales se producen los intercambios molecu-
lares con el citosol. En el cloroplasto maduro —a diferencia de su predece-
gor— mo se observa continuidad entre la membrana interna y los tilacoides.
Ambas membranas carecen de clorofila, pero tienen color amarillo por la pre-
sencia de pigmentos carotenoides. Contienen solamente el 2% de las protei-
nas del cloroplasto.

La estroma representa la mayor parte del cloroplasio y en ella se encuen-
tran inmersos los tilacoides. Estd compuesta principalmente por proteinas.
Contiene ADN y también ARN, que intervienen en la sintesis de algunas de
las proteinas estructurales y enzimdlticas del cloroplasto. Es en la estroma
donde se produce la fijacién del CO, —es decir, la produccién de hidratos de
carbono —, asi como la sintesis de algunos dcidos grasos y proteinas.

Los tilacoides constituyen sacos aplanados agrupados como pilas de mo-
nedas. Cada pila de tilacoides recibe el nombre de granum (plural, grana),
y 4 los elementos individuales que forman las pilas se los llama filacoides de
los grana o intergrana (figs. 9-1 y 9-2). Ademds, hay tilacoides que atravie-
san la estroma y que conectan entre si a dos grana; se los denomina filacoides
de la estroma (figs. 9-1, 9-2 y 9-3). Empero, la descripcion antedicha es en-
gaiiosa, pues en rigor existen tilacoides pequefios —que poseen un didmetro
promedio de 1 um (la mayoria de los tilacoides de los grana)— y tilacoides
grandes y alargados, compartidos por dos grana. En éstos se distinguen tres
sectores: dos extremos que aparentan ser tilacoides de los grana, y un seg-
mento intermedio que corresponde al tilacoide de la estroma.
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Pared celular

Mitoeondria

Fig. 9-2. Micrografia electro-
nica del cloroplasto, Se- trata
de un corte longitudinal que
muestra los grana y los tila-
coides de la estroma (intergra-
na). (Cortesia de M. Cresti y
M. Wurtz.)
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Fig. 9-3. Micrografia electrd-
nicn del cloroplasto  que
muestra dos grana y los tila-
coides de la estroma gue fos
conectan. Las flechas senalan
ln cavidad del compartimien-
to membranoso de los grana,
es decir, el espacio tilacoide.
240.000x. (Cortesia de 1. Nir
y D. C. Pease.)

La pared de los tilacoides —Ilamada membrana tilacoide — es una bicapa li-
pidica poblada de protefnas y de otras moléculas, casi todas involucradas en las
reacciones quimicas de la fotosintesis. Esta pared separa el compartimiento de los
tilacoides —es decir, el espacio tilacoide— de la estroma. Algunas evidencias
parecen indicar que, directa o indirectamente, las luces de todos los tilacoides es-
t4n interconectadas. de modo que existiria un solo espacio tilacoide (fig. 9-4).

Por lo tanto, el cloroplasto tendria tres compartimientos: el intermembranoso
(entre la membrana externa y la membrana interna), la estroma (entre la membra-
na interna y la membrana tilacoide) y el espacio tilacoide. Se verd que desde el
punto de vista funcional el espacio tilacoide equivale a la matriz mitocondrial.

FOTOSINTESIS

9-4. En la fotosintesis la energia luminica se convierte
en energia quimica

La fotosintesis es una de las funciones biol6gicas fundamentales de las
células vegetales. Por medio de la clorofila contenida en los cloroplastos, los
vegetales verdes son capaces de absorber la energia que la luz solar emite co-
mo fotones y transformarla en energia quimica. Esta se acumula en las unio-
nes quimicas entre los dtomos de las moléculas alimenticias que se forman
can el concurso del CO, atmosférico. En el capitulo 8-15 se analizé la fosfo-
rilacién oxidativa que se cumple en la mitocondria, mediante la cual se pro-
cesa la energia contenida en las sustancias alimenticias. La fotosintesis es, en
cierta medida, un proceso inverso, de modo que los cloroplastos y las mito-
condrias poseen muchas semejanzas estructurales y funcionales.

En la forosintesis la reaccién principal es:

n CO, + n H,;0 —= luz-clorofila — (CH,O) + n Oy, (1}

que consiste en la combinacién de CO, y H,O para formar hidratos de carbo-
no con liberacién de O,.
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Se ha calculado que cada molécula de CO, de la atmésfera se incorpora a
un vegetal cada 200 afios, y que el O, del aire es renovado por las plantas ca-
da 2.000 afios. Sin plantas no existiria O, en la atmdsfera terrestre y la vida se-
ria casi imposible.

Es importante sefialar que en la reaccién (1) el H,0 es el dador de H, (e~
y H*) y de O,, mientras que el CO, actia como aceptador de H,.

Los hidratos de carbono formados por la fotosintesis son sacdridos solu-
bles que circulan por los distintos tejidos de la planta o se acumulan como
‘granos de almidén en los cloroplastos (fig. 9-2) o, méds frecuentemente, en
los amiloplastos. Ademds, como corolario de diversas reacciones que involu-
cran la participacién de diferentes sistemas enziméticos, el material surgido
de 1a fotosintesis puede convertirse —por lo general fuera de los plastidos—
en un polisacdrido estructural o en lipidos o proteinas de la planta.

9-5. La clorofila es un pigmento capaz de ser excitado por la luz

La luz visible corresponde a una pequeiia porcién del espectro de radia-
cién electromagnética total y comprende las longitudes de onda de 400 a 700
nm. La energia contenida en esas longitudes es transmitida mediante unida-
des denominadas fotones. Un fotdn contiene un cuanto de energia. Esto se
expresa con la ecuacién enunciada por Max Planck en el afio 1900:

he

I8
donde h es la constante de Planck (1,585 x 10% cal/seg), ¢ es la velocidad de
la luz (3 x 10" cm/seg) y A es la longitud de onda de la radiacién. De esta
ecuacion se deduce que los fotones con longitudes de onda més cortas tienen
mayor energia.

Los pigmentos como la clorofila estdn particularmente adaptados para ser
excitados por la luz. Asi, los fotones que absorbe la clorofila excitan a cier-
tos electrones, que al desplazarse de la 6rbita de sus dtomos adquieren un ni-
vel de energia mayor, es decir, un elevado potencial de transferencia. Esta
energfa puede disiparse en forma de calor o de radiaci6n luminica (fluores-
cencia), ser transferida de una molécula a otra por resonancia, o convertirse
en energia quimica. En la fotosintesis predominan los dos iltimos procesos.

9-6. La fotosintesis comprende reacciones fotoquimicas
y reacciones en la oscuridad

La fotosintesis comprende una serie compleja de reacciones, algunas de
las cuales tienen lugar exclusivamente en presencia de luz y otras se produ-
cen en la oscuridad (aunque éstas también pueden ocurrir en presencia de
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Fig.9-4. Esquema que ilustra la con-
tinuidad del espacio tilacoide y comao
se halla separado de la estroma.
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luz). Se las llama, respectivamente, reacciones luminicas (o fotoquimicas) y
reacciones en la oscuridad.

En las fases finales de las reacciones fotoquimicas se forma NADPH (a
partir de NADP*, e~ y H*) y ATP (a partir de ADP y fosfato). Ambos proce-

| sos remedan a los que ocurren normalmente en las mitocondrias. En la foto-

sintesis la formacién de ATP se conoce con el nombre de fotofosforilacion.

Debe recordarse que en la fosforilacién oxidativa —en las mitocondrias— el
flujo de electrones viaja desde la NADH (o la FADH,) hacia el O, y se genera H,O
(cap. 8-17). En la fotosintesis ocurre el fenémeno opuesto, pues los electrones flu-
yen desde el H,0 — previamente disociada en O,, H® y &"— hasta la NADPH.

Las reacciones en la oscuridad completan el ciclo fotosintético. En su
transcurso la energia contenida en los ATP y en las NADPH es aprovechada
por la célula vegetal para elaborar diversas moléculas alimenticias con el CO,
tomado de la atmdsfera.

§-7. Existen varias clases de clorofilas

Fig. 9-5. Estructura guimica Las reacciones fotoguimicas se producen en la membrana tilacoide, cuya
de la clorofila a (obsérvese el bic lipidi ; e el : : b
erupo CHy oon unciroulo) ¥ icapa lipidica contiene una serie de complejos proteicos transmembranosos,

del frcaroteno. algunos asociados a pigmentos. Estos son los encargados de capturar la ener-
gfa luminica solar. Existen varios tipos, cada uno de ellos ca-
paz de absorber una gama particular de longitudes de onda del
Lo espectro luminico,

My —< ( ( N cHicHs Entre los pigmentos se destacan las clorofilas, moléculas asi-
métricas que contienen una cabeza hidrofilica integrada por cua-
tro anillos pirrélicos unidos por un 4tomo de magnesio, y una co-

HyC =CH CHy
\

P CH, la hidrofilica (fitol) ligada a uno de los anillos (fig. 9-5).
> "TH, Otros pigmentos presentes en la membrana tilacoide son
Hy =

los carotenoides (xant6filas y carotenos) (fig. 9-3), que que-
dan ocultos por el color verde de la clorofila. Cuando en oto-

f‘—l;i /\-'-_“'1 fio ésta disminuye se ponen de manifiesto los colores amari-
o HE llos, anaranjados y rojos de los carotenoides.
CH; CH Existen dos clases de clorofila, identificadas con las letras
T—" HC': ay b. En la elorofila b, un grupo -CHO reemplaza a un —-CH;
C—CHy € —CH; de la clorofila a (marcado con un circulo en la figura 9-5). Por
o HC’: oira parte, hay varias clases de clorofila a, caracterizadas por
C#y cH sus composiciones quimicas, sus espectros de absorcion de la
= Hc{ luz y sus funciones. Se destacan tres: una muy abundante, en-
CH—CH, CH cargada de captar la energia luminica, y otras dos especiales
cH CH,—C< —menos numerosas— , llamadas Pgy, v Pygg (P por pigmento;
CH, EH el niimero identifica la longitud de onda que cada pigmento
CH; wel absorbe mds eficientemente).
| .
'i_H_"H: ,;" 9-8. En la membrana de los tilacoides se encuentran los
i Sl complejos moleculares responsables de las
L!"J /"—“ reacciones fotoguimicas
::,__ G cHTi-\:gh, Asf como en la membrana interna de las mitocondrias hay
i CH_/‘n cadenas transportadoras de electrones que dan lugar a la fos-
" : forilacion oxidativa, en la membrana tilacoide de los cloro-
Clarofiia a p-Caroteno plastos también hay cadenas de complejos moleculares, que
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aqui son responsables de las reacciones fotoquimicas. Cada una de las cade-
nas estd integrada por los siguientes eslabones, los cuales serdn mencionados
en el orden en que se activan (fig. 9-6).

Fotosistema I1. Es un complejo molecular que posee dos sectores clara-
mente definidos, la antena, que da hacia la estroma y se encarga de capturar
[a luz, y el centro de reaccién, que da hacia el espacio tilacoide. La antena
ha sido comparada con un embudo y su pared se compone de agregados de
proteinas y pigmentos, especialmente de clorafila a, clorofila b y carotenoi-
des. Por su parte, el centro de reaccion contiene varias proteinas asociadas a
moléculas de clorofila de tipo Py,

Complejo b-f, Este complejo contiene una proteina de 17 kDa asociada a
los citocromos b y f, y una proteina con un centro Fe-S.

Fotosistema 1. Es un complejo molecular que, como el fotosistema 11, po-
see una antena captadora de energfa luminica, integrada por proteinas, clo-
rofila a, clorofila b y carotenoides, y un centro de reaccién, compuesto por
proteinas y moléculas de clorofila de tipo Pyg,.

NADP reductasa. Este complejo reduce a la NADP* tomada de la estro-
ma y la convierte en NADPH. Los H* necesarios para la reducci6n pertene-
cen a la estroma.

Como se observa en la figura 9-6, entre estos complejos se encuentran va-
rias moléculas intermediarias: 1) la plastoquinona, entre el fotosistema 11 y
¢l complejo b-f (equivale a la ubiquinona de las mitocondrias); 2) una peque-
fia proteina llamada plastocianina, entre el complejo b-f y el fotosistema I, y
3) la ferredoxina, entre el fotosistema I y la NADP reductasa.

9-9, La membrana de los tilacoides posee ATP sintasa

En las inmediaciones de las cadenas responsables de las reacciones foto-
guimicas se encuentra la ATP sintasa, la cual —como en la mitocondria—
posee una porcion trahsmembranosa F,, por la que pasan protones, y una por-
«cién F,. que genera ATP a partir de ADP y fosfato (cap. 8-16). La porcién F,
da hacia la estroma del cloroplasto (fig. 9-6).

9-10. Los fotones excitan a las clorofilas de los fotosistemas Il y |

Cuando un fotén excita a una molécula de clorofila, uno de los electrones
de esta iltima es sacado de su érbita molecular para ser transferido a otra de

mayor energia.
En el caso de las clorofilas situadas en la antena del fotosistema 11, la ener-
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Fig. 9-6. Estructura molecu-
lar de la membrana tilacoide.
La linea gruesa marca el flujo
de electrones a través de una
cadena de complejos molecu-
lares. La energia luminica es
captada por el fotosistema 11,
Se produce la fotélisis del
H,0 en el interior del tilacoi-
de y los electrones son trans-
mitidos & la plastoquinona
(PQ). De alli pasan al comple-
jo b-f v luego a la plastociani-
na (PC). Esta los transficre al
fotosistema 1, que absorbe
luz. Luego los electrones son
transportados a la ferredoxina
(Fdy y a la NADP reductasa,
que reduce la NADP" a
NADPH. La acumulacion de
protones (H') en el interior
del tilacoide crea un gradiente
con respecto 4 la estroma, de
modo que los H* salen a fra-
vés de la ATP sintasa y se pro-
duce ATP, (Cortesia de L. Bo-
garad; modificado.)
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gfa del electrén energizado es transferida por resonancia a uno de los electro-
nes de la clorofila Py, localizada, como vimos, en el centro de reaccion. El
nuevo electrén energizado abandona el fotosistema I1 y pasa al siguiente esla-
bén de 1a cadena de reacciones fotoquimicas, la plastoquinona. Mientras tan-
to, mediante una reaccién quimica no muy bien comprendida (en la que inter-
vienen dtomos de manganeso), dos moléculas de H,O situadas en el espacio
tilacoide son escindidas y generan 4 H*, 4 e” y una molécula de O,. Cada uno
de estos electrones pasa al centro de reaccién del fotosistema IT y reemplaza
al salido de la clorofila Py, transferido como vimos a la plastoquinona.

A continuacién, el e~ pasa de la plastoquinona al complejo b-f, donde par-
te de su energia es utilizada para transportar un H* hacia el espacio tilacoide
en contra del gradiente electroquimico (este H* se suma a los generados por
la escision del H,0), El &, con un potencial energético menor, pasa del com-
plejo b-f a la plastocianina y de ésta al fotosistema 1. Para explicar su desti-
no, veamos las reacciones que acontecen en el fotosistema 1.

Por acci6n de la luz ocurren procesos equivalentes a los registrados en el fo-
tosistema 11, con las siguientes particularidades: 1) el e~ energizado en el centro
de reaccidn corresponde a la clorofila Py, (no a la Pey); 2) este e”es transferido
a la ferredoxina (no a la plastoguinona) y es reemplazado por el electrén de bajo
potencial energético proveniente de la plastocianina (no de la escisién del H,O).

El e~ transferido a la ferredoxina, que como acabamos de ver se ha revita-
lizado considerablemente, deja a esa molécula transportadora e ingresa en la
NADP reductasa, donde parte de su energia es utilizada para reducir una
NADP* a NADPH en la cara de la membrana tilacoide que da a la estroma,
En este proceso se utiliza un H* tomado de la estroma.

El qiltimo paso de las reacciones fotoquimicas corresponde a la formacidn
de ATP a partir de ADP y fosfato, es decir, a la fotofosforilacion. Esta tiene lu-
gar en la ATP sintasa, que por su porcién F, permite el traslado pasivo de los
H* desde el espacio tilacoide hacia la estroma. Durante ese pasaje la energia
protonicomotora contenida en los H* es cedida a la porci6n F, de la ATF sinta-
sa. Finalmente, la ATP sintasa utiliza la energia para sintetizar ATP (fig. 9-6).

Mediante la fotofosforilacién los vegetales verdes pueden producir una canti-
dad de ATP 30 veces mayor que la obtenida en sus mitocondrias. Por otra parte,
las células vegetales poseen muchos mds cloroplastos que mitocondrias.

Se requieren 8 fotones para liberar 2 moléculas de O, (més 8 ey 8 HY)
del H,0. La energia de esos fotones, transferida a los ¢-, al alcanzar éstos la
NADP reductasa genera 2 NADPH, mientras que el gradiente de H* —con-
secuencia también de la energia cedida por los electrones— posibilita la sin-
tesis de 3 ATP.

9-11. Las reacciones en la oscuridad tienen lugar en la estroma
del cloroplasto

En las reacciones fotosintéticas que tienen lugar en la oscuridad, las molécu-
las de ATP y NADPH —producidas por las reacciones fotoquimicas— propor-
cionan la energia necesaria para sintetizar hidratos de carbono a partir de CO, y
H,O. Tal sintesis se produce en la estroma del cloroplasto mediante una serie de
reacciones quimicas agrupadas bajo el nombre de ciclo de Calvin o cicle Cy. en
las que intervienen varias enzimas localizadas en la estroma.
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Como puede observarse en la figura 9-7, la reaccidn inicial por la cual in-
gresan el CO, y el H,0 al ciclo de Calvin es catalizada por la enzima ribulo-
sa 1,5-difosfato carboxilasa. Se trata de una enzima de gran tamano (500
kDa) que se calcula que representa aproximadamente la mitad de las protei-
nas de la estroma.

Por la accidn de esta enzima, 6 ribulosas 1,5-difosfato (son pentosas) se
combinan con 6 CO, y se producen 12 moléculas de 3-fosfoglicerato. A con-
tinuacidn, estas 12 triosas son fosforiladas con fosfatos provistos por otros
tantos ATP, lo cual genera 12 moléculas de 1,3-difosfoglicerato. Cada una de
estas moléculas, de tres carbonos, pierde un fésforo y tiene la capacidad de
aceptar H* y e~ de la NADPH, por lo que se convierte en 3-fosfogliceral-
dehido. Dos de las 12 moléculas de 3-fosfogliceraldehido abandonan el ciclo
y se convierten en la materia prima a partir de la cual —mediante enzimas
especificas— se sintetizan los monosacéridos, los dcidos grasos y los ami-
nodcidos que forman las moléculas estructurales y alimenticias de la célula
vegetal. Por su parte, las restantes 10 moléculas de 3-fosfogliceraldehido son
reducidas a 6 moléculas de ribulosa 1,5-difosfato. Estas son fosforiladas (con
fosfatos aportados por otros tantos ATP) a 6 ribulosas 1,5-difosfato, con las
cuales se inicia —mientras haya CO,— otra vuelta del ciclo de Calvin.

9-12. La fotosintesis genera agua, oxigeno y hexosas

El balance quimico de la fotosintesis es:

6CO, + 12 H,0 C,H..0,+6 0, + 6 H,O,
que representa una acumulacién de 686.000 calorfas por mol. Esta energfa es
proporcionada por 12 moléculas de NADPH y 18 de ATP, que contienen
750.000 calorias. Asi, la eficiencia alcanzada por el ciclo fotosintético llega

al 90%.
H,c—0-(F)
HO—CH 3-Fosfogliceraio
{ala ]
Tricaa losfaio
co, oOH shidroganass
HC—OH
Ribulosa HC—0~(B)
carharigsa
HaQ N Hc—o-(F)
HyC—0. 10—
1 -® D '.E" 3-Fosfoglice-
/_é raldshido
Aibulosa A%
1,5-difostate HE_DH H =
Hi—oh
Hic—0 B} Gitlo gue comprands
compuasios
D e SR A o el
Foslopenioguinasa H,C:::H hIHﬂQ:I:.? a.u::
A dralo carbona
i é——o s Ribulsss Fig. 9-7. Ciclo de Calvin (o del
: 5-lostato C,) de la fotosintesis, en el que se
i é-ml reduce CO, y se sintetizan hidra-
HiC—0=(F) tos de carbono.
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Fig. 9-8. Nacimiento y desa-
rrollo de los plistidos en pre-

sencia de luz.

Como hemos visto, los fotones absorbidos por la clorofila y otros pigmentos
primero son convertidos en energia quimica bajo 1a forma de ATP y NADPH.
Durante esta fase fotoquimica el H,O pierde su O, el cual se libera hacia la ai-
mésfera como un producto secundario. La reduccién del CO, se produce en la
oscuridad (no necesariamente), siempre que haya ATP y NADPH. Los produc-
tos de esta fase son hexosas, a partir de las cuales, en otros lugares de la célula,
se generan diversas clases de hidratos de carbono, lipidos y proteinas.

9-13. En las plantas tropicales tiene lugar un ciclo C4

El ciclo de Calvin se produce en los vegetales superiores, pero en algunas
células de plantas tropicales existe un ciclo cuyo producto no es el 3-fosfogli-
cerato sino una molécula de 4 carbonos, el oxalacetato. Una de las primeras
reacciones de este ciclo consiste en la unién del CO, con una molécula de tres
carbonos, el fosfoenolpiruvato. La enzima actuante es la fosfoenolpiruvato
carboxilasa y el producto es el citado oxalacetato. Este se convierte en mala-
to, que se dirige a las células de la planta que cuentan con ciclo de Calvin. En
ellas el malato pierde un CO, —que ingresa en el ciclo de Calvin— y se trans-
forma en piruvato. Este compuesto de tres carbonos retorna a las primeras cé-
lulas, donde se convierte en fosfoenolpiruvato y da inicio a un nuevo ciclo C,.

BIOGENESIS DE LOS CLOROPLASTOS
9-14, Los plastidos se desarrollan a partir de proplastidos

Los pléstidos se desarrollan a partir de estructuras precursoras llamadas pro-
plastidos, que se encuentran en las células vegetales no diferenciadas. Segtin el
tipo celular, los propléstidos se convierten en leucoplastos —exentos de pig-
mentos— o en cromoplastos, entre los cuales se encuentran los cloroplastos. El

desarrollo de estos filtimos se ilustra en la figura 9-8.

- La primera estructura que aparece es el citado propldstido,

de forma discoidal, con un didgmetro de alrededor de 1 um y una

pared integrada por dos membranas. En presencia de luz, la

membrana interna del propléstido crece y emite vesiculas —en

Ean e direccién de la estroma—, que luego se transforman en sacos

oroplastido  aplanados. Estos son los futuros tilacoides, que en algunas re-

giones se apilan apretadamente hasta formar los grana. En el

cloroplasto maduro los tilacoides ya no se hallan conectados a

la membrana interna, pero los grana quedan unidos entre si por
los tilacoides de la estroma.

Si se coloea una planta en un medio poco iluminado se pro-
duce un fendmeno denominado etiolacién, en el cual las hojas
pierden su color verde y las membranas de los tilacoides se de-
sorganizan. El agregado de éstas da lugar a los cuerpos prola-
melares, en los que las membranas adquieren una disposicién en
forma de enrejado. En los bordes de estos cuerpos aparecen ad-
heridas membranas de tilacoides jovenes, que carecen de activi-
dad fotosintética.

El cloroplasto, tras esta conversi6n de los tilacoides, cambia
su nombre por el de etioplasto. Una vez que las plantas etiola-
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das son expuestas a la luz, los tilacoides reaparecen y las membranas del ma-
terial pralamelar son utilizadas para su organizacion.

9-15. El cloroplasto se comporta como un organoide semiautonomo

Del mismo modo que las mitocondrias, los proplastidos y los cloroplastos se
multiplican por fisién binaria (cap. 8-23), proceso que exige el crecimiento de
propldstidos y cloroplastos preexistentes, los cuales deben duplicar su tamafio.
Como es obvio, este crecimiento, lo mismo que el experimentado por los proplés-
tidos en vias de convertirse en cloroplastos maduros, requiere que se sinteticen
los componentes proteicos normales del organoide. En tal sintesis intervienen dos
sistemas genéticos, uno propio del cloroplasto y el nuclear,

Los cloroplastos contienen ADN, ARN y los deméds componentes que in-
tervienen en la sintesis proteica. Sin embargo, la mayorfa de sus proteinas
provienen del citosol, de modo que son codificadas por genes nucleares. Co-
mo se ve, los cloroplastos son semiauténomos y dependen de la cooperacion
de dos sistemas genéticos, uno propio y exclusivo del organoide y otro per-
leneciente a toda la célula,

Los cloroplastos poseen un ADN eircular de alrededor de 45 pum de lar-
go y cerca de 135.000 pares de bases (se conoce la secuencia de la mayorfa
de sus genes). Ademds contienen ribosomas pequefios, que representan hasta
un 50% de los ribosomas totales de las células fotosintéticas. Se estima que
alrededor del 10% de las proteinas del cloroplasto se sintetizan en el organoi-
de y que las restantes —es decir, la gran mayoria— son tomadas del citosol.
Una de las enzimas que participa en la elaboracion de sacéridos a partir
del CO, —la ribulosa 1,5-difosfato carboxilasa (fig. 9-7)— representa cer-
ca del 50% de las proteinas solubles totales que se encuentran en los cloro-
plastos, por lo que podria ser la proteina mds abundante de la naturaleza. Po-
see dos subunidades, una de alto peso molecular (de alrededor de 400 kDa) y
otra mds pequena (de unos 100 kDa),

La subunidad mayor es codificada por genes del ADN cloroplastico,
mientras que la menor es codificada por genes nucleares (fig. 9-9). Esta (lti-
ma es sintetizada en el citosol (en ribosomas libres) bajo la forma de una mo-
lécula precursora, la cual ingresa en la estroma del cloroplasto y alli es cliva-
da hasta alcanzar su tamaiio definitivo. La envoltura del cloroplasto posee re-
ceplores que reconocen a los péptidos sefial de las proteinas que deben ser
incorporadas al organoide. En el caso de la subunidad menor de la ribulosa
1,5-difosfato carboxilasa, luego de ingresar en el cloroplasto, su péptido se-
fial es escindido por una proteasa presente en la envoltura del organoide y la
subunidad es liberada en la estroma.

La figura 9-9 resume un modelo que explica la sintesis de las dos subuni-
dades de la ribulosa 1,5-difosfato carboxilasa en proporciones equimolecula-
res. El modelo sugiere que la subunidad menor controla el ritmo sintético de
la subunidad mayor, con la que luego se asocia para formar la enzima activa.

5-16. El cloroplasto derivaria de una simbiosis

El cloroplasto serfa el resultado de una simbiosis entre un microorganismo
autdtrofo (una bacteria) susceptible de capturar energia luminica y una célula
huésped heterdtrofa (eucariota). Aungue esta hipdtesis simbidtica es atractiva,
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Fig. 9-9. Modelo propuesto para la
sintesis de la enzima ribulosa 1,5-
difosfate carboxilasa (RDCasa).
(De P. E. Highfield y R. J. Ellis.)

CIToSoL

vimos que el cloroplasto posee en su ADN una cantidad de informacién genéti-
ca que s6lo le permite codificar el 10% de sus proteinas, ademds de los ARN ri-
bosémicos, mensajeros y de transferencia utilizados en la sintesis de éstas. Igual
que en la mitocondria (cap. 8-25), la mayoria de los componentes del cloroplas-
to se elaboran bajo la dependencia de genes nucleares.

BIBLIOGRAFIA

Anderson I M. (1986) Photoregulation of the composition,
function, and structure of thylakoid membranes. Annu.
Rev. Plant Physiol. 37:93.

Barber 1. (1987) Photosynthetic resction cenfers: a common
link. TIBS 12:321.

Bjorkman O. and Berry J. (1973) High-efficiency photosyn-
thesis. Sci. Am. 229 (4):80.

Cramer W.A., Widger WR., Hermann R.G. and Trebst A.
( 1985) Topography and function of thylakoid membrane
proteins; TIBS 10:125.

Fromm P. (1996} Structure and function of photosystem 1.
Curr. Opin. Stroc. Biol, 6:473.

lwata S. and Barber J. (2004) Structure of photosystem 11 and
molecular architecture of the oxygen-evolving center.
Curr. Opin. Struct, Biol. 14:447.

Knaff D.B. (1989) Structure and regulation of ribulose-135-
biphosphate carboxylase/oxygenase. TIBS 14:159.

Krauss N. et al. (1993) Three-dimensional structure of system
I of photosyntesis at A resolution. Nature 361:326,

Prince R.C. (1996) Photosynthesis: the Z-scheme revised.
TIBS 21: 121,

Sall 1. and Schieiff E. (2004) Protein import into chloroplasts.
Nature Rev. Mol. Cell Biol. 5:198.

Stowell MUH.B, et al. (1997) Light-induced structural changes
in photosynthetie reaction center: implications for mecha-
nism of electron-proton transfer. Science 276:812.

Stryer L. (1988) Biochemistry, 3rd Ed. W.H. Freeman & Co,
New Yorl.

Youvan D, and Marrs B.L. (1987) Molecular mechanisms of
photosynthesis. Sci. Am. 256:42.

booksmedicos.org



https://booksmedicos.org

Peroxisomas 1 0
Destoxificacion celular

| - e

10-1. Los peroxisomas contienen enzimas oxidativas

Los peroxisomas son organoides que se encuentran en todas las células; su
forma es ovoide y estdn limitados por una sola membrana (figs. 7-6 y 10-1}. Po-
seen un didmetro medio de 0,6 wm, y su nimero varia entre 70 y 100 por célu-
la, aunque en las células hepéticas y renales suelen ser mucho mds numerosos.

Los peroxisomas contienen catalasa y enzimas oxidativas. Cumplen va-
riadas funciones metabdlicas y su nombre se debe a que son capaces de for-
mar y descomponer perdxido de hidrégeno (H,0,). En conjunto, las enzimas
encontradas en los peroxisomas son alrededor de 40.

Existen muchas clases de peroxisomas, los cuales se diferencian entre si
“por la enzima o el conjunto de enzimas presentes en su interior. Debe sefialar-
se que cada fipo celular posee peroxisomas que contienen una enzima deter-
minada o una variedad particular de enzimas.

Entre las enzimas oxidativas més comunes detectadas en los peroxisomas se
encuentran la D-aminodcido oxidasa, la urato oxidasa y las responsables de la
froxidacién de los dcidos grasos (cap. 8-8). Los peroxisomas que contienen urato
“oxidasa exhiben un pequefio cuerpo eristalino compuesto por miiltiples cristalitos.

Con excepcion de la catalasa —que convierte al H,O, en H,O y O,—, las
restantes enzimas oxidan a sus sustratos, representados por aminodcidos, pu-
rinas (adenina, guanina), uratos, dcido trico, dcidos grasos, etcéiera.

Fig. 10-1. Micrografia electrdnica
de una célula hepdtica coloreada in-
munocitoquimicamente para locali-
zar la catalasa en los peroxisomas
{F). Se observan varias mitocon-
drias. 30.000%. (Cortesia de H. F.
Fahimi y S. Yokota.)
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A diferencia de lo que sucede en las mitocondrias —donde las oxidaciones
producen energfa quimica (ATP)—, en los peroxisomas las oxidaciones generan
energfa térmica. No obstante, la f-oxidacién de los dcidos grasos conduce final-
mente a la formacién de ATP, ya que los grupos acetilo que se producen en los
peroxisomas se transfieren a las mitocondrias e ingresan en el ciclo de Krebs. Es
necesario advertir que solamente una pequefia proporcion de los dcidos grasos
celulares es oxidada en los peroxisomas (en el capitulo 8-8 se sefialé que esta
funcién se cumple principalmente en las mitocondrias).

10-2. En los peroxisomas se genera H,0,, que es neutralizado
por la catalasa

La oxidacién de sustratos en los peroxisomas tiene como consecuencia la
formacién de H,O,, una molécula sumamente téxica para la célula. En la sec-
cién anterior dijimos que la enzima encargada de neutralizar al HyO;, es la
catalasa, que lo degrada mediante la siguiente reaccion:

catalasa
2H0,—=2H.0+0,

10-3. La catalasa también degrada al H,0; producido fuera
de los peroxisomas

La catalasa no sélo degrada al H,0, producido en los peroxisomas sino
también al que se genera en otros puntos de la célula, particularmente las mi-
tocondrias, el reticulo endoplasmatico y el citosol. En estos sitios las oxida-
ciones dan lugar a pequefias cantidades de aniones superdxido (O,7). cono-
cidos cominmente con el nombre de radicales libres. Estos radicales son
muy reactivos, y una enzima, la superéxido dismutasa, se encarga de elimi-
narlos mediante la siguiente reaccion:

superdxido dismutasa
2(0;)+2H H,0, + 0,

A su turno, en los peroxisomas este H,0, es convertido en H,0 y O, por
accién de la catalasa. Se sospecha que el anion superdxido remueve los
sulfhidrilos de las proteinas. Ademss, produce alteraciones en la bicapa lipi-
dica de las membranas celulares y mutaciones génicas, lo que podria acelerar
el envejecimiento organico y facilitar la aparicion de cuadros cancerigenos.

10-4. La catalasa utiliza al H,0, para neutralizar las sustancias
taxicas de la celula

En las células hepdticas y renales la catalasa actiia también como una en-
zima destoxificante. Para ello, ante la presencia de ciertos téxicos, en lugar de
convertir al H,0, en H,0 y O,, utiliza al H,O, para oxidarlos y neutralizar su
toxicidad. La reaccién puede expresarse mediante la siguiente ecuacién:

catalasa
H.,0; + THy——2H,0+T

La sigla TH, simboliza a la sustancia toxica, y la T a la misma sustancia

después de su oxidacién. Ejemplos de sustancias téxicas neutralizadas por es-
te mecanismo son los fenoles, el formaldehido, el dcido férmico y el etanol.
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Parte del etanol ingerido con las bebidas alcohélicas es neutralizado por la
catalasa de los peroxisomas, que lo oxida a acetaldehido.

10-5. Los peroxisomas se reproducen por fision binaria

Se cree que los peroxisomas tienen una vida media de 5 a 6 dias, al cabo de
los cuales son eliminados por autofagosomas. Su niimero se restablece del mis-
mo modo como lo hacen las mitocondrias (cap. 8-23), mediante la duplicacién
de peroxisomas “jovenes”, es decir, por fisién binaria de peroxisomas preexis-
tentes (fig. 10-2). Como es obvio, antes de la mitosis se produce la duplicacion
de todos los peroxisomas de la célula. Para que la fision binaria se concrete, pre-
viamente deben duplicarse las estructuras que integran el peroxisoma.

Asi, la bicapa lipidica de su membrana crece por el agregado de fosfolipi-
dos extraidos del RE, los cuales son transferidos de una membrana a otra por
proteinas intercambiadoras (fig. 8-17).

Por su parte, las proteinas que se incorporan a la membrana o a la matriz
del peroxisoma provienen de ribosomas libres en el citosol, e ingresan en el
organoide una vez que se han plegado (cap. 4-5). Son conducidas selectiva-
mente al peroxisoma porque poseen, cerca del extremo carboxilo, un péptido
sefial especifico compuesto por tres aminodcidos (serina, lisina, leucina)
(cap. 4-4) (tabla 4-1). El péptido sefial es reconocido por un receptor protei-
¢o que reside en el citosol, el cual, a su vez, interactia con una proteina es-
pecifica de la membrana del organoide.

Los canales de la membrana del peroxisoma que permiten el paso de las
proteinas no han sido identificados.

La mutacién del gen que codifica la sintesis de una proteina pertenecien-
te a la membrana de los peroxisomas —involucrada aparentemente en la in-
corporacion de las enzimas oxidativas a la matriz— genera un cuadro llama-
do sindrome de Zellweger, caracterizado por la presencia de peroxisomas
“vacios”. Los pacientes mueren antes del primer afio de vida.

LOS PEROXISOMAS EN LAS CELULAS VEGETALES

10-6. Los glioxisomas son peroxisomas vegetales relacionados
con el metabolismo de los triacilgliceroles

La germinacion de las semillas suele necesitar de la degradacién de lipi-
dos acumulados en el endosperma (cap. 19-20). En este proceso intervienen
los glioxisomas. que son peroxisomas relacionados con el metabolismo de
los triacilgliceroles.

El glioxisoma posee enzimas que transforman a los 4cidos grasos de la se-
milla en hidratos de carbono por la via del ciclo del glioxilato, que es una
version diferente del ciclo de Krebs (fig. 10-3). La ecuacién que se verifica
al cabo de sus reacciones es:

2 acetil CoA succinato + 2 H* + 2 CoA

La diferencia con el ciclo de Krebs radica en que el ciclo del glioxilato requie-
e dos moléculas de acetil CoA v utiliza dos enzimas exclusivas, la isocitrato lia-
sa y la malato sintasa. Sus otras tres enzimas, la aconitasa, la malato deshidroge-
nasa y la citrato sintasa, corresponden también al ciclo de Krebs (fig. 8-11).
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Fig. 10-3. Ciclo del glioxilato, en el
que los dcidos grasos de 1a semilla se
transforman en hidratos de carbono.
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10-7. Ciertos peroxisomas vegetal
de fotorrespiracion

es intervienen en el proceso

Las células de las hojas verdes poseen un tipo de peroxisoma que median-
te una oxidasa especifica cataliza la oxidaci6n de una molécula de dos carbo-
nos, el glicolato. Este se sintetiza en el cloroplasto en los dias secos de sol in-
tenso. La oxidacién del glicolato consume O, y produce H,0, y glioxilato.
Luego el H,0, es descompuesto por la catalasa del peroxisoma (en H,0 y O,)
y —siempre en el peroxisoma— el glioxilato se convierte en glicina, que se
metaboliza en la mitocondria y genera CO,.

Este proceso, en el que participan tres organoides —el cloroplasto, la mi-
tocondria y ¢l peroxisoma—, se denomina fotorrespiracién, ya que para la
sfntesis y la oxidaci6n del glicolato se necesita luz y O, y se libera CO,.
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11-1. En los organismos pluricelulares las células son interdependientes

En los organismos multicelulares complejos, tanto la supervivencia de las
células como las actividades que éstas realizan dependen de estimulos exter-
nos provenientes de otras células.

La dependencia reciproca entre los distintos tipos celulares responde a la
necesidad de adaptar la actividad de cada uno a los requerimientos globales
del organismo, que debe ser considerado como una unidad disenada para fun-
cionar integradamente y no como una suma de células individuales. Asi, en
un organismo multicelular cada célula depende de otras y a la vez las influ-
ye. Estas interrelaciones celulares se producen desde las primeras etapas del
desarrollo embrionario y persisten hasta el fin de la vida posnatal.

De acuerdo con la clase de estimulo emitido y el tupo de ¢élula que lo re-
cibe, ésta responde, entre otros, con alguno de los siguientes cambios: 1) se
mantiene viva o muere; 2) se diferencia; 3) se multiplica; 4) degrada o sinte-
tiza sustancias; 5) las secreta; 6) incorpora solutos o macromoléculas; 7) se
contrae; 8) se moviliza; 9) conduce estimulos eléctricos.

11-2. Las células afectan las actividades de otras células
mediante sustancias inductoras

La accion de estimular a la célula desde el exterior se llama induccidn; es
mediacda por una sustancia inductora, conocida también como ligando.

La célula que produce el ligando se denomina célula inductora; la que lo
recibe, célula inducida o célula blanco.

La sustancia inductora interacttia con la célula inducida a través de un
receptor, que es una proteina o un complejo proteico localizado en el citosol
oen la membrana plasmatica de la célula blanco.

Si el receptor se halla en el citosol, 1a sustancia inductora debe ser peque-
fia e hidrofébica, pues para alcanzarlo debe atravesar la membrana plasmati-
ca de la célula blanco. En cambio. si el receptor es membranoso no interesa
el tamarfio de la sustancia inductora ni que sea hidrofébica,

11-3. Existen distintas clases de inducciones, dependientes de las
distancias entre las células inductoras y las células inducidas

Cuando la célula inductora y la célula blanco se hallan distantes entre si,
la sustancia inductora, tras ser secretada por la primera, ingresa en la sangre
y a través de ella alcanza a la célula inducida. Las inducciones de este tipo se
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CELULA
INDUCTORA

ﬁ.fb'é.ﬁ |laman endocrinas (del griego éndon, dentro, y krf-
nein, separar) (fig. 11-1A).

A esta categoria pertenecen también las secre-

’ ciones neuroendocrinas, ya que la sustancia in-

ductora que sale del terminal axdnico de la neurona

Heaceptor
4 debe volcarse en la sangre para poder llegar a la cé-
.y Ej lula inducida.
=== = Las sustancias inductoras vehiculizadas por la
Sustancia Inductora sangre se denominan hormonas y son producidas

por las células de las gldndulas de secrecion interna
que integran el sistema endocrino.

Cuando la célula inductora se halla cerca de la cé-
lula inducida se dice que la induccién es paracrina
B @‘.4 . (del griego pard, contigiiidad). Aqui la sustancia in-

ductora debe recorrer un corto trecho de la matriz ex-
tracelular para alcanzar a la célula blanco (fig. 11-1B).

Un caso especial de cercanfa entre la célula in-
ductora y la célula inducida se da en las sinapsis
nerviosas. En éstas el terminal axdnico de una neu-

C ( .\—H—_—{] . rona (célula inductora) se halla junto a la membra-

na plasmitica de otra neurona o de una célula mus-
cular o de una célula secretoria (células inducidas).
La sustancia liberada por el terminal axdénico de la
neurona inductora se llama neurofransmisor (fig.

e 11-1C). Las sinapsis permiten establecer una comu-

Fig. 11-1. Formas de induc-
cién en los organismos pluri-
celulares. A. Secrecion endo-
cring, B. Secrecion paracrina.
C. Sinapsis nerviosa, D. Se-
crecion sutocring. K. Por con-
tacto directo.

nicaci6n casi instantéinea entre la neurona inducto-
ra y la célula inducida aun cuando ésta se halle muy
lejos del cuerpo de la primera.

Existe una clase de induccion en la que la sus-
tancia inductora es secretada y recibida por la pro-
pia célula, de modo que ésta se induce a si misma.
Se llama autocrina (del griego autds, por si mis-
mo) y ocurre durante algunas respuestas inmunolé-
gicas (fig. 11-1D).

En otros casos la sustancia inductora es reteni-
da en la membrana plasmatica de la célula induc-
tora y no se secreta. Por lo tanto, para que la sustancia inductora pueda en-
trar en contacto con el receptor se necesita que la ¢élula inductora se tras-
lade hasta el lugar de la célula inducida (fig. 11-1E). Este tipo de inducci6n
se da, por ejemplo, durante algunas respuestas inmunolégicas (cap. 22-3)
(fig. 22-4), la fecundacién (cap. 19-19) (figs. 19-22 y 19-23) y la reparacion
de heridas.

Como se ve. pese a las diferencias entre las distintas clases de induccio-
nes, todas actian en forma similar: una célula produce un intermediario qui-
mico que interactda con el receptor de otra célula, en la cual se desencadena
una respuesta.

El cardicter y la naturaleza de la respuesta dependen de la identidad de la
célula inducida. A veces una misma sustancia inductora produce respuestas
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diferentes por parte de dos o mds tipos de células blanco. Por ejemplo, en las
células musculares estriadas la adrenalina estimula la glucogendlisis, mien-
tras que en las células adiposas estimula la lip6lisis. Otras veces, distintas sus-
tancias inductoras producidas por células inductoras diferentes generan una
sola clase de respuesta por parte de uno o de varios tipos de células blanco.

11-4. Las sustancias inductoras se unen a los receptores con
una gran especificidad

Una de las propiedades mds notables de las sustancias inductoras es su es-
pecificidad. Asi, cada sustancia inductora actia sélo sobre ciertas células,
que constituyen su objetivo o blanco. El caso mds llamativo es el de las hor-
monas en las inducciones endocrinas, ya que luego de volcarse en la sangre
llegan a todos los tejidos del organismo pero accionan tinicamente sobre un
limitado niimero de células,

La especificidad de las sustancias inductoras se corresponde con la espe-
cificidad de los receptores. que son moléculas o asociaciones moleculares
—generalmente glicoproteinas— a las que las sustancias inductoras se unen
selectivamente en virtud de una mutua adaptacién conformacional. Mds aiin.
la sustancia inductora y el receptor integran un complejo que posee las si-
guientes caracteristicas:

1) Adaptacién inducida. De manera similar a la uni6n enzima-sustrato,
la fijacién de la sustancia inductora al receptor requiere una adaptacién es-
tructural reciproca entre ambas moléculas (cap. 2-14), Se cree que se produ-
ce la adaptacién conocida como encaje inducido, que seria mas probable que
¢l modelo rigido representado por una llave y su cerradura (fig. 2-33).

2) Saturabilidad. El nimero de receptores existente en cada célula es li-
mitado, de modo que si en un sistema de coordenadas se representa la canti-
dad de sustancia inductora unida a los receptores, se obtiene —en funcién de
su concentracién— una curva hiperbélica que delata la saturabilidad del sis-
tema (fig. 2-34).

3) Reversibilidad. La unién sustancia inductora-receptor es reversible, ya
que el complejo se disocia tiempo después de su formacién.

11-5. La interaccion sustancia inductora-receptor es la

primera de una cadena de reacciones n——

Sustancia
La interacci6n entre la sustancia inductora y el receptores el inductora

primer eslabén de una cadena de reacciones quimicas que se

propaga en el interior de la célula inducida, cuya respuesta es el

tltimo eslabén de la serie.
La respuesta celular puede producirse segundos u horas

después de la llegada de la sustancia inductora. En el primer

caso tiene lugar al cabo de reacciones que ocurren exclusiva-

mente en el citoplasma. En el segundo, cuando un producto

quimico de la cadena de reacciones ingresa en el niicleo € in-

duce la activacién de un gen. Ello origina una serie de sucesos

—a ser estudiados en los capitulos 14, 15 y 16— al cabo de los
cuales se elabora una proteina cuya presencia provoca la res-
puesta celular.
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ceptor citosolico. Se ilustra el mecanismo de
accion de las hormonas esteroideas y tiroi-
deas, de la vitamina D y del 4cido retinoico.
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En las préximas secciones se analizardn distintas vias de propagacién de
sefiales. Como se verd, el nimero y tipo de reacciones de cada via dependen
de 1a naturaleza de las células inducidas, de sus receptores y de las sustancias
emitidas por las eélulas inductoras.

Estas sustancias se clasifican en dos grupos, segin interactien con re-
ceptores localizados en ¢l citosol o en la membrana plasmdtica de las células
inducidas.

INDUCCIONES CELULARES MEDIADAS POR
RECEPTORES CITOSOLICOS

11-6. Las hormonas esteroideas se unen a receptores citosolicos

Las hormonas esteroideas, las hormonas tiroideas, la vitamina D y el
dcido retinoico son sustancias inductoras que se unen con receptores de las
células inducidas, situados en el citosol. Las tres primeras generan induccio-
nes endocrinas, ya que habitualmente se vuelcan en la sangre. En cambio, el
4cido retinoico —una sustancia que interviene mayormente durante el desa-
rrollo embrionario— da lugar a inducciones paracrinas.

Una vez en el citosol, la sustancia inductora se une a su receptor especifi-
co y ambos forman un complejo que ingresa en el niicleo. Allf el complejo se
combina con la secuencia reguladora de un gen particular, el cual se activa
(caps. 13-6 y 14-7). Su transcripcién conduce a la sintesis de una proteina cu-
ya presencia provoca la respuesta celular (fig. 11-2).

Los receptores citos6licos son proteinas que poseen cuatro dominios (fig.
11-3): 1) uno disefiado para unirse al inductor; 2) otro flexible, que se dobla
como una bisagra; 3) otro que se une a la secuencia reguladora del gen, y 4)
otro gue activa al gen.

Cuando la sustancia inductora se une al receptor, éste adquiere una forma
caracteristica que le permite ingresar en el niicleo y unirse a la secuencia re-
guladora del gen. Debe sefialarse que en ausencia de la sustancia inductora,
el receptor permanece en el citosol unido a la chaperona hsp90 (cap. 4-5).
la cual lo encorva. En cambio, cuando la sustancia inductora se acopla al re-
ceptor, éste se libera de la chaperona y adquiere una configuracién extendida
debido a que su dominio flexible se endereza. Como consecuencia, el recep-
tor puede ingresar en el niicleo y unirse a la secuencia reguladora del gen (fig.
11-3) (cap. 124},

Sustancia
inductora

ey
Regidn
activadora de
la transcripcion

| NHE ' 1 cooH

ey
) Regién que se
asocia al gen

:

Fig. 11-3. Esquema que ilustra los cuatro dominios presentes en un receptor citosolico. Obsérvese la interac-
cign del receptor con la chaperona hsp90 y como se endereza su dominio flexible.
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11-7. El dxido nitrico interactia con una enzima citosolica

Cuando es secretado por macréfagos, por las células endoteliales de los
vasos sanguineos o por algunos tipos de neuronas, el 6xido nitrico (NO) se
comporta como una sustancia inductora.

En la célula inducida el NO interactia con una enzima citosolica —mds
especificamente con el grupo hem de la enzima guanilato ciclasa—, cuya ac-
tivacién convierte al nucledtido guanosina trifosfato (GTP) en guanosina
menofosfato ciclico (GMPc) (fig. 11-4), que es el desencadenante de la res-
puesta celular. Debe sefialarse que la accion del NO es muy breve, pues se
convierte en nitrato o en nitrito en menos de 10 segundos.

El NO secretado por las células endoteliales de los vasos sanguineos tie-
ne como blanco a las células musculares lisas de los propios vasos (secrecion
paracrina), que se relajan y producen vasodilatacion. En algunos casos el pro-
ceso se imicia antes, cuando otra sustancia inductora —la acetilcolina—
emerge de los terminales axénicos que inervan a las células endoteliales e in-
feractiia con receptores localizados en sus membranas plasméticas (fig. 11-5).
Debido a ello las células endoteliales producen oxido nitrico sintasa, una en-
zima que genera NO a partir del aminodcido arginina. Finalmente, el NO se-
cretado por las células endoteliales induce la relajacion de las células muscu-
lares lisas de los vasos,

Un ejemplo de induccion de esta clase corresponde a la dilatacién de los
vasos sangufneos del pene durante la ereccion. La vasodilatacién es inducida
por el NO que secretan las células endoteliales de los vasos penianos ante la
llegada de estimulos nerviosos especiales. Otro ejemplo corresponde a la ni-
troglicerina, que es un fdrmaco que se emplea para tratar las crisis de angi-
na de pecho. A poco de su administracién, los vasos coronarios obstruidos
se dilatan por periodos relativamente prolongados debido a que la nitrogli-
cerina se convierte en NO en forma lenta y gradual,

[ CELULA ENDOTELIAL MUSCULO LISO
—®
Acetilcolina
w NO
Elg: NO sintasa /Gfmr'll_ alo ciclasa
" /r "ﬂ & e
Arginina NO | GTR GMPa
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Fig. 11-4. Transformacién del
GTP en GMPc al actuar el
éxido nitrico sobre la guanila-
to ciclasa.

Fig. 11-5. Formacidn de dxido nitri-
co (NO) en las células endoteliales
y su accitn sobre las células muscu-
lares lisas de los vasos sanguineos.
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Fig. 11-6. Receptor membra-
noso cuyo dominio citosdlico
posee actividad de guanilato

ciclasa.

.Suslancia inductora
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INDUCCIONES CELULARES MEDIADAS POR RECEPTORES
LOCALIZADOS EN LA MEMBRANA PLASMATICA

11-8. En las inducciones mediadas por receptores membranosos
las sefiales fluyen por el interior de la célula a través
de distintas clases de moléculas

Las sustancias inductoras que se unen a receptores localizados en la mem-
brana plasmética ponen en marcha en las células inducidas una serie de reac-
ciones moleculares hasta que se llega a la respuesta celular. Esas reacciones
dan lugar a distintas vias de conduccién, transduccién y amplificacion de se-
fiales, algunas de las cuales se analizardn en las proximas secciones.

La llegada de la sustancia inductora —considerada el primer mensajero
de la via de sefiales— produce cambios en el receptor, que se transmiten a la
segunda molécula del sistema. A su vez, ésta actiia sobre la tercera molécula
del sistema, y asf sucesivamente hasta arribarse a la respuesta celular. Algu-
nas de esas moléculas —1lamadas cominmente segundos mensajeros— son
de tamafio pequefio, por lo que difunden con rapidez y son muy efectivas pa-
ra propagar las seiiales dentro de la célula. Debe agregarse que las primeras
moléculas del sistema suelen localizarse en la membrana plasmitica, cuya
fluidez les permite desplazarse e interactuar con el receptor y las moléculas
que les suceden (cap. 3-5).

Entre las moléculas que intervienen en la mayoria de las vias de sefiales
abundan las quinasas (cap. 2-12), ya que muchas de sus reacciones son fos-
forilaciones catalizadas por ese tipo de enzimas. Existen diversas clases de
quinasas, cada una para un sustrato especifico, que puede ser otra quinasa,
una enzima diferente o una proteina no enzimatica. Cuando se trata de otra
quinasa, a menudo ésta fosforila a una tercera, y asi sucesivamente hasta que
se llega al tltimo eslabon de la cadena. Cabe agregar que en algunos casos la
fosforilacién activa al sustrato v en otros lo inactiva, lo cual genera distintas
clases de consecuencias en el funcionamiento celular. Como se ve, las quina-
sas son moléculas muy difundidas en los procesos de transmision de sefiales,
que desempenan funciones sobresalientes dentro de la célula.

Pese a las innumerables sustancias inductoras producidas por el organis-
mo y a la enorme variedad de respuestas que generan, éstas se logran a tra-
vés de un nimero relativamente pequefio de vias de transmision de sefiales.
Ello es porque la mayorfa de las vias se interconectan y componen redes in-
tegradas similares a las de las computadoras. Por tal motivo, el estudio
de este tema presenta dificultades que —en un texto sucinto— obligan
a analizar sélo las vias de sefiales més importantes y a omitir sus esla-
bones menos representativos.

11-9. Existen distintas clases de receptores membranosos
que generan senales intracelulares

Los receptores de la membrana plasmatica que dan origen a vias de

- @ sefiales intracelulares se componen de una o mas proteinas. Cada recep-

tor posee un dominio externo, un dominio transmembranoso y un do-
minio citosélico, Cuando la sustancia inductora se une al primero, el re-
ceptor se activa y su dominio citosélico experimenta uno de los si-
guientes cambios:
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|} Adquiere actividad enzimdtica o activa a una enzima independiente del
receptor (figs. 11-6 a 11-12).

2) Activa a una proteina localizada en la membrana plasmdtica, llamada
protefna G, la cual activa a una enzima (figs. 11-13, 11-16, 11-19 y 11-21).

RECEPTORES MEMBRANOSOS QUE ADQUIEREN
ACTIVIDAD ENZIMATICA O QUE ACTIVAN ENZIMAS

Como se acaba de mencionar, existen receptores membranosos que al ser
inducidos adquieren actividad enzimdtica o activan a una enzima indepen-
diente, La actividad enzimdtica que se revela en los primeros puede ser de
guanilato ciclasa, de serina-treonina quinasa o de tirosina quinasa, mientras
que la enzima que activan los segundos es siempre una tirosina quinasa.

11-10. Existen receptores membranosos que al ser inducidos
adquieren actividad de guanilato ciclasa

Cuando la presién arterial se eleva, las células musculares de las aur{culas
cardiacas secretan una hormona llamada péptide natriurético auricular
(ANP), cuyos blancos son las células renales que reabsorben Na* y las célu-
las musculares lisas de los vasos arteriales. El ANP se acopla a un receptor
especifico de la membrana plasmadtica de esas células, cuyo dominio citosé-
lico adquiere actividad de guanilato ciclasa, ya que interactda con molécu-
las de guanosina trifosfato (GTP) presentes en el citosol y las convierte en
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (fig. 11-4).

Como muestra la figura 11-6, los GMPc activan a la enzima quinasa G
(por GMPc), que a su vez fosforila a una protefna citosdlica especifica. Con
ella se pone en marcha una cadena de reacciones quimicas citoplasmdticas,
hasta que se produce la respuesta celular. En nuestro ejemplo se trata de la
excrecién de Na® por parte del rifidn y de la relajacion del musculo liso vas-
cular, estados que llevan a la disminucién de la presion arterial.

11-11. Existen receptores membranosos que al ser inducidos
adquieren actividad de serina-treonina quinasa

Las sustancias inductoras que interactian con los receptores que poseen ac-
tividad de serina-treonina quinasa pertenecen a una familia de moléculas lla-
madas TGF-B (por transforming growth factor-3), cuyos miembros —algunos
se analizan en el capitulo 21-16— regulan la proliferacién y la diferenciacion
celular.

La figura 11-7 muestra que la llegada de la sustancia inductora a la mem-
brana plasmatica de la célula inducida retine a las cuatro subunidades protei-
cas que integran el receptor, las cuales se hallan agrupadas de a dos y serfan
diferentes entre si.

A continuacién, mediante fosfatos tomados de moléculas de ATP, los do-
minios citosélicos de dos de las cuatro subunidades fosforilan a serinas y
treoninas de los dominios citosélicos de las otras dos subunidades, que se ac-
tivan y fosforilan a serinas especificas de la proteina citosélica Smad (por se-
ven mothers against dpp, un gen de la Drosophila de los que hay siete andlo-
gos en los vertebrados).

Luego la Smad se une a otra protefna de su misma familia y ambas ingre-
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Fig. 11-7. Receptor membranoso
cuyo dominio citosdlico posee acti-
vidad de serina-treonina guinasa.
Obsérvese gue el receptor se com-
pone de cuatro subunidades —apa-
rentemente diferentes entre si—,
las cuales se retinen con la llegada
de las dos subunidades de la sus-
tancia inductora v forman un re-
ceptor heteroletramerico.
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san en el ndcleo, donde se combinan con factores de transcripeidn que ac-
tivan a genes cuyos productos inhiben el crecimiento celular, controlan la
diferenciacién o funcionan como sustancias inductoras durante el desarro-
llo embrionario temprano (caps. 14-5 y 21-16).

11-12. Existen receptores membranosos que al ser inducidos
adquieren actividad de tirosina quinasa

Las sustancias inductoras que interactiian con los receptores que poseen
propiedades de tirosina quinasa pertenecen a una familia de moléculas lla-
madas factores de crecimiento. Estos factores —cuyas funciones se anali-
zan en el capitulo 18-28— suelen ser secretados por células inductoras cer-
canas a las células inducidas (secrecidn paracrina).

Los factores de crecimiento més conocidos son el EGF (por epidermal
arowth facior), el FGF (fibroblast), el PDGF (plareled-derived), el HGF
(hepatocyte), el NGF (nerve), el VEGF (vascular endothelial) y la insu-
lina. Esta dltima estimula el crecimiento de varios tipos celulares, por
ejemplo, los fibroblastos.

Como muestran las figuras 11-8, 11-10 y 11-11, la llegada de las sustan-
cias inductoras retine a las dos subunidades que integran el receptor, hecho
que posibilita la fosforilacién de algunas tirosinas presentes en sus domi-
nios citosdlicos (los fosfatos son tomados de moléculas de ATP).

La fosforilacién de las tirosinas activa al dominio citosélico del recep-
tor, lo cual origina tres tipos de vias de transmisi6n de sefiales: uno en el
que interviene la proteina Ras, otro en el que participa la enzima fosfolipa-
sa C-y v otro en el que lo hace la fosfatidilinositol 3-guinasa.

Proteina Ras. La figura 11-8 muestra que la proteina Ras (por rat sar-
come virus) estd anclada en el lado citosélico de la membrana plasmitica
mediante dos dcidos grasos. Obsérvese que cuando se activa se relaciona
con el dominio citosélico del receptor a través de una proteina adaptadora
y de la proteina GEF.

Ello es porque la Ras es miembro de la familia de GTPasas que actiian
asociadas a las protefnas reguladoras GEF y GAP (cap. 7-38) (fig. 11-9). Al
igual que sus andlogas, cuando es influida por la GEF, la Ras reemplaza el
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GDP presente en su molécula por un GTP. En cam-
bip, cuando es influida por la GAP, la Ras hidroliza
el GTP a GDP y P. Cabe agregar que el GTP activa
ala Ras y el GDP la inactiva (figs. 11-B y 11-9),

La Ras-GTP activa a la quinasa Raf (por Ras-as-
sociated factor), la cual fosforila a la quinasa MEK
(por MAP kinase/ERK lkinase) y ésta a la quinasa
ERK (por extracellular signal-regulated kinase)
(figs. 11-8 y 11-22). Finalmente, la ERK fosforila y
activa a otras quinasas citosélicas o ingresa en el
nicleo y fosforila a proteinas que activan a genes
cuyos productos regulan el crecimiento y la diferen-
clacion celular.

Debe senalarse que las proteinas Raf, MEK y
ERK pertenecen a una familia de quinasas llamadas
MAP (por mitogen-activated protein kinases), las
cuales —con fosfatos provenientes de moléculas de
ATP— fosforilan a serinas y treoninas de un grupo
‘amplio de proteinas.

Como se ve, la Ras-GTP desencadena una serie
de reacciones quimicas cuyo tltimo sustrato da lu-
gar a la respuesta celular. Cuando ésta concluye,
tna fosfatasa especifica remueve los fosfatos del re-
ceptor y la GAP induce a la Ras a que hidrolice su
'GTPa GDP y P.

Fosfolipasa C-y (PLC-y). En la célula existen
varias clases de fosfolipasas. una de las cuales es
la fosfolipasa C-y (PLC-y). Esta enzima es la que
se une a receptores con actividad de tirosina qui-
nasa (fig. 11-10).

Otra es la fosfolipasa C-p (PLC-j3), que como se
verd en la seccidn 11-14 se activa por medio de re-
ceptores acoplados a la proteina G (fig. 11-19).

Debido a que las vias de sefiales que nacen de las
enzimas citosélicas PLC-y y PLC-f producen efec-
tos similares, se analizan conjuntamente en las sec-
ciones 11-14, 11-17, 11-18 y 11-19 (fig. 11-22).

Fosfatidilinositol 3-quinasa (PI 3-K). En la cé-
fula existen varias clases de fosfatidilinositol 3-qui-
nasas, entre ellas una que se activa mediante recep-
tores con actividad de tirosina quinasa y otras que
lo hacen por medio de receptores acoplados a pro-
tefnas G (figs. 11-11, 11-21 y 11-22).

Debido a que sus efectos son similares —tienen
que ver con la muerte celular— , las vias de sefiales
que se originan a partir de estas enzimas se analizan
conjuntamente en las secciones 11-14 y 11-20 y en
el capitulo 22-4,
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Fig. 11-8. Receptor membranoso cuyo dominio citosolico po-
see actividad de tirosina quinasa. El receptor se compone de
dos unidades idénticas, las cuales se retinen con la llegada de
las dos subunidades de Ja sustancia inductora y forman un
complejo homodimérico. Obsérvese que el receptor activa a
la proteina Ras a través de la proteina GEF y de una proteina
adaptadora (PA.). Luego, la Ras-GTP activa a la quinasa Raf,
ésta a la quinasa MEK y ésta a la quinasa ERK, la cual fosfo-
rila y activa a otras quinasas citosélicas, En otros casos la
guinasa ERK ingresa en el niicléo y fosforila a proteinas que
activan a genes cuyos productos regulan el crecimiento y la
diferenciacitn celular,
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‘ Fig. 11-9. Activacion e inacti-
vacitn de la proteina Ras me-
diante [as proteinas GEF y
‘ GAP, respectivamente.

TR ER

Sustancia inductora
Receptor

e
BULLELL ﬁﬂﬂﬂ=aﬁiﬁéégggﬁﬁﬁ

GTP 11-13. Existen receptores membranosos que al ser

inducidos activan a una enzima ajena a sus
moléculas

Existen receptores que cuando son inducidos activan
a una tirosina quinasa independiente de sus moléculas,
localizada en el citosol (fig. 11-12). Las sustancias induc-
toras mds conocidas que se acoplan a estos receptores
son la hermona del crecimiento, |a prolactina, 1a eritro-
poyetina (cap. 18-18), algunas citequinas y los antige-
nos cuando se unen a los linfocitos B o T.

La via de sefiales que se origina en estos receptores
comienza cuando la sustancia inductora interactda con las dos o las tres su-
bunidades que integran el receptor. Si bien en algunos receptores esas su-
bunidades son iguales entre si, en otros no lo son. Como muestra la figura
11-12, la llegada de la sustancia inductora retine a las dos subunidades (0 a
las tres), lo cual activa al receptor y origina una via de sefales que tiene la
propiedad de llegar al nicleo muy ripidamente, pues se vale de un escaso
niimero de moléculas intermediarias.

Una de las primeras moléculas de esta via de sefiales es la tirosina quinasa
nombrada al comienzo de la seccién. Enire las enzimas mas difundidas de es-
te tipo se encuentra la tirosina quinasa JAK (por Janus kinase), que nos servi-
ra de ejemplo.

Asf, apenas se activan los dominios citos6licos de las subunidades del re-
ceptor, atraen a sendas JAK, las cuales se fosforilan reciprocamente y se ac-
tivan (fig. 11-12).

Luego las JAK fosforilan a los dominios citos6licos del receptor, que se
vuelven a activar y atraen a unas protefnas citosélicas llamadas STAT (por
signal transducer and activators of transcription), las cuales son fosforila-
das por las JAK. Como se ve, las JAK primero se autofosforilan, luego fos-
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Fig. 11-10. Receptor membranoso cuyo domi-
nio citosélico posee actividad de tirosina qui-
nasa. El receptor se compone de dos unidades
idénticas, las cuales se retfinen con la llegada de
las dos subunidades de la sustancia inductora y
forman un complejo homodimérico. Obsérvese
que el receptor activa a la fosfolipasa C-y
(PLC-y). REL, Reticulo endoplasmitico liso.

Fig. 11-11. Receptor membranoso cuyo domi-
nio citosdlico posee actividad de tirosina quina-
sa. El receptor se compone de dos unidades
idénticas, las cuales se relinen con la llegada de
las dos subunidades de la sustancia inductora y
forman un complejo homodimérico. Obsérvese
que ¢l receptor se une a una fosfatidilinositol
3-quinasa (P! 3-K) ¥ la activa.
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cuyo dominio citosélico activa a
una tirosina quinasa independiente
del receptor, Obsérvese que cuan-
do el receptor estd inactivo se
compone de dos subunidades se-
paradas idénticas, las cuales se
retinen con la llegada de Ia sustan-
cia inductora y componen un com-
plejo homodimérico. En otros ca-
s0s se forman receptores heterodi-
méricos o heterotriméricos.

.SUSUBW'& inductora Fig. 11-12. Receptor membranoso
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forilan a los dominios citosélicos del receptor y finalmente fosforilan a las
proteinas STAT.

Una vez fosforiladas, las STAT se dimerizan e ingresan en el nicleo (fig. 11-
12), donde se combinan con proteinas especiales y forman complejos que acti-
van a diversos tipos de genes. Estos —y sus productos— varian segtin las sustan-
tins inductoras y las células inducidas. Por ejemplo, la prolactina hace que las cé-
lulas de la glindula mamaria secreten leche; en cambio, otros inductores regulan
¢l desarrollo embrionario, la proliferacian de distintos tipos celulares, etc.

RECEPTORES MEMBRANOSOS ACOPLADOS A PROTEINAS G

Como se dijo en la seccién 11-9, existen receptores localizados en la
membrana plasmatica que al ser inducidos activan a proteinas G. En las pro-
ximas secciones se verd que las proteinas G activan a varias clases de enzi-
mas a partir de las cuales nacen importantes vias de sefiales intracelulares.

11-14. Existen receptores membranosos que al ser inducidos activan a
proteinas G y, a través de ellas, a distintos tipos de enzimas

Los receptores que se unen a las proteinas G son protefnas integrales mul-
fipaso que cruzan siete veces la bicapa lipidica de la membrana plasmdtica
(fig. 11-13).

Las proteinas G (por GTP-binding protein) también perienecen a la mem-
brana plasmitica, pero son heterotriméricas y se hallan adosadas a la cara cito-
solica de la membrana. Sus tres subunidades se identifican con las letras griegas
a,f v y. Como muestra la figura 11-13, las subunidades o y y se unen a la mem-
brana por medio de sendos dcidos grasos. En cambio, la subunidad } se une a la
membrana por medio de la subunidad y, con la que forma un complejo.

La subunidad o se comporta como una GTPasa que posee un GDP o un
GTP, lo que la asemeja a la proteina Ras (compdrense las figuras 11-9 y 11-14).
Cuando la subunidad o posee un GDP, tanto ella como el complejo iy —es
decir, la proteina G completa— se inactivan. En cambio, la proteina G se ac-
tiva cuando el GDP es reemplazado por un GTP (fig. 11-14).

La activacién de la proteina G se produce cuando la susiancia inductora se
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Fig. 11-13. Rccepwr mcrnbranosn .Susianc:ia Inductora
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acopla al receptor, pues éste se pone en contacto con la subunidad o y hace
que su GDP sea reemplazado por un GTP (fig. 11-13B). Opuestamente, cuan-
do la sustancia inductora se desliga del receptor y la transmisidn de la sefial
concluye, la proteina G se inactiva debido a que la GTPasa de la subunidad
o hidroliza el GTP a GDP y P (fig. 11-13A).

Existen varias clases de protefnas G, las cuales dan origen a distintas vias
de sefiales intracelulares después de interactuar con las siguientes enzimas:

1) Adenilato ciclasa (AC). que a partir de adenosina trifosfato (ATP) ge-
nera adenosina monaofosfate ciclico (AMPc) (figs. 11-15, 11-16 y 11-22).

2) Fosfolipasa C-B (PLC-B), que al igual que la PLC-y cataliza la escisién
del fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP,) localizado en la monocapa citosélica
de la membrana plasmética (cap. 3-3) (fig. 2-16) y forma inositol 1,4,5-trifos-
fato (IP,) y diacilglicerol (DAG) (figs. 2-13, 11-10, 11-18, 11-19 y 11-22).

Receptor

AR i
IRALE !

Fig. 11-14. Activacién de la 3) Fosfatidilinositol 3-quinasa (PI 3-K). que le afiade un fosfato al PIP, y lo

subunidad o y del complejo L F— ) =

By de las protefaas G por me- convierte en fosfatidilinositol 3,4, 5-trifosfato (PIP;) (figs. 11-20, 11-21 y 11-22).

dio del GTP. Debe sefialarse que el AMPc, el IPy, el DAG y el PIP; son catalogados co-
mo segundos mensajeros.

it Volviendo a las proteinas G, cuando el receptor las
activa —v el GDP de la subunidad o es intercambiado

por un GTP—, la subunidad a y el complejo fy se se-

ACTIVA paran (figs. 11-13B y 11-14). Luego la subunidad o o

‘GDR
% el complejo By entran en contacto con la adenilato ci-
E,* clasa, con la fosfolipasa C-p o con la fosfatidilinositol
AN 3-quinasa, las cuales en algunos casos se activan y en

INAGTIVA otros se inhiben (figs. 11-16, 11-19 y 11-21).
En las préximas secciones se analizan las distintas

e : . e
consecuencias de esas activaciones o inhibiciones, que
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Fig. 11-15. Transformacién del ATP en AMPc al actuar la pro-  Ho—p—0—CH, o
teina Gg sobre la adenilato ciclasa. Luego la fosfodiesterasa |

convierte al AMPc en AMP, o AMP

HO OH

cesan apenas la sustancia inductora se separa del receptor. Es que el retiro de
la sustancia inductora induce a la GTPasa de la subunidad a a hidrolizar el
GTP a GDP y P, al cabo de lo cual la proteina G se inactiva y la subunidad
o se retine con el complejo By (figs. 11-13A, 11-14 y 11-16).

Habitualmente las proteinas G amplifican las sefiales. Lo logran porgue
una sola suele activar a muchas unidades de la enzima, cada una de las cua-
les, a su vez, da lugar a numerosos segundos mensajeros.

Por otra parte, cuando por alguna circunstancia los receptores acoplados a
las proteinas G son estimulados en forma ininterrumpida, intervienen dos ti-
pos de proteinas citosdlicas desensibilizantes: unas quinasas especificas que
fosforilan a los receptores y los inhiben, y las proteinas denominadas arres-
finas, que los bloquean.

11-15. La adenilato ciclasa genera AMP ciclico, que activa
a la quinasa A

El nucledtido adenosina monofosfato ciclico (AMPc) debe su nombre a
que su fosfato compone un anillo al unirse simultdneamente con el C3' y el
C5' de la ribosa. El AMPc se forma a partir de ATP mediante la adenilato ci-
clasa, una enzima situada en la membrana plasmética que requiere Mg** pa-
ra funcionar. La figura 11-15 muestra la reaccién y las férmulas de las molé-
tulas involucradas. Debe agregarse que la adenilato ciclasa es activada por la
subunidad o de una proteina G especifica, llamada proteina G (fig. 11-16).

A su vez, el aumento del AMPc en el citosol activa a la quinasa A (por
AMPc), que en su estado inactivo es un tetrdmero compuesto por dos subu-
nidades reguladoras y dos subunidades cataliticas unidas entre s (fig. 11-17).
Para que la quinasa A se active deben conectarse dos AMPc con cada subu-
nidad reguladora, de modo que se le unen cuatro AMPc. La unién de los

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

216 ®m BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Fig. 11-16. Reacciones pro-
ducidas a partir de la unidn de
ung sustancia inductora con
un receplor membranoso gue
activa a la subunidad a de la
proteina Gg. Obsérvese codmo
ésta interactia con la adenila-
to ciclasa.
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AMPc separa a las subunidades reguladoras de las catalfticas, las cuales se
activan, es decir, manifiestan sus propiedades enzimaticas.

A continuacién, parte de las subunidades cataliticas activadas transfieren
fosfatos tomados de moléculas de ATP a serinas y treoninas de diversas pro-
teinas citosélicas, que se activan y dan lugar a respuestas celulares casi in-
mediatas. Simultdneamente, otras subunidades cataliticas ingresan en el nii-
cleo y generan respuestas celulares tardias. Mds adelante se describen ejem-
plos de ambos tipos de respuestas.

Debido a que el AMPc es un segundo mensajero muy potente, las células
poseen dos mecanismos alternativos para regular su concentracién. El mds
importante depende de la enzima fosfodiesterasa, que hidroliza la unién en-
tre el fosfato y el hidroxilo del carbono 3’ en la ribosa del AMPc. Ello con-
vierte al AMPc en AMP, que es un nucledtido
inactivo (fig. 11-15). Varias metilxantinas, co-
mo la cafeina, la teofilina y la aminofilina, inhi-
ben la actividad de la fosfodiesterasa y, por lo
tanto, la caida del AMPc.

El segundo mecanismo que regula la concen-
tracién del AMPc es més lento que el anterior,
ya que depende de la unién de una sustancia in-
ductora a su receptor y de una proteina G que
produce efectos contrarios a los de la proteina
Gs. Se trata de la proteina G;, cuya subunidad o
inhibe a la adenilato ciclasa y hace caer la con-
M centracién del AMPe. A su vez, la caida del

AMPc inactiva a la quinasa A —sus subunida-
des catalfticas y reguladoras se rednen— y la
respuesta celular se detiene,

El AMPe es un segundo mensajero pluriva-
lente que provoca respuestas muy distintas se-
giin la clase de célula en que actia, la sustancia
que induce a esta tiltima y el receptor que se ac-

ﬁﬁ tiva. En la tabla 11-1 se dan ejemplos de respues-

If| SRR i tas inmediatas mediadas por el AMPc cuando se
MEH HME%QMMM | M' une a quinasas A que actian en el citosol.

o

[

iR
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La degradacién del glucégeno y la detencitn
de su sintesis que se producen en las células mus-
rﬂ"j r=T culares estriadas en situaciones de estrés, son dos

ATP ANPE ejemplos de respuestas inmediatas mediadas por
las subunidades cataliticas de la quinasa A. El

‘, proceso comienza en las glindulas suprarrenales,

que a consecuencia del estrés liberan adrenalina,
ﬂﬁ una sustancia inductora que se vuelca en la sangre
vy llega a las células musculares estriadas, a cuyas
,ﬁ E membranas plasmiticas se une. Se conecta con un
receptor membranoso llamado B,-adrenérgico,
que activa a la proteina Gs. Dado que ésta activa
a la enzima adenilato ciclasa, se genera AMPc y
se activa la quinasa A, cuyas subunidades cataliti-
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cas fosforilan a dos enzimas citosélicas: la glucogeno fosforilasa quinasa y | \

elucdgeno sintasa (fig. 11-17). BIBLIOTEL»& fl
~ La glucégeno fosforilasa quinasa se activa y fosforila a otra enzima

glieégeno fosforilasa, que degrada al glucégeno mediante la liberacién pm— 4{

gresiva de sus monémeros, representados por moléculas de glucosa |-fosfa- CJ'UDJ&D DELE
to (estimulacion de la glucogendlisis).

En cambio, la glucégeno sintasa se inhibe y deja de sintetizar glucdgeno

a partir de moléculas de glucosa (detencidn de la glucogenogénesis).

Como se ve, en las células musculares estriadas la activacién del receptor

fi-adrenérgico eleva la concentracion de glucosa 1-fosfato y de glucosa. Cabe

agregar que posteriormente estas dos hexosas se convierten en glucosa 6-fosfaio

por accion de las enzimas fosfoglucomutasa y hexoquinasa, respectivamente.

Dado que para generar ATP el organismo consume glucosa 6-fosfato

(caps. 8-6 y 8-7) (fig. 8-6), en situaciones de estrés recurre a ella en grandes

cantidades a fin de sostener la contraccion muscular (cap. 5-33). Tal deman-

da hace que parte de la glucosa 6-fosfato requerida por los misculos sea pro-

vista por el higado. Para ello, a través también del receptor [3,-adrenérgico,

la adrenalina induce al hepatocito a producir glucosa 6-fosfato mediante las

mismas reacciones de las células musculares estriadas, Luego, una enzima

situada en la membrana del REL, la glucesa 6-fosfatasa. transforma a la

glucosa 6-fosfato en glucosa, que sale del hepatocito, pasa a la circulacién

sanguinea (c‘ap. 7-27) y llega a ]aslcélu-las musculares, donde la hexoquina- Fig. 11-17. Unidades segula-
sa la reconvierte en glucosa 6-fosfato con el fin de generar ATP (fig. 8-6). doras (R) y cataliticas (C) de
Otro ejemplo de respuesta inmediata mediada por la adrenalina ocurre en la_quinasa A. Obsérvese la
las células musculares lisas del tubo digestivo y los bronquios. En este caso ~ unidn del AMPe con las uni-
X : g dades reguladoras y como las
la adrenalina se acopla a un receptor diferente, llamado a,-adrenérgico, que || :dades cataliticas fosforilan
activa a la proteina Gi, la cual funciona de una manera distinta de la espera- 4 las enzimas citosdlicas res-
da, puesto que no interviene su subunidad o —que segiin se vio inhibe a la  ponsables de la glucogendlisis
; P A i & : 2 (A) v la glucogenogénesis (B)
adenilato ciclasa— sino su complejo By. Més atin, este complejo N0 Se UN€ @ ¢ jyorequn en el nicleo para
una enzima sino a un canal de K* de la membrana plasmidtica, que se abre y  fosforilar a la proteina CREB.

A f
Quinasa A inactiva Quinasa A activa
> - Nicleo
al -+ j
> “ AMPc
c I__”; __/_’/’ ‘% J
=
g Inactiva
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B
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permite que el K* se escape de la célula. Debido a ello la membrana plasmé-
tica se hiperpolariza y su excitabilidad disminuye, con la consiguiente relaja-
cién de las células musculares lisas mencionadas.

La figura 19-20 muestra un sector de la membrana plasmatica del esper-
matozoide en el gue se ilustra otro ejemplo de respuesta inmediata mediada
por una proteina G, que también funciona de manera distinta a la esperada
Obsérvese que aqui la subunidad a se une a la adenilato ciclasa y que el com-
plejo By lo hace con un canal de Ca** Jocalizado en la membrana plasmatica
(cap. 19-18).

Los dos dltimos ejemplos afiaden un nuevo dato sobre las funciones de las
proteinas G, dado que en algunos casos sus complejos fiy interactiian con ca-
nales i6nicos.

A continuacién se analizard la actuacién de las subunidades cataliticas de
la quinasa A que entran en el micleo y generan respuestas tardias (fig. 11-17).
En el nucleoplasma, mediante un fosfato tomado de un ATP, cada subunidad
catalitica fosforila a una serina de una proteina llamada CREB (por cAMP
response element binding protein), que se activa y se une a otra proteina nu-
clear, denominada CBP (por CREB binding protein).

Luego el complejo CREB-CBP se une a la secuencia reguladora de al-
gunos genes, mds precisamente a un segmento llamado CRE (por cAMP
response element). Dado que ello estimula la expresion de esos genes, pue-
de decirse que la CREB y la CBP son factores de transcripeion activadores
(cap. 14-7).

La secuencia CRE se halla en genes relacionados con la proliferacion y la
diferenciacion celular, Ademds, se encuentra en el gen de la somatostatina,
una hormona producida por los islotes de Langerhans y la mucosa del tubo di-
gestivo, que inhibe la sintesis de glucosa y la secrecion de gastrina.

11-16. En |a tos ferina y en el colera se afecta el funcionamiento
de proteinas G

La tos ferina es una enfermedad producida por la toxina del bacilo Borde-
tella pertussis. La toxina actia en las células musculares lisas de los bron-
quios, donde impide que el GTP se acople a la subunidad « de la proteina Gi,
hecho que conserva a la subunidad o unida al dimero By en forma permanen-
te. Ello imposibilita la accién inhibitoria de la proteina Gj sobre la adenilato
ciclasa, por lo que los niveles de AMPc se mantienen altos y la quinasa A per-
manece activa. Como consecuencia, los canales de K* mencionados en la sec-
cién anterior se cierran y la excitabilidad del misculo liso bronquial aumen-
ta, por lo que el misculo se contrae en forma sostenida y causa la tos que
caracteriza a la enfermedad.

El ¢élera es una enfermedad producida por la toxina del bacilo Vibrio cho-
lerae, caracterizada por diarreas profusas, desequilibrios iénicos y deshidra-
tacién, Estos trastornos son causados por el aumento de los niveles de AMPe
en las células de la mucosa intestinal. Es que la toxina bloquea a la GTPasa
de 1a subunidad « de la proteina Gs, lo cual impide que el GTP se hidrolice a
GDP 'y P. Por consecuencia, tanto la proteina Gs como la adenilato ciclasa se
mantienen activas y la enzima produce AMPc en forma sostenida. Dado que
en las células del epitelio intestinal el AMPe se une a un canal de Cl- de la
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Tabla 11-1. Ejemplos de respuestas celulares mediadas por el AMP ciclico

Sustancias inductoras Células inducidas Efectos

Adrenalina Hepatocitos Degradacion de glucdgeno
Glucagon Menor sintesis de glucogeno
Adrenaling Musculares estriadas Degradacion de glucigeno
Adrenalina Musculares cardiacas Mayor frecuencia cardiaca
Adrenalina Adipocitos Degradacion de triacilgliceroles
Glucagdn Menar captacidn de aminodcidos
Hormonas foliculo- Foliculos ovdricos Mayor sintesis de estrdgeno
estimulante (FSH) y de progesterona

v luteinizante (LH)
Tirotropina (TSH) Tiroideas Secrecidn de hormona tiroidea

Adrenocorticotropina Suprarrenales (corteza) Secrecion de cortisol

(ACTH)

Hormona antidiurética  Renales Retencitn de agua
Parathormona Oseas Reabsorcidn de Ca*"
Odarantes Neuroepiteliales Deteccidn de olores

de la nariz

membrana plasmatica, ese canal se abre y el ion pasa a la luz del intestino en
forma masiva. La diarrea se debe a que el CI- arrastra al Na* y a que ambos
iones provacan la salida de grandes cantidades de agua.

11-17. La fosfolipasa C-p genera IP; y DAG a partir de PIP,

En la membrana plasmética de diversos tipos de células la union de algu-
nas sustancias inductoras con sus receptores activa a la subunidad o de la
proteina G, que debido a ello reemplaza su GDP por un GTF. A su vez, la
proteina Gy activa a la fosfolipasa C-p (PLC-p), una enzima que se halla en
el citosol cerca de la membrana (fig. 11-19).

Un ejemplo de esta clase de inducciones corresponde a la adrenalina
cuando se une a un receptor distinto de los nombrados hasta aqui, llamado
o-adrenérgico.

En el capitulo 3-3 se dijo que uno de los fosfolipidos de la bicapa lipfdica
de las membranas celulares es el fosfatidilinositol (PT). En la membrana plas-
mética se localiza en la monocapa citosdlica y, aunque es el mds escaso, tie-
ne un enorme significado funcional debido a que interviene en importantes
vias de sefiales intracelulares. Para ello se fosforila en el C4' y en el C3' del
inositol mediante la transferencia de fosfatos tomados de moléculas de ATP,
lo cual lo convierte primero en fosfatidilinositol 4-fosfato (PIP) y luego en
fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP;) (figs. 2-16 y 11-18).
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Fig. 11-18. Division del PIP,
en 1P, y DAG cuando actia la
proteina Gg sobre la fosfoli-
pasa C-f3,

Volviendo a la fosfolipasa C-B, una vez activada cataliza la hidrélisis del
PIP,, que como se dijo en la seccién 11-14 se fracciona en dos moléculas re-
lativamente pequenas, el inositol 1,4,5-trifosfato (IP,) y el diacilglicerol
(DAG) (figs. 2-13, 11-18 y 11-19). En las préximas secciones se verd que
ambas moléculas actian como segundos mensajeros en vias de sefiales de
gran importancia para el funcionamiento celular,

Debe sefialarse gue esas vias cesan cuando intervienen dos fosfatasas es-
pecificas que catalizan la remoci6n de dos de los tres fosfatos del PIP,, lo
cual lo convierte nuevamente en P1.

En la seccidén 11-12 se dijo que la célula posee varias clases de fosfolipa-
sas. Entre las m4s comunes se halla la fosfolipasa C-y (PLC-y), que al igual
gue la PLC-P hidroliza el PIP; y lo fracciona en IP; y DAG (figs. 11-10 y
11-22). Debido a que ambas fosfolipasas generan productos similares, sus
efectos se analizan conjuntamente en las préximas dos secciones.

Corresponde agregar que a esos efectos deben sumarse los de la proteina
Ras (cap 11-12), ya que las vias de sefiales nacidas en las dos fosfolipasas pa-
san por la protefna Raf (fig. 11-22).

Otras dos fosfolipasas relativamente comunes en diversas clases de célu-
las son la fosfolipasa A (PLA) y la fosfolipasa D (PLD). Se ilustran en la fi-
gura 19-22, que muestra partes del espermatozoide y de la membrana pelici-
da del ovocito al comienzo de la fecundacidn.

11-18. El IP, abre los canales de Ca?* situados en la membrana del RE,
y parte del Ca?* citosélico se une a la calmodulina,
que activa a la quinasa CaM

Apenas el PIP, es fraccionado en DAG e IP; por la PLC-B o la PLC-y, el
IP; abandona la membrana plasmdtica y pasa al citosol. Pronto se une a un
canal de Ca** dependiente de ligando situado en la membrana del REL, cuya
apertura permite que parte del Ca** que se halla en ese organoide se transfie-
ra al citosol (cap. 7-26) (figs. 11-10, 11-19, 19-22 y 19-23).

Normalmente, la concentracidn citosélica de Ca® es muy baja (cerca de
1077 M), mds de mil veces inferior a la concentracién en el REL y en la matriz
extracelular, Estimulos de distinta naturaleza elevan el Ca* en el citosol, que
puede proceder de fuera de la célula o de depésitos citoplasmiticos, como lo son
el REL y las mitocondrias (caps. 7-26 y 8-22). Asf, en respuestas que requieren
un incremento répido de la concentracién de Ca™ en el citosol, el ion se movili-
za desde el exterior o desde los organoides mencionados (normalmente lo hace
desde el REL) debido a la apertura transitoria de canales de Ca™ situados en la

PO
& membrana plasmética o en la membrana de esos organoides.
“opP-0o OH
Proteina Gy :
Ho oH ' OH Fo;”
a CH,— CH = CH, . 0
} y P—0 OH
O=P—0 Fosfolipasa C-p gl . 0
. PR HO ok
CH,— LT‘H T EI:H: ':?Ha,ntcl;Hr’- o)
i
g o CH, CH, PO;”
lT"=CI |C=O
PIF, (CH, ©GH), DAG 1Py
CH, CH,
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Sustancia inductara
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En los capitulos 3-14 y 7-26 se dijo que los canales iénicos se abren por  Fig. 11-19. Accién de la sub-
medio de un ligando (se acaba de ver que el IP; lo es) 0 por un caml::io enel ﬁ‘iﬂmg&i‘m&gﬁ‘
potencial eléctrico de la membrana (fig. 3-20). Un ejemplo de este Gltimo me-  (py g
canismo se da en las células musculares estriadas, en las cuales el Ca** sale del
reticulo sarcoplasmatico a través de un canal idnico dependiente de voltaje.

En el citosol, el Ca*" libre da lugar a una extensa variedad de respuestas
celulares. Por ejemplo, participa en el desarmado de los micronibulos (cap.
5-7), interviene en la activacién de la enzima glueégeno fosforilasa quinasa
en las células musculares estriadas y en las células hepdticas (seccién 11-15)
{fig. 11-17A), estimula la exocitosis de insulina en las células B de los islo-
tes de Langerhans (fig. 7-20) y de neurotransmisores en algunos terminales
axdnicos (fig. 7-21), etcétera.

El Ca® actiia también como segundo mensajero en distintas vias de sefia-
les intracelulares, para lo cual se liga a una proteina llamada calmodulina
(figs. 11-10 y 11-19).

La parte media de esta proteina es alargada y cada uno de sus dos extremos,
que son globulares, posee dos lugares de unién para el Ca*. La calmodulina se
activa s6lo si se le unen los cuatro Ca™ que es capaz de albergar.

Una vez formado, el complejo Ca**-calmodulina activa a la quinasa
CaM (por Ca**-calmodulin), que luego de autofosforilarse fosforila a serinas
y treoninas de otras quinasas citosélicas.

La quinasa CaM da origen a varias vias de sefiales intracelulares. Asi, en
distintos tipos celulares inicia una cadena particular de activaciones derivada
de la fosforilacién de sucesivas quinasas, hasta que la dltima produce la res-
puesta celular. Otro ejemplo corresponde al cerebro, en algunas de cuyas neu-
ronas la quinasa CaM-1I se mantiene activa atn después de la caida del Ca**
citosélico, de ahi que se estima que esa quinasa se relaciona con la memoria
y los procesos de aprendizaje.

En el capitulo 5-33 se vio que la calmodulina de la célula muscular estria-
da recibe el nombre de troponina C. Ademds, se analizé la intervencién del
complejo Ca**-troponina C durante la contraccién muscular.

Por otro lado, el Ca** se une a la guinasa C y hace posible la via de sena-
les intracelulares descrita en la proxima seccion (figs. 11-10 y 11-19).

Las sefales intracelulares mediadas por el Ca** concluyen cuando el ion
retorna al interior del REL o es extraido hacia la matriz extracelular por me-
dio-de bombas de Ca®* (caps. 3-23 y 7-26).
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Fig. 11-20. Formacién de PIP; &
partir de PIP, cuando actia la pro-
teina Gy; 0 la proteina Gj sobre la
enzima fosfatidilinositol 3-guinasa.

Fig. 11-21. Accidn de 1a subunidad o
de I proteina G5 (A) v del comple-
jo Py de la proteina G; (B) sobre la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PT 3-K).
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11-19, El DAG activa a la quinasa C

Una vez que el PIP, es fraccionado en DAG ¢ IP, por la PLC-P o por la
PLC-y, el DAG permanece en la monocapa citosdlica de la membrana plas-
mética, como lo estaba el PIP, (figs. 11-10 y 11-19).

Simulténeamente, parte del Ca® que se libera del REL por accién del IP;
se combina con una enzima citosélica llamada guinasa C (por Ca*"). Lue-
go, el complejo Ca**-quinasa C se dirige a la membrana plasmatica y se co-
loca junto al DAG a fin de que éste active a la quinasa C (figs. 11-10, 11-19,
11-22 y 19-23).

Como se ve, el Ca®* citosélico liberado por el IP; hace posible la activa-
cién de la quinasa C por medio del DAG, lo que demuestra que el TP, y el
DAG se relacionan no sélo por su origen —el PIP,— sino también por la
asistencia que el primero le presta al segundo.

Sustancia inductora

R L e
MM&MMMM T e T

Receptor
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Apenas se activa, la quinasa C fosforila a serinas o a treoninas de protei-
nas citosélicas y nucleares, las cuales varian en los distintos tipos de células.

Una de las proteinas citos6licas es la glucégeno sintasa, que en la célula he-
pitica es fosforilada no sélo por la quinasa A sino también por la quinasa C.
Como se vio en la seccién 11-15, el fosfato le impide a la glucégeno sintasa
sintetizar glucGgeno a partir de moléculas de glucosa (fig. 11-17B).

Otra proteina citosolica que fosforila la quinasa C es la Raf, en cuyo caso
la via de sefiales deriva en la activacién de genes que inducen el crecimiento
y la diferenciacion celular (seccién 11-12) (fig. 11-22).

Otros dos ejemplos en los que la enzima quinasa C fosforila a proteinas
citos6licas se dan durante la fecundacién, en las etapas mostradas en las fi-
Cguras 19-22 y 19-23,

Por su parte, las proteinas nucleares que se fosforilan mediante la quinasa C
son factores de transcripeién que activan o reprimen a un grupo de genes re-

lacionados con la proliferacion celular. La importancia de la quinasa C en el
control de la proliferacién celular se demostro al estudiarse la accién tumori-
gena de los ésteres de forbel, los cuales poseen estructuras similares a la del
DAG y al igual que éste activan a la quinasa C. No obstante, debido a que no
se degradan —y, por lo tanto, no se interrumpe la actividad de la quinasa C—,
promueven una proliferacién celular sostenida, con la consiguiente forma-
cion de tumores.

Debe sefialarse que en algunas neuronas del cerebro la quinasa C no fos-
forila a proteinas del citosol ni del niicleo sino a canales iénicos de la mem-
brana plasmatica, lo cual los abre, con la consiguiente alteracién de la exci-
tabilidad de la membrana.

La quinasa C interrumpe su actividad cuando el DAG se hidroliza. Uno de
los productos de esa hidrélisis es el dcido araquid6nico, que es un precursor
de diversos eicosanoides, entre los que se hallan las prestaglandinas.
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Fig. 11-22. Algunas integra-
ciones de las vias de sefiales
que nacen de receptores con
actividad de tirosina quinasa o
de receptores acoplados a pro-
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C-p; PLC-y, fosfolipasa C-y;
AC, adenilato ciclasa,
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11-20. La via de transmision de sefales que origina la enzima Pl 3-K
se relaciona con la supervivencia celular

En la secci6n 11-12 se dijo que existen varias clases de fosfatidilinositol
3-quinasas (PI 3-K), entre ellas una que se activa mediante receptores con
actividad de tirosina quinasa y otras que lo hacen mediante receptores aco-
plados a proteinas G (figs. 11-11, 11-21 y 11-22). Debe agregarse que las se-
gundas se activan a través de la subunidad a de la proteina G,; o del com-
plejo By de la proteina G;j (figs. 11-20 y 11-21).

Las PI 3-K se hallan en el citosol y todas producen los mismos efectos: le
afiaden un tosfato al fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP,) de la membrana
plasmética y lo convierten en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP;). Asi, el

PIP, no sélo es fuente de IP; y DAG sino también de PIP;.
Como muestran las figuras 11-20 y 11-21, el PIP, se localiza en la monocapa
citostlica de la membrana plasmética y es fosforilado en el sitio 3 del inositol.
El estudio de las vias de sefiales nacidas en las PI 3-K se completa en el
capitulo 22-4 debido a que su interrupcién conduce a la muerte celular.
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12-1. El nticleo es uno de los compartimientos esenciales
de la célula eucariota

La presencia del niicleo es la principal caracteristica que distingue a las
‘¢élulas eucariotas. El niicleo ocupa un 10% del volumen total de la célula y
en él s halla confinado el ADN, excepto el de las mitocondrias. Lo delimita
a carioteca o envoltura nuclear, compuesta por dos membranas concéntri-
cas que se contindan con la membrana del RE (fig. 12-1).

La carioteca posee numerosas perforaciones —llamadas pores—, que co-
‘munican el interior del niicleo con el citosol. Ademds se encuentra reforzada
por dos mallas de filamentos intermedios, una que se apoya sobre la superfi-
e interna de la envoltura —la l4mina nuclear vista en el capitulo 5-3— y
otra que lo hace sobre la superficie externa (fig. 12-1).

En el compartimiento nuclear se localizan:

1) Cuarenta y seis cromosomas, cada uno formado por una sola molécu-
' |a de ADN combinada con numerosas proteinas.

2) Varias clases de ARN (mensajero, ribosémicos, de transferencia, pe-
queiios), que se sintetizan en el nicleo al ser transcriptos sus genes. Estos
ARN salen del niicleo por los poros de la envoltura nuclear después de su
procesamiento (cap. 15).

3) El nucléolo, donde se localizan los genes de los ARNr y los ARNr re-
cién sintetizados.

Fig. 12-1. Representacién grifica
del niicleo celular. Obsérvese la ld-
mina nuclear (constituida por lami-
nofilamentos) y la envoltura nu-
clear como parte integrante del sis-
tema de endomembranas.
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4) Diversas proteinas, como las que regulan la actividad de los genes, las
que promueven el procesamiento de los ARN, las que se combinan con los
ARNr en el nucléolo, las ADN polimerasas, las ARN polimerasas, etc. Estas
proteinas son fabricadas en el citosol e ingresan en el niicleo por los poros de
la envoltura nuclear.

5) Los elementos mencionados se hallan dispersos en la matriz nuclear o
nucleoplasma, cuya composicitn es escasamente conocida.

ENVOLTURA NUCLEAR

12-2. La envoltura nuclear estd compuesta por dos membranas
conceéntricas atravesadas por poros

Hemos dicho que la envoltura nuclear o carioteca estd compuesta por
dos membranas concéntricas. Estas se unen a nivel de los poros, los cuales se
hallan distribuidos mds o menos regularmente por toda la envoltura (figs.
12-1,12-2 y 23-5).

El espacio entre la membrana externa y la membrana interna —o espacio
perinuclear — se comunica con la cavidad del RE. La membrana externa se
contintia con la membrana del RE y es comiin que aparezea tachonada de ri-
bosomas (fig. 12-2). Las protefnas que se sintetizan en estos ribosomas se

Fig. 12-2. Micrografia electrénica
del niicleo de una célula pancreati-
ca. Np, nucleoplasma. Parte de la
cromatina () se encuentra junto al
nucléolo (Nu) y parte junto a fa ca-
ra interna de la envoltura nuclear
{EN). excepto a nivel de los poros
nucleares (flechas). Obsérvese la
cara externa de la envoltura nuclear
cubierta de ribosomas. 24 000x.
{Cortesia de J. André.)
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Fig. 12-3. Esquema de la envoltura
nuclear, formada por dos membranas
que se contintan a nivel de los poros
nucleares. Los complejos del poro
presentan simetrfa radial octogonal.
La lémina nuclear cubre la cara inter-
na de la envoltura, salvo en los poros.

CITOSOL

incorporan a las membranas de la envoltura o se vuelcan en el espacio peri-
nuclear.

La envoltura nuclear es sostenida por la lAmina nuclear (cap. 5-3), que es
un delgado entramado de laminofilamentos adherido a la membrana nuclear
interna, excepto a nivel de los poros (figs. 12-1, 12-3 ¥ 12-4). En el capitulo
5-3 se mencioné que los laminofilamentos se componen de tres clases de
monémeros, las laminas A, B y C.

La l4mina nuclear se encuentra anclada a la membrana nuclear interna por
medio de las laminas B, las cuales contienen —en su extremo carboxilo— un
dicido graso insertado en la bicapa lipidica de dicha membrana (cap. 3-4) (fig.
3-10). Este anclaje de la lamina nuclear, si bien es importante, no es sufi-
tiente, de ahi que se encuentre reforzado por la unién de las tres laminas tanto
aprolefnas integrales de la membrana nuclear interna como a proteinas de los
poros nucleares.

Durante la interfase la ldmina nuclear determina la forma de la cariote-
¢a —que por lo general es esférica— y le otorga resistencia mecdnica.
Ademais, la ldmina posee sitios de unidn especificos para que los cromoso-
mas se sujeten a ella, y provee una especie de soporte que posibilita el orde-
pamiento y la distribucién espacial de la mayoria de los componentes
nucleares (seccion 12-14).

En el capitulo 18-18 se verd que la ldmina nuclear se desarma al comien-
70 de la mitosis como consecuencia de la fosforilacién de las laminas, y que
reaparece cuando concluye la mitosis, al formarse los niicleos de ambas célu-
las hijas.

CITOSOL Columna protelca

Fig. 12-4. Esquema del complejo del
poro con sus distinfos componentes.
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Fig. 12-5. A. Pasaje de protei-
nas desde el citosol hasta el
nicleo a través del complejo
del poro.
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12-3. Los poros de la envoltura nuclear son estructuras complejas

Los 3.000 a 4.000 poros que posee la envoltura nuclear son mucho mds
que simples canales entre el nucleoplasma y el citosol. En ellos existe un con-
junto de proteinas llamadas nucleoporinas, las cuales componen una estruc-
tura denominada complejo del poro que consta de los siguientes elementos
(figs. 12-3 y 12-4):

1) Ocho columnas proteicas que forman una pared cilindrica en torno a la
cual la membrana externa de la carioteca se continiia con la membrana inter-
na. En el lado citosélico los extremos de las columnas proteicas componen un
anillo o boca externa del poro nuclear. En el lado interno ocurre algo similar.

2) Proteinas de anclaje que amarran las columnas proteicas a la envoliu-
ra nuclear. Cada proteina se liga a una de las columnas, atraviesa la membra-
na de la envoltura y su extremo sobresale en el espacio perinuclear.

3) Proteinas radiales que surgen de las columnas y se orientan hacia el
centro del poro. Dado que se acortan y se alargan, convierten al complejo del
poro en un diafragma.

4) Fibrillas proteicas que nacen de las bocas interna y externa del com-
plejo y se proyectan hacia el nucleoplasma y el citosol, respectivamente.
Ademds, una fibra circular une entre si los extremos distales de las fibrillas
que parten de la boca interna. Mas adelante se verd que las fibrillas proteicas
intervienen en el pasaje de las proteinas a través del poro (fig. 12-6).

El complejo del poro mide alrededor de 30 nm de altura y 100 nm de did-
metro. Sin embargo, las proteinas radiales reducen su orificio, cuyo didmetro
fluctia entre 9 y 25 nm. A través de €l pasan iones y moléculas pequefias y
grandes en ambas direcciones.

Generalmente, los iones y las moléculas pequefias se transfieren en forma
pasiva, sin gasto de energia. En cambio, las macromoléculas (proteinas y mo-
léculas de ARN), antes de pasar fuerzan el acortamiento de las proteinas ra-
diales, por lo que el complejo del poro se comporta como un diafragma que
adapta su abertura a las dimensiones de las moléculas que deben atravesarlo.
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12-4, El pasaje de macromoléculas a traves del complejo
del poro es regulado

Las macromoléculas que ingresan en el niicleo son las protefnas resefiadas
en la seccién 12-1 y unos ARN pequefios que refornan al compartimiento nu-
clear después de haberlo abandonado temporalmente (cap. 15-12). En cam-
bio, las macromoléculas que salen del niicleo son proteinas envejecidas o que
dejaron de funcionar —ya que deben dirigirse al citosol a fin de ser destrui-
das por proteasomas— y diversos tipos de ARN combinados con proteinas,

Entrada de proteinas en el micleo. A diferencia de las proteinas destina-
das a las mitocondrias y a los peroxisomas —que como se vio en los capitu-
los 8-28 y 10-5 se pliegan después que ingresaron a esos organoides—, las
destinadas al micleo ingresan estando plegadas, ya que adquieren sus estruc-
turas lerciarias v cuaternarias en el citosol, apenas terminan de sintetizarse
(cap. 4-5).

La entrada de las proteinas en el nicleo se realiza mediante un mecanis-
mo selectivo que permite el ingreso s6lo de las apropiadas, las cuales poseen
un péptido senal especifico que abre el camino para que puedan pasar por el
complejo del poro.

Los péptidos sefial mds estudiados se llaman NSL (por nuclear signal lo-
calization) (cap. 4-4), Como muestra la figura 12-5A, no interactian directa-
mente con ¢l complejo del poro sino mediante una proteina heterodimérica
denominada importina. Debido a que existen distintos tipos de NSL para di-
ferentes grupos de proteinas destinadas al nicleo, cada tipo de NSL requiere
una importina especial. Por oftra parte, existen NSL que se unen a proteinas
distintas de las importinas, entre las que se encuentran unas que se volverdn
a mencionar mas adelante, llamadas transportinas.

El pasaje de una proteina desde el citosol al nicleo a través del complejo
del poro se produce en varias etapas. Son las siguientes y se ilustran en la fi-
gura 12-5A:

1) La proteina se une a la importina por medio del NSL y ambas molécu-
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las se colocan cerca del complejo del poro. Lo atraviesan previo agranda-
miento de su diafragma, cuyo didmetro puede alcanzar los 25 nm.

2) El pasaje requiere que la importina sea guiada por las fibrillas protei-
cas externas e internas del complejo del poro, de la manera ilustrada en la fi-
gura 12-6.

3) Durante el pasaje se gasta un GTP, cuya hidrélisis estd a cargo de una
protefna llamada Ran (por Ras-related nuclear protein). Como se ve, se tra-
ta de un transporte activo.

4) La Ran pertenece a la familia de GTPasas que actdan asociadas a las
proteinas reguladoras GEF y GAP. En los capftulos 7-38 y 11-12 se dijo que
cuando son influidas por la GEF, estas GTPasas intercambian el GDP inclui-
do en sus moléculas por un GTP, mientras que cuando son influidas por la
GAP hidrolizan el GTP a GDP y P (fig. 11-9). La GEF y la GAP que se aso-
cian a la Ran se localizan en el ndcleo y en el citosol, respectivamente.

5) Como muestra la figura 12-5A, cuando el complejo importina-proteina
ingresa en el niicleo lo hace también la Ran-GDP.

6) En el niicleo la GEF promueve el reemplazo del GDP de la Ran por un
GTP. tras lo cual la Ran-GTP se une al complejo importina-proteina.

7) Esa unién hace gue la importina se independice de la proteina, que
gueda retenida en el nicleo.

8) En cambio, la importina y la Ran-GTP permanecen unidas, atraviesan
el complejo del poro y retornan al citosol.

9) En el citosol la GAP induce a la Ran a que hidrolice el GTPa GDP y P
—es aqui donde se gasta el GTP—, de lo que resulta una Ran-GDP y su se-
paracién de la importina,

10) Finalmente, la Ran-GDP y la importina libres pueden ser reutilizadas
para hacer ingresar nuevas protefnas en el niicleo.

CITOSOL

Fig. 12-6. Esquema del complejo
del poro en el que s¢ ilostra la fun-

v
cion de las fibrillas proteicas que se
proyectan hacia ¢l nucleoplasma y
el citosol. NUCLEO
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Cabe sefialar que ciertas proteinas destinadas al nicleo —en particular los
receptores de las hormonas esteroideas—. después de sintetizarse permane-
cen en el citosol hasta la llegada de esas hormonas (fig. 11-2). Como se vio
en el capitulo 11-6, los receptores son retenidos porque se les unen chapero-
nas de la familia hsp90 y adquieren formas que les impiden ingresar en el ni-
cleo. Cuando llegan las hormonas esteroideas, se separan las chaperonas y
cambian de forma los receptores, lo que les permite atravesar los poros de la
envoltura nuclear (fig. 11-3).

Salida de proteinas y de moléculas de ARN. Las proteinas que salen del
niicleo dependen también de la Ran y de sefiales especificas para poder atra-
vesar los poros de la envoltura nuclear. Los péptidos sefial se denominan
NES (por nuclear export signal) y son reconocidos por proteinas equivalen-
les a las importinas, llamadas exportinas. Ademas existen NES que son re-
conocidos por transportinas.

El pasaje de una proteina desde el nicleo al citosol a través del complejo
del poro se produce en varias etapas. Son las siguientes y se ilustran en la fi-
gura 12-5B:

1) La proteina se une a la exportina por medio del NES. Simultidneamen-
e, la GEF remueve el GDP de una Ran-GDP y lo reemplaza por un GTP, de
modo que se forma una Ran-GTP.

2) La Ran-GTP se une a la proteina por medio de la exportina.

3) Unidas entre sf, la Ran-GTP, la proteina y la exportina se acercan al po-
m nuclear y lo atraviesan previo agrandamiento de su diafragma. cuyo dia-
metro puede alcanzar los 25 nm.

4) Al igual que la importina, durante el pasaje la exportina es guiada por
las fibrillas proteicas del complejo del poro.

5) Al cabo del pasaje, inducida por la GAP, la Ran-GTP hidroliza el GTP
aGDP y P, de lo que resulta una Ran-GDP.

6) Ello hace que la Ran-GDP se independice de la exportina, la cual, a su
vez, se independiza de la proteina.

7) La proteina queda retenida en el citosol. En cambio, la Ran-GDP y la
exportina retornan al micleo separadamente.

8) Finalmente, la Ran-GDP y la exportina libres pueden ser reutilizadas
para transferir nuevas proteinas hacia el citosol.

Respecto de las moléculas de ARN, salen del nicleo combinadas con pro-
teinas, aungque estdn impedidas de hacerlo si no iniciaron o completaron sus
procesamientos (capitulo 15). Su pasaje a través de los poros nucleares de-
pende de la Ran y de transportinas que reconocen sefiales especificas en las
proteinas.

CROMOSOMAS

12-5. El material con el que estan formados los cromosomas
es la cromatina

Cada cromosoma estd constituido por una larguisima molécula de ADN
asociada con diversas proteinas. Segin el cromosoma, el ADN contiene en-
tre 50 y 250 millones de pares de bases. Las protefnas asociadas se clasifican
en dos grandes grupos: las histonas y un conjunto heterogéneo de proteinas
no histénicas.
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El complejo formado por el ADN, las histonas y las proteinas no histoni-
cas se llama cromatina, Asi, la cromatina es el material con el que estdn
compuestos los cromosomas.

12-6. El cromosoma posee un centromero, dos telémeros
y numerosos origenes de replicacion

En los cromosomas existen estructuras que son imprescindibles para la re-
plicacicn, es decir, para la duplicacién que experimenta el ADN y sus protei-
nas asociadas antes de la divisién celular. Son las siguientes (fig. 12-7):

1) El centréomero o constriccién primaria, que participa en el reparto a
las células hijas de las dos copias cromosdmicas que se generan a consecuen-
cia de la replicacién del ADN (cap. 18-9).

2) Los telomeros, que corresponden a los extremos de los cromosomas,
cuyo ADN se replica de un modo distinto al resto del ADN. En la proxima
secci6n y en el capftulo 17-9 se verd que el ADN telomérico contiene una se-
cuencia de nucledtidos especial, que se repite muchas veces. Ademds, debi-
do a su ubicacién estd expuesto a los siguientes riesgos: puede fusionarse con
el ADN de otros telémeros o puede ser degradado por una nucleasa. Normal-
mente estas contingencias no ocurren porque el ADN telomérico se dobla so-
bre si mismo (adopta la forma de un lazo) y es protegido por un capuchén de
proteinas llamadas TRF (por telomeric repeat binding factor) (fig. 17-12).

3) En el capitulo 17-4 se verd que la enorme longitud del ADN exige que
su replicacién se inicie en muchos puntos a la vez a fin de que su duraci6n
sea relativamente breve. Estos puntos se denominan origenes de replicacién
y en ellos el ADN posee secuencias de nucledtidos especiales. Mas atin, to-
dos los origenes de replicacién tienen en comiin secuencias conservadas de
alrededor de una docena de nucledtidos llamadas ARS (por autononous re-
plication sequence), de las que nos volveremos a ocupar en dicho capitulo.

12-7. Los cromosomas poseen secuencias de ADN tnicas
y secuencias de ADN repetidas

En las moléculas de ADN se halla depositada la informacién genética de
la célula, y todas las células poseen conjuntos virtualmente idénticos de mo-
léculas de ADN. La totalidad de la informacién genética depositada en el
ADN lleva el nombre de genoma. Puede decirse que esa informacion rige la
actividad del organismo desde el primer instante del desarrollo embrionario
hasta la muerte del individuo. De ella también depende la inmunidad o la pre-
disposicion del organismo a determinadas enfermedades.

La capacidad o incapacidad funcional del ADN, es decir, su aptitud o su
incompetencia para generar moléculas de ARN (proceso conocido con el
nombre de transeripeion del ADN), se basa en la secuencia de sus nucledti-
dos. Asf, en algunos sectores el ADN exhibe secuencias de nucledtidos que
se transeriben —llamadas gemes— y en otros presenta secuencias aparente-
mente prescindibles, al menos a la luz del conocimiento actual.

Telémero Centromero Origen de replicacion

Fig, 12-7. Esquema de un cromoso-

ma, con el centrdmero, los telémeros

y algunos origenes de replicacidn.
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Uno de los mayores retos que enfrentan los bidlogos moleculares es descifrar
las funciones de las secuencias de ADN ajenas a los genes. Estudios recientes
sugieren que la mayoria de esas secuencias regulan la expresion genética, de
modo que actuarfan sobre ciertos genes determinando cémo, cudndo ¥ con qué
duracién deben expresarse.

Mds de la mitad del ADN se halla representado por secuencias de nucled-
tidos no repetidas (copias Gnicas) o que se repiten unas pocas veces. La
mayoria de los genes se localizan en esta parte del ADN.

El resto del ADN corresponde a secuencias de nucledtidos que se repiten
muchas veces. Existen dos clases de este ADN repetitivo: el dispuesto en
tandas (en el cual el inicio de una repeticién se halla inmediatamente después
del final de la otra) y el disperso (cuyas copias no se encuentran agrupadas
sino dispersas en distintos puntos de los cromosomas).

ADN repetitivo dispuesto en tandas. A esta calegoria pertenecen los
ADN satélites, los microsatélites y los minisatélites.

En los ADN satélites el largo de la secuencia repetida, el nimero de ve-
ces que se repite en cada tanda y el mimero de tandas varfan. El ADN satéli-
te més destacado se localiza en los centrémeros, y por ello se encuentra en
lodos los cromosomas (fig. 12-17). Incluye una secuencia repetida de 171 pa-
res de bases a la que se le ha dado el nombre de secuencia alfoide, que varia
muy poco en los distintos cromosomas. Otros ADN satélites se localizan en
el brazo largo del cromosoma Y y en la cromatina aledafia a los centrémeros
de los cromosomas 1, 3,9, 16 y 19 (mas adelante se indicar4 el significado
‘e la numeracion de los cromosomas).

Los microsatélites poseen secuencias de ADN repetidas mucho més cortas
que las de los ADN satélites, e igual que éstos estin en todos los cromosomas.

Los minisatélites también contienen secuencias de ADN cortas. A esta ca-
tegoria pertenece el ADN repetitivo de los telomeros (seccién 12-6 y cap.
17-9) (fig. 17-12) y el ADN hipervariable, llamado asi porque es distinto en
cada individuo. El ADN hipervariable se localiza principalmente en las pro-
ximidades de los centrémeros y, debido a que su herencia responde a las le-
yes mendelianas, la medicina forense recurre a él cuando necesita realizar es-
tudios de paternidad o de identidad de personas.

ADN repetitivo disperso. Existen dos clases de ADN repetitivo disperso,
llamadas SINE y LINE (por short y long interspread nuclear elements).

El SINE mis estudiado corresponde a la familia Alu, cuyas copias —re-
partidas en todos los cromosomas— constituyen el 13% del genoma huma-
no. Cada copia tiene cerca de 300 nucleétidos y un sitio que puede ser corta-
do por la enzima de restriccidn Alu I (de alli el nombre de este ADN). Debi-
do a que las secuencias Alu poseen una extensa homologfa con la secuencia
del gen del ARNpe, se las asocia con este gen (caps. 13-2 |, 13-11 y 14-18).

El LINE mids comtin se conoce con la sigla L1 (por LINE-]), cuyas copias
ocupan alrededor del 21% del genoma humano. Su secuencia repetida es re-
lativamente larga y contiene dos genes, uno de los cuales codifica una protei-
na de unién y el otro una proteina enzimdtica bifuncional, pues actia como
endonucleasa de restriccién y como transcriptasa inversa (cap. 17-25),

Los ADN repetitivos dispersos Alu y L1 volverdn a ser mencionados en el
capitulo 17-25, dedicado a los transposones.
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Fig. 12-8. Los cuatro pares de his-
tonas que componen el nicleo del

nucleosom.

12-8. Las células somaticas humanas poseen 46 cromosomas

Las células sométicas humanas poseen 46 cromosomas —y por consi-
guiente, 46 moléculas de ADN—, divididos en 22 pares de autosomas mas un
par de cromosomas sexuales (fig. 12-15). En la mujer los dos miembros del
par sexual son iguales, pero no en el varén. Asi, con excepeion del par sexual
en el varén, puede decirse que en cada célula existen dos juegos idénticos de
23 cromosomas, uno aportado por el espermatozoide y el otro por el ovoci-
to en el momento de la fecundacién (cap. 19-19). Ello es lo que define a las
células sométicas como células diploides y a los espermatozoides y los ovo-
citos como células haploides.

Los ADN de los 46 cromosomas contienen en conjunto unos 3 x 10° pa-
res de nucledtidos. Por lo tanto, en promedio, una molécula de ADN de un
cromosoma humano, si estuviera completamente extendida, medirfa unos 4
em de largo. Légicamente, de hallarse extendidas, 46 moléculas de tamana
longitud no podrfan ser contenidas en el niicleo, no s6lo por el espacio que
demandarfan sino por los enredos que acarrearian, lo cual afectarfa su funcio-
namiento e incluso su integridad.

La célula ha resuelto el problema haciendo que la molécula de ADN se en-
rolle sobre si misma. Antes de analizar el modo como lo hace, debe sefialar-
se que el grado de enrollamiento varfa segiin el momento del ciclo en que se
halla la célula: es minimo durante la interfase (cuando la sintesis de ARN es
alta) y maximo cuando la célula se apresia a dividirse. Asf, los cromosomas
se muestran como estructuras altamente variables. En el capitulo 18-6 se ana-
lizard el papel del enrollamiento del ADN durante la division celular.

12-9, Existen cinco clases de histonas comprometidas en el
enrollamiento de la cromatina

Las histonas desempefian un papel fundamental en el enrollamiento de la
cromatina. Se trata de proteinas basicas que poseen una alta proporcion de li-
sinas y argininas, es decir, de aminodcidos cargados positivamente (cap. 2-8).
Ello contribuye a la unién de las histonas con las moléculas de ADN, en las
que predominan las cargas negativas.

Existen cinco clases de histonas, llamadas H1, H2A, H2B, H3 y H4. La
H1, de la cual existen seis subclases, contiene unos 220 aminoécidos, mien-
tras que las restantes poseen entre 103 y 135 aminodcidos cada una. Las cua-
tro dltimas llevan el nombre de histonas nucleosémicas porque la molécula
de ADN se enrolla en torno de ellas para formar los nucleosomas, que cons-
tituyen las unidades bésicas del enrollamiento cromatinico. En cada nucleo-
soma, las histonas nucleosémicas se asocian y forman una estructura octamé-
rica —el niicleo del nucleosoma— , compuesta por dos H2A, dos H2B, dos
H3 y dos H4 (fig. 12-8).
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Fig. 12-9. A. Cromatina intacta de
10 nm. B. Nucleosoma liberado des-
pués de la digestion intensa con una
nucleasa, con el nicleo histénico v
146 pares de nucledtidos. C. Croma-
tosoma escindido luego de la diges-
tién moderada con una nucleasa, con
el niicleo del nucleosoma, la histona
HI y 166 pares de nucledtidos.

Debe agregarse que los extremos amino —o “colas” — de las histonas se

proyectan hacia fuera del nucleosoma, lo cual podrd valorarse en el capitulo
14-12, dedicado al estudio de la regulacién de la actividad de los genes.

El octamero de histonas posee la forma de un cilindro bajo de 10 nm de
didmetro y se halla envuelto por un pequefio tramo de ADN que recorre su
circunferencia casi dos veces (fig. 12-9B). Cada vuelta equivale a 81 pares de
nucledtidos, y en total el segmento de ADN asociado al nucleosoma contie-
ne 146 pares de nucledtidos.

Como muestra la figura 12-9A, las dos vueltas del ADN se fijan al nicleo
del nucleosoma merced a la histona H1. El complejo formado por el nucleo-
soma mds la histona HI recibe el nombre de cromatosoma (fig. 12-9C) vy el
segmento de ADN que se le asocia es de 166 pares de nucledtidos, veinte mds

que el segmento de ADN del nucleosoma.

En la cromatina existen dos proteinas accesorias —ambas dcidas— que
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Fig. 12-10. Cromatina extendida para
microscopia electrénica, con aparien-
cia de collar de cuentas y un espesor
de 10 nm.
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‘ Fig. 12-11. A, Cromatina de 30
nm de digmetro. (De F. Thoma,
T. Koller y A. Klug.) B. Micro-
grafia electrénica  de una fibra

‘ de cromatina de 30 nm de di-
metro, (Cortesfa de 1. B. Raut-
ner y B. A, Hamkalo,)

Nucleo del
nucleosoma

asisten a las histonas para que se liguen entre si. Se denominan proteina N1
y nucleoplasmina. La primera asocia a la H3 con la H4; la segunda, a la HZA
con la H2B.

Los nucleosomas se hallan separados por tramos de ADN espaciadores
de longitud variable, que contienen entre 20 y 60 pares de nucleétidos. Como
muestran las figuras 12-9A, 12-10 y 12-12B, 1a alternancia de los nucleoso-
mas con los segmentos espaciadores le da a la cromatina la apariencia de un
collar de cuentas. Puesto que comiinmente un gen contiene unos 10.000 pa-
res de nucledtidas, posee alrededor de 50 nucleosomas separados por otros
tantos ADN espaciadores.

El tratamiento de la cromatina con enzimas que digieren el ADN (nuclea-
sas) provoca cortes s6lo en los ADN espaciadores. Siel tratamiento es mode-
rado, se independizan los cromatosomas, los cuales permanecen integros,
tanto sus histonas como el ADN asociado a ellas (fig. 12-9C). Pero cuando la
digestién enzimética es intensa se obtienen nucleosomas (fig. 12-9B).

Para que pueda ser contenida en el pequefio espacio que el niicleo le
ofrece, la cromatina de cada cromosoma debe experimentar nuevos y suce-
sivos grados de enrollamiento, cada vez mayores. Estos nuevos enrolla-
mientos son inducidos por un complejo de proteinas nucleares llamadas
condensinas.

En primer término, los cromatosomas se enrollan sobre s mismos y dan
lugar a una estructura helicoidal llamada solenoide, de 30 nm de didmetro
(figs. 12-11 y 12-12C). Como muestra la figura 12-11, este enrollamiento de-
pende de las histonas HI —dado que se unen entre si— y cada vuelta del so-
lenoide contiene seis nucleosomas.

Debe seiialarse que a intervalos méds o menos regulares el enrollamiento
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de las fibras de 30 nm se interrumpe, de modo que se observan —entre sec-
tores de 30 nm— tramos de cromatina mas delgada. En ellos el ADN se en-
cuentra asociado a protefnas no histdnicas, en su mayoria reguladoras de la
actividad génica (cap. 14-5).

La cromatina se compacta todavia mds. Asf, la fibra de 30 nm forma lazes
de variada longitud, los cuales nacen de un corddn proteico constituido por
proteinas no histénicas (figs. 12-12D y 12-13). Dado que el conjunto de cor-
dones proteicos compone una suerte de andamiaje, en los extremos de cada
lazo el ADN asociado al cordén proteico lleva el nombre de SAR (por scaf-
fold associated regions). Los lazos se hallan firmemente unidos al cordén,
pero se ignora como se sujetan a él las SAR.

Se considera que cada lazo constituiria una unidad de replicacion del ADN
(cap. 17-3) vy, probablemente, una unidad de transcripcion, es decir, un gen
(cap. 14-12),

12-10. La cromatina puede ser eucromatica o heterocromatica

En algunos sectores la cromatina experimenta un grado de enrollamiento
alin mayor, como se observa en la figura 12-12E. Durante la interfase, la cro-
matina asi condensada recibe el nombre de heterocromatina, y se reserva el
de eucromatina para la menos compactada (fig. 12-2).

Por lo general hay una relacion directa entre el grado de enrollamiento y
la actividad transeripcional del ADN, ya que la cromatina menos compacta-
da es la que posee el ADN transcripcionalmente activo —es decir, el ADN
que origina moléculas de ARN— v la cromatina més condensada es la que
contiene el ADN inactivo desde el punto de vista transcripcional. Sin embar-
go, debe sefialarse que existen vastos sectores de ADN pertenecientes a la
eucromatina que no se transcriben, y que algunos pertenecientes a la hetero-
cromatina si lo hacen.

Las regiones eucrométicas experimentan ciclos de confraccidn y exten-
sion. En el capitulo 14-12 se analizardin los mecanismos que regulan el en-
rollamiento de la cromatina y el papel que desempefian en el control de la
actividad génica.
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Fig. 12-12. Sucesivos grados
de enrollamiento que experi-
menta la cromatina.
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Fig. 12-13. Micrografia electrinica
de un cromosoma humano al gue se
le exirajeron las histonas, Ciertas
proteinas no histénicas forman un
armazdn, del gque emergen lazos o
bucles de ADN de diferente longi-
tud, como se ilustra en el recuadro
superior. (Cortesia de U. Laemmli.)

12-11. La heterocromatina puede ser constitutiva o facultativa

Durante la interfase, recibe el nombre de heterocromatina constitutiva
la cromatina altamente condensada que se encuentra de manera constante en
todos los tipos celulares, es decir, como un componente estable del genoma,
no convertible en eucromatina. A esta categoria pertenece la cromatina de los
sectores cromosémicos que poseen ADN repetitivo satélite —como el de los
centrémeros, el del brazo largo del cromosoma Y, etc. (secci6n 12-7)—, la
cromatina de los telémeros y la mayor parte de la cromatina que forma los
brazos cortas de los cromosomas acrocéntricos (seccion 12-12).

En cambio, se denomina heterocromatina facultativa a la que se detecta
en localizaciones que varfan en los distintos tipos celulares o en las sucesivas
diferenciaciones de una célula dada, de modo que sectores ue aparecen como
heterocromatina en un tipo celular o en una etapa de su diferenciacion, en
otros tipos celulares y en otras etapas se presentan como eucromatina.

El ejemplo més notorio de heterocromatina facultativa corresponde a uno
de los cromosomas X de la mujer, el cual se halla totalmente compactado (sal-
vo en algunos sectores) y se conoce como cromatina sexual o cuerpo de Barr.
Esta heterocromatina se presenta durante toda la vida de la mujer (menos al
comienzo del desarrollo embrionario), en todas las células del organismo (ex-
cepto en los ovogonios).
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12-12. En el cariotipo los cromosomas se ordenan de acuerdo
con sus tamanos y las posiciones de sus centromeros

Como se describird en los capitulos 18 y 19, durante el ciclo celular, se-
gin que la célula esté atravesando la interfase o se esté dividiendo —por
mitosis 0 por meiosis—. los cromosomas pasan de estados de menor a ma-
yor compactacion. El grado mds alto de enrollamiento se alcanza en la eta-
pa de division llamada metafase, en que la cromatina de los cromosomas
muestra un estado de condensacion similar al de la heterocromatina inter-
fisica (fig. 12-14).

Tal grado de compactacion hace que los cromosomas lleguen a verse co-
mo estructuras individuales, las cuales, una vez fijadas y fotografiadas, pue-
‘den ser aisladas, clasificadas y ordenadas con relativa facilidad. El conjunto
de cromosomas ordenados segin un criterio preestablecido recibe el nombre
de cariotipo (fig. 12-15).

Las 46 unidades normalmente presentes en las células humanas consisten
en 23 pares de homdlogos. Como vimos, 22 de ellos estdn presentes tanto en
la mujer como en el varén y reciben el nombre de autosomas. El par restan-
fe —que se conoce como par sexual— en la mujer se halla integrado por dos
cromosomas idénticos, los cromosomas X, y en el varon por dos cromosomas
bastante disimiles, pues uno de ellos es un cromosoma X y el otro es el pe-
ueiio cromosoma Y.

Los cromosomas metafisicos presentan una morfologia caracteristica. Es-
tan integrados por dos componentes filamentosos —las cromatidas— unidos
por el centromero (o constriccidn primaria).

Como se verd en el capitulo 18-9, el centromero desempeiia un papel
‘esencial en la separacién de las cromdtidas hermanas durante la anafase,
que sigue a la metatase. A consecuencia de tal separacién, una vez segrega-
das en las respectivas células hijas, cada una de las cromdtidas se convier-
e en Un Cromosoma.
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Fig. 12-14. Micrograffa elec-
trénica de un cromosoma en
metafase. (Cortesia de E. J.
Dupraw.)

Fig. 12-15. Cariotipos huma-
nos normales. A, Masculino.
B. Femenino. (Cortesia de M.
Drets.)
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Fig. 12-16. Tipos de cromosomas Cromatidas

segiin la posicion del centromero.

Centromero “ Setefs “

Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico

La presencia del centromero divide a las cromatidas del cromosoma me-
tafsico en dos brazos, por lo general uno mds largo que el otro. Al brazo cor-
ta se lo identifica con la letra p y al largo con la letra q. Los extremos de los
brazos se denominan telémeros, De acuerdo con la posicién del centrémero,
los cromosomas se clasifican en tres grupos (fig. 12-16):

1} Los metacéntricos poseen el centrémero en una posicién mas o menos
central, de modo que existe poca o ninguna diferencia en el largo de los bra-
zos de las cromatidas.

2) En los submetacéntricos el centrémero se encuentra alejado del punto
central, de modo que las crométidas poseen un brazo corto y uno largo.

3) En los acrocéntricos el centromero estd cerca de uno de los extremos del
cromosoma, por lo que los brazos cortos de las cromatidas son muy pequeiios.

En la figura 12-15 se muestra un cariotipo humano en el que los cromo-
somas aparecen ordenados de acuerdo con su tamaiio y el largo de sus cro-
métidas. Los miembros de cada par se identifican con niimeros correlativos.

Los cromosomas acrocéntricos corresponden a los nimeros 13, 14, 15,21
y 22 (fig. 12-17). Poseen una pequeiia masa de cromatina llamada satélite
—no debe ser confundida con el ADN satélite— ubicada en el extremo libre
del brazo corto. El satélite se halla ligado al resto del brazo corto por un del-
gado tallo de cromatina denominado constriccién secundaria (para diferen-
ciarlo de la constriccién primaria o centrémero) (fig. 12-16). A excepcién de
la cromatina correspondiente a la constriccién secundaria —en la cual se lo-
calizan los genes del ARN ribosémico 4585 (cap. 13-8)—, el brazo corto de
los cromosomas acrocéntricos estd compuesto por heterocromatina.

12-13. Las técnicas de handeado cromosomico revelan detalles
estructurales de los cromosomas

Cuando los cromosomas metafdsicos son sometidos a ciertas técnicas de
tincién exhiben bandas claras y oscuras intercaladas a lo largo de sus ejes
longitudinales (fig. 12-17). La distribucién de estas bandas es constante en
cada cromosoma, lo cual —al analizarse un cariotipo— facilita su identifica-
ci6n. Mds atin, en los casos en que las ubicaciones no coinciden con los pa-
trones normales, las bandas constituyen una guia muy valiosa para diagnos-
ticar trastornos genéticos, por ejemplo, deleciones, duplicaciones, inversio-
nes y translocaciones cromosémicas (cap. 20-10). Las técnicas de bandeado
cromosdmico més utilizadas son las siguientes:
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Fig. 12-17. Representacion esquemstica del cariotipo humano con bandeado, que muestra los 22 au-
tosomas y los cromosomas X e Y. p, brazo corto; g, brazo largo. Los sectores de heterocromatina
constitutiva (incluidos los de los centrdmeros) aparecen en color rojo. Los niimeros corresponden a
las regiones y las bandas. Los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22 contienen satélites y constricciones
secundarias. En estas dltimas se localizan los genes del ARNr 458,
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Bandeado G. Los cromosomas son tratados con tripsina (para desnatura-
lizar sus proteinas) y tefiidos con el colorante de Giemsa. Las bandas G, que
aparecen oscuras, contienen ADN ricos en pares de nucledtidos A-T.

Bandeado Q. Si los cromosomas son tratados con quinacrina desarrollan
un patrén especifico de bandas oscuras intercaladas con otras brillantes (Q),
las cuales se identifican con la ayuda del microscopio de fluorescencia (cap.
23-25). Las bandas Q coinciden casi exactamente con las bandas G, por lo
que también son ricas en pares de nucledtidos A-T.

Bandeado R. En este caso los cromosomas reciben calor antes de ser te-
didos con el colorante de Giemsa, lo que da un patrén de bandas oscuras
(bandas R) y claras inverso al conseguido con los bandeados G y Q. El and-
lisis molecular de las bandas R muestra una mayor proporcién de pares de
nucledtidos G-C.

Bandeado C. Este método tifie de manera especifica los tramos de croma-
tina que permanecen condensados en la interfase, por ejemplo, la heterocro-
matina constitutiva de los centrémeros.

12-14. Los componentes nucleares se encuentran ordenados
espacialmente

En el niicleo no existe un sistema de filamentos equivalente al del citosol,
disefiado para sostener a los cromosomas y a los restantes componentes nucle-
ares. No obstante, durante la interfase puede observarse que los cromosomas
ocupan sitios especiales —denominados territorios cromosémicos—, los
cuales estén separados por 4reas llamadas dominios intercromosdmicos,
donde se encuentran moléculas de ARN procesandose o en transito hacia los
poros nucleares (cap. 15).

Como se mencioné en la seccién 12-2, el ordenamiento y la distribucidn
espacial de la mayorfa de los elementos que residen en el nicleo son estable-
cidos por la ldmina nuclear. Corresponde afadir que el componente de la
lamina nuclear que viabiliza ese ordenamiento es la lamina A (cap. 5-3).

La localizacién de los genes que codifican los ARN ribosémicos constitu-
ye el caso més llamativo de ordenamiento nuclear, pues se agrupan en un sec-
tor del niicleo facilmente identificable, como lo es el nucléolo (capitulo 13-8).
En cambio, los patrones de distribuci6én de los centrémeros y de la hetero-
cromatina varfan en las distintas clases de células y se modifican a lo largo
del ciclo celular, aunque por lo general tienden a congregarse cerca de la
envoltura nuclear y del nucléalo.

Los telémeros se localizan invariablemente junto a la envoltura nuclear
debido a que estan unidos a las laminas A de la ldmina nuclear. En el capitu-
lo 17-10 se analizara la importancia que tienen estas uniones en la preserva-
cion de los telémeros.
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13

Genes

13-1. Los genes son los segmentos funcionales del ADN

Segtin con qué ohjetivo se realice su estudio, los genes pueden analizarse
desde tres 4ngulos diferentes: el molecular, el mendeliano y el poblacional.
La biologia celular —que lo estudia desde el punto de vista molecular— de-
fine al gen como “la secuencia de ADN que contiene la informacién requeri-
da para fabricar una molécula de ARN y, si ésta corresponde a un ARN men-
sajero, a partir de €] construir una protefna”.

Se ha calculado que existen alrededor de 20.000 genes distribuidos en los
46 cromosomas humanos, cifra muy inferior a los 100.000 propuestos antes
de los recientes andlisis del genoma.

Cada gen se localiza en un sitio particular del cromosoma, llamado locus.
En el capitulo 12-9 vimos que cada lazo formado al plegarse la cromatina de
30 nm podria corresponder a un gen. En total los genes abarcan alrededor del
10% del ADN nuclear, y se ignora el significado de la mayor parte del ADN
restante,

Los genes no s6lo dirigen la sfntesis de las moléculas de ARN. Como el
resto del ADN, antes que las células somaticas se dividan ellos se replican, es
decir, sintetizan moléculas de ADN complementarias que se reparten en las

Hibosoma

Traduocion
Proteina

Fig. 13-1. Flujo de informacién genética en una

célula encariota.
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i (5') ATGGTTAAG ....viarvvorivimmmeeriser- CTCTAA (8 Fig. 13-2. Transferencia de la infor-
' ——— i macidn genética contenida en la se-
(3) TACCAATTOL i GAGATTNEY  Cicncia ‘de mucledtidos del ADN,
I que pasa al ARNm (transcripeidn) y
Transenpeion de éste a la proteina (rraduccidn).
ARNm

st CUGUAA (3)
4

(Inic.) Traduccion (Term.)

células hijas con el fin de autoperpetuarse. Adicionalmente, por la forma ca-
mo se replican las moléculas de ADN durante la meiosis y se distribuyen en
Jlas células germinativas, los genes constituyen las entidades biologicas a tra-
vés de las cuales se transmiten los caracteres fisicos de padres a hijos. Mas
ain, las mutaciones que los genes acumulan a lo largo del tiempo pueden re-
sultar beneficiosas para la evolucién de la especie.

Puesto que la informacién genética depositada en las moléculas de ADN
se localiza en el micleo (a excepcién del ADN mitocondrial, deserito en el ca-
pitulo 8-26), y que la sintesis proteica —basada en dicha informacién— tie-
ne lugar en el citoplasma, es necesario que esa informacién sea transferida
desde el niicleo al citosol (fig. 13-1). Tal ransferencia es un proceso comple-
jo que requiere la intervencién de una molécula intermediaria. Se trata del
ARN mensajero (ARNm), que copia la informacién contenida en el ADN y
sale al citosol, donde dirige la sintesis de la proteina. Asi, en el nicleo el
ADN determina la secuencia de los nucleotidos del ARNm y en el citoplas-
ma el ARNm establece el orden de los aminodcidos de la proteina (fig. 13-2).

La sintesis del ARN, que como acabamos de ver usa como molde al ADN,
se denomina transcripcion del ADN, mientras que la sintesis de la proteina,
cuyo molde es el ARNm, lleva el nombre de traduccién del ARNm. Este flu-
jode informacién es conocido como el “dogma central” de la biologfa mole-
cular (fig. 13-3).

Las metdforas utilizadas para definir ambos pasos son bastante justas, ya
‘que transcripeién significa “copia o reproduccién literal de un original™ (el
'ARN se parece al ADN) y traduccidn indica “escritura o expresién en un len-
guaje de aquello que anteriormente ha sido escrito o expresado en otro” (es
lo que ocurre entre la proteina y el ARNm). Respecto del término replicacién
del ADN, significa “copia que reproduce con exactitud el original”, que es lo
que hace el ADN cuando se duplica (cap. 17-1).

Al definir al gen como una regién del ADN que genera un caricter fisico
heredable, podria entenderse que cada gen da lugar a una sola clase de pro-
teina. Pero no es asf, pues si bien algunos genes que producen ARNm se con-
‘ducen de esa manera, en la mayoria de los casos un tnico gen es capaz de ori-
ginar varias clases de proteinas, pudiendo alcanzar la cifra de cinco, seis e
incluso mds. Los mecanismos que explican como un solo gen logra generar
mis de una clase de proteina se analizan en los capftulos 15-7 y 16-24.

~— i Transerpeién ____ Traduccidn
Replicacion ADN = ARN » BIIEIRRY  Fig. 13-3. Flujo de informacicn ge-
N nética.
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13-2. La célula produce varias clases de ARN

Existen tres tipos de ARN principales: los ya mencionados ARN mensa-
jeros o ARNm (en inglés mRNA), que recogen la informacién de los genes
y dirigen la sintesis de las proteinas; los ARN ribosémicos o ARNr (rRNA),
que son fundamentalmente estructurales, y los ARN de transferencia o
ARNt (fRNA), que actiian como adaptadores.

La sintesis proteica (o traduccién del ARNm) tiene lugar en el interior de
unas estructuras citosGlicas pequenas llamadas ribosomas, que constan de
cuatro ARNr diferentes entre si y numerosas proteinas (fig. 16-5). Bajo la di-
recei6én de un ARNm, en los ribosomas se producen las reacciones quimicas
que ligan a los aminodcidos de cada protefna. La traduccién necesita de la
participacién de los ARNt, de los que existen varios tipos, todos de tamano
peguefio. Se encargan de trasladar a los aminodcidos hacia el ribosoma si-
suiendo el orden que marca la informacién genética del ARNm.

Ademis de estos tres tipos de ARN, existen los siguientes (el primero y el
dltimo localizados en el citosol y los restantes en el nicleo):

El ARN pequeiio citosélico o ARNpc (en inglés scRNA, por small cyto-
solic RNA), que como se vio en el capitulo 7-12 pertenece a la particula PRS.

Los ARN pequeiios nucleares o ARNpn (en inglés snRNA , por small
nuclear RNA), que forman parte de unas ribonucleoproteinas llamadas
RNPpn (en inglés snRNP), Como se verd en el capitulo 15-5, estas molé-
culas desempefian funciones salientes durante el procesamiento de los
ARNm.

Los ARN pequefios nucleolares o ARNpno (en inglés snoRNA, por
small nucleolar RNA), que forman parte de unas ribonucleoproteinas llama-
das RNPpno. Como se verd en el capitulo 15-8, estas moléculas intervienen
en el procesamiento de los ARNT.

El ARN de inactivacién del cromosoma X o ARNxist (en inglés xist-RNA,
por X-inactivation specific transcript RNA), cuyas funciones se describen en
el capitulo 14-12.

El ARN de la telomerasa o ARNte (en inglés teRNA, por telomerase
RNA), que integra un complejo ribonucleoproteico cuyas funciones se anali-
zan en el capitulo 17-9.

Los miARN o microARN (en inglés miRNA o microRNA), cuyas fun-
ciones se analizan en los capitulos 16-20, 23-44 y 23-45.

13-3. Los transcriptos primarios se procesan en el nucleo

Las moléculas de ARN surgidas de la transcripcién del ADN se llaman
transcriptos primarios. Se convierten en ARN funcionales antes de salir del
niicleo, al cabo de varias modificaciones que se analizardn en el capitulo 15,
conocidas con el nombre de procesamiento del ARN.

El procesamiento mds conocido es el de los transcriptos primarios de los
ARNm. los cuales contienen segmentos no funcionales intercalados con los
segmentos que contienen la informacién genética que codifica a la proteina.
Los primeros se denominan intrones; los segundos, exones (fig. 15-1).

El procesamiento remueve los intrones y empalma los exones entre sf,
dando lugar a un ARNm con informaci6n genética continua, apto para dirigir
la sintesis de la proteina.
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13-4, Cada aminoacido es codificado por un triplete de nucledtidos

Debido a que un gen es un tramo de ADN que contiene la informacién ne-
“cesaria para generar un ARN o una proteina, se dice que codifica a estas dos
‘moléculas. Se emplea el término “codifica” porque las instrucciones gue se
trasladan del ADN al ARN y —en el caso del ARNm— de éste a la proteina,
son transmitidas en forma de codigos.

Las caracteristicas quimicas de las moléculas que encarnan los procesos
‘gencticos han sido analizadas en el capitulo 2. Recordemos que tanto los dci-
dos nucleicos (ADN, ARN) como las proteinas son moléculas formadas por
secuencias de mondmeros (nucledtidos en los dcidos nucleicos y aminodci-
dos en las proteinas) dispuestos en linea.

El sistema de cédigos se basa en la disposicién ordenada de los nucle6ti-
‘dos en el ADN, los cuales determinan el ordenamiento de los nucledtidos en
el ARN. A su turno, los nucledtidos del ARNm determinan el ordenamiento
e los aminodcidos en la proteina (fig. 13-2).

Debido a que en el proceso de transmisién de la informacién genética ca-
da nucledtido estd representado por una letra (A, G, C o Ten el ADN; A, G,
‘Co Uen el ARN), el alfabeto contenido en las moléculas de ADN o de ARN

—al poseer cuatro letras solamente— no es suficiente para simbolizar los 20
tipos de aminodcidos que pueden hallarse en una proteina.

Las c€lulas resuelven el problema utilizando grupos de tres nucledtidos
—en distintas combinaciones— para codificar a cada aminodcido. Estos
tripletes de nucle6tidos se denominan codones. Dado que hay 4 tipos de
nucledtidos, ¢l nimero de tripletes posible —es decir, de codones— es de
64 (4% = 64). El conjunto de 64 codones recibe el nombre de eddigo gené-
tico (fig. 13-4).

13. GENES m 247

Fig. 13-4. Codigo genético.
El codén AUG marca ¢l co-
mienzo de la sintesis proteica
{coddn de iniciacién) y codi-
fica a las restantes metioninas
de la proteina.

Primera Segunda base Tercera
base u c @ base
Uuu  Phe ucu  Ser UAU  Tyr UGU Cys u
u UUG  Phe UCC Ser UAC Tyr UGc Cys c
UUA  Leu UCK ser UAA Term.| UGA Term.
Uue Leu UcG ser UBG Term.| UGG Trp G
CuUU Leu CCU  Pro CAU His CGU Arg u
& cUC Leu CCC Pro | CAC His CGC Arg B
' CUA Leu ccA Pro CAA Gin CGA Arg %
CUG Leu CCE Pro CAG Gin CGG Arg G
AuUu e Acu Thr AAU  Asn | AGU  ser u
AUC e Acc Thr BAC Asn BGC Ser C
KUl e NcA Thr | WAR Lys | HGA Arg
AUG Mel | MCG Thr AAG Lys | AGG Arg G
GUU Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly u
GUC Val @CC  Ala GAC Asp GGC Gly c
GUA Val GCA Ala GRA G GGA iy |[TITAT
QUG Vval BCG Ala GAG Glu GGG Gly G

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

248 = BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

13-5. Existen 61 codones para codificar a los 20 tipos de aminoacidos

Dado que se utilizan 61 de los 64 codones para codificar a los 20 tipos de
aminodcidos, la mayor parte de ellos pueden ser codificados por més de un
codén, condicién que ha llevado a decir que existe una “degeneracion™ en el
codigo genético. Los codones que codifican a un mismo aminodcido se lla-
man “sinénimos”, Solamente la metionina y el triptéfano, que son los ami-
nofcidos menos comunes en las proteinas, son especificados por un solo co-
dén. Los tres codones gue no codifican aminodcidos (UAA, UGA y UAG)
tienen por mandato —una vez que la cadena polipeptidica ha incorporado el
tiltimo aminodcido— sefialar la conclusion de la sintesis de la molécula pro-
teica; reciben el nombre de codones de terminacion (fig. 13-4).

En esencia, las instrucciones del cédigo genético emanadas del ADN con-
sisten en una retahfla de tripletes de nucleétidos, cuya secuencia determina la
alineaci6n de los codones en el ARN, que son los que especifican el ordena-
miento de los aminodcidos en la proteina.

Debido a que en la mayor parte de los transcriptos primarios existen tramos
de nucledtidos superfluos que se suprimen, éstos —y por extensidn los del
ADN— no estin representados en el ARN procesado ni en la molécula proteica.

Exceptuando a los tramos superfluos, de lo mencionado hasta aquf se de-
duce que en cada serie ADN—=ARN—proteina las unidades que integran estas
moléculas (codones en el ADN y en el ARN, y aminoécidos en la proteina)
son colineales, ya que los codones del ADN se corresponden con los del
ARN y éstos con los aminodcidos de la proteina.

13-6. El gen posee varias partes funcionales

Hasta ahora, al hablar del gen, nos hemos referide exclusivamente a su
segmento codificador. Sin embargo, el gen posee otros componentes ajenos
a ese segmento. Ellos son:

1) El promotor, que inicia la transcripcidn y sefiala a partir de qué nucled-
tido debe transcribirse el gen. Suele localizarse cerca del extremo 5 del seg-
mento codificador, donde comienza la sintesis del ARN.

2) Secuencias reguladoras, que determinan cudndo debe transcribirse el
gen y cudntas veces debe hacerlo. En la mayoria de los genes estos segmen-
tos se localizan lejos del codificador. Existen dos tipos de reguladores, los
amplificadores y los inhibidores. Los primeros son mis numerosos y, por
ello, los més estudiados.

Cada gen posee una combinacion particular de varios amplificadores y varios
inhibidores. Algunas secuencias amplificadoras e inhibidoras se repiten en genes
diferentes, pero nunca dos genes distintos poseen una misma combinacion de esas
secuencias reguladoras. Se ha comprobado que cuando se elimina una secuencia
amplificadora de un gen, la velocidad de transcripcién disminuye. Opuestamente,
cuando se elimina una secuencia inhibidora, la velocidad aumenta.

3) Finalmente, en las cercanias del extremo 3' del segmento codificador,
el gen posee un tramo de ADN denominado secuencia de terminaciéon —no
debe confundirse con el codén de terminacién del ARNm— que marca la
conclusidn de la sintesis del ARN.

A continuacién analizaremos — separadamente— la composicién de los
genes que codifican a los distintos tipos de ARN.
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COMPOSICION DE LOS GENES
13-7. Estructura de los genes que codifican a los ARN mensajeros

La figura 13-5 muestra los distintos componentes de los genes que codifi-
can a los ARNm.

El promotor suele poseer dos elementos. La combinacién més comin in-
cluye las secuencias llamadas TATA y CAAT, situadas cerca del codifica-
dor. La caja TATA se localiza unos 25 nucledtidos “corriente arriba™ del pri-
mer nucledtido del codificador. La caja CAAT se localiza en el mismo lado
pero un poco mas lejos, a unos 75 nueledtidos, es decir, a 50 nucledtidos de
la secuencia TATA.

La secuencia de nucledtidos mds comiin que se encuentra en la caja TATA
¢s la TATAAAA, aunque a menudo dos T reemplazan a las A en las posicio-
nes quinta y séptima. La secuencia de la caja CAAT suele ser GGCCAATCT.
Debe advertirse que muchos promotores contienen la secuencia TATA pero
no la CAAT. A veces estan ausentes las dos, caso en el cual el promotor sue-
le presentar secuencias con una concentracion inusualmente alta de citosinas
y guaninas, llamadas regiones CG.

Los reguladores —amplificadores e inhibidores— también suelen hallar-
se “corriente arriba” respecto del extremo 5' del segmento codificador, aun-
que muy lejos, frecuentemente a miles de nucledtidos. A diferencia del pro-
motor, en los reguladores la secuencia de nucledtidos —tanto en niimero co-
mo en calidad — es especifica, es decir, varia en los distintos genes.

En el segmento codificador se alternan tramos de ADN utilizables con tra-
mos no funcionales. Como en los transeriptos primarios, se llaman exones e

AN
S‘.{T;,,J_‘!,.; L]
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Fig. 13-5. Estructura general
de los genes que codifican a
los ARN mensajeros, con sus
distintos componentes.

Fig. 13-6. Micrografia elec-
trénica de un tramo de ADN
parcialmente desnaturalizado
que contiene los cinco genes
de las histonas. Estos genes
estdn separados por segmen-
tos espaciadores ricos en A-T,
La molécula fue clonada en
un plasmido de la Escherichia
coli. (Cortesia de M, L. Bims-
tiel y R. Portman.)
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Fig. 13-7. Sucesion de copias
del gen del ARNr 455, Obsér-
vense los espaciadores que se
transcriben (barras claras) y
los que no lo hacen {lineas).

Fig. 13-8. Estructura general del
gen que codifica al ARN ribosa-

mico 455,

intrones, respectivamente (seccion 13-3). La mayorfa de los genes que codi-
fican ARNm contienen entre uno y 60 intrones, y son muy pocos los genes
que carecen de esta clase de secuencias.

La secuencia de terminacion no ha podido ser identificada. No obstante, en
un sector previo a ella es comiin la presencia de la secuencia AATAAA, que es
necesaria para la conclusion de la sintesis del transcripto primario (cap. 15-4).

La inmensa mayoria de los genes que codifican ARNm estdn represerita-
dos por copias (inicas (més exactamente por dos copias, dada la condicion di-
ploide de las células sométicas). Una de las excepciones corresponde a los
genes que codifican a las cinco histonas (cap. 12-9). Los cinco genes se en-
cuentran en el cromosoma alineados uno tras otro, separados entre sf por tra-
mos de ADN que no se transcriben, llamados ADN espaciadores (fig. 13-6).
De este juego de cinco genes existen entre 20 y 50 copias dispuestas en tan-
dem, separadas entre si por nuevos ADN espaciadores.

13-8. Estructura del gen que codifica al ARN ribosomico 455

Los ribosomas estén formados por deos subunidades, cada una compues-
ta por ARN ribosdémicos combinados con proteinas. Los ARNr se identifi-
can teniendo en cuenta sus tamafos, expresados como coeficientes de sedi-
mentacién (cap. 16-9). Asi, existen cuatro tipos de ARNT, llamados 288, 188,
5,88 y 58 (fig. 15-9). Los tres primeros derivan de un transcripto primario
comiin denominado ARNr 458 (fig. 15-9). Existen, por lo tanto, dos genes
codificadores de ARNT, el correspondiente al ARNr 455 (fig. 13-7) y el que
codifica al ARNr 58. Aqui nos ocuparemos del primero.

La célula posee alrededor de 200 copias del gen del ARNr 455. Se locali-
zan en las constricciones secundarias de los cromosomas 13, 14, 15,21 y 22,
situadas en el nucléolo. En promedio, cada constriccién secundaria posee
unas 20 copias del gen. Como se observa en las figuras 13-7 y 14-13, las co-
pias del gen del ARNr 458 se hallan alineadas en tindem, separadas entre si
por secuencias espaciadoras de ADN gue no se transcriben. En cada uno de
estos espaciadores se localizan el regulador y la mayor parte del promotor.
Veamos los elementos hallados en cada copia del gen (fig. 13-8):

Al igual que los genes de los ARNm, el promotor del gen del ARNr 458
se encuentra “corriente arriba” respecto del extremo 5 del segmento codifi-
cador. Se trata de una secuencia de alrededor de 70 nucledtidos, 20 de los
cuales son ademds los 20 primeros nucleotidos del sector codificador. Por lo
tanto, leida en direccién 5'—3', la dltima parte del promotor es la parte ini-
cial del segmento codificador.

—EII}D -1 (IJD

REGULADOR PROMOTOR CODIFICADOR
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PROMOTOR Fig. 13-9, Estructura general del
) ) gen que codifica al ARN ribosd-
5 — 4 mico 55,

REGULADOR f——————CODIFICADOR —

El regulador, que actiia como amplificador, es una secuencia de alrededor de
100 nucledtidos. Estd ubicado a unos 50 nucledtidos “corriente arriba”™ del pro-
motor, es decir, a unos 100 nucledtidos del extremo 5" del segmento codificador.
En el segmento codificador, las secuencias de ADN correspondientes a
los ARNr 185, 5,85 y 285 —en ese orden— se hallan separadas entre si por
espaciadores. Estos, a diferencia de las secuencias espaciadoras intercaladas
entre las copias del gen del ARNr 4585, se transcriben, de modo que aparecen
en el transcripto primario o ARNr 458 (fig. 15-9).

La secuencia de terminacion, en el extremo 3’ de cada copia, aparece des-
pués del sector que codifica al ARNr 285, Se caracteriza por contener varias
T seguidas.

13-9. Estructura del gen que codifica al ARN ribosomico 55

Del gen del ARN 58 existen —una tras otra— alrededor de 2.000 copias
separadas por tramos espaciadores de ADN. Todas las copias se localizan en
el extremo distal del brazo largo del cromosoma 1, de modo que no pertene-
cen al nucléolo.

Cada copia del gen posee dos secuencias especiales de nucledudos que
constituyen el promotor, situadas en el interior del segmento codificador, del
que también forman parte (fig. 13-9). Debido a ello, las dos secuencias del
promotor se transcriben. Ademds posee una secuencia situada “corriente arri-
ba" del codificador —es decir, en el espaciador precedente— cuya funcién
parece ser reguladora,

La secuencia de terminacién, en el extremo 3' de cada copia, presenta va-
tias T contiguas, como en el gen del ARNr 458.

13-10. Estructura de los genes que codifican a los
ARN de transferencia

Existen entre 10 y 100 copias de cada uno de los genes que codifican a los
distintos ARNt, algunos de los cuales se hallan alineados en tdndem —copia
tras copia— como los genes del ARNr 38.

El promotor de estos genes estd constituido por dos secuencias de nucle6-
Aidos separadas, ambas en el interior del segmento codificador, del que tam-
‘bién forman parte (fig. 13-10). Asi, tales secuencias, ademds de cumplir la
funcién de promotor, se transcriben.

Algunos genes de los ARNU presentan un intrén de 4 a 15 nucledtidos en
‘medio del segmento codificador y, por consiguiente, dos exones. No se han
‘descrito secuencias reguladoras.

La secuencia de terminacidn es similar a la de las copias de los genes de
los ARNr 458 y 5S.

PROMOTOR
EH g Fig. 13-10. Estructura general de los genes que

p—————— CODIFICADOR —— codifican a los ARN de transferencia,
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Fig. 13-11. Estructura general de los genes que FROMOTOR

s A o et s B B B I

OCT PSE TATA — CODIFICADOR —

13-11. Estructura de los genes que codifican a los ARN pequefios

Existen miiltiples copias del gen del ARNpe, las cuales se hallan disper-
sas en los cromosomas. Cada copia tendria su propio prometor, aparente-
mente en medio del segmento codificador. Como se vio en el capitulo 12-7,
el gen del ARNpc posee una extensa homologia con el ADN repetitivo dis-
perso de la familia Alu.

La mayorfa de los ARNpn derivan de genes independientes que poseen un
promotor compuesto por tres secuencias separadas, situadas “corriente arri-
ba” respecto del segmento codificador (fig. 13-11). La secuencia més proxi-
ma al segmento codificador es una caja TATA, y las otras dos se identifican
con las siglas PSE (por proximal sequence element) y OCT (por octamer se-
quence).

El testo de los ARNpn y todos los ARNpno no derivan de genes conven-
cionales sino de la informacién contenida en algunos intrones de los genes de
varias proteinas ribosémicas (lo cual desmiente la calificacién de “ADN no
funcional” que se aplica a todos los intrones). Como es obvio, estos intrones
son segmentos de ADN sin promotor ni reguladores y se transcriben cuando
lo hace el gen al que pertenecen.

13-12. Estructura de los genes que codifican al ARNxist,
al ARNte v a los miARN

El gen que codifica al ARNxist posee un tamafio relativamente grande y
se localiza en €l brazo largo del cromosoma X, en una regién cercana al cen-
trémero llamada Xie (por X-inactivation center). Se ha descubierto que con-
tiene numerosas secuencias repetidas dispuestas en tindem, que consta de
por lo menos ocho exones y que presenta otras caracteristicas que lo aseme-
jan a los genes de los ARNm.

Respecto del gen que codifica al ARNte, se localiza en el brazo largo del
cromosoma 3. Sélo se conoce su segmento codificador, que posee alrededor
de 450 nucledtidos.

Los genes que codifican a los miARN son alrededor de 500 y diferen-
tes entre si. La longitud de cada gen supera a la del correspondiente
miARN, pues contiene un segmento codificador de mis de cien nucledti-
dos que incluye, entre otras secuencias, una que da origen al miARN y otra
igual (o casi igual), pero invertida (fig. 13-12). Como se vera en el capitu-
lo 17-25, esta caracterfistica se halla también en los genes de los transpo-
sones (fig. 17-21).

Corresponde agregar que la mayoria los genes de miARN suelen estar
agrupados en tindem, poseen promotores propios y se localizan entre genes
de ARNm. En cambio, los restantes, dado que se localizan en intrones de
genes de ARNm, se valen de los promotores de estos dltimos.

Fig. 13-12. Estructura del gen de un miARN, 5 AHGRERGH) HUIHERE!
con sus dos secuencias iguales e invertidas. — mIARN —
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14

Transcripcion del ADN

14-1. Definicion

Recibe el nombre de transeripcion la sintesis de moléculas de ARN sobre la
base de moldes de ADN. La sintesis se produce por la unién entre si de los nu-
cledtidos A, U, C y G, que se alinean siguiendo el orden marcado por los nucled-
tidos complementarios del ADN. Esa complementariedad determina que las ba-
ses A, U, Cy G del ARN se apareen, respectivamente, con las bases T, A, G y C
del ADN. Como veremos, el apareamiento se logra mediante el establecimiento
de uniones transitorias (no covalentes) de las bases del ADN con las bases del
ARN en formacion, lo cual permite que se produzcan las verdaderas reacciones
sintéticas, es decir, la unién de los nucleétidos del ARN entre si.

El enlace entre dos nucledtidos consecutivos corresponde a una unién fosfo-
diéster (fig. 14-1). Dado que en ella un grupo fosfato liga el C5' de la nbosa de
un nucledtido con el C3' de la ribosa del nucledtido contiguo, la molécula de
ARN siempre resulta polarizada, con un fosfato en su extremo 5" y un hidroxi-
lo en su extremo 3'. Las uniones fosfodiéster no se producen espontineamente;
son dirigidas y catalizadas por enzimas especificas llamadas ARN polimerasas.

14-2. La molécula de ARN se sintetiza por el agregado
de un nucleotido por vez

Te6ricamente, una melécula de ARN podria construirse a partir de un
molde de ADN y de ribonuclestidos libres siguiendo estos cinco pasos. Pri-
mero, las dos cadenas del ADN se separarfan en toda su extension. Segundo,
los cuatro ribonucledtidos se aparearfan con los desoxirribonucledtidos com-
plementarios del ADN, todos simultdneamente. Tercero, cada ribonucledtido
se uniria con sus dos vecinos. Cuarto, los ribonucle6tidos se separarian de los
desoxirribonucledtidos del ADN y se liberarfa la molécula de ARN. Quinto,
las dos cadenas del ADN volverfan a unirse. Dado que en esta hipdtesis las dos
cadenas del ADN son expuestas por igual, ambas podrian ser transcriptas.

En la célula el ARN se construye de otra manera. En primer lugar, porque
se copia 56lo una de las dos cadenas del ADN, la que corre en direccion
3’5", Esto permite anticipar que el ARN se sintetiza a partir de su extremo
5' y progresa por su extremo 3' (fig. 14-1). En segundo lugar, porque los ri-
bonucledtidos se agregan de a uno por vez, lo que hace innecesaria la sepa-
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Fig. 14-1. Uni6n fosfodiéster entre los nucledtidos
del ARN durante la transeripeién del ADN,

racién de las dos cadenas del ADN en toda su extensién. S6lo se separa un
tramo de alrededor de 10 pares de nucledtidos, lo cual, como muestra la figu-
ra 14-2, forma en el ADN una burbuja de transcripcion que se desplaza a
medida que se “leen” sus nucledtidos.

Si bien se transcribe la cadena 3'—5' del gen, convencionalmente se dice
que la transcripcién avanza en direccion 5'—=3' porque el ARN sintetizado se
corresponde —en su polaridad y en la secuencia de sus nucle6tidos (sustitu-
yendo el U por la T)— con la cadena no transcripta del ADN, Mis ain, la se-
cuencia del gen se define por su cadena 5'—=3' (fig. 14-2).

14-3. Una ARN polimerasa une a los nucleétidos entre si

Los monomeros con los cuales se construyen las moléculas de ARN se
presentan en el nucleoplasma como ribonucledsidos trifosfato (ATP, UTP,
CTP y GTP) (fig. 14-1). El comienzo de la transcripeidn tiene lugar cuando,
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a través de su base, uno de estos ribonucledsidos establece una unién transi-
toria con la base complementaria del primer nucleétido del gen. En este pro-
ceso interviene el promotor del gen, luego de ser activado por factores que
mencionaremos més adelante.

El promotor se une a la ARN polimerasa y hace que ésta interactte con
el ADN en el sitio en que debe iniciarse la transcripeion (el extremo 5 del
segmento codificador del gen), el cual es marcado por el propio promotor.
Allf la ARN polimerasa forma una “burbuja”, pues determina la separacion
localizada de las dos cadenas del ADN y deja expuesto —junto con otros po-
cos— al primer desoxirribonucledtido que va a ser leido (fig. 14-2}.

A continuacién, frente a este desoxirribonucledtido se acomoda un ribo-
nucledsido trifosfato complementario —serf el primer nucleétido de la mo-
lécula de ARN—, cuya base establece una unién no covalente con la base
del desoxirribonucleétido (fig. 14-2), Luego se arrima un segundo ribonu-
cledsido trifosfato —complementario del segundo desoxirribonucledtido
expuesto en el ADN— y sus bases se unen. Pero lo mds importante es que
los dos ribonucleétidos que concurrieron a la burbuja quedan juntos, lo cual
permite que entre ellos se produzca —mediante la ARN polimerasa— una
unién fosfodiéster y se genere un dinucledtido (figs. 14-1 y 14-2). Con €l
se inicia la sintesis del ARN, que prosigue en direccién 5'—3" a medida que
se acercan —y se unen entre si— los ribonucleésidos trifosfato indicados
por el ADN.

El alargamiento progresivo del ARN es conducido por la misma ARN po-
limerasa. Esta, ademds de catalizar las uniones fosfodiéster, se desliza sobre

ACTCAGATGGE,
I — Ta G TG

‘G TATANCCY
3 mea A‘-wﬂ-ﬂ#gﬁ"_ N— LT TCAGCGGCATATGES
BTGNS T BTN
CACTCAGATE G
agerTeEar? A ABTCBCEBTATACE
TG ARACTTT A AT — e,‘t TCAGOCGOATATESR
T A AETETNCE!
E.Ig.\i'-'-l}-%"iﬂ—'li'ﬁ::w Tiaeg,
AGCT T GEAT AAGTCECGTATACT
TCEGTARICI Ay, AT — ATTEAGE T ATAT GG

‘areaaTeTAees”

¢ TECABGATBCOTAR =

BECTTEA@ATECA T CBCETATACTC

TCBAACOT E:&.Eﬁn‘gﬂzﬁ:ﬁn —— g hee GCANTATGEE
CABTETACGGATT

FEABATEOCTAN G
AGCTTGGATECAC TiCiEGIA A TA B0
TCEAACETACET _yCwen— AGCGOATATGEE
A% ameTAceGATTC

Fig. 14-2. Sintesis de ARN. Puede

observarse la ARN polimerasa (en

rojo) ¥ una “burbuja” de ADN que ~AAGATEOCTAAG ¢ —b

se desplaza debido a que sus cade- & ?gg:—fgﬁ?i:lm’sg e '@g&g::%’lrﬁrﬁ'ﬂﬂ 3
3 G & G g : 1L ‘. SR — GCECATATEGE Y

nas se van separando en un extremo /e S

a medida que se juntan en el otro, R

booksmedicos.org



https://booksmedicos.org

Factores de ; ﬁ > Factores de

Iranscripcion transcripcion

especificos % (E/ basales
=

Bl
A Regulador Promotor Codificador

I4. TRANSCRIPCION DEL ADN B 257

Fig. 14-3. A. Factores de transcrip-
cidn especificos y basales unidos al
regulador y al promotor de gen, res-
pectivamente. B. El ADN se dobla
sobre si mismo para que interactien
el regulador y el promotor, lo que
estimula Ia transeripcion del sector
codificador del gen por la ARN po-
limerasa II.

ARM polimerasa Il

S

el ADN en direccién 5'—=3' y hace avanzar la burbuja. Lo logra porque sepa-
ra a los nucledtidos en el lado frontal de la burbuja, en tanto que los de la re-
taguardia se vuelven a unir (fig. 14-2). Esto Gltimo es posible porque alli el
ADN se desliga de los ribonucledtidos. No obstante, el ARN —cada vez mds
largo— sigue unido a la cadena molde de ADN por medio de los tltimos ri-
bonucledtidos incorporados.

La transcripeidn concluye cuando la ARN polimerasa alcanza la secuencia
de terminacion en el extremo 3’ del gen. En ese punto, la enzima se libera.
También lo hace el ARN, que adquiere el nombre de transcripto primario.
En el extremo 5, el primer nucledtido del ARN retiene los tres fosfatos,
mientras que en el extremo 3’ el dltimo nucledtido presenta un grupo OH li-
bre (fig. 14-1).

14-4. La célula posee tres clases de ARN polimerasas

Existen tres tipos de ARN polimerasas —Ilamadas I, IT y IIl—, responsa-
bles de la sintesis de las distintas clases de ARN. La ARN polimerasa IT sin-
tetiza los ARNm, los miARN vy la mayoria de los ARNpn; la ARN polime-
tasa I, el ARNr 45S; la ARN polimerasa [II, el ARNr 58, los ARNt, el
ARNpc y unos pocos ARNpn.

Estas polimerasas responden de manera distinta a la accién del veneno
producido por el hongo Amanita phalloides denominado a-amanitina. Asi,
la ARN polimerasa I1 es muy sensible al veneno, la ARN polimerasa I1I es
medianamente sensible y la ARN polimerasa [ es insensible.

TRANSCRIPCION DE LOS GENES DE LOS ARN MENSAJEROS

14-5. Los genes que codifican a los ARNm son activados
por factores de transcripeion

La sintesis de un ARNm dado se produce cuando el gen respectivo. mejor
dicho, sus secuencias reguladoras y el promotor, se activan por proteinas es-
peciales, llamadas factores de transeripeién. Estos se clasifican en especi-
ficos y basales.

Los factores de tramscripcién especificos interactian con el regulador
“del gen (fig. 14-3) y, segiin lo hagan con secuencias amplificadoras o inhibi-
doras del regulador (cap. 13-7), se conocen como activadores y represores,
espectivamente. Las funciones de estos factores de transcripcidn se analizan
‘en la seccién 14-7,
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Los factores de transcripcién basales son requeridos por ¢l promotor, pues
se unen a la secuencia TATA para comenzar la sintesis del ARNm (en la seccitn
14-7 veremos que antes debe activarse el regulador). Debido a su naturaleza
inespecifica, los factores basales son mds conocidos que los especificos. Existen
varios —denominados TFIID, TFIIA, TFIIB, TFIIF, TFIIE, TFIIH, etc.—,
los cuales actiian secuencialmente en el orden en que son mencionados. El
TFIID se halla integrado por varias subunidades, una llamada TBP (por TATA
binding protein) y las otras, TAF (por TBP-associated factor).

El proceso se inicia al unirse el TFIID al promotor, por medio de la TBP.
Esta uni6n altera la estructura de la cromatina en el promotor, que abandona
su forma rectilinea y se pliega hasta formar un dngulo de unos 100°, El cam-
bio atrae tanto a los restantes factores de transcripeién basales como a la
ARN polimerasa II, con la cual esos factores se unieron previamente.

Una vez que se ha unido al promotor, la ARN polimerasa 11 es fosforilada
por el TFIIH, que contiene una quinasa. Un ATP dona el fésforo, luego de ser
hidrolizado por el TFIIB. A continuacién, la ARN polimerasa 11 fosforilada
se desprende de los factores de transcripcion y abre la doble hélice del ADN
en el sector del gen contiguo al promotor —se forma la burbuja de transcrip-
citn—, con lo cual se inicia la sintesis del ARNm.

Para alargar el ARNm, la ARN polimerasa Il necesita dos factores adicio-
nales., los factores de elongacion SII (o TFIIS) y SIII (o elongina). El fac-
tor SII es una proteina monomérica de 38 kDa. El factor SIII es un heterotri-
mero compuesto por las elonginas A, B y C, de 110 kDa, 18 kDa y 15 kDa,
respectivamente.

Se estima que durante la fase de alargamiento la ARN polimerasa Il le
agrega a la molécula de ARN unos 50 nucledtidos por segundo.

Como se seiiald, en los genes que codifican ARNm aiin no se ha identifi-
cado la secuencia de nucledtidos responsable de la terminacién de la trans-
cripeion (cap. 13-7).

El conjunto de transcriptos primarios de los ARNm se conoce como ARN
heterogéneo nuclear o ARNhn. Estos transcriptos no se encuentran libres en
el nucleoplasma sino combinados con diversas protefnas bdsicas, las cuales
se unen a los ARNm a medida que se sintetizan. El conjunto de transcriptos
primarios y las proteinas asociadas lleva el nombre de ribonucleoproteina
heterogénea nuclear o RNPhn. Se considera que las protefnas actian como
chaperonas que mantienen a los ARNm desplegados. Ello evita que se for-
men —en una misma molécula— apareamientos entre secuencias de nucleé-
tidos complementarios.

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS GENES QUE CODIFICAN
ARN MENSAJEROS

14-6. Los mecanismos mas importantes para controlar la actividad
de los genes tienen lugar a nivel de la transcripcion

Desde que se supo que en los organismos pluricelulares todas las células
poseen el mismo genoma, se ha planteado la necesidad de responder a este
interrogante: ;por qué en cada tipo celular ciertos genes son seleccionados
para su transcripcion y no otros? La respuesta presenta varias facetas, cuyos
contenidos se desarrollan en distintos lugares del libro. Asi, en el capitulo 11
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se analiza como responden las células al ser influidas por otras, y en las si-
guientes secciones del presente capitulo se describen los mecanismos mole-
culares que llevan a la diferenciacion celular. Finalmente, en los capitulos 15,
16 y 21 se agregan datos que completan el panorama.

Los mecanismos celulares que determinan qué proteina ha de sintetizarse,
yen qué cantidad, operan en varios niveles, aunque los mas importantes son
los que controlan la actividad transcripcional de los genes. No obstante, pue-
den producirse regulaciones después de sintetizado el ARN, durante el pro-
cesamiento del transcripto primario. Tncluso mds tarde, mediante el control
de la exportacién del ARNm al citoplasma o de su supervivencia en el cito-
sol (fig. 13-1). Finalmente, en algunos casos las regulaciones ocurren duran-
te la traduccion de los ARNm en proteinas o a través de la degradacion de las
secundas. El control de la actividad transcripcional de los genes se analizard
en las siguientes secciones de este capitulo, y las regulaciones postranscrip-
ciongles se estudiardn en los capitulos 15 y 16.

Es oportuno sefalar que el ARN de aproximadamente la mitad de los trans-
criptos primarios no completa su sintesis, Se ignora si esto se debe a la existen-
cia de alteraciones en los procesos de transcripeion o si se trata de un mecanis-
mo generalizado de regulacion de la actividad génica que opera abortando la
transcripcion antes que la polimerasa 11 arribe a la sefial de terminaci6n.

Se conocen muy pocos casos de regulacién génica derivados de la conclu-
sién prematura de la transcripeién. Como veremos, los mecanismos prevale-
cientes operan en el comienzo de la sintesis de los ARNm, ya que actiian so-
bre las secuencias reguladoras de los genes. Estas secuencias son influidas
por factores de transcripeidn especificos, que ingresan en el nicleo para ac-
tivar o inhibir a los genes.

14-7. Los factores de transcripcion especificos desencadenan
o frenan la transcripcion del ADN

Recordemos que la polimerasa II por si misma no puede iniciar la trans-
cripeidn del segmento codificador del gen, pues tiene que ser activada por los
factores de transeripeion basales unidos al promotor. A su vez, esta union de-
pende de la activacién previa de las secuencias reguladoras por factores de
transcripcion especificos,

Como los factores de transcripcion basales son los mismos para casi to-
dos los genes, se dice gue son constitutivos. En cambio, los factores de
transcripeion especificos, al ser particulares para cada gen, se califican co-
mo facultativos.

Aungue los factores de transcripeidn especificos se cuentan por millares,
son muchao menos numerosos que las secuencias reguladoras que tienen que
controlar. No obstante, logran la especificidad mediante la creacion de mil-
tiples combinaciones entre ellos, lo cual aumenta el nimero de posibilida-
des en forma extraordinaria. Asi, cada clase de célula elabora s6lo una se-
leccién de esos factores, nada més que los imprescindibles para crear las
combinaciones capaces de regular sus propios genes. Debido a que cada
gen suele tener varios amplificadores y varios inhibidores, dos o méds genes
distintos pueden poseer algunos reguladores en comiin, aunque nunca la
misma combinacién.
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Una vez que los factores especificos se han umdo a las secuencias regula-
doras, jc6mo actiian sobre el promotor? (recuérdese que ambas partes del gen
suelen estar muy distanciadas). Simplemente, el gen se curva y forma una
horquilla, como muestra la figura 14-3. Obsérvese el modo como los facto-
res especificos unidos a las secuencias reguladoras interactian con los facto-
res basales situados en el promotor. Ello es posible porque los factores espe-
cificos cuentan con dos dominios, uno que se conecta con el ADN regulador
y otro que lo hace con los factores basales, mds precisamente, con las sub-
unidades TAF del factor TFIID.

Cuando el complejo queda integrado, los factores basales activan a la
ARN polimerasa I1 y ésta inicia la transcripcién del gen. Por su parte, los fac-
tores especificos disponen el nimero de polimerasas que —una tras otra—
hardn el trabajo, lo cual regula la cantidad de ARNm que se fabricard.

En las secciones 14-20 a 14-26 se analizan los mecanismos reguladores de
la actividad pénica en las células procariotas.

14-8. La transcripcion de los genes de los ARNm puede visualizarse
con la ayuda del microscopio electronico

La microscopia electrénica convencional no muestra como se transcriben
los genes. Empero, cuando se dispersa el contenido del nicleo sobre una gri-
lla se ponen en evidencia detalles reveladores. Asi, si un gen se transcribe a
un ritmo acelerado —es decir, se asocia simultdneamente con varias ARN po-
limerasas T1—, puede ser visto junto con muchas cadenas de ARNm que sur-
gen perpendicularmente de su molécula.

El conjunto se asemeja a un Arbol de navidad, cuyo tronco corresponde al
gen y las ramas a los ARNm (fig. 14-4). El alargamiento de las ramas —que
son més largas a medida que se alejan de la punta del drbol— indica la direc-
cién de la transcripcién. En el punto en que cada rama se une al tronco se lo-
caliza una ARN polimerasa I1 (suele verse en las micrografias) y, por lo tanto,
se forma una “burbuja”. Si pudiera realizarse una filmacién se veria a las bur-
bujas desplazdndose desde la punta del drbol hacia el “suelo”, cada una con su
ARNm, que se desprende del tronco cuando alcanza su médxima longitud.

Los genes que producen ARNm a tan alta velocidad no son muchos, pues la
mayoria se transcribe a un ritmo relativamente moderado. Los més lentos inician
una nueva transcripcién después de concluir la anterior, En estos casos el gen se
verfa como un tronco con una sola rama —el ARNm—, cuya longitud y posicién
en el tronco dependerian del instante en que es tomada la microfotografia.

14-9. Se conocen las bases moleculares de la interaccion de los
factores de transcripcion con el ADN de las regiones
requladoras y promotora del gen

Los factores de transcripcion y el ADN de los reguladores y del promotor con-
tienen en sus moléculas informacién suficiente para unirse entre si en forma es-
pecifica. Los factores de transcripcion establecen contacto con el ADN median-
fe grupos quimicos complementarios, de un lado aportados por los aminodcidos
y del otro por las bases de los nucleétidos. Asf, la especificidad de la union de-
pende de la complementariedad estructural entre las partes interactuantes.

Originariamente se creyd que los factores de transcripcién abrian la doble
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Direccion de la sintesis ——#

hélice del ADN y reconocian a los grupos quimicos que participan en la for-  Fig. 14-4. Micrografia elec-
. : ; trénica que muestra dos ge-

macién de los puentes de hidrégeno entre las bases de los nucledtidos. ESto ¢ yanscribiéndose. 35.000x.

ha sido descartado. Si bien se confirmé que los factores de transcripcién re-  (Cortesia de O. L. Miller y B.

conocen al ADN de los promotores y de los reguladores por sus bases, en ~ R-Beatty)

ellas identifican a grupos quimicos localizados en la parte exterior de la do-

ble hélice, a nivel de los surcos mayor y menor. Alli, sin necesidad de rom-

per los puentes de hidrégeno, los aminodcidos de los factores de transcrip-

cién interactiian con las bases y se unen a ellas.

14-10. Los Factores de transcripcion se asocian a los reguladores
y al promotor del gen a través de dtomos expuestos
en los surcos del ADN

Visto desde el surco mayor del ADN (fig. 2-4), cada par de nucle6tidos
—en las cuatro combinaciones posibles (A-T, T-A, G-C y C-G)— muestra un
ftomo de oxfgeno, uno de hidrégeno y uno de nitrégeno (fig. 14-5), que son
capaces de establecer uniones no covalentes (como puentes de hidrégeno)
con dtomos de los aminodcidos de los factores de transcripeion. En cada par
de bases esas tres 4tomos se presentan combinados de manera diferente. Por
ejemplo, el par A-T muestra la combinacién N-H-0, y el par T-A, la combi-
nacién O—-H-N; como vemos, una es la imagen invertida (en espejo) de la
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Fig. 14-5. Posiciones y combi-
naciones de los dtomos de oxi-
peno, hidrégeno y nitrdgeno
que se hallan expuestos en el
sureo mayor de la molécula de
ADN a nivel de los pares de
bases A-T, T-A, G-C y C-G.

Fig. 14-6, Estructura con for-
ma de hélice-vuelta-hélice.

otra. Algo semejante ocurre con los pares G-C y C-G, en los cuales los dto-
mos forman las combinaciones N—-O—-H y H-O-N, respectivamente.

La informacion cifrada en el surco menor del ADN (fig. 2-4) es menos
amplia que la del surco mayor, tal vez porque el menor resulta estrecho pa-
ra la entrada de algunos aminoécidos.

Ademds de estas asociaciones especificas, entre los factores de transcrip-
cién y el ADN se producen uniones inespecificas; en una de ellas participa el
esqueleto de fosfatos del ADN y, si bien no le confiere especificidad a la
unién, la estabiliza.

Por lo general cada factor de transcripcidn entabla unos 20 contactos con
el ADN, lo que significa que aproximadamente 20 aminodcidos interactian
con otros tantos pares de nucledtidos, sea en el promotor o en el regulador del
gen. Dado que las combinaciones de pares de bases son cuatro (A-T, T-A,
G-C, C-G), pueden darse unas 160.000 (20) posibilidades de combinaciones
tedricas, cantidad desproporcionadamente alta para el niimero de factores de
transcripeidn que existen en la célula.

14-11. Los factores de transcripcion contienen estructuras diméricas
especiales

Analizadas las singularidades estructurales del ADN, nos ocuparemos aho-
ra de las que caracterizan a los factores de transcripcién. En general, las pro-
tefnas de los factores de transcripeion contienen estructuras diméricas simé-
tricas, las cuales se encastran en los surcos de la doble hélice del ADN. Asi,
los dimeros ocupan dos vueltas de la doble hélice, con un monémero en cada
vuelta. En ese par de vueltas el ADN también presenta sime-
trfa, ya que sus dos mitades muestran secuencias de nucledti-
dos repetidas en palindromo (término tomado de la lingtiisti-
ca que designa a la palabra o frase que se lee igual de izquier-
da a derecha o de derecha a izquierda). Cada mitad del palin-
dromo ocupa una de las vueltas del ADN.

La dimerizacidn de los factores de transcripcion y la si-
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metrfa del ADN son condiciones necesarias para que los ami-
nodcidos de los primeros puedan interactuar con las bases del
regulador y del promotor.

Aungue existen miles de factores de transcripeidn diferen-
tes, los sectores diméricos de sus moléculas forman estructu-
ras secundarias y terciarias con disefios comunes, lo cual
permite clasificarlos en un limitado nimero de familias. Ca-
da factor de transcripcién puede tener una, dos o més de esas
estructuras, disefiadas para ingresar en los surcos de la doble
hélice a nivel del regulador y del promotor del gen.

La denominacién de las estructuras se basa en las formas
que tienen, de ahf que se las llame hélice-vuelta-hélice, dedos
de cinc, cremallera de leucina y hélice-bucle-hélice.

Hélice-vuelta-hélice. Esta estructura consta de dos cadenas de aminodci-
dos con forma de hélice, separadas por una “vuelta” o cadena més corta (fig.
14-6). Una de las hélices “lee” la secuencia de nucledtidos en el sector regu-
lador del gen —al que se une si lo reconoce— y la otra mantiene la hélice
lectora en la posicién adecuada. Obviamente, la secuencia de aminodcidos en
la hélice lectora (llamada también hélice de reconocimiento) varia en los dis-
tintos factores de transcripeidn.

Cuando una hélice-vuelta-hélice estd acompaiiada por otra si-
métrica, entre ambas componen un dimero. Las respectivas héli-
ces de reconocimiento se encajan en sendos surcos del ADN, que
corresponden  los dos lados del palindromo.

Se han identificado estructuras hélice-vuelta-hélice en di-
versos factores de transcripeién. Por ejemplo, en algunos fac-
tores involucrados en la formacidn del plan corporal durante
el desarrollo embrionario (cap. 21-22), en los factores impli-
cados en la diferenciacién de las células musculares, eic.

Cremallera de leucina. Consta de dos cadenas polipeptidicas dispuestas en
paralelo, ambas con forma de hélice. Cada cadena posee dos sectores, uno que
se une al ADN y otro que lo hace con su homélogo, con lo cual se forma un di-
mero (fig. 14-7). Los sectores unidos entre si presentan, cada siete aminoéci-
dos —que corresponden a dos vueltas de la hélice—, una leucina que da al in-
terior del dimero. Estas leucinas se encastrarfan como los dientes de los cierres
relimpago, de ahi el nombre de cremallera. Los sectores no dimerizados po-
seen una alta proporcion de aminodcidos bdsicos, que son los que generan la
unién especifica del factor de transcripcidn con el ADN.

Entre otros, poseen cremalleras de leucina los factores de
transcripeién que regulan la actividad de los protooncogenes
mye, fos y jun {(cap. 18-31).

Dedos de cinc. Cada dominio del factor de transeripeién es-
ti compuesto por una secuencia de unos pocos aminodcidos y un
dtomo de cine, el cual se liga tetraédricamente a cuatro cisteinas,
0 a dos cistefnas y dos histidinas (fig. 14-8). Estos dominios se
proyectan como dedos, cuyo niimero y secuencia de aminoaci-
dos varfan en los distintos factores de transcripeion. Ademas, los
dedos de cinc se asocian de a dos para formar dimeros.

Los dedos de cinc son las estructuras mas difundidas en-
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Fig. 14-7, Estructura con for-
ma de cremallera de leucina.

Fig. 14-8. Estructura con for-
ma de dedos de cinc.

Fig. 14-9. Estructura con for-
ma de hélice-bucle-hélice.
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tre los factores de transcripcién. Se encuentran, por ejemplo, en los recepto-
res citosélicos mencionados en el capitulo 11-6. Estos ingresan en el nicleo
y actiian como factores de transcripcion especificos cuando se les unen las
sustancias inductoras. Otro ejemplo corresponde al TFIIIA, uno de los facto-
res de transcripcion del ARNr 58 (seccién 14-16).

Hélice-bucle-hélice. Esta estructura tiene una configuracién dimérica muy
parecida a la cremallera de leucina, pues posee dos cadenas polipeptidicas con
dos sectores funcionales en cada una: el especifico —reservado para la unién del
factor de transcripcion con el ADN— y el responsable de la dimerizacion (fig.
14-9). El primero es rico en aminodcidos bésicos. Este disefio se diferencia de
la cremallera porque sus partes dimerizadas no se encastran.

14-12. El enrollamiento de la cromatina influye sobre la actividad
de los genes

En el capitulo 12-10 se describieron las diferencias entre la eucromatina y la
heterocromatina. Se dijo que, durante la interfase, la transcripei6n tiene lugar en
la eucromatina y que el empaquetamiento altamente condensado de la cromati-
na —es decir, la heterocromatina— suele indicar ausencia de actividad transcrip-
cional. Ello no significa que en la eucromatina se produzca autométicamente [a
transcripcién, por un lado porque una proporeion significativa de su ADN care-
ce de genes y por otro porque muchos se hallan inactivos debido a que —como
se vio en las secciones dedicadas a los factores de transcripcién— solamente se
transcriben los genes que reciben el mandato de hacerlo.

En el capitulo 12-9 se analizo el papel que desempefian las histonas en el
enrollamiento de la cromatina. Aquf se verd cémo regulan la transcripcion de
los genes, haciendo que el ADN pase a estar relativamente desenrollado y
liberado de las moléculas que obstaculizan el contacto de la ARN polimera-
sa con el segmento codificador del gen.

Si bien la cromatina de 10 nm es la més apta para que el ADN pueda ser
transeripto (fig. 12-10), la ARN polimerasa no puede actuar si no se desenro-
llan los tramos de ADN gue rodean a las histonas de los nucleosomas, al me-
nos durante la transcripcién.

Se ha sugerido que los factores de transcripci6n basales no sélo activan al
promotor del gen sino también el desarmado de los nucleosomas en la parte
inicial del segmento codificador, lo que permite la separacién local de las dos
cadenas del ADN para que la ARN polimerasa pueda comenzar la transcrip-
cién. Al parecer, los factores de transcripcidn actian directa o indirectamen-
te sobre las histonas H4, que se modifican y desencadenan la remocion de las
otras histonas, comenzando por las H2A y las H2B.

Luego, a medida que avanza por el segmento codificador del gen, la propia
ARN polimerasa serfa la responsable de desenrollar el ADN de los nucleosomas,
los cuales se rearman conforme la enzima los deja atrds.

Diversos datos revelan que el grado de enrollamiento de la cromatina es re-
gulado por el agregado o por la remoci6n de grupos acetilo, grupos metilo y gru-
pos fosfato en las “colas™ de las histonas, las cuales estdn expuestas a estos cam-
bios porque se proyectan hacia fuera de los nucleosomas (cap. 12-9).

Por ejemplo, la acetilacién de algunas lisinas de la histonas H3 y H4
disminuye el enrollamiento de la cromatina, lo que favorece el acceso de
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los factores de transcripcidn basales al promotor del gen, con la consiguien-
te puesta en marcha de la actividad genética. En cambio, la desacetilacion
provoea el efecto contrario, ya que incrementa el enrollamiento de la cro-
matina y puede llegar a convertirla en heterocromatina. Debe sefialarse que
el agregado y la remocidn de los grupos acetilo son catalizados, respectiva-
mente, por acetilasas y desacetilasas localizadas en la matriz nuclear.

Respecto de la metilacion y la demetilacién, producen efectos opuestos
a los de la acetilacién y la desacetilacion, respectivamente. Asi, el agregado
de grupos metilo a una de las lisinas de la histona H3 aumenta el enrollamien-
to de la cromatina, mientras que su remocion lo disminuye.

Por iltimo, la fosforilacion y la desfosforilacién de ciertas serinas y treo-
ninas localizadas en la “cola” de la histona HI también producen efectos
opuestos a los de la acetilacion y la desacetilacion, respectivamente.

En sintesis, la acetilacidn, la demetilacion y la desfosforilacion de distin-
tas histonas disminuyen el enrollamiento de la cromatina y propician la acti-
vidad de los genes. Contrariamente, la desacetilacidn, la metilacidn y la fos-
forilacion aumentan el enrollamiento y bloguean la actividad genética.

Cabe sefialar que en diversos tipos celulares los promotores de los genes
contienen histonas que presentan —en lo relativo a su nimero y distribu-
cién— una combinacién particular de esos cambios quimicos, lo que sugie-
re que algunas combinaciones estimulan y otras silencian la actividad de los
genes. Ello ha impulsado a quienes trabajan en este tema a darle el nombre
de codigo histénico al conjunto de tales combinaciones.

Debe agregarse que en los tipos celulares diferenciados que se dividen, las
células hijas heredan la misma heterocromatina de las células predecesoras,
lo cual se repite de generacidn en generacion (cap. 21-21). Esta estabilidad
de la heterocromatina se debe a que los factores que la causan se duplican en
las células proximas a dividirse y se reparten entre las células hijas.

En algunos casos la actividad génica se inactiva y la cromatina se compacta
debido a que intervienen causas adicionales a las citadas, como sucede en el cro-
mosoma X compactado de las células de la mujer, descrito en el capitulo 12-11
con el nombre de cromating sexual o cuerpo de Barr. Si bien el cromosoma X
se compacta y sus genes se inactivan debido a que se desacetilan sus histonas y
se metila su ADN (esta metilacion se analiza en la seccién 14-13 y no debe ser
confundida con la metilacion de las histonas), ambos cambios son precedidos
por Ia activacion del gen Xist (por X-inactivation specific transcript), que como
se vio en el capitulo 13-12 se localiza en el propio cromosoma X, en una region
cercana al centromero llamada Xic. Cuando se activa, el gen Xist genera multi-
ples copias de un ARN especial denominado ARNxist (cap. 13-2), las cuales, a
partir del Xic, se unen al ADN de los dos brazos del cromosoma X e inactivan
acasi todos sus genes. Cabe agregar que mediante téenicas especiales las copias
del ARNxist aparecen en forma de puntos a lo largo del cromosoma X compac-
tado, lo que sugiere que se asacian con proleinas.

14-13. La metilacion del ADN influye sobre la actividad génica

Ademis de las cuatro bases conocidas (A, T, C y G}, en algunos puntos el
ADN contiene una quinta, la metilcitosina o mC, que se genera al agregarse
un grupo metilo (CH;) a la citosina (fig. 14-10). La metilacién del ADN se
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Hie. .H i, 25 halla restringida a citosinas seguidas por guaninas (no esta-
N o mos diciendo “apareadas™), de modo que si én un punto una
N HaC N de las cadenas del ADN contiene el dinucleétido mC-G, la
‘ e i /L§ opuesta exhibird el dinucledtido G-mC. Como es obvio, la
u 9) i o  mC del dinucle6tido mC-G se aparea con la G del dinucledti-

| ] do G-mC, y la G con la mC.
: - Al igual que con la metilacién de las histonas, existe una

Cilosina Metilcitosina

estrecha correlacién entre el grado de metilacién de los genes

Fig. 14-10, Metilacién de la y su inactividad transcripcional. No obstante, en la metilacién del ADN influ-

citosing f"”“"?’ﬁ?ﬁe el gupo  ye menos su ntimero que el lugar donde se localizan. En efecio, la metilacién

CELen 1 e CHORIN, del ADN a nivel del promotor puede abolir la actividad de un gen, mientras
que muchas metilaciones en su regién codificadora suelen no afectarla.

Recordemos gue existen genes con promotores (ue presentan sectores
llamados regiones CG debido a que contienen una alta proporcién de ese di-
nucleétido (cap. 13-7). Concordantemente, en las células de la mujer, los
promotores de numerosos genes inactivos pertenecientes al cromosoma X
compactado presentan un alto grado de metilacién en los dinucledtidos CG.

Como es 16gico, un gen puede estar metilado en un tipo celular pero no en
otro. Por ejemplo, el gen de la B-globina se halla metilado en las células que
no fabrican esa proteina y no en las células eritropoyéticas, donde la -globi-
na es producida en grandes cantidades.

En las sucesivas generaciones celulares, las células de los tejidos diferen-
ciados poseen en sus ADN un patrén de citosinas metiladas virtualmente
idéntico al de sus predecesoras. La herencia de las mC se debe a que duran-
te la replicacion, luego de duplicarse las dos cadenas del ADN, las C de las
cadenas hijas —las complementarias a las G de los dinucleétidos mC-G y
G-mC, exclusivamente — adquieren un grupo metilo. Esta metilacion es diri-
gida por una enzima llamada mefilasa de mantenimiento, que actia apenas
se duplica el ADN (fig. 14-11).

Contrariamente, en las células que se diferencian después de dividirse, los
patrones de metilacién se modifican. Asi, los genes inactivos —por lo tanto,
muy metilados— pierden parte de su metilacién si se activan.

El mecanismo que modula el reemplazo de las mC por C —y viceversa—
y el modo como las primeras previenen la transcripcion son temas que acu-
¢ian a los investigadores dedicados al estudio de la diferenciacién celular.

14-14. La impronta genomica resulta de la metilacion diferente
de los alelos de algunos genes, segln provengan
del padre o de la madre

Un fenémeno muy llamativo relacionado con la metilacidn del ADN se
observa en la denominada impronta genémica. Esta involucra a un grupo de
genes cuyos dos alelos poseen normalmente patrones de metilacion de las ci-
tosinas distintos entre si, al compararse el alelo aportado por el padre con el
alelo aportado por la madre. Hasta el momento se han identificado mds de 40
genes con esta caracteristica que, resaltamos, es absolutamente normal.

Para que la impronta —o “marca de procedencia” paterna o materna— de
esos genes pueda mantenerse de generacién en generaci6n, los genes con im-
pronta materna deben perderla en las células germinativas masculinas y ad-
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quirir el patron de metilacién de los genes con impronta paterna, los cuales
no se modifican. Obviamente, en las células germinativas femeninas debe
ocurrir lo contrario. Se ignora cdmo en el testiculo los genes con impronta
materna adquieren el patrén de metilacién de sus homdlogos paternos, y en
el ovario los genes con impronta paterna adquieren el patrén de metilacién de
sus homologos maternos.

En el testiculo la modificacién se produce en la etapa perinatal y tiene lu-
gar en las células predecesoras de los espermatogonios (cap. 19-3). En cam-
bio, en el ovario se produce durante la meiosis I, por lo que tiene lugar en el
ovocito | (cap. 19-4).

Debe senalarse que para que la embriogénesis sea normal, por cada par de
alelos con impronta se requiere que uno tenga la impronta paterna y el otro
la materna. Por consiguiente, si en una célula germinativa de uno de los pa-
dres se produce una falla en la reprogramacién de la impronta, el embrién
formado con la participacién de esa célula tendrd una proporeién inadecuada
de alelos paternos y maternos y se desarrollard defectuosamente.

Reciben el nombre de disomias uniparentales las afecciones congénitas
que se producen cuando los dos alelos de un gen con impronta poseen la im-
pronta del padre o la impronta de la madre y no cada alelo la impronta de uno
de los padres. Por ejemplo, una malformacién congénita muy grave, el sin-
drome de Angelman, se debe a la presencia de dos alelos paternos o a la fal-
ta del alelo materno de un gen con impronta perteneciente al cromosoma 15.
Su contrapartida es el sindrome de Prader-Willi, en el cual esos alelos son
maternos. Debe seffalarse que si bien ambos sindromes son consecuencia de
la alteracién de la impronta del mismo gen —la del alelo materno y la del ale-
lo paterno, respectivamente—, sus cuadros clinicos difieren entre s,

TRANSCRIPCION DEL GEN DEL ARN RIBOSOMICO 455

14-15. El ARNr 455 se sintetiza en el nucléolo mediante dos factores
de transcripcion

En el capitulo 13-8 se sefialé que las 200 copias del gen del ARNr 458 se
localizan en el nucléolo.

La iniciacién de la sintesis del ARNr 455 por la ARN polimerasa I requie-
re dos factores de transcripeidn, llamados SL1 (por selectivity factor) y UBF
(por upstream binding factor) (fig. 14-12). Los estudios sobre el SL1 revela-
ron que contiene tres TAF y una subunidad idéntica al TBP del TFIID (a pe-
sar de que el promotor del gen para el ARNr 458 carece de secuencia TATA).

El SL1 se asocia al promotor del gen y el UBF al regulador (amplificador)

¥ gt
E v — ; —— o
CH, / —CC == ‘tlz—
1
| -] CHy
_E(F_ cl;H 3
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CH, Fig. 14-11. Metilacién de citosinas

CH, tras la replicacién del ADN.
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Fig. 14-12. Representacion del gen
del ARNr 455 asociado a la ARN po-
limerasa 1 y a los factores de trans-

cripeidn UBF y SL1.

ARN polimerasa |

T
5 a
(cap. 13-8). Luego el SL1 y el UBF se comunican entre si —y ambos con la
ARN polimerasa [— y forman un complejo cooperativo que da inicio a la
transcripcion.

La transcripcion de cada una de las copias del gen del ARNr 458 concluye
al arribar la ARN polimerasa I a la secuencia de terminaci6n, rica en timinas.
Dado que varias copias del gen se hallan alineadas en tindem (cap. 13-8) (fig.
13-7), es posible que exista algiin tipo de asociacién entre la zona de termina-
ci6n de una copia y el regulador de la copia siguiente, a pesar de estar separa-
das por un tramo de ADN espaciador que no se transcribe. Abonan esta idea
experimentos en los cuales la transcripcion de una copia no se inicia si la ubi-
cada precedentemente no finaliza la suya.

El estudio ultramicroscépico del nucléolo, previo extendido de sus com-
ponentes, muestra una sucesion de copias del gen del ARNT 458 dispuestas
en tdndem, cada una asociada a numerosos trascriptos primarios. Se ven ima-
genes semejantes a drboles de navidad, como las producidas por los genes
que sintetizan ARNm a alta velocidad (fig. 14-13).

Prar'putor Silio de leirm'maclﬁn
‘ mnies i oesies
[ - | f—— f—_—
Espaciador Espaciader Espaciadores Espaciador
no transeripto transcripto transcriptos no transcripto

Fig. 14-13. En la parte superior de la figura se observa un extendido con once genes consecutivos del ARNr 455, separados
por segmentos espaciadores que no se transeriben. En la parte media aparece uno de dichos genes con mayor aumento, en ple-
no proceso de transcripeidn; contiene miiltiples moléculas de ARNr 458, lo que le otorga un aspecto de “drbol de navidad”. En
la parte inferior se presenta un esquema del gen, con las partes correspondicntes a los ARNr 188, 285 y 5,88 junto a los seg-
mentos espaciadores que s¢ transcriben. (Cortesia de U. Scheer, M. F. Trendelemburg y W. W. Franke )
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Fig. 14-14. Representacién del gen del
ARNr 58 asociado a la ARN polimera-
sa I11 y a los factores de transcripeidn
ARN polimerasa Il TFIILA, TFIIB y TFHIC.

5 [

TRANSCRIPCION DEL GEN DEL ARN RIBOSOMICO 58

14-16. El gen del ARNr 55 se halla fuera del nucléolo y se activa
mediante tres factores de Lranscripcion

Las aproximadamente 2.000 copias del gen que codifica el ARNr 55 se
encuentran fuera del nucléolo (cap. 13-9). Su transcripeidn es dirigida por la
ARN polimerasa III, que actia cuando tres factores de transcripcion distin-
tos —llamados TFIIIA, TFIIIB y TFIIIC— se unen al promotor del gen
(fig. 14-14). EL TFIIIB contiene varios TAF y la subunidad TBP del TFIID.

La sintesis del ARNr 5S cesa cuando la ARN polimerasa IT1 arriba a la se-
cuencia de terminacion, rica en timinas.

TRANSCRIPCION DE LOS GENES DE LOS ARN DE TRANSFERENCIA

14-17. Los genes que codifican a los ARNt se activan mediante
dos factores de transcripcion

La transcripcion de las 10 a 100 copias de cada uno de los genes que co-
difican a los distintos ARNt (cap. 13-10) es dirigida también por la enzima
ARN polimerasa ITI, la cual requiere que se unan al promotor dos factores
de transcripcidn, los recién nombrados TFITIB y TFIIC (fig. 14-15).

Debido a la presencia de varias timinas consecutivas en el extremo 3' del gen,
la finalizacién de la sintesis de estos ARN es similar a la de los ARNr 458 y 5S.

TRANSCRIPCION DE LOS GENES DE LOS ARN PEQUENOS

14-18. Los factores de transcripcion que activan a los genes de los
ARN pequefos se conocen parcialmente

La mayor parte de los ARNpn son sintetizados por la ARN polimerasa I,
y unos pocos por la ARN polimerasa III. Se ha descubierto un factor de
transcripeién llamado SNAPc (por small nuclear activator protein complex)
que se vincula con ambas polimerasas; posee una subunidad TBP y se une a
la secuencia TATA o a la secuencia PSE del promotor (cap. 13-11).

Fig. 14-15. Representacion del gen de un ARNt
asociado a la ARN polimerasa III y a los factores
de transcripcién TFIIIB y TFIIC.
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La formacién de los restantes ARNpn y de los ARNpno no depende de
polimerasas ni de factores de transcripcion propios, ya que estd supeditada a
la sintesis de los ARNm donde se hallan los intrones que les dan origen {cap.
13-11). Como se vio en la seccién 14-5, la sintesis de los ARNm es dirigida
por la ARN polimerasa I1.

Respecto del gen del ARNpe, sus miiltiples copias son transcriptas por
la ARN polimerasa ITI. Los factores de transcripcion de este gen atn no se
conocen.

TRANSCRIPCION DE LOS GENES DEL ARNxist, DEL ARNte
Y DE LOS miARN

14-19. No se conoce acabadamente como se transcriben los genes
del ARNxist, del ARNte y de los miARN

Si bien durante el desarrolio temprano del embrién femenino el gen del
ARNGxist se transcribe en los dos cromosomas X, por causas todavia desco-
nocidas. mds tarde lo hace solamente en el cromosoma X compactado (cuer-
po de Barr).

Respecto del gen del ARNte, existen estudios que sugieren que es trans-
cripto por la ARN polimerasa I1.

Los genes de los miARN —tanto los intrénicos como los intergénicos
(cap. 13-12)— son transcriptos por la ARN polimerasa II (fig. 15-12).
Debido a que los genes intrénicos son segmentos de ADN que carecen de
promotores, se transcriben cuando lo hacen los genes de los ARNm a los que
pertenecen. En cambio, los genes intergénicos se transcriben cuando sus pro-
motores son activados por factores de transcripeién especificos.

TRANSCRIPCION DE LOS GENES EN LAS CELULAS PROCARIOTAS

14-20. La regulacion de la expresidn de los genes bacterianos puede
tener lugar en el comienzo o en la terminacion de la
transcripcion

Las bacterias poseen miles de genes, entre los cuales se encuentran los que
codifican a las proteinas enzimaticas, tanto las que participan en la degrada-
cidn de los alimentos provenientes del medio como las que intervienen en la
sintesis de las moléculas que componen la célula bacteriana. En algunos ca-
sos, la expresion de tales genes es controlada en el comienzo de la transcrip-
cién, y en otros tanto en el comienzo como en la terminacion.

14-21. El operdn lac es inducido por la lactosa

Puesto que las bacterias obtienen su alimento directamente del medio en
que viven, los mecanismos que regulan la actividad de sus genes deben adap-
tarse rdpidamente a los cambios en la calidad y la cantidad de las moléculas
(alimentos) en dicho medio.

Un buen ejemplo de control transcripcional lo proporcionan los genes de las
enzimas que intervienen cuando la bacteria Escherichia coli utiliza la lactosa
como alimento. La sintesis de estas enzimas puede aumentar hasta 1.000 ve-
ces si se agrega lactosa al medio de cultivo. Asi, la disponibilidad de un sus-
trato estimula la produccién de las enzimas que intervienen en su degrada-
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cién. Esta regulacién — por induccién enzimatica— se cumple también en
el caso de las enzimas que degradan a otros azicares y a diversos aminodci-
dos y lipidos.

Las tres enzimas necesarias para el aprovechamiento de la lactosa como
alimento son la P-galactosidasa, la permeasa y la transacetilasa, cuya codifi-
cacién corresponde a una unidad genética comin denominada operdn lac
(fig. 14-16).

Un operén es un grupo de genes que se encuentran muy préximos entre si
y que son regulados (activados o inhibidos) en forma conjunta por un opera-
dor (0) y un promotor (p). Ademds suele intervenir un gen inhibidor (i),
que codifica a una proteina denominada represor. Los genes se hallan en el
segmento codificador y son transcriptos en un solo ARNm, que por eso re-
cibe la denominacién de ARN palicistrénico. Esto explica por qué las protei-
nas derivadas de un operén se sintetizan en cantidades equivalentes.

Volviendo al operén lac, su segmento codificador posee tres genes —llama-
dos z, ¥ y a— , que codifican a las tres enzimas mencionadas. Es regulado por el
represor lac, un complejo proteico que posee cuatro subunidades idénticas de
40 kDa, codificadas por el gen inhibidor (fig. 14-16). El represor lac se une al
operador, que estd situado cerca del comienzo del gen z (de la -galactosidasa).

Como se observa en la figura 14-17, 1a unién del represor lac con el ope-
rador impide la sintesis del ARNm policistrénico. El represor lac se une a una
secuencia de 21 pares de bases del operador que tiene regiones con simetrfa
doble {en palindromo), de modo que algunos sectores ubicados en el lado iz-
quierdo se encuentran también en el lado derecho, pero en la cadena opuesta
y dispuestos “en espejo” (fig. 14-18).

Se han encontrado secuencias similares en los operadores de otros opero-
nes y en los reguladores de los genes de las células eucariotas (seccion 14-11).
Las secuencias simétricas representan sitios de reconocimiento para las distin-
tas subunidades del represor.

14-22. La sustancia inductora se une al represor y éste sale
del operador

La afinidad del represor por el operador se halla regulada por la sustancia
inductora, que es una molécula pequefa que se liga al represor. La sustancia
inductora natural del operén lac es la alolactosa, un metabolito de la lactosa
(en las experiencias de laboratorio se usa el isopropiltiogalactésido o IPTG,
que es un inductor mucho mds potente que la alolactosa).

Caodificador
T T T T EE T T U RHAH
Ty B o ¢ iE —y —
l l Fig. 14-16. Representacion del ope-
ARNm | ARNM fEc T "
rén lac, con el gen inhibidor i (que
[T T T codifica al ARNm del represor lac),
l l l l el promotor (p), el operador (o) y el
segmento codificader compuesto
¢ ; por los genes z, y y a. Estos codifi-
@'Qg @ (L can al ARNm policistrénico lac que
A Fefmessa / da lugar a las proteinas p-galactosi-
Represor lac Transacelilasa  dasa, permeasa y transacetilasa.
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Cada subunidad del represor tiene un sitio de unién para la sustancia in-
ductora. Esta le provoca un cambio conformacional, y entonces el represor
abandona al operador. Como vemos, la presencia de la sustancia inductora
hace posible la transcripcién del operén. El efecto de la presencia de la lac-
tosa —y, por lo tanto, de la alolactosa— en el medio es espectacular. Mien-
tras que en ausencia de lactosa la E. coli contiene en promedio s6lo tres mo-
léculas de B-galactosidasa, después de la induccion del oper6n lac pasa a te-
ner unas 3.000 moléculas, las cuales representan el 3% de sus proteinas.
Ademés esta adaptacién es muy répida, ya que la mayoria de los ARNm bac-
terianos, si bien se sintetizan a gran velocidad, tienen una vida media de
unos pocos minutos.

14-23. La ARN polimerasa se une al promotor cuando el represor
sale del operador

El promotor es el segmento del gen donde se coloca la ARN polimerasa
cuando se inicia la transcripcion. En la figura 14-18 se muestra la secuencia
de nucledtidos del promotor en el operdn lac. Para la unién de la ARN poli-
merasa son importantes dos sectores: 1) la secuencia conservada TATGTTG,
situada entre 6 y 12 nucleétidos antes del sitio de comienzo de la transcrip-
ci6n, presente en casi todos los promotores, y 2) una secuencia necesaria lo-
calizada a 35 nucleétidos de ese sitio, importante porque si muta se inhibe la
expresion del operdn lac.

La ARN polimerasa se une a una regién del gen de aproximadamente 80
nucledtidos, correspondiente al promotor. La presencia del represor en el

ARM polimerasa

I LS z ¥ a

;" ,!:1,1%n,un:.ll e

I 4
| — - Represor lac =~

Complejo sustancia inductora
{alolactosa)-reprasor lac

Fig. 14-17. Regulacion del operdn lac en ausencia y en presencia de una sustancia inductora. En el primer caso el represor
lac —que es un tetrimero— se une al operador e interfiere |a transcripeién de los genes. La unidn simultdnea de la ARN po-
limerasa con el promotor y del represor con el operador es imposible, ya que la enzima es incapaz de unirse al promoter cuan-
do el represor ocupa el operador. En el segundo caso la sustancia inductora se une al represor y le produce un cambio con-
formacional que impide su unién con el operador, De esta manera la ARN polimerasa queda en libertad y puede activar la
transcripeion de los genes. En la Escherichia coli 1a ARN polimerasa posee cinco subunidades: dos o (de 40 kDa cada una),
dos f (de 160 kDa cada una) y una o (de 95 kDa). Adviértase que una vez iniciada la transcripcién Ia subunidad o se libera
del complejo.
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Unién del Secuencia Secuencia Unién del
AMPec-CAP necesaria conservada  represor lac

operador bloguea la union de la ARN polimerasa con el promotor. Asi, los re-  Fig, 14-18. Secuencia de nu-
presores funcionan de una manera muy simple: al estar unidos al operador cledtidos en el promotor y en el
smniden la Siacion dé 1a ARN sal; I operador del operdn lac. En el
impiden la fijacién de la polimerasa al promotaor, promotor aparece la sscuencia
conservada TATGTTG y una
14-24, La transcripcion del operon lac esta sujeta a un control secuencia necesaria, cuyas mu-

i ’ iolios taciones afectan la transcripcitn
positivo por parte del AMP ciclico del gen. (De R, Dickson y col)

El AMP ciclico (AMPc) participa en la regulacién de la transcripcidn de
los operones. Como se verd, su concentracién en el protoplasma bacteriano
es controlada indirectamente por la glucosa.

La E. celi posee una proteina receptora para el AMPc llamada CAP (por
catabolite activator protein). Se trata de una proteina dimérica, que se une
al promotor del operdn cuando se le asocia el AMPc. Ello hace que la ARN
palimerasa también se una al promotor (fig. 14-18). Asi, la ARN polimera-
sa reconoce al promotor siempre que el complejo AMPe-CAP se encuentre
en él. Como vemos, en el operdn lac, ademads del control negativo ejercido
por el represor lac, existe un control positivo mediado por el complejo
AMPc-CAP.

El control positivo se registra en la expresion de muchos otros operones,
como los que intervienen en la utilizacién de la maltosa, la galactosa y la ara-
binosa. Sin embargo, este control no es necesario para la expresion de los ge-
nes que actian durante la utilizacion de la glucosa como alimento. Ello es im-
portante porque cuando las bacterias crecen en presencia de glucosa tienen
menos moléculas de AMPc que cuando lo hacen, por ejemplo, en un medio
rico en lactosa, que como se sabe proporciona menos energia que la glucosa.
En consecuencia, si la E. coli se desarrolla en presencia de glucosa y lactosa,
usard sélo la primera. Este mecanismo le permite a la E. coli adaptarse a su
cambiante hébitat natural, el interior del intestino.

14-25, La transcripcion del operon Trp es regulada por dos
mecanismos

En la E. coli las cinco enzimas que se requieren para sintetizar el amino-
dcido triptofano son codificadas por el operdén Trp (fig. 14-19), cuya activi-
dad es controlada por dos mecanismos, conocidos como represion enziméti-
ca ¢ interrupcién prematura de la transcripeidn. Enseguida se verd que la ac-
tividad del operén Trp depende primordialmente de la concentracién del ami-
nodcido en la bacteria y que ambos mecanismos de control hacen que las cin-
co enzimas se produzean sélo cuando son necesarias.

En la represion enzimética la sintesis del ARNm que codifica a esas en-
zimas es bloqueada cuando la concentracion del triptéfano —es decir, del pro-
ducto de las enzimas— sobrepasa ciertos niveles. Para ello, el represor Trp
derivado del gen inhibidor ingresa en el operador e impide que la ARN poli-
merasa se una al promotor, lo cual detiene la transcripci6n del gen y, por en-
de, la produccion de las enzimas. Debe agregarse que para que el represor in-
grese en el operador se requiere que lo active un correpresor, que en el caso
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del operdn Trp es el propio aminodcido triptéfano cuando se halla en exceso.

La figura 14-19 muestra cémo obra el operén Trp cuando el triptéfano bac-
teriano es insuficiente. Obsérvese que el represor y el correpresor se separan
del operador, que la ARN polimerasa retorna al promotor y que el ARNm que
se genera dirige la producci6n de las cinco enzimas necesarias para sintetizar
el aminoécido.

Debe sefialarse que mediante el mecanismo de represion enzimdlica la
bacteria controla también la sintesis de otros aminodcidos y de las moléculas
precursoras de los dcidos nucleicos.

Como se dijo, la bacteria posee un mecanismo adicional para regular la
actividad del operén Trp, basado en la interrupcion prematura de la trans-
cripeién. Asi, cuando la concentracién de triptéfano supera ciertos niveles,
el operdn Trp interrumpe su transcripeién y genera un ARNm corto, incapaz
de producir las enzimas que se necesitan para sintetizar el aminodcido. El
ARNm resulta corto porque su molécula forma un bucle que pone fin a la
transcripeion.

Opuestamente, cuando el Trp bacteriano se halla en cantidad insuficiente,
ese bucle no se forma, la transcripcion no se interrumpe y se genera un
ARNm completo.

14-26. También existe un control postranscripcional para regular
la sintesis de moléculas

La induccién y 1a represién enziméticas proporcionan un control general
del metabolismo en los procariotas, al activar o inhibir la sintesis de las en-
zimas bacterianas de acuerdo con las necesidades (fig. 14-20). Sin embargo,
las células poseen mecanismos de regulacién més finos, pues controlan la ac-
tividad. no la sintesis de las enzimas. Los més comunes son: 1) la inhibicion
por retroalimentacion, por la cual el producto final de un ciclo metabdlico
actiia como inhibidor alostérico de la primera enzima de la cadena, de modo
que cuando se ha sintetizado una cantidad suficiente del producto toda la ca-
dena entra en reposo y se evita la acumulacién indtil de metabolitos:; 2) la
activacién por precursor, en la cual el primer metabolito de la via sintética
actiia como activador alostérico de la dltima enzima de la cadena (fig. 14-20).

El control genético (por induccidn o por represion) es un tipo de regula-

bl
ARN == Represor Trp
polimerasa “—pae *.-':,-—"‘ Correpresor (triptafano)
-

1
.
hd i
B o a b ¢ _— e
AON T O CRANEECEERI AN ARG 0 T e e HE
ARNm Trp IIII!IIIIIIIIIIHIIHIIIlIIr|I!IIIIIIiII’:I|iIlIIIIIIIIIIlIIIITIIIIIII-IIIIIIIIIIIIIIIJI‘IIIIIIIIIIIIIJIIIIIlIlIIIHIIIIII
Antranyiatio Fosfgrrinosil Fosfarribosil Triptofano Triptatana
sint=lass aniranitaio antranilato sintetasa 8 sintetasa §
Iransferasa Isomerasa

Fig. 14-19. Regulacién por represion enzimdtica de I actividad del operén Trp de la Escherichia coli. Cuando la cantidad de
triptéfano es suficiente, el represor Trp inhibe al operador, por lo que se suspende la sintesis del ARNm policistronico Trp que
codifica a las cinco enzimas requeridas para producir el aminodcido. Debe agregarse que el represor es inducido por el propio
triptéfano, que cuando se halla en exceso actia como correpresar. En cambio, cuando la bacteria es privada de triptéfano, és-
te y el represor se separan del operador y se reanuda la sintesis del ARNm Trp. (De K. Bertrand y col.)
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Fig. 14-20. En la inhibicidn por re-

e T troalimentacion (feedback), el pro-
I A ducto final (Z) de una cadena meta-
/ Activacién por precursor \l. h_ﬁlh:a actiia I(:UI'I'II.'.I |nh1h1d0r alosté-
’,-"':‘ “““““““““ A i i S X | rico de la primera enzima de la ca-
! I | i dena. En la activacién por precur-
b g ‘I, & g * E; sor, el primer producto de la cadena
A — B ﬁ C - — x ﬁ‘- Y —_— Z (A) actia comao aCT.'iVadOT alostérico
' 7 de la idltima enzima de la cadena.
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| Enzimas |
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| t !
: ARNmM ’
/
\ Induccié t Represion -~
N ————— ADN ————— -

cion burdo y relativamente lento, mientras que la inhibicién por retroalimen-

tacién y la activacién por precursor son formas mds finas y casi instantineas
de regulacién, El control genético economiza energia, ya que evita la sintesis
de enzimas innecesarias, En cambio, el control de la actividad enzimadtica
permite una adaptacion casi instantdnea del metabolismo celular.
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Procesamiento del ARN

15-1. Los ARN son procesados en el ntcleo

Recibe el nombre de procesamiento del ARN el conjunto de modificaciones
que experimentan los transcriptos primarios para convertirse en ARN funcionales.

Vimos que algunos transcriptos primarios contienen tramos de ARN sin
significado funcional aparente, como los intrones en el ARNm y los espacia-
dores en el ARNr 455. Un episodio saliente del procesamiento del ARN es la
remocion de esos segmentos no utilizables. Pero los transcriptos primarios
experimentan otros cambios. Dado que son diferentes en los distintos tipos de
ARN, los estudiaremos separadamente en el ARNm, en los ARNr 455 y 58,
en los ARNt y en los ARN pequeiios.

PROCESAMIENTO DE LOS ARN MENSAJEROS

15-2. El procesamiento de los ARNm comprende varios cambios

El procesamiento del ARNm comprende la remocién de los intrones y el
agregado de dos estructuras, llamadas cap y poli A, la primera en el extremo
5"y la segunda en el extremo 3’ de la molécula (fig. 15-1). También se meti-
lan algunas de sus adeninas. Estas modificaciones son necesarias para que los
ARNm puedan salir del nicleo y funcionar en el citosol.

15-3. En el extremo 5" del ARNm se agrega un nucleotido metilado
llamado cap

Al nucledsido trifosfato situado en el extremo 5’ del ARNm naciente se le
une un nucledtido metilado, 1a 7-metilguanesina. Recibe el nombre de cap (por
capuchdn) y se agrega al extremo 5" mediante los siguientes pasos (fig. 15-2):

15

Fig. 15-1. Esquema de los ge-
nes que codifican a ARN men-
sajeros. Se muestran los seg-
mentos correspondientes al
regulador, al promotor y al
codificador, este ultimo con
sus exones e intrones. Obsér-
vense los cambios que experi-
menta el ARNm al cabo del
procesamiento del transcripto
primario,
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Fig. 15-2. Formucidn y estructura Unlbn
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En primer término, una enzima especifica incorpora una guanosina trifos-
fato (GTP) al extremo 5' del transcripto. Esta reaccion difiere de las genera-
das por la ARN polimerasa [1 en tres aspectos: 1) el nucledtido se agrega en
el extremo 5' de la cadena y no en el extremo 3'; 2) entre los nucledtidos se
establece una unién trifosfato y no una unién fosfodiéster (uno de los P es
aportado por el GTP y los otros dos por el nucledsido trifosfato del ARNm);
1) la unién trifosfato liga el C5' de una pentosa con el C5' de otra, y no un
C5' con un C3' como en la sintesis de los dcidos nucleicos. Ademds, al que-
dar el nucleétido del cap invertido, el extremo 5' del ARNm se convierte en
un segundo extremo 3'.

A continuacién, otra enzima, la metiltransferasa, toma dos grupos metilo
de una molécula donante —la S-adenosilmetionina— y los transfiere al
ARNm. uno a la guanina del cap —se forma asf la 7-metilguanosina— y el
otro al que ha pasado a ser, luego de la incorporacién de la guanosina, el se-
gundo nucledtido del ARN mensajero.

Debe sefialarse que el cap se une al transcripto primario apenas éste co-
mienza a sintetizarse —cuando su cadena no alcanza los 30 nucledtidos—,
por lo que su incorporacion no es postranscripcional sino cotranseripcional.

El cap evita la degradaci6n del extremo 5’ del ARNm por fosfatasas o nu-
cleasas y es requerido durante la remocidn de los intrones (seccidn 15-3).
También es necesario para conectar el ARNm al ribosoma en el comienzo de
la traduccidn (cap. 16-12).

15-4. El extremo 3' del ARNm se paliadenila

Lleva el nombre de poliadenilacién el agregado de una secuencia de
aproximadamente 250 adeninas —llamada poli A— en el extremo 3’ del
ARNm. Dado que en el extremo 3' de los genes que codifican ARNm no exis-
te una secuencia de terminacién de 250 timinas seguidas que genere la poli A,
ésta se suma al ARNm de la siguiente manera (fig. 15-3):

Antes que la ARN polimerasa [I alcance la secuencia de terminacion del gen,
varios factores especificos reconocen en el transcripto primario una secuencia
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llamada sefial de poliadenilacién, formada por los nucledtidos AAUAAA
{cap. 13-7). Los factores se llaman CPSF (por cleavage and polvadenylation
specificity factor), CS8TF (por cleavage stimulation factor), CFI y CFII (por
cleavage factor). Uno de ellos —no se sabe cudl— corta el ARNm unos 20
nucledtidos después de la sefial de poliadenilacidn, y el transcripto primario
se desconecta del ADN.

Llamativamente, el resto del gen se transcribe hasta la secuencia de termi-
nacion (como se sefalé en el capitulo 13-7, en los genes de los ARNm esta
secuencia no se conoce). El tramo adicional de ARNm que resulta de la con-
tinuacion de la transcripcion no tarda en ser degradado por fosfatasas y nu-
cleasas pues su extremo 5' carece de cap.

Volviendo al transcripto primario, una enzima llamada poli A polimerasa
agrega las 250 adeninas en su extremo 3', de a una por vez. Para ello se re-
quiere la presencia del CPSF y de otro factor, el PABII (por poli A-binding
protein). A diferencia de la ARN polimerasa 11, la poli A polimerasa no nece-
sita un molde de ADN para realizar su trabajo.

La poli A es necesaria para proteger el extremo 3' del ARNm de la degra-
dacién enzimdtica, y ayuda al ARNm a salir del nicleo.

El extremo 3' de los ARNm de las histonas no se poliadenila. En cambio,
desarrolla una estructura que también protege a la molécula, consistente en
una secuencia corta de nucledtidos que se pliega y forma un bucle (fig. 15-4).

15-5, La molécula de los ARNm experimenta cortes y empalmes

La remocién de los intrones del transeripto primario se cumple en dos
pasos: en el primero, el ARNm es cortado entre los intrones y los exones; en
el segundo, los intrones son expulsados y los exones se empalman entre si.
Antes de analizar estos pasos haremos una breve descripcidn de los agentes

cap i
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Fig. 15-3, Poliadenilacion del
extremo 3' del ARNm antes de
que termine la transcripcion.
Nitese que el extremo 5" del
ARNmM ya posee el cap.

Fig. 15-4. Formacion de un bucle
en el extremo 3' del ARNm de las
histonas.


https://booksmedicos.org

280 ® BIOLOGIA CELULAR ¥ MOLECULAR

Fig, 15-5. Esquema de una de
las ribonucleoproteinas pe-
quenas nucleares (RNPpn),
con su ARN pequefio nuclear
rico en uridinas unido a varias
proteinas.

responsables de su ejecucién y de las sefiales que deben reco-
nocer en el transcripto primario.

Los agentes responsables de los cortes y empalmes en el
ARNm son las RNPpn mencionadas en el capitulo 13-2. Ca-
da una de estas ribonucleoproteinas nucleares posee un
ARNpn rico en uridinas —de 250 nucledtidos o menos— y
diversas proteinas (fig. 15-5). Debe sefialarse que la activi-
dad enzimitica de las RNPpn depende del ARNpn, no de las
proteinas (como se vio en el capitulo 2-12, los ARN con pro-
piedades cataliticas se llaman ribozimas).

Existen varias RNPpn. Son diferentes no s6lo en su compo-
sicién sino también en sus funciones, algunas ajenas a los cor-
tes y los empalmes de los transcriptos primarios. Las RNPpn
que participan en esos cortes y empalmes son las llamadas U1,
U2, U4, U5 y U6 (U por ser ricas en uridinas), las cuales concurren al sector
del transcripto primario que va a ser procesado y forman un complejo macro-
molecular denominado espliceosoma (por splicing, empalme).

Entre las RNPpn que no participan en los cortes y empalmes de los
transcriptos primarios se halla la U7, cuya presencia es necesaria para que
se genere el bucle que protege al extremo 3' de los ARNm de las histonas
(seccion 15-4).

El transcripto primario contiene una serie de sefiales que marcan dénde
debe cortarse su molécula (figs. 15-1 y 15-6). Asi, en el limite entre el extre-
mo 3’ de los exones y el extremo 5' de los intrones aparece la secuencia
GIGU, en la que el dinucledtido GU sefiala el comienzo del intrén. En el otro
limite, es decir, entre el extremo 3' de los intrones y el extremo 5’ de los exo-
nes, aparece la secuencia AGIG, en la que el dinucledtido AG marca la ter-
minacién del intron,

Dado que dentro y fuera de los intrones suele haber otros dinucledtidos
GU y AG, por sf solos no sirven como sefiales y deben ser complementados
por marcas adicionales. Asi, cerca del extremo 3’ del intrén existe un tramo
rico en pirimidinas y, algo mis lejos, los nucleétidos YNYURAY, en el que
Y representa a una pirimidina, R a una purina y N a cualquiera de los cuatro
nucledtidos. La U y la A se presentan en forma constante. Esta A se llama
punto de ramificacién y, como se verd, desempefia un papel central en la re-
mocidén de los intrones.

La eliminaci6n de los intrones y el empalme de los exones se produce en
dos etapas (fig. 15-7):

En la primera, la Ul se combina con el extremo 5’ del intrén y la U2 con
el tramo de ARN que contiene el punto de ramificacidn. Esta Gltima combi-
nacién depende del tramo rico en pirimidinas y consume energia, que es to-
mada del ATP. La Ul corta al ARN entre el extremo 3' del exén y el GU del

Tramo de
pirimidinas
Punto de Punto de Punto de
Fig. 15-6. Cortas secuencias de corte 5 ramificacion core &'
nucledtidos en los intrones y exo- 5 3.15. 3.15. a9

nes, responsables de los cortes ¥

empalmes (splicing) en el trans- —GU YNYURSY | (g)" AG_

cripto primario.

Exdn 1 Intrén Exon 2
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extremo 5' del intrén. Después del corte, el intrén se dobla sobre si mismo y
forma un lazo.

Ello se debe a que la U6 —asistida por la U4— se combina con el extre-
mo 5’ (libre) del intrén e induce a la G de ese extremo a ligarse con la A del
punto de ramificacién, previo contacto de la U6 y la U4 con la U2. La U6 ca-
taliza la formacién de una unién fosfodiéster inusual, ya que el C5' de la G
no se liga al C3' de la A sino al C2'.

Dado que la A retiene en sus flancos a las dos uniones fosfodiéster origi-
nales, presenta tres de esas uniones y no dos. Por eso se le ha dado el nom-
bre de punto de ramificacién. Cuando esta etapa culmina, de un lado queda
el primer exdn con su extremo 3' libre y del otro un lazo compuesto por el in-
tron y el exdn siguiente (fig. 15-7).

La segunda etapa es dirigida por la U5 y también requiere energia. Dicha
ribonucleoproteina, luego de combinarse con la AG del extremo 3' del intrén,
lo corta en el punto en que se une con el exdn y empalma a este dltimo con
¢l exon separado en la etapa anterior. El intrén removido, que persiste como
un lazo, es finalmente digerido.

Recientemente se han descubierto intrones que se eliminan en forma similar
pero mediante otras RNPpn (excepto la U5, que participa). Estos intrones care-
cen del tramo rico en pirimidinas y en sus extremos 5' y 3’ contienen los dinu-
cledtidos AU y AC, en lugar de los GU y AG de los intrones convencionales.

Las RNPpn que reemplazan a las Ul, U2, U4 y U6 se denominan Ull,
U12, Udge ¥ Ui, respectivamente (el subindice “atac™ hace referencia a
los dinucledtidos AT y AC en el ADN, que corresponden a los dinucleétidos
AU y AC en el ARN).

Para que las RNPpn den lugar a los cortes y empalmes se necesita la pre-
sencia del cap en el extremo 5' del transcripto primario. En cambio, puesto
que estas reacciones pueden producirse sin que se haya completado la sinte-
sis del transcripto, no exigen la poliadenilacién de su extremo 3'.

En algunos ARNm los cortes y empalmes se completan en segundos, en
lanto que en otros tienen una duracién de mds de 20 minutos. Debe sefialar-
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RNPpn U1, U2, U4, U5 y U6,


https://booksmedicos.org

282 ® BIOLOGIA CELULAR ¥ MOLECULAR

Fig. 15-8. Procesamiento ul-
ternativo del transeripto pri-
mario del gen de la calcitoni-
na v la proteina CGRP. Se sin-
tetiza uno u otro producto se-
giin ¢l tipo celular implicado.
(De 5. Amara y col.)

se que el ARNm no puede atravesar los poros de la carioteca y salir al cito-
plasma si no fueron removidos todos sus intrones.

Una de las enfermedades autoinmunes que afectan al hombre —el lupus
eritematoso— se genera por la produccién de anticuerpos contra varias pro-
teinas de las RNPpn del espliceosoma.

15-6. Algunas adeninas del ARNm se metilan

Antes de abandonar el nicleo, la mayorfa de los ARNm se metilan. Los
grupos metilo se incorporan al N6 de algunas adeninas (el 0,1% de éstas).
Dado que este tipo de metilacién se produce exclusivamente en los exones,
es posible que los grupos metilo tengan una funcién protectora de los seg-
mentos funcionales del transcripto primario.

REGULACION DEL PROCESAMIENTO DE LOS ARN MENSAJEROS
Y DE SU SALIDA AL CITOSOL

15-7. El procesamiento de los ARNm es regulado en varios niveles

En el capitulo 14-6 se dijo que el control de la transcripcién de los genes
—operado a través del promotor y los reguladores— es el mecanismo mas im-
portante que utiliza la célula para determinar qué tipos de proteinas debe pro-
ducir v en qué cantidades. No obstante, el control de la producci6n de la ma-
yoria de las proteinas depende también de otros mecanismos —ahora pos-
transcripcionales — de no menor importancia.

El més incipiente tiene lugar en el interior del nicleo mediante la regula-
ci6n del procesamiento del transeripto primario. El que le sigue es menos fre-
cuente y opera a través de la regulacién de la salida del ARNm al citoplasma.

De estos dos mecanismos nos ocuparemos de inmediato. Dejamos para el
préximo capitulo el andlisis de los procesos regulatorios posteriores a dicha
salida, es decir, los que ocurren después que los ARNm arriban al citoplasma.

Corte y poliadenilacién diferencial del extremo 3' del transcripto pri-
mario. Algunos genes — por ejemplo, los que codifican anticuerpos en los
linfocitos B— generan un transcripto primario que puede dar lugar a dos cla-
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ses de proteinas, aunque éstas se diferencian sélo por ser una més larga que
la otra. Ello es porque un factor regulatorio determina que el corte del ARN
en el extremo 3' del transcripto primario —y por ende, el agregado de la poli
A— se realice en puntos diferentes de la molécula, lo que posibilita la gene-
racion de dos ARNm de distinta longitud.

En el ejemplo citado, uno de los ARNm da lugar a una proteina que se
segrega (anticuerpo) y el otro a una proteina de mayor longitud, cuya parte
suplementaria sirve para anclar el anticuerpo a la membrana plasmitica del
linfocito B, en la que cumple funciones de receptor (cap. 7-13).

Cortes y empalmes en lugares alternativos del transcripto primario.
Los cortes en el transeripto primario deben efectuarse con absoluta precisidn,
pues bastarfa que el punto de incision se corriera un solo nucleétido para que
se alterasen los codones del ARNm y se inutilice su mensaje.

Por otro lado, la presencia de intrones convierte al transcripto primario en
una molécula sumamente versdtil, que puede ser cortada y empalmada de
diferentes maneras, y a raiz de ello pueden crearse diversas clases de ARNm.
Este hecho es posible porque —de acuerdo con sus necesidades— las células
regulan el procesamiento de cada transcripto primario determinando qué
combinacién de intrones debe ser removida y cudles permanecerdn como par-
tes de los ARNm definitivos.

Los cortes y empalmes alternativos son muy frecuentes, ya que la mayo-
ria de los transeriptos primarios son cortados y empalmados de manera dife-
rente en los distintos tipos de células. Veamos el siguiente ejemplo:

Las células parafoliculares de la tiroides y un tipo de neuronas del hipotdlamo
producen, enire ofros, un lranscripto primario practicamente idéntico (fig. 15-8).
No obstante, los lugares del transeripto en que tienen lugar los cortes y empalmes
varfan, pues si bien varios exones son removidos en ambas células, no son los
mismos. Como resultado, en las células parafoliculares de la tiroides se origina el
ARNm de la hormona calcitonina, y en las neuronas hipotaldmicas el ARNm de
la proteina CGRP (por caleitonin generelated product).

Recientemente se han descubierto seis protefnas, llamadas ASF (por alter-
native splicing factors), que intervienen en la seleccién de los lugares de
corte alternativos. Debido a que sus dominios son ricos en serinas y argini-
nas, se conocen también como proteinas SR (la figura 2-25 informa que esos
aminodcidos se identifican con las letras S y R, respectivamente).

Conirol de la salida de los ARNm al citosol. Se ha comprobado que cier-
tos ARNm no pasan al citoplasma porque son previamente degradados en el
nicleo o porque es impedido su pasaje por los poros de la envoltura nuclear.
Este mecanismo regulatorio se produce en las células que por causas funciona-
les deben prescindir de tales ARNm —y de sus correspondientes protefnas —
después de haberlos sintetizado.

PROCESAMIENTO DEL ARN RIBOSOMICO 455

15-8. El procesamiento del transcripto primario del ARNr 455
es diferente del experimentado por los ARNm

El transcripto primario del ARNr 458 no forma un cap en su extremo 5' ni
poliadenila su extremo 3'. Su procesamiento —ilustrado en la figura 15-9—
tiene lugar en el nucléolo y comienza con una serie ordenada de cortes para
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Fig. 15-9. Procesamiento del ARNr g
458, que da lugar a los ARNr 185.
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eliminar las secuencias espaciadoras de cada ARNr 455 (fig. 14-13) y ha-
cer que los ARNr 288, 18S y 5,88 queden como unidades independientes. El
origen de estos ARNr a partir de un mismo transcripto primario asegura su
produccién equitativa. Las secuencias espaciadoras del transcripto primario
son digeridas por enzimas apenas se separan de las secuencias utilizables.

Debe sefialarse que las secuencias de los futuros ARNr 285, 185 y 5,88
se metilan antes de ser cortado el transcripto primario. Por ejemplo, 43 gru-
pos metilo se unen a las bases o a las ribosas de otros (antos nucleétidos del
ARNr 18S. Algo semejante ocurre con el ARNr 285, al que se le unen 74 gru-
pos metilo. Igual que la metilacion del ARNm (seccién 15-6), es posible que
en el ARNr 458 los grupos metilo tengan por funcién proteger a los sectores
utilizables del transeripto primario.

El procesamiento del ARNr 4358 incluye la formacién de las dos subunida-
des del ribosoma —la mayor y la menor—, cuya composicion se describe en
el capitulo 16-9 (fig. 16-5). Para ello, los ARNr 285, 188 y 5,85 (mds el ARNr
55) se ensamblan con varias proteinas. En este proceso intervienen tres
RNPpno (cap. 13-2) llamadas U3, U8 y U22. Se sabe que algunas proteinas
ribosémicas se asocian al ARNr 458 mientras éste se sintetiza, es decir, antes
de ser cortado y de ser separados sus tres componentes.

Los ARNr desarrollan asas en varios puntos de sus moléculas (fig. 15-11).
Esto asegura el establecimiento de sus configuraciones tridimensionales
normales, lo cual es imprescindible para que las proteinas ribosémicas se
ensamblen correctamente. Las asas se forman porque los ARNr contienen
secuencias de nucledtidos complementarios que se aparean entre si (fig.
15-11). Debe agregarse que los tramos apareados forman dobles hélices si-
milares a la del ADN.

Finalmente, un grupo especial de RNPpno hace que algunas A, C, Gy U
se conviertan en nucledtidos inusuales, Asi, varias A, C y G se metilan —es
decir, se transforman en mA, mC y mG — y una parte de las U se convierten
en seudouridinas ().

La enorme cantidad de ribosomas que necesita la célula es abastecida hol-
gadamente por las 200 copias del gen del ARNr 458 (y por las 2.000 copias
del gen del ARNr 55). Ademis, la sintesis del ARNr 458 se realiza a una ve-
locidad constante. lo que sugiere la existencia de una baja regulacién trans-
cripcional. En efecto, se ha comprobado que el nimero de ribosomas que la
célula construye es regulado principalmente mediante el control del procesa-
miento del ARNr 45S.
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15-9. La sintesis y el procesamiento del ARNr 45S tienen lugar
en el nucléolo

Tanto la sintesis como el procesamiento del ARNr 458 se producen en el
nucléolo, cuyo estudio ultramicroscdpico muestra una estructura caracteristi-
ca, con dos regiones perfectamente distinguibles (fig. 15-10):

1y La regién fibrilar, ubicada en la parte central, donde se sintetiza el
ARNr 458 y se producen los primeros pasos de su procesamiento. Contiene
las 200 copias del gen del ARNr 458, moléculas de este ARNr, los factores
UBF y SL1, la ARN polimerasa I, parte de las RNPpno, etc. A veces muestra
zonas aisladas més claras, que corresponden a las copias inactivas del gen.

2) La regidn granular, ubicada en la periferia, en la que se encuentran las
subunidades de los ribosomas en distintos estadios de procesamiento. Esta re-
gion —y por lo tanto el nucléolo— no se halla envuelia por membrana alguna.

Como se indic6 en el capitulo 13-8, las 200 copias del gen del ARNr 458
estan distribuidas en las constricciones secundarias de los cromosomas 13, 14,
15,21 y 22 (figs. 12-15 y 12-16). Dada la condicidn diploide de los cromoso-
mas, hay 10 de esas constricciones, por lo que existen en promedio 20 copias
del gen en cada una. Los tramos de ADN en que se hallan esos genes emanan
como asas de las constricciones secundarias, y en torno de ellas se construye
el nucléolo. Cada asa —y, por consiguiente, las copias del gen contenidas en
ella— representa una unidad llamada organizador nucleolar. El tamafio del
nucléolo varfa con la necesidad de la célula de generar ribosomas. La varia-

Fig. 15-10. Micrografia elec-
tromica de un nucléolo con
sus porciones fibrilar (f) ¥
granular (g). La flecha sefiala
materiales que salen al cito-
plasma a través de un poro
nuclear. 70,000, (Cortesia
de O. Miller.)
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cién depende de la region granular, que se expande o se retrae segin el ritmo
con que se procesan las subunidades ribosémicas.

Cuando estas subunidades estin por terminar su procesamiento, abandonan
el nucléolo v pasan al citosol. Salen del nicleo por los poros de la carioteca.
Como ¢l didmetro de las subunidades supera el didmetro de los poros, debe
producirse un cambio conformacional en una de las dos estructuras —o en
ambas— para gue el pasaje pueda concretarse.

El procesamiento de las subunidades ribosémicas se completa en el cito-
plasma, Ello evita la formacién de ribosomas completos en el nucleoplasma y
el riesgo de que se sinteticen proteinas en el interior del micleo.

PROCESAMIENTO DEL ARN RIBOSOMICO 55
15-10. El ARNr 55 ingresa en el nucléolo

Una vez sintetizado, el ARNr 55 ingresa en el nucléolo y se incorpora a la
subunidad ribosdmica mayor. No se sabe por qué este ARNr se sintetiza en un
lugar distinto del de los restantes ARNT.

Como los otros ARN ribosdmicos, el ARNr 58 establece su configuracién
tridimensional merced a apareamientos de secuencias complementarias de su
propia molécula (fig. 15-11).

PROCESAMIENTO DE LOS ARN DE TRANSFERENCIA

15-11. El procesamiento de los ARNt incluye modificaciones
en algunos de sus nucledtidos

Los ARNt contienen entre 74 y 95 nucleétidos. Su procesamiento incluye
|a remocién de un intrén, que se elimina por un mecanismo diferente del uti-
lizado por los ARNm, pues prescinde del espliceosoma.

Ademds, en cada tipo de ARNt un grupo determinado de nucledtidos expe-
rimentan cambios quimicos (fig. 16-3). Asi, algunas U son transformadas en
seudouridinas (1), otras metiladas a ribotimidinas (T} y otras reducidas a di-
hidrouridinas (D). También es comtin que algunas A, C y G sean metiladas
(mA, mC y mG) y que una o més A sean convertidas en inosinas (I).

Como muestran las figuras 16-3 y 16-4, los ARNt contienen secuencias de
nucledtidos complementarios que se aparean entre si, lo que hace que ad-
quieran la forma de una hoja de trébol y luego la forma de la letra L.

El procesamiento culmina con el reemplazo del trinucledtido AAA —pre-
sente en el extremo 3' de los transcriptos primarios de todos los ARNt— por
el trinucledtido CCA. En el capitulo 16-6 se valorard la importancia de este
reemplazo.

PROCESAMIENTO DE LOS ARN PEQUENOS

15-12. Los ARN pequenios se asocian con proteinas

Una vez que los ARNpn terminan de sintetizarse, los nucle6tidos comple-
mentarios de sus propias moléculas se aparean entre sf (fig. 15-5). Luego los
ARNpn salen al citosol, se trimetilan en el extremo 5’ y se combinan con un
complejo de siete proteinas denominadas Sm (por small protein), que tiene
forma de anillo y es igual para todos los ARNpn. Finalmente, los ARNpn uni-
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dos a las Sm retornan al nicleo y se asocian con oiras proteinas, esta vez es-
pecificas para cada tipo de ARNpn. Debe sefialarse que lo descrito hasta aqui
vale sélo para los ARNpn que intervienen en los cortes y empalmes de los
ARNm, pues del procesamiento de los restantes se conoce poco: por jemplo,
que la trimetilacién del extremo 5' de algunos de estos ARNpn no ocurre en
el citosol sino en el micleo.

Antes de salir del nicleo, el ARNpe experimenta los siguientes cambios: 1)
varias secuencias complementarias de su molécula se aparean entre si; 2) se aso-
cia con seis protefnas diferentes, lo que da lugar al complejo nucleoproteico
PRS (cap. 7-12). En la figura 7-10 se indican los pesos moleculares de las seis
proteinas y se muestra cémo se asocian con el ARNpc y entre si.

PROCESAMIENTO DEL ARNXxist, DEL ARNte Y DE LOS miARN

15-13. El ARNxist y el ARNte permanecen en el nicleo
y los miARN salen al citoplasma

El ARNxist permanece en el niicleo, ya que como se dijo en el capitulo
14-12, se une al cromosoma X compactado de las células de la mujer (cuer-
po de Barr).

El ARNte también permanece en el niicleo. Uno de los pasos salientes de
su procesamiento lo asocia con el grupo de proteinas que participan en la for-
macion de la telomerasa (cap. 17-9) (fig. 17-12).

15-14. Los miARN salen al citosol y se unen con el complejo RISC

La transcripcién de los genes de los miARN origina transeriptos prima-
rios de mas de 100 nucledtidos que contienen dos secuencias complementa-
rias e invertidas, derivadas de las repeticiones invertidas de los propios genes

Fig. 15-11. Forma como se aparean las secuen-
cias complementarias en los ARN ribosdmicos.
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Fig. 15-12. Transcripcidn del
| gen de un mARN y proce-
| samiento de su franscripto pri-

mario {o pri-miARN).

Transcripto
primario

Pri-miARN

Pre-miARN

Pre-miARN

miARN doble

miARN

miARN-RISC

{cap. 13-12) (fig. 13-12). Debido a que esas secuencias se aparean entre si,
los transcriptos primarios —o pri-miARN— adquieren la forma de una hor-
quilla (fig. 15-12).

El pri-miARN es procesado en el interior del nicleo por Ia ribonucleasa
Drosha (por Drosophila). Esta enzima cercena gran parte de los extremos de
la horquilla (fig. 15-12) y la convierte en pre-miARN, que sale del nicleo con
la ayuda de una exportina (cap. 12-4) y se instala en el citosol.

El pre-miARN posee unos 70 nuclétidos y es procesado por la ribonuclea-
sa Dicer (por el verbo inglés to dice). Esta enzima suprime partes del pre-
miARN y genera un miARN doble que posee dos o tres nucléotidos libres en

CTTGAGCGTAA TTACGCTCAAG
]

lrI-I-L1I1|||-|||1|||||||1|||JLI|||3.

5
ARN palimerasa Il ‘ TRANMSCRIPCION

5 CUUGAGCGUAA UUACGCUCAAG 5

‘ PLEGAMIENTO

Drosha

CUUGAGCGUAA

GAACUCGCAUU

‘ PROCESAMIENTO (1)

NUCLEO

CITOSOL

‘ PROCESAMIENTO (2)

‘ PROCESAMIENTO (3)

‘ PROCESAMIENTO (4)
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el extremo 3’ de cada cadena (fig. 15-12). Por razones que veremos a conti-
nuacidn, una de las cadenas se llama guia y la otra, pasajera.

El procesamiento se completa cuando el miARN doble se une al complejo
prateico RISC (por RNA-induced silencing complex), que degrada a la cade-
na pasajera pero contintia unido a la cadena guia. Esta dltima —un ARN sim-
ple de 21 a 26 nucleétidos de largo— adquiere el nombre de miARN y con el
RISC compone el complejo ribonucleoproteico miARN-RISC (fig. 15-12),
cuyas funciones se analizan en los capitulos 16-20, 23-44 y 23-45.
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Traduccion del ARNm

Sintesis de proteinas

16-1. Los ARNt desempenan un papel central en la sintesis
de las proteinas

La sintesis proteica tiene lugar en el ribesoma, que se arma en el citosol
a partir de dos subunidades ribonueleoproteicas provenientes del nucléolo.
En el ribosoma, el ARN mensajero (ARNm) se traduce en una proteina, pa-
ra lo cual se requiere también la intervencion de los ARN de transferencia
(ARNU). El trabajo de los ARNt consiste en tomar a los aminodcidos del ¢i-
tosol y conducirlos al ribosoma en el orden marcado por los nucledtidos del
ARNm, que son los moldes del sistema.

La sintesis de una proteina comienza con la unién entre si de dos amino-
4cidos y contina por el agregado de nuevos aminodcidos —de a uno por
vez— en uno de los extremos de la cadena proteica.

Como se vio en el capitulo 13-4, la clave de la traduccion reside en el ¢~
digo genético, compuesto por combinaciones de tres nucleGtidos consecutivos
—o tripletes— en el ARNm. Los distintos tripletes se relacionan especifica-
mente con los 20 tipos de aminodcidos usados en la sintesis de las proteinas.

Cada triplete constituye un coddn; existen en total 64 codones, 61 de los
cuales sirven para cifrar aminodcidos y 3 para marcar el cese de la traduceidn.
Tal cantidad deriva de una relacién matemdtica simple: los cuatro nucledti-
dos (A, U, C y G) se combinan de a tres, por lo que pueden generarse 64 (47)
combinaciones. El c6digo genético, con los 64 tripletes y los aminodcidos
que especifican, puede consultarse en la figura 13-4,

Dado que existen mas codones (61) que tipos de aminodcidos (20), casi
todos pueden ser reconocidos por més de un codén, por lo que algunos triple-
tes actiian como “sinénimos”. Solamente el triptéfano y la metionina —dos
de los aminodcidos menos frecuentes en las proteinas— son codificados, ca-
da uno, por un solo coddn.

Generalmente los codones que representan a un mismo aminodcido se pa-
recen entre sf y es frecuente que difieran solamente en el tercer nucledtido
(fig. 13-4). La baja especificidad de este nucleétido ha llevado a decir que
existe una “degeneracién” en la tercera base de la mayorfa de los codones.

Resta agregar que el niimero de codones en el ARNm determina la longi-
tud de la proteina.
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16-2. Existen 31 tipos diferentes de ARNt

Las moléculas intermediarias entre los codones del ARNm v los amino-
dicidos son los ARNt, los cuales tienen un dominio que se liga especificamen-
te a uno de los 20 aminodcidos y otro que lo hace, especificamente también,
con el codén apropiado. El segundo dominio consta de una combinacidn de
tres nucledtidos — llamada anticodén— que es complementaria de la del co-
don (fig. 16-1).

Cada tipo de ARNt lleva antepuesto el nombre del aminodcido que trans-
porta. Por ejemplo, leucinil-ARNt para el aminoacil-ARNt de la leucina,
lisinil-ARNt para el de la lisina, fenilalanil-ARNt para el de la fenilalanina,
metionil-ARNt para el de la metionina, etcétera.

Por su lado, el ARNt unido al aminoacido compatible con él se designa
aminoacil-ARNt**, en el que “AA" corresponde a la sigla del aminoécido.
Por ejemplo, leucinil-ARNt=, lisinil-ARNt"*, fenilalanil-ARNt™¢, metionil-
ARNM™, etcétera.

Si bien tedricamente pueden existir 61 tipos de ARNt diferentes, solo hay
31, Bl déficit se resuelve por la capacidad que tienen algunos ARNt de reco-
nocer @ mas de un coddn. Lo logran porque sus anticodones suelen poseer la
primera base “adaptable”, es decir, que puede unirse con una base no com-
plementaria situada en la tercera posicién del codén (recuérdese la “degene-
racién” de esta base).

Asi, la G en la primera posicion del anticodon puede aparearse tanto con
una C —es lo habitual — como con una U del codén (fig. 16-1). Similarmen-
te, la U en la primera posicién del anticoddén puede hacerlo con una A —es
lo habitual — o con una G. Por otra parte, la inosina (I) —una de las bases
‘inusuales mencionadas en el capitulo 15-11— se encuentra en la primera po-
“sicion del anticodén en varios ARNt y es capaz de aparsarse con cualquier
base (excepto con una G) localizada en la tercera posicién del codén.

16-3. El coddn de iniciacion es el triplete AUG

El primer codén que se traduce en los ARNm es siempre el triplete AUG,
‘euya informacién codifica al aminodcido mefionina (figs. 13-4 y 16-2). Por
lo tanto, este codén cumple dos funciones: sefiala el sitio de comienzo de la
traduccion —caso en el cual recibe el nombre de codén de iniciacion—, y
cuando se halla en otras localizaciones en el ARNm codifica a las metioninas
de! interior de la molécula proteica.

|
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Fig. 16-1. Los dibujos ilostran
cuatro de los seis codones que
codifican al aminodcido leuci-
na (Leu). Los dos de la izquier-
da se aparean con un mismo
anticoddn, al igual que el par
de codones de la derecha. Ello
es posible porgue la tercera ba-
se de los codones suele ser
“adaptable™, es decir, puede
establecer uniones con una ba-
se no complementaria.

Fig. 16-2. Esquema de un
ARN mensajero, con sus dis-
tintos componentes.
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Al especificar el primer aminoécido de la proteina, el codén AUG de ini-
ciacién determina el encuadre de los sucesivos tripletes, lo que asegura la
sintesis correcta de la molécula. Témese como ejemplo la secuencia
AUGGCCUGUAACGGU. Si el ARNm es traducido a partir del codén AUG,
los codones siguientes serdn GCC, UGU, AAC y GGU, que codifican, res-
pectivamente, a los aminoécidos alanina, cistina, asparagina y glicina. En
cambio, si se omitiera la A del codén de iniciacién, el encuadre de los triple-
tes serfa el siguiente: UGG, CCU, GUA y ACG, los cuales se traducen en los
aminodcidos triptéfano, prolina, valina y treonina, respectivamente. Algo se-
mejante ocurriria si también se omitiera la U, pues resultaria un tercer tipo de
encuadre: GGC, CUG, UAA y CGG. En este caso, después de codificar los
dos primeros codones a los aminodcidos glicina y leucina, la traduccion se
detendria, ya que UAA es un codén de terminacion.

16-4. Los aminoacidos se ligan por medio de uniones peptidicas

La unién de los aminodcidos entre si para construir una proteina se pro-
duce de modo que el grupo carboxilo de un aminodcido se combina con el
grupo amino del aminoacido siguiente, con pérdida de una molécula de H,O
(fig. 2-26). En el capftulo 2-8 vimos que esa combinacién se llama union
peptidica.

Cualquiera que sea su longitud, la protefna mantiene el cardcter anfotéri-
co de los aminodcidos aislados, ya que contiene un grupo amino libre en uno
de sus extremos y un grupo carboxilo en el otro extremo. La proteina se sin-
tetiza a partir del extremo que lleva el grupo amino libre. Ello se correspon-
de con la direccién 5'—3' usada para la traduccién del ARNm, la misma con
que el ADN se transcribe (fig. 16-9).

Antes de describir los procesos que dan lugar a la sintesis de las proteinas,
analizaremos ¢6mo arriban los ARNm al citoplasma, qué configuracién po-
seen los ARNL y cudl es la estructura de los ribosomas.

16-5. Los ARNm arribados al citoplasma se conectan con ribosomas

Como vimos en el capitulo 14-5, en el micleo los transcriptos primarios de
los ARNm se hallan combinados con diversas proteinas, con las que forman
las ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares o RNPhn. No obstante, mu-
chas de esas proteinas se desprenden de los ARNm a medida que éstos aban-
donan el nicleo.

Los ARNm salen hacia el citoplasma por los poros de la envoltura nuclear.
Ya en el citosol, cada ARNm se combina con nuevas proteinas y con riboso-
mas. lo que lo habilita para ejercer su funcién codificadora durante la sinte-
sis proteica. Entre las proteinas se encuentra la [lamada CBP (por cap bin-
ding protein), que se combina con el cap en el extremo 5’ del ARNm. Su pa-
pel se analizard en la seccién 16-12.

Algunos ARNm se localizan en sitios prefijados en el citoplasma, de mo-
do que las proteinas que codifican se sintetizan y se concentran en esos sitios.
Un ejemplo es el ARNm de la actina, que se sitta en la zona periférica de las
células epiteliales, donde se deposita la mayor parte de la actina (cap. 5-20).

El extremo 5' de los ARNm contiene una secuencia de alrededor de 10 nu-
cleétidos previa al codén de iniciacién —entre éste y el cap— que, como es
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logico, no se traduce (fig. 16-2). En algunos ARNm esta secuencia participa
en el control de la traduccién y en otros regula la estabilidad del ARNm, es
decir, su supervivencia,

Otra secuencia especial del ARNm. de hasta miles de nucleétidos, suele
hallarse después del coddn de terminacién, entre éste y la poli A (fig. 16-2).
Tiene por funcién controlar la supervivencia del ARNm.

16-6. Las moléculas de los ARNt adquieren una forma caracteristica

Hemos visto que los codones del ARNm no seleccionan a los aminoédci-
dos directamente. Durante la traduccidn esa funcién la cumplen los ARNt,
unas moléculas intermediarias disefiadas para diseriminar a los codones y a
los aminodcidos compatibles con ellos. Asf, la funcién principal de los
ARNL es alinear a los aminodcidos siguiendo el orden marcado por los co-
dones del ARNm.

A fin de ejercer sus funciones, los ARNt adquieren una forma caracteris-
tica, primero parecida a una hoja de trébol y luego a la letra L. Como mues-
tran las figuras 16-3 y 16-4, los cuatro brazos de la hoja de trébol se gene-
ran porque los ARNL poseen cuatro pares de secuencias complementarias
—de 3 a 6 nucleétidos cada una— gque se aparean como lo hacen las dos ca-
denas del ADN.

Los extremos 5 y 3" de los ARNt se hallan juntos en la punta de uno de
los brazos, la cual recibe el nombre de extremo aceptador debido a que
acoge al aminodcido. Este se conecta con el Gltimo nucledtido del extremo
3" del ARNL, es decir, con la adenina del trinucleétido CCA formado du-
rante el procesamiento (cap. 15-11) (fig. 16-4).
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(C) Extremo aceptador
2(A) Fig. 16-3. Modelo en hoja de trébol de los ARNL.
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Fig. 16-4, Estructura terciaria de los Anticaddn
ARNt, que concluye con una confi- \ /
guracion en L. La molécula de la de- - ‘ Bsa anticadén
recha es un aminoacil-ARNt** por- — Anticodan
que el exiremo aceptador del ARNt Asa variable | I )
posee un aminodcido (AA). Ohbsérve- ﬁ -
se que éste se halla conectado a fa [HRA Asa D -
adenina del trinucledtido CCA, Asa T 11LLd _1:
- (R NN NAREN
C Extramo
C) Extremo aceptadar
aceptador

Los otros brazos de la hoja de trébol presentan en sus partes distales se-
cuencias de 7 a & nucledtidos no apareados, con forma de asas, cuyas deno-
minaciones derivan de los nucledtidos que las caracterizan. Una de ellas, de-
bido a que posee el trinucledtido TyC, se conoce como asa T (en el capitu-
lo 15-11 se dijo que la letra T simboliza a la ribotimidina y la 1) a la seudo-
uridina). Otra, en virtud de que contiene dihidrouridinas (éstas se identifican
con la letra D) se denomina asa D. La tercera contiene el triplete de nucled-
tidos del anticod6n, por lo que se llama asa anticodén (obviamente, su com-
posicién varfa en los distintos tipos de ARNt).

Existe un asa adicional entre el asa T y el asa anticodén. Debido a que su
longitud difiere en cada tipo de ARNt, recibe el nombre de asa variable.

El plegamiento ulterior de los ARNt hace que dejen de parecerse a una
hoja de trébol y adquieran la forma de la letra L. Se debe a que algunos nu-
cle6tidos establecen apareamientos inusuales entre si, como por ejemplo la
combinacién de un nucledtido con dos a la vez. La figura 16-4 muestra que
al cabo de este plegamiento el asa anticod6n se halla en una de las puntas de
la L, el extremo aceptador en la otra punta, y las asas D y T quedan juntas
en la zona de unién de ambos brazos.

16-7. Una aminoacil-ARNt sintetasa une el aminoacido al ARNt

El aminodcido se liga a su correspondiente ARNt por la accion de una en-
zima llamada aminoacil-ARNt sintetasa, que cataliza la unién en dos pasos.

Durante el primero, el aminoécido se liga a un AMP, con el cual forma
un aminoacil-AMP. Por ejemplo, leucinil-AMP, lisinil-AMP, fenilalanil-
AMP, metionil-AMP, ete. Dado que el AMP deriva de la hidrélisis de un
ATP. se libera un pirofosfato (PP) y energfa, que también pasa al aminoa-
cil-AMP.

amingacil

AA+ ATP

: AA-AMP + PP
sintetasa

En el segundo paso esa energfa es utilizada por la aminoacil-ARNt sinte-
tasa para transferir el aminodcido del aminoacil-AMP a la A del extremo
aceptador del ARNt compatible, con lo cual se forma una molécula esencial
para la sintesis proteica: el aminoacil-ARNt** que reconoce al codén com-
plementario en el ARNm (fig.16-4).
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aminoacil

AA-AMP + ARNt AA-ARNt™ + AMP

sintetasa

Debe seialarse que la energia del ATP usada en la primera reaccién queda de-
positada en la unién quimica entre el aminodcido y la A del trinucledtido CCA.

16-8. Existen 20 aminoacil-ARNt sintetasas diferentes

La célula posee 20 aminoacil-ARNt sintetasas diferentes, cada una dise-
fiada para reconocer a un aminodcido y al ARNt compatible con €l. Ambos
reconocimientos permiten que cada uno de los 31 tipos de ARNt se ligue sd-
lo a uno de los 20 aminoacidos usados en la sintesis proteica. Ello es posible
porque cada aminoacil- ARN! sintetasa identifica al ARNt por el anticodan, la
parte més especifica del ARNt (fig. 16-3). No obstante, en los ARNt existen
otras sefiales que son reconocidas por la enzima, generalmente tramos de nu-
cleétidos cercanos al anticodén.

Como es obvio, la existencia de 11 clases de ARNt en exceso —o redundan-
tes— hace que algunos aminodcidos sean reconocidos por mds de un ARNL.
Uno de los ARNt redundantes es el llamado ARNt iniciador o ARNL[i],
pues transporta a la metionina destinada exclusivamente al codén AUG de
iniciacion (fig. 16-9). Es muy probable que cerca de ese coddn existan senia-
les que diferencien al metionil-ARNt[i]™*' —portador de la metionina dirigi-
da a él— de los metionil-ARNtM* comunes, portadores de las metioninas
destinadas a los restantes codones AUG del ARNm.

16-9. Los ribosomas estin compuestos por dos subunidades

Los mecanismos para alinear a los aminoacil-ARNtA de acuerdo con el
orden de los codones del ARNm son algo complicados. Requieren de los
ribosomas, cuya primera tarea es localizar al codén AUG de iniciacién y
acomodarlo correctamente para que el encuadre de ese triplete y el de los si-
guientes sea el adecuado (seccién 16-3).

Luego el ribosoma se desliza hacia el extremo 3’ del ARNm y traduce a
los sucesivos tripletes en aminodcidos. Estos son traidos —de a uno por
vez— por los respectivos ARNt. Las reacciones que ligan a los aminodcidos
entre si —es decir, las uniones peptidicas— se producen dentro del ribosoma.
Finalmente, cuando el ribosoma arriba al coddn de terminacién —en el ex-
tremo 3’ del ARNm— cesa la sintesis proteica y se libera la proteina. Como
se ve, los ribosomas constituyen las “fdbricas™ de las proteinas.

Cada ribosoma estd compuesto por dos subunidades —una menor y otra
mayor—, que se identifican con las siglas 408 y 608, respectivamente (figs.
7-4 y 16-5). La letra S hace referencia a la unidad Svedberg de sedimentacién
y los nimeros corresponden a los coeficientes de sedimentacidn de las parti-
culas que se analizan, es decir, a las velocidades con que sedimentan cuando
son ultracentrifugadas. Asi, de las dos subunidades del ribosoma, la 60S es la
que migra mas rdpidamente hacia el fondo del tubo por accion de la fuerza
centrifuga. Juntas, las subunidades 40S y 60S forman la unidad 808, que re-
presenta al ribosoma completo (los ndmeros no se adicionan debido a que los
coeficientes de sedimentacién no equivalen a los pesos de las particulas).
Cada subunidad ribosémica estd integrada por una o mis moléculas de
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Fig. 16-5. Moléculas que participan
en la formacidn de los ribosomas
citosdlicos.

ARMNr 5,85

0N

ARNr 185 ARNr 288 ARNr 55

LN il LY 4
A v

Subunidad Subunidad
menor mayor

" ——

Ribosoma

ARNr mds un determinado nimero de proteinas. Asi, la subunidad mayor
contiene los ARNr 288, 5,88 y 55 mds 50 proteinas; la subunidad menor, el
ARNr 18S més 33 protefnas (fig. 16-5). Las proteinas de la subunidad mayor
se denominan L1, L2, [...] L50 (L por large), y las de la subunidad menor,
S1, 52, [...] 533 (8 por small).

Dado que las 83 proteinas ribosémicas se construyen a partir de otros tan-
tos ARNm, puede decirse que los componentes del ribosoma derivan de 83

Fig. 16-6. Esquema de las dos  genes (83 corresponden a las protefnas, uno al ARNr 458 y otro al ARNr 58).
subunidades del ribosoma, con

lns ubicaciones del ARNm (cor- :
mdg ﬁ:nsveiamm)my(cdcl 16-10. Se conocen las estructuras y las funciones de las dos

ARNt ligado al aminodcido subunidades del ribosoma

AA). La cadena polipeptidi 3 ; .
Eﬂﬂ}m un"?ﬁnel g;;ﬁcnpmlﬁz La subunidad menor del ribosoma es de forma muy irregular, En una de

subunidad mayor. sus caras —la que se relaciona con la subunidad mayor— existe un canal
por el que se desliza el ARNm (fig. 16-6). Junto al ca-
nal se observan tres dreas excavadas contiguas —de-
nominadas sitio A (por aminoacil), sitio P (por pepti-
dily y sitio E (por exit, salida)—, cuyas funciones se
analizan en la seccién 16-12. La figura 16-9 muestra
las ubicaciones relativas de los sitios A, Py E.

La subunidad mayor es también muy irregular. De
una de sus caras —la que se relaciona con el canal y los
sitios A, P y E de la subunidad menor— nace un tinel
disefiado para que la proteina salga del ribosoma a me-
dida que se sintetiza (fig. 16-6).

Ambas subunidades se reparten ¢l trabajo que realiza
el ribosoma. La subunidad menor coloca juntos a los
ARN! para que los aminodcidos que transportan se liguen
entre si, es decir, para que se produzcan las uniones pep-

Subunidad menor

ARNm /*
o

Subunidad mayaor
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tidicas. En cambio, la subunidad mayor cataliza dichas uniones y asiste a los fac-
tores que regulan la sintesis proteica (secciones 16-12 a 16-14). Debe sefialarse
que la funcidn catalitiea de la subunidad mayor no estd a cargo de una de sus
proteinas sino de uno de sus ARNr, que obra como una ribozima (cap. 2-12).

16-11. Los polirribosomas se forman al asociarse una molecula de
ARNm con muchos ribosomas

Cada ARNm suele ser traducido por varios ribosomas simultdneamente,
que se deslizan por él en direccidn 5'—3’ en fila india, separados entre si por
una distancia de alrededor de 30 codones. Como se describié en el capitulo
7-5, la asociacién de un ARNm con varios ribosomas se llama polisoma o
polirribosoma (fig. 16-7). Las figuras 1-10 y 7-3 muestran que es claramen-
te detectable en las imAgenes ultramicroscépicas.

Los ribosomas se encuentran libres en el citosol o adosados a la membrana
del RE (figs. 1-10,7-4, 7-6 y 16-8). Los primeros elaboran proteinas destinadas
al citosol, al niicleo, a las mitocondrias o a los peroxisomas. Los segundos ela-
boran proteinas que se insertan en la membrana del RE o se vuelcan en la luz
del organoide (cap. 7-13); estas proteinas permanecerdn en el RE o se transferi-
1in —mediante vesiculas de transporte— al complejo de Golgi, desde donde po-
drin pasar a los endosomas, a la membrana plasmética, o salir al exterior,

@®°
...'... ciTosoL
@0
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Fig. 16-7. Formacion del po-
lirribosoma por la asociacion
de varios ribosomas a un solo
ARNm.

Fig. 16-8. Formacion de los polirriboso-
mas libres en el citosol y de los asocia-
dos al reticulo endoplasmético rugoso.
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LAS ETAPAS DE LA SINTESIS PROTEICA

La sintesis de las protefnas se divide en tres etapas, llamadas de iniciacion,
de alargamiento y de terminacién (fig. 16-9).

16-12. El comienzo de |a sintesis proteica requiere varios factores
de iniciacion

La etapa de iniciacién de la sintesis proteica es regulada por proteinas ci-
tosélicas denominadas factores de iniciacion (IF), que provocan dos hechos
separados pero concurrentes, uno en el extremo 5' del ARNm y otro en la
subunidad menor del ribosoma.

El primero involucra al cap y a una secuencia de nucledtidos aledaiia, lo-
calizada entre el cap y el codén de iniciacién (seccién 16-5). Estas partes del
ARNm son reconocidas por el factor IF-4, que se liga a ellas si al ARNm se
le ha unido la protefna CBP (seccion 16-5). La conexién del IF-4 con el
ARNm insume energia, que es provista por un ATF.

En el segundo, el metionil-ARNt[i]™* se coloca en el sitio P de la subuni-
dad menor del ribosoma. Esta reaccién requiere el factor IF-2 y gasta la ener-
gia de un GTF.

Logrados ambos acondicionamientos, otro factor de iniciacion, el IF-3,
con la ayuda del TF-4 coloca el extremo 5' del ARNm sobre la cara de la sub-
unidad menor del ribosoma que posee los sitios E, Py A.

De inmediato la subunidad menor se desliza por el ARNm y detecta al co-
dén AUG de iniciacién, que se coloca en el sitio P. Como es 16gico, el segun-
do codén del ARNm queda colocado al lado, es decir, en el sitio A.
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Entre tanto, el metionil-ARNt[1]M*, ubicado en el sitio P de la subunidad
menor, se une al coddn AUG de iniciacion mediante su anticodén CAU
(UTAC). El acoplamiento correcto entre estos dos tripletes es imprescindible
para asegurar el encuadre normal de los siguientes codones del ARNm en los
sitios E, Py A de la subunidad menor del ribosoma.

La etapa de iniciacidén concluye cuando la subunidad mayor se une a la
subunidad menor y se forma el ribosoma. En €l se encuentran los dos prime-
tos codones del ARNm: en el sitio P, el codén AUG de iniciacién —unido al
metionil-ARNt[i]M*— y en el sitio A, el coddn que le sigue.

La unién entre si de las dos subunidades ribosémicas se produce a instancias
del factor IF-5, que actia después que se desprenden los factores IF-2 e IF-3.

16-13. El alargamiento de la cadena proteica es promovido
por factores de elongacion

La etapa de alargamiento de la sintesis proteica es regulada por factores
de elongacién (EF). Comienza con el ingreso en el ribosoma de un ami-
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noacil-ARNt™ cuyo anticodén es complementario del segundo coddn del
ARNm, el cual, como se mencioné en la secci6n anterior, se localiza en el si-
tio A. En seguida el aminoacil-ARNt** se ubica en ese sitio y su anticod6n
se conecta con el segundo cod6n del ARNm. Lo hace mediante el factor de
elongacién EF-1 y la energia suministrada por un GTP.

La figura 16-9 muestra que el aminoacil-ARNt** recién llegado y el metio-
nil-ARN{[i]M= del sitio P quedan uno al lado del otro, al igual que sus aminoa-
cidos. Esta vecindad es necesaria para que ambos aminodcidos puedan ligarse
entre sf por medio de una uni6n peptidica, hecho que ocurrird en breve tiempo.

Previamente el ribosoma se corre tres nucleétidos en direcci6n del extre-
mo 3' del ARNm, a causa de lo cual el codén de iniciacién (y el metionil-
ARNt[iM) se transfiere del sitio P al sitio E, el segundo codén (y el ami-
noacil-ARNt*) se transfiere del sitio A al sitio P, y el tercer codén del
ARNm se ubica en el sitio A vacante. Este corrimiento, que se denomina
translocacion, depende del factor de elongacién EF-2 y de la energia sumi-
nistrada por un GTP,

Apenas el metionil-ARN[i]M ingresa en el sitio E, su metionina se desa-
copla del ARNi[i] y se liga —por medio de una unién peptidica— al amino-
dcido del aminoacil-ARNt** ubicado en el sitio P. Como es ldgico, el dipep-
tidil-ARNt que se forma reemplaza al aminoacil-ARNt** en el sitio P.

Después de perder la metionina, el ARNt[i] se desconecta del codén de
iniciacién., abandona el sitio E y se encamina hacia la salida del ribosoma, lo
que determina el fin del primer episodio del alargamiento de la proteina.

El segundo comienza cuando un nuevo aminoacil-ARNt** ingresa en el ri-
bosoma, se ubica en el sitio A y su anticoddn se conecta con el tercer codén del
ARNm, otra vez mediante el factor de elongacién EF-1 y la energia de un GTP.

Luego, debido a que el ribosoma se vuelve a translocar, el dipeptidil-ARNt
y el aminoacil-ARNt** se trasladan de los sitios P y A a los sitios E y P, res-
pectivamente, y el cuarto coddn del ARNm se ubica en el sitio A vacante.

Al cabo de la translocacién se produce la segunda unién peptidica, ahora
entre el dipéptido del dipeptidil-ARNt y el aminodcido del tercer aminoacil-
ARNt** Como muestra la figura 16-9, el tripeptidil-ARNt que se forma que-
da ubicado en el sitio P.

Mientras tanto, el ARNt que cedi6 el dipéptido abandona el sitio E y se di-
rige a la salida del ribosoma, lo que determina el fin del segundo episodio del
alargamiento de la proteina.

Lo que ocurre durante los dos primeros episodios de la etapa de alarga-
miento de la sintesis proteica se repite en los siguientes. Por consecuencia,
durante el tercer episodio se forma un tetrapeptidil-ARNt, y luego peptidil-
ARN cada vez mds largos, cuyas localizaciones alternan entre los sitios Py
E a medida que se producen las translocaciones ¥ se suceden las uniones pep-
tidicas. Se calcula que por segundo se agregan a la cadena peptidica unos cin-
co aminodcidos.

La energia que se gasta durante la formacion de cada unién peptidica pro-
viene de la ruptura de la unién quimica entre ¢l ARNt ubicado en el sitio E y
su aminodcido. En la seccién 16-7 se dijo que al formarse cada aminoacil-
ARNt*A, la unién del aminodcido con el extremo aceptador del ARNt —mds
precisamente con su (iltima adenina— consume la energia suministrada por un
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ATP. Por lo tanto, la energia que emplea la subunidad mayor del ribosoma pa-
ra unir a los aminodcidos es aportada, en (ltima instancia, por ese ATP.

El célculo de la energfa que se gasta por cada aminoacido que se incorpora a
una protefna en formacién muestra que la sintesis proteica es un proceso muy
costoso, ya que se requiere no sélo el ATP recién mencionado sino también los
dos GTP citados con anterioridad: el que se consume en el sitio A para que el ami-
noacil-ARNI se conecte con el ARNm y el que se gasta en la translocacion.

Como se dijo, con cada translocacién el ribosoma se aleja del extremo 5’
del ARNm y se acerca al extremo 3'. Cabe agregar que cuando el ribosoma
se halla a unos 30 codones del codén de iniciacion, éste es abordado por un
segundo ribosoma y comienza la sintesis de una nueva copia de la proteina.
Puesto que ello se repite muchas veces, al cabo de un tiempo se encuentran
miltiples ribosomas a lo largo de todo el ARNm, separados entre si por pe-
riodos de 30 codones (figs. 1-10, 7-4, 7-6, 16-7 y 16-8). En la seccién 16-11
se dijo que esa asociacidn recibe el nombre de polirribosoma.

16-14. La sintesis proteica concluye cuando el ribosoma alcanza
el coddon de terminacion

La etapa de terminacion de la sintesis proteica es regulada por factores
de terminacién —identificados con la sigla eRF (por eukaryotic releasing
factor)— y tiene lugar tras la dltima translocacion, es decir, cuando el coddn
de terminacion del ARNm (UAA, UGA o UAG, indistintamente) llega al si-
lio A del ribosoma. Debido a que ello deja al sitio A sin el esperado amino-
acil-ARNt*A, 1o ocupa el factor eRF-1, que es capaz de reconocer a los tres
codones de terminacion (fig. 16-9).

Ante la ausencia de un nuevo aminoacil-ARNt**, el polipéptido del pep-
tidil-ARNt —ubicado en el sitio P— se desliga del dltimo ARNt y se inde-
pendiza del ARNm y del ribosoma. El desprendimiento del polipéptido de-
pende del factor eRF-3. Ademds requiere energia, que es tomada de un GTP,

De inmediato las subunidades menor y mayor del ribosoma se separan del
ARNm. En el citosol integran un fondo comiin que abastece de subunidades
ribosGmicas para la formacién de nuevos ribosomas en el mismo ARNm o en
otros que se estdn traduciendo o que van a comenzar a hacerlo (fig. 16-8).

El nimero de ribosomas en el polirribosoma, es decir, la suma de sitios en
los que tiene lugar la sintesis de una proteina, se mantiene en forma relativa-
mente constante, Es que cuando un ribosoma abandona el extremo 3’ del
ARNm, se ensambla otro en el extremo 5' (fig. 16-8).

Como se verd en las secciones 16-20 a 16-22, esta sintesis continuada de
una proteina a partir de un mismo ARNm —por el trabajo simultdneo de va-
rios ribosomas— es interrumpida, en el momento que corresponde, por la ac-
cién de factores reguladores.

16-15. Dos temas médicos vinculados con la actividad
de los ribosomas

Al ser invadidas por bacterias, las células de algunos organismos inferio-
tes elaboran sustancias llamadas antibiéticos para defenderse de la infec-
cién. En muchos casos los antibidticos logran sus objetivos interfiriendo la
sintesis proteica en los ribosomas de las bacterias, lo que las mata. Por ejem-
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plo, el cloranfenicol impide las uniones peptidicas, la fefraciclina no permi-
te que los aminoacil-ARNt** ingresen en el sitio A, la kirremicina inhibe la
actividad de los factores de elongaci6n, la estreptomicina afecta el inicio de
la traduccidén y distorsiona la fidelidad de la sintesis, la erifromicina bloquea
la translocacién del ARNm vy la puromicina usurpa el sitio A del ribosoma,
de modo que la cadena peptidica se liga al antibidtico y no a un aminoacil-
ARNIM, lo que interrumpe su sintesis.

La medicina ha trasladado estos efectos a otros escenarios biolégicos, par-
ticularmente al organismo humano. Asi, cuando determinadas bacterias lo in-
fectan, éstas pueden ser destruidas mediante la administracion de antibidticos.

Debe advertirse que la puromicina afecta también a los ribosomas de las cé-
lulas eucariotas, y por ese motivo su uso farmacolégico es muy restringido. Por
su parte, el cloranfenicol, la eritromicina, la tetraciclina y la kirromicina, si bien
interfieren levemente Ia sintesis proteica en los ribosomas eucaridticos citoséli-
cos, afectan mucho més la de los ribosomas de las mitocondrias. lo cual refleja
el posible origen procaridtico de estos organoides (caps. 8-26 y 8-29).

Otro tema médico vinculado con los ribosomas corresponde al mecanis-
mo de accién de la foxina diftérica, que ingresa en la célula por endocitosis
y ribosila al factor de elongacién EF-2, lo cual lo anula. Ello conduce en po-
co tiempo a la muerte celular.

16-16. La metionina situada en €l extremo amino de la proteina
suele ser removida

Varias veces sefialamos que la traduccién del ARNm se produce en direc-
cion 5'—3' y que el aminodcido cifrado por el codén de iniciacidn, en el extre-
mo 5' del ARNm, es una metionina. Por lo tanto, a ella pertenece el grupo ami-
no libre de la cadena proteica en formacién. Esta metionina usualmente es re-
movida. de manera que el segundo aminodcido pasa a la primera posicidn.

En el extremo opuesto de la proteina se encuentra el aminodcido que lle-
va el grupo carboxilo libre de la cadena proteica, determinado por el triplete
previo al codén de terminacidn.

De estos datos se deduce que en cada union peptidica que tiene lugar en
el ribosoma, el grupo carboxilo es aportado por el dltimo aminodcido de la
cadena peptidica en crecimiento (ubicada en el sitio P) y el grupo amino es
cedido por el aminodcido del aminoacil-ARNt** (ubicado en el sitio A).

16-17. Las proteinas emanadas de los ribosomas portan sefales que
las conducen hacia sus lugares de residencia

Una célula de mamifero contiene alrededor de 10 mil millones (10'%) de
proteinas, aunque se considera que existen sélo unas 10.000 clases de protei-
nas distintas. Emanadas de los ribosomas, las proteinas pueden permanecer en
el citosol, o tener como destino el nicleo, las mitocondrias, los peroxisomas o
el reticulo endoplasmatico.

Por ejemplo, las tubulinas y las enzimas de la glucélisis permanecen en el
citosol, las histonas y las proteinas ribosémicas cruzan los poros nucleares e
ingresan en el niicleo, las enzimas del ciclo de Krebs atraviesan las dos mem-
branas de la mitocondria y alcanzan la matriz mitocondrial, la catalasa pasa
a través de la membrana del peroxisoma y arriba a su matriz, etc. Las protef-
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nas destinadas al reticulo endoplasmadtico se sittian en la membrana o en el
interior del organoide luego de que los ribosomas establecen una intima rela-
cidn con €l en el sector del RE llamado rugoso (cap. 7-5).

Un trdfico tan selectivo obliga a las proteinas surgidas de los ribosomas
—excepto las que quedardn en el citosol— a portar sefiales que las conduz-
can a los organoides apropiados, y éstos deben poseer receptores especifi-
0§ que reconozcan esas sefiales. En las proteinas las sefiales estan repre-
sentadas por unas secuencias cortas de aminodcidos denominadas péptidos
sefial (tabla 4-1).

16-18. La existencia de chaperonas asegura la correcta formacion
de las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas

Apenas los polipéptidos emergen de los ribosomas, sus dtomos tienden a
establecer las combinaciones quimicas que dan lugar a la formacién de las es-
tructuras terciarias y cuaternarias que caracterizan a las proteinas (cap. 2-9).
Estos procesos son controlados por las proteinas chaperonas que fueron
mencionadas en los capitulos 4-5, 7-15, §-28 y 10-5.

REGULACION DE LA TRADUCCION DE LOS ARN MENSAJEROS
Y DE LA DEGRADACION DE LAS PROTEINAS

16-19. Tanto la traduccion y la supervivencia de los ARNm como la
degradacion de las proteinas se regulan en el citosol

En los capitulos 14-6 v 15-7 se vio que los principales mecanismos de
regulacion que deciden qué proteinas debe sintetizar una célula operan en el
niicleo, a nivel de la transcripcién del ADN y del procesamiento del ARNm.

No obstante, después de su salida al citosol el ARNm puede experimentar
otras clases de regulaciones: 1) para impedir su traduccién y por lo tanto evi-
tar que se sintetice la correspondiente proteina; 2) para controlar las veces que
debe traducirse y a qué velocidad, o 3) para disponer cudndo debe destruirse.

Por otra parte. en el citosol también se establece a partir de qué momento
una proteina —después de haber sido sintetizada— debe degradarse.

En las préximas secciones se analizardn los ejemplos més comunes de
estas formas de regulaciones genéticas postranscripeionales.

16-20. Los miARN bloquean la traduccion de ciertos ARNm

Existe un control celular que —al cabo de la ranscripcién del ADN y del
procesamiento del ARNm~— decide si este ARNm debe o no traducirse, es
decir, si la proteina correspondiente debe o no sintetizarse.

Si bien se ignoran las causas que llevan a la ¢élula a transcribir un gen y a
“arrepentirse” de traducir el ARNm después que éste arriba al citosol
—lo que provoca el mismo efecto que acarrearia la falta de transcripcién del
gen—, si se conoce el mecanismo de regulacién genética postranscripcional
que impide la traduccicn.

Un avance notable en el campo de la biologia molecular ha sido el descu-
brimiento de los miARN, cuyos genes, la transcripeién de los mismos y el
procesamiento de los respectivos transcriptos primarios se analizaron en los
capitulos 13-12, 14-19 y 15-14.
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Fig. 16-10. Apareamicnto imper- ; RISC :
fecto de! mIARN con Ja seeuencia Nm ST TT T T TR R RN R T T T T T T TS
complementaria del ARNm, g 5

miARN

La figura 15-12 muestra cémo, al cabo del procesamiento del miARN en
el citosol, éste se asocia con el RISC y ambos componen el complejo ribo-
nucleoproteico miARN-RISC.

Cada miARN-RISC tiene la capacidad de bloquear la traduccién de un
determinado ARNm. Dicho en otros términos, es capaz de reprimir la produc-
cién de la proteina particular que iba a ser sintetizada en base a la informacion
aportada por ese ARNm. Lo logra porque el mIARN se aparea con un tramo
complementario del ARNm, lo cual le permite al RISC detener la traduccion.
Como muestra la figura 16-10, la complementariedad entre el miARN vy el
ARNm es amplia pero no total.

Se ha comprobado que distintos miARN tienen la capacidad de bloquear
la traduccién de un mismo ARNm, y que un Gnico miARN puede bloguear la
traduccidn de distintos ARNm,

Debe agregarse que el blogueo de la traduccién de los ARNm mediante
miARN es un fendmeno celular corriente, Més atin, forma parte de un meca-
nismo bioldgico muy extendido —denominado ARNi o interferencia del
ARN (en inglés, RNAi o RNA interference)— que ocurre en las células de
pricticamente todas las especies.

Como se verd en los capitulos 23-44, 23-45 y 23-46, los principios de la
ARNi han inspirado el desarrollo de una técnica experimental que permite
_entre otras aplicaciones— averiguar la funcién de cada gen individual, es
decir, conocer qué proteina codifica.

16-21. Existen mecanismos que controlan las veces que un mismo
ARNm debe traducirse y a qué velocidad debe hacerlo

Las células han desarrollado mecanismos de regulacion que controlan las
veces que los ARNm deben traducirse y la velocidad con que deben hacerlo.

Un ejemplo concluyente lo ofrecen las células en mitosis, ya que dejan de
sintetizar ARNm debido a la compactacién de la cromatina (cap. 18-19). El
microscopio electrénico revela los cambios cuantitativos que ocurren en la tra-
duccién de los ARNm durante la divisién celular, en el curso de la cual la pro-
duccién de protefnas cae abruptamente (cap. 18-19). Indicativo de esta caida es
el aspecto que adquieren los polirribosomas, cuyos ribosomas aparecen mucho
més espaciados en la mitosis que en la interfase.

Existe un control general o inespecifico de la traducci6n y otro particular
o especifico. Ambos actiian en el momento en que se inicia la traduccion.

El control general parece depender del factor de iniciacién IF-2, cuya fos-
forilacién por una quinasa especifica lo harfa inoperable. Como consecuen-
cia, decae la producci6n de todas las proteinas celulares.

Hierro suficiente cap ———— AUG AAAA

Aconitasa
Fig. 16-11. Regulacidn de la tra-
duceién del ARNm de la ferritina. Higmo insuficiente cap AUG AAAA
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El control particular opera de otra manera, pues depende de sustancias regu-
ladoras que suelen modificar la configuracidn de un tramo de nucleétidos no
fraducibles, localizados entre el cap y el coddn de iniciacién (seccién 16-3).

Un ejemplo de este tipo de control lo ofrece la ferrifina, una proteina cito-
solica que se une al hierro y que constituye el sitio de depdsito del metal. La
concentracion de ferritina varia con la cantidad de hierro en el citosol, y su
sintesis es regulada por el propio hierro. Asi, cuando cae la cantidad de hie-
mo, una proieina llamada aconitasa o IRF (por iron responding factor) se
une a la secuencia no traducible del extremo 5° del ARNm de la ferritina y le
forma un bucle, lo cual bloguea su traduccién (fig. 16-11).

16-22, La degradacion de los ARNm suele ser requlada por
mecanismos que actgan en el extremo 3°
0 en el extremo 5" de sus maléculas

Otra estrategia utilizada por la célula para controlar la cantidad de protei-
na que va a sintetizar opera sobre el tiempo de supervivencia de los ARNm
en el citosol.

Los mecanismos que regulan la degradacién de los ARNm son muy varia-
dos. En la mayorfa de los casos se relacionan con secuencias de nucleGtidos cer-
canas al extremo 3’ de los ARNm, localizadas entre el cod6n de terminacitn y
lapoli A (seccién 16-5). Menos frecuentes son los casos en que los mecanismos
de regulacién actian sobre sectores cercanos al extremo 5 del ARNm. En el
ejemplo que se analiza a continuacion, si bien se ignora el sector del ARNm
donde actiia el mecanismo regulatorio, se conoce la sustancia que lo induce.

La caseina es una proteina de la leche producida por las células de la glén-
‘dula mamaria en respuesta a ciertas hormonas, principalmente la prolactina.
‘3¢ ha observado que la concentracién del ARNm de la caseina crece consi-
‘derablemente en el citosol ante la presencia de esa hormona, no porque se in-
cremente su sintesis en el niicleo sino porque aumenta su estabilidad en el ci-
toplasma. Contrariamente, cuando desaparece la prolactina se acelera la de-
‘gradacion del ARNm de la caseina. No se conocen los mecanismos molecu-
lares que producen estos efectos,

Es interesante el modo como se regula la degradacién de los ARNm de la
tubulina dimérica, ya que se basa en la concentracidn de sus productos pro-
feicos, es decir, de sus subunidades a y B (cap. 5-6). Cuando en el citosol el
‘mivel de estas proteinas es suficiente, una parte de la tubulina —probable-
“mente un dimero afi— se une a los primeros amino4cidos de las cadenas pro-
leicas que emanan de los ribosomas, lo cual activa a una nucleasa especifica
que degrada al ARNm (fig. 16-12). Como vemos, se trata de un mecanismo

Tubulina insuficiente cap AUG AAAA

Tubulina suficients cap AAAA

7

G nucleasa Fig. 16-12. Regulacién de la esta-
bilidad del ARNm de la tubulina.

AP
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Fig. 16-13. Regulacion de la estabili-
dad del ARNm de la proteina recep-

tora de Ia transferrina.,

Fig. 16-14. Regulacion de la estabi-

Hierro suficienta Cap

Hierro insuficients Cap

autorregulatorio. La zona receptora de la sefial de saturacidn abarca a los pri-
meros nucleétidos del ARNm y a una pequefia secuencia no traducible pre-
via al coddn de iniciacion.

En la sangre el hierro es transportado por una proteina llamada transfe-
rrina. Esta, junto con el hierro, ingresa en el citoplasma por endocitosis pre-
via interaccién con el receptor de la transferrina, localizado en la membra-
na plasmdtica. Cuando la concentracién de hierro aumenta en el citosol, el
nimero de receptores para la transferrina disminuye. Los receptores caen
debido a que el ARNm que los codifica es degradado por una nucleasa es-
pecifica (fig. 16-13). En este mecanismo regulatorio también interviene la
aconitasa, pero lo hace no cuando aumenta sino cuando desciende la con-
centracién de hierro. En este caso la aconitasa se une a un sector del extre-
mo 3' del ARNm — consistente en cinco bucles de ARN con una secuencia
CAGUG en cada uno— e impide la accién de la nucleasa (fig. 16-13).

Como vemos, al disminuir el hierro en el citosol acttian dos mecanismos
regulatorios simultdneos, uno que baja la concentracion de la ferritina (sec-
cién 16-21) y otro que aumenta el nimero de receptores para la transferrina.
En el primero se bloguea la traduccién de un ARNm y en el segundo se im-
pide la degradacién de otro. En ambos interviene una misma molécula —la
aconitasa— , aungue en sectores diferentes de los respectivos ARNm.

La corta supervivencia de los ARNm de muchas proteinas — por gjemplo,
algunos factores de crecimiento (cap. 18-28)—, que no supera los 30 minu-
tos, se debe a lIa presencia en su extremo 3’ de secuencias de unos 50 nucled-
tidos ricas en A y U, localizadas entre el codén de terminacién y la poli A (sec-
cién 16-5). Se ha sugerido que estas secuencias atraen a ciertas nucleasas, las
cuales, mediante la remocién gradual de las A de la poli A, desestabilizan al
ARNm, lo cual propicia su degradacién por otras nucleasas (fig. 16-14).

La vida media del ARNm de la B-globina, que es de unas 10 horas, depende
de la integridad de su poli A. Diversas experiencias han demostrado que el
acortamiento gradual de esta secuencia mediante nucleasas reduce el tiempo
de vida del ARN mensajero.

ARNM de

factor de cap—AUG
crecimianto

Alcabode cnp_ A
Wimkis! = *”Gm/// MU//

AUAL AMAA

lidad de los ARNm de los factores G’& ;’
MNucleasas® ——

de crecimiento.
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Fig. 16-15, Regulacion de la estabi-
AUG lidad del ARNm de las proteinas
histonicas.

Durante |a fase S cap

Después de la fase S cap AUG

4

Nucleasa —Q)

La supervivencia de los ARNm que codifican a las histonas depende del mo-
mento del ciclo en que se halla la célula (fig. 16-15). En la fase S la vida media
de estos ARNm es de una hora, pero cuando concluye la replicacién del ADN
se reduce a unos pocos minutos. No se conoce ¢l mecanismo por el cual la re-
plicacién del ADN se vincula con la menor velocidad de la degradacion de es-
tos ARNm. Sélo se sabe que su estabilidad es influida por una corta secuencia
de nucledtidos que forma un bucle en su extremo 3' (cap. 15-5) (fig. 15-4).

16-23. La degradacion de las proteinas también es requlada

La supervivencia de ciertas proteinas de vida breve depende de senales
presentes en sus moléculas. Hasta hace poco se crefa que el tiempo de vida
de esas protefnas estaba vinculado con la identidad del primer aminoécido
del extremo amino (en la seccién 16-16 se indicd que en todas las proteinas
esa posicidn es inicialmente ocupada por una metionina y que cuando ésta
es removida toma su lugar el segundo aminodcido de la cadena proteica).
Hoy se sabe que las sefales utilizadas para degradar muchas proteinas de vi-
da corta son secuencias de aminodcidos llamadas PEST, ricas en prolina
(P), acido glutdmico (£), serina (8) v treonina (T') (las letras entre parénte-
sis identifican a esos aminodcidos, segin se informa en la figura 2-25). Es-
las sefiales son reconocidas por la ubiquitina, cuya intervencién es impres-
cindible para que se degraden las proteinas en los proteasomas (cap. 4-6).

REGULACION DEL PROCESAMIENTO DE LAS POLIPROTEINAS

16-24. Una misma poliproteina se procesa de manera distinta segun
el tipo celular que la produce

Entre los genes que codifican ARNm, existen algunos que al traducirse ori-
ginan polipéptidos transitorios relativamente largos —llamados poliprotei-
nas—. cuyo procesamiento los fragmenta en dos o mds proteinas distintas
entre s, Cabe agregar que cuando una misma poliproteina es producida en dos

HN | Pracpiomelanocartina | coon
[P éplldo” —l l Fig. 16-16. Procesamiento de la proo-
sefial | T ” L ! piomelanocortina en los distintos tipos
ot 1L Lt de células hipofisarias que la elaboran.
ACTH, corticotropina; f-LPH, f-lipo-
1 l \ tropina; y-LPH, y-lipotropina; a-MSH y

st s melsnacitos; BEP, pendortion,
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tipos celulares diferentes, la forma como se fragmenta en uno de ellos puede
no ser la misma que en el otro. Veamos el siguiente ejemplo:

La prohormona proopiomelanocortina (POMC) es una poliproteina que
en las células adrenocorticotropas del I6bulo anterior de la hipdfisis se frag-
menta en corticotropina (ACTH) y B-lipotropina (B-LPH). En cambio, en las
células de la parte intermedia de la misma gldndula se fragmenta en fi-endor-
fina (B-EP), y-lipotropina (y-LPH) y las dos formas de la hormona estimu-
lante de los melanocitos: la e-MSH y la f-MSH (fig. 16-16).
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Replicacion del ADN

Mutacién y reparacion

REPLICACION DEL ADN

17-1. La replicacion del ADN se preduce en |a interfase

Al cabo de la division celular las células hijas heredan la misma informa-
cion genética contenida en la célula progenitora. Como esa informacién se
halla en el ADN, cada una de las moléculas de ADN debe generar otra molé-
cula de ADN idéntica a la originaria para que ambas sean repartidas en las
dos células hijas. Esta duplicacion, merced a la cual el ADN se propaga en
las células de generacidn en generacidn, se denomina replicacion.

La vida de las células que se dividen transita por dos etapas que se alternan
ciclicamente, conocidas con los nombres de interfase y mitosis (cap. 18-2).
La interfase se subdivide en tres perfodos, llamados G1, S y G2 (fig. 17-1). En
la fase G1 tienen lugar las distintas actividades de la célula (secrecitn, con-
duccitn, contraccion, endocitosis, etc.). Le sigue la fase S, en cuyo transcur-
so se produce, ademds, la replicacién del ADN. Luego tiene lugar la fase G2,
transicion que se extiende hasta el inicio de la fase M —correspondiente a la
mitosis—, al cabo de la cual las moléculas de ADN duplicadas se segregan en
las células hijas.

Debe senalarse que desde la terminacion de la fase S hasta que se segre-
gan en la mitosis, los ADN hijos derivados de un mismo ADN progenitor per-
manecen juntos, unidos a la altura del centrémero mediante un complejo de
proteinas llamadas cohesinas (fig. 17-2). Mientras estdn unidos, esos ADN
llevan el nombre de cromdtidas hermanas. El centrémero se evidencia du-
rante la mitosis, cuando la cromatina de ambas crométidas alcanza el maxi-
mo grado de compactacién; desempeiia una funcién crucial en la separacién
de las cromitidas hermanas, pues gracias a €l cada célula hija
recibe una sola cromatida, que pasa a llamarse cromeosoma des-
pués de la separacién (cap. 18-9) (fig. 17-2).

Para que puedan formarse dos moléculas de ADIN a partir de
una, primero tienen que separarse las dos cadenas de la doble
hélice del ADN progenitor, pues se utilizan como moldes para la
construccion de sendas cadenas complementarias. Dado que las
cadenas recién sintetizadas no se separan de las respectivas ca-
denas molde, se forman dos nuevas dobles hélices de ADN idén-
ticas a la anterior (fig. 17-3).

Hemos visto que el ADN no esti solo sino combinado con
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Fig. 17-1. Ciclo vital de una
célula, que comprende la in-
terfase ¥ la mitosis. La prime-
ra incluye las fases G1, S y
G2. La replicacién del ADN
ocurre durante la fase 5.
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Fig. 17-2. Ciclo de condensa-
citn-descondensacién de los
cromosomas. La replicacion
se produce en la fase S, La
condensacidon del ADN es mé-
xima en la metafase y en la
anafase.

Fig. 17-3. La replicacion del
ADN se produce previo de-
senrollamiento de las dos ca-
denas de la doble hélice, cada
una de las cuales es usada co-
mo molde para sintetizar las
cadenas nuevas. Obsérvese
que la sintesis tiene lugar sélo
en direceitn 5'—=3"
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proteinas (histonas, etc.) y que la integracién de
ambas moléculas lleva el nombre de cromatina
(fig. 12-9). La presencia de las proteinas com-
plica el estudio de la replicacion, por un lado
porque intervienen en el enrollamiento de la
cromatina y por otro porque ellas también se
duplican. Con el objeto de simplificar las des-
cripciones, estos aspectos serdn ignorados en
las primeras secciones del capitulo a menos que

Metalass  SUS menciones resulten imprescindibles.

17-2. La replicacion tiene algunas
similitudes con la transcripcion

La sintesis del ADN (replicacién) presenta
algunas similitudes con la sintesis del ARN
(transcripcion del ADN). Igual que el ARN, el ADN se sintetiza en direccion
5'—3' y utiliza como molde una cadena de ADN preexistente. Ademds, enzi-
mas equivalentes a las ARN polimerasas, llamadas ADN polimerasas, agre-
gan los sucesivos nucledtidos —también de a uno por vez— en el extremo 3'
de la cadena en crecimiento. Las ADN polimerasas catalizan las uniones fos-
fodiéster que se producen entre el OH del C3' de la desoxirribosa de un nu-
cleétido v el fosfato ligado al C5' del nucledtido recién arribado (fig. 17-4).

Las diferencias entre la replicacién y la transcripcion se deben en parte a
que el ADN es una molécula doble y no simple como el ARN. En la sintesis
del ARN. el ADN se transcribe sélo en los sectores que correspanden a los ge-
nes activos, mientras que en la replicacién no queda ningin sector del ADN
sin duplicar. Para la sintesis del ARN las dos cadenas del ADN se separan tran-
sitoriamente en la zona donde se produce la transcripcidn, por lo cual se for-
ma una especie de “burbuja” que se desplaza en direccién 5'—=3". E1 ARN co-
pia una sola de las dos cadenas del ADN y, conforme progresa la transcrip-
ci6n, se despega de la cadena que le sirve de molde. Contrariamente, en la re-
plicaci6n las dos cadenas del ADN se utilizan como moldes y una vez separa-
das o vuelven a juntarse (porque las cadenas hijas quedan unidas a las pro-
genitoras). Finalmente, la replicacién exige un niimero considerablemente
mayor de enzimas que la transcripcion.

K
Haorguilla de
replicacion
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En sintesis, a partir de una molécula doble de ADN se originan dos molé-
culas dobles de ADN —dos dobles hélices—, cada una compuesta por una
cadena heredada del ADN progenitor y una cadena recién sintetizada. Dado
que las moléculas de ADN recibidas por las células hijas contienen una cade-
na original (preexistente) y una cadena nueva (recién sintetizada), se dice que
el mecanismo de replicacion del ADN es semiconservador (fig. 17-3).

17-3. La replicacion se produce sectorialmente

Si la célula abordara la replicacién del ADN considerandolo como una lar-
ga, uniforme y delicadisima hebra compuesta por millones de pares de nu-
cledtidos apareados que deben separarse a un tiempo en toda su extension, la
tarea no podria concretarse por un elemental problema de espacio. Aunque
desde el punto de vista te6rico la molécula de ADN exhibe las caracterfsticas
mencionadas, esa situacion no se presenta por el modo como se asocia con
las histonas y se enrolla sobre si misma.

Recordemos que el ADN integra los nucleosomas de 10 nm y se enrolla

Malécula
patama

Fig. 17-4. Accién de la ADN
polimerasa durante la replica-
cion del ADN. La enzima ubi-
ea en su lugar a un nucledsido
trifosfato y cataliza la unidn
fosfodiéster, con liberacidn de
un difosfato. Se observa que
la ADN polimerasa silo pue-
de agregar nucleotidos en Ia
direccidn 5'—=3'.

Moléculas Fig. 17-5. Replicacién semiconser-
hijas N Y vadora del ADN, Se muestran las ca-
Maléculas denas de ADN patemno y las cadenas

nigtas hijas en dos generaciones sucesivas.
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hasta generar una estructura helicoidal de 30 nm de didmetro (solenoide), que
al volver a enrollarse forma lazos de diferente longitud, los cuales emanan de
un eje que estd constituido por protefnas no histénicas (fig. 12-12). Los dos
extremos de cada lazo se sujetan a ese eje por secuencias de ADN llamadas
SAR (cap. 12-9).

Ademds de proteger al ADN de eventuales enredos, nudos y roturas, esta
disposicién de la cromatina lo organiza sectorialmente, ya que cada lazo re-
presenta una unidad de replicacién. En los capitulos 12-9 y 14-12 se dijo
que probablemente algunos lazos también constituyan unidades de transcrip-
cion, es decir, genes.

Al hablarse de unidades de replicacion se quiere decir que el ADN no se
sintetiza globalmente sino a partir de miiltiples sectores a lo largo de su mo-
lécula, cada uno de los cuales corresponde a un lazo. Por consiguiente, cada
unidad abarca al ADN comprendido entre los puntos de origen y de llegada
del lazo a su base, es decir, entre las SAR. Es necesario advertir que tal sec-
torizacién no supone la existencia de algtin tipo de interrupcién en la conti-
nuidad del ADN, ya que la condicién unitaria de su molécula no se pierde. La
estrategia de sectorizar la replicacién del ADN podrd ser valorada en las pro-
ximas secciones, cuando se analicen las miltiples complicaciones que debe
sortear la célula para que este proceso se concrete.

17-4. La duplicacion del ADN se genera a partir de maltiples origenes
de replicacion

Si para sintetizarse el ADN comenzara a hacerlo a partir de uno de los
extremos del cromosoma y avanzara hasta arribar al otro extremo, la replica-
cidn tardaria en promedio unos 30 dias. No obstante, la duracién de la fase S
—o el tiempo que tarda el ADN en duplicarse— es de 7 horas aproximada-
mente, lo cual se debe a que a lo largo de cada cromosoma aparecen en el

Origenes de replicacion

l
o——

]

o—< < o
!

< f ——

Fig. 17-6. Esquema que muestra tres 4 1 ¥
origenes de replicacitn contiguos en

un sector de un Cromosoma.
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ADN miiltiples orfgenes de replicacién, entre 20 y 80 por cada lazo de cro-  Fig. 17-7. Un sector cromati-
matina, es decir, por cada unidad de replicacién. fico durante la replicacion.
Los orfgenes de replicacién se gestan al separarse localmente las dos ca- gzum'? e
. L. Miller Ir.)
denas del ADN (figs. 17-6 y 17-7). No surgen todos simultineamente y su
aparicién mds temprana o mas tardia depende del grado de enrollamiento y
de otras caracterfsticas de la cromatina en los lugares donde se forman.
Los origenes de replicacién contienen tramos de ADN especiales, com-
puestos por cientos de nucledtidos. Aunque son diferentes entre si, todos po-
seen una secuencia comin denominada ARS (por autonomous replication
sequence), de alrededor de once nucledtidos (cap. 12-6).
El ADN de los arigenes de replicacion se halla asociado a un complejo de
seis proteinas llamado ORC (por origin recognition complex). Este se une al
origen porque —como ocurre con los factores de transcripcién— invade los
surcos del ADN y reconoce ciertas singularidades quimicas en sus superficies
externas (cap. 14-9).
El ORC es requerido durante la activacion de los origenes de replicacién.
Aunque se ignora como actia, se sabe que al comienzo de la fase S recluta a
otras proteinas —por ejemplo, las denominadas MICM (por minichromosome
maintenance proteins) y Cde6p (por cell division cycle protein)—, con las
cuales integra un complejo mayor llamado pre-RC (por pre-replication con-
plex). Este cataliza el inicio de la replicacién después de ser inducido por el
factor SPF (por S-phase promoting factor), que como se verd en el capitulo
18-24 aparece en la célula al comienzo de la fase S.
Ademds de participar en la activacién de los orfgenes de replicacion, el
ORC impide que el ADN se reduplique durante la fase G2, por lo que evita
que la célula comience la mitosis teniendo un nimero de moléculas de ADN
mayor que el normal (cap. 18-24).

17-5. La replicacion del ADN es un proceso bidireccional

Cuando en un origen de replicacién se abre la doble hélice del ADN, se
forma la llamada burbuja de replicacién, cuyo tamafio aumenta a medida
que avanza la separacién de las cadenas en los dos extremos de la burbuja
(fig. 17-6). Ello da lugar —en cada extremo— a una estructura con forma de
Y denominada horquilla de replicacién, ilustrada en la figura 17-8. Sus ra-
mas representan a las cadenas del ADN separadas, y el tronco, a la doble hé-
lice en vias de separacién.

Las dos horquillas que nacen en cada origen avanzan en direcciones
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Fig. 17-8. La replicacion es bidirec-
cional. Ademis es continua en la
cadena adelantada y discontinua en

la cadena atrasada,

opuestas. Desaparecen cuando colisionan con sus similares de las burbujas
contiguas, al culminar el acercamiento progresivo entre ellas (fig. 17-9).
Como es obvio, esto no ocurre con la horquilla que recorre el tramo distal
del telémero.

El segmento de ADN que se sintetiza a partir de un origen de replicacidn
recibe el nombre de replicén. La replicacién concluye cuando se conectan
entre si todos los replicones. La accién cooperativa de miles de ellos es lo que
permite que el ADN se sintetice en un tiempo relativamente breve para el ci-
clo vital de la célula.

17-6. Existen diferencias en el modo como se sintetizan
las dos cadenas nuevas de ADN

Si bien hasta el momento se ha analizado la estrategia general usada por la cé-
lula para replicar su ADN en el menor tiempo posible, poco hemos dicho sobre
la propia sintesis del ADN y menos sobre los detalles moleculares que dan lugar
a la separacion de sus cadenas. Sélo adelantamos que la sintesis necesita un mol-
de de ADN preexistente y enzimas llamadas ADN polimerasas, y que tiene lugar
por el agregado de nucleétidos en el extremo 3’ de las cadenas hijas.

Esta tltima condicién, y porque las dos cadenas de la doble hélice son an-
tiparalelas (fig. 17-3), crea durante la sintesis del ADN una primera dificul-
tad. En efecto, dado que en cada horquilla los nucleétidos de una de las ca-
denas corren en direccign 5'—3' y los de la otra lo hacen en direccién 3'—5',
la primera, al copiarse, tendria que gestar una cadena hija en direccién 3'—5',
algo gue ninguna ADN polimerasa puede realizar.

La célula resuelve el problema recurriendo a estrategias diferentes para fa-
bricar las dos cadenas nuevas.

Asf, el tramo de cadena hija que crece en direccién 5'—=3" —cuyo molde
es la cadena progenitora 3'—=5'— se construye sin mayores complicaciones,
mediante el agregado confinue de nucledtidos en su extremo 3’ a medida que
se desplaza la horquilla (fig. 17-8).

En cambio, la otra cadena hija —que usa como molde la cadena progeni-
tora que corre en direccién 5'—=3'— se sintetiza de un modo singular, ya que
para poder crecer debe hacerlo en direccién contraria al avance de la horqui-
lla. Lo logra porque se fabrica de manera discontinua, lo cual significa que se

3

5

Cabador
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construyen pequenios tramos de ADN —llamados fragmentos de Okazaki—  Fig. 17-9. Esquema que mues-

que se ligan entre si conforme se van formando (fig. 17-8). tra dos replicones contiguos y
los lugares donde se origina la

La figura 17-8 muestra cmo se sintetiza un fragmento de Okazaki. Pue-  .ojicacion, Asimismo mues-
de verse que se copia un segmento de la cadena progenitora relativamente  tra el cardcter bidireccional de
alejado del dngulo de la horquilla, situado “por detrds” del que diera origen 1@ replicacion y los sectores
; . o = donde el ADN se sintetiza en
al fragmento de Okazaki construido con anterioridad. Esto significa que el ¢ 0 continua y discontinua.
segmento de ADN progenitor més cercano a la horquilla permanece sin co-

piar, aunque a esa altura la otra cadena progenitora ya fue copiada por la ca-

dena continua. Es por ello que a esta iltima se la llama también adelantada,

y a la discontinua, afrasada.

Se dice que la replicacidn del ADN es un proceso bidireccional no solo

porque las dos cadenas se sintetizan en direcciones opuestas, sino también

porque las dos horquillas avanzan en direcciones divergentes,

Ademds es asimétrica, ya que una misma cadena se replica en forma con-

tinua de un lado de la burbuja y en forma discontinua del otro lado (fig. 17-9).

En suma, cada burbuja presenta cuatro dreas generadoras de ADN, dos que

lo hacen de manera continua y dos de manera discontinua, las primeras cruza-

das con las segundas (fig, 17-9). Como vimos, la sintesis continua se produce

en direccién de las horquillas y la discontinua en direccién contraria.

A continuacién analizaremos de qué modo se sintetiza el ADN en la cade-

na continua (adelantada) y en la cadena discontinua (atrasada). Por motivos

diddcticos lo haremos en secciones separadas, aungue estos procesos —como

los va explicados y los que falta explicar— ocurren simultineamente.

17-7. La cadena de ADN que se sintetiza en forma continua comienza
a replicarse a partir de un cebador

Para iniciar la sintesis de la cadena continua de ADN, la ADN polimera-
sa necesita, ademds de una cadena de ADN 3'—=5" molde, un extremo 3’ pa-
ra poder colocar el primer desoxirribonueledtido. Este extremo lo provee una
pequeiia pieza de ARN de unos 10 nucledtidos llamada cebador (fig. 17-8).
La formacién del cebador es catalizada por una ARN polimerasa especifica,
la ADN primasa. Se diferencia de las ARN polimerasas porque genera un
ARN corto que queda unido al ADN copiado.

Una vez formado el cebador, la sintesis del ADN se produce por la accién
de la ADN polimerasa y la provision de desoxirribonucledtidos. Estos se en-
cuentran en el niicleo como desoxirribonucledsidos trifosfato (dATP, dTTP,
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Fig. 17-10. Unidén de la abrazade-
ra deslizante a la ADN polimerasa.
A la derecha se ilustran las tres su-
bunidades proteicas gue compo-
nen ln abrazadera.

dCTP, dGTP) y se agregan secuencialmente en el extremo 3" de la cadena en
crecimiento siguiendo el orden marcado por los nucleétidos de la cadena de
ADN que sirve de molde (fig. 17-4).

La energia que se requiere para la replicacidn del ADN es tomada de los
propios desoxirribonucledsidos trifosfato, que liberan dos fosfatos cuando se
ligan entre si (fig. 17-4).

Dada la naturaleza bidireccional de la replicacidn, al iniciarse la sintesis
continua del ADN, en cada origen se forman dos cebadores divergentes, uno
en cada cadena de la doble hélice abierta (fig. 17-9).

Seguidamente, la ADN polimerasa §, que es la enzima que cataliza la sin-
tesis de la cadena continua, agrega un desoxirribonucledtido en el extremo 3'
del cebador y luego los sucesivos nucledtidos en el extremo 3’ de la cadena
en crecimiento. La figura 17-11 muestra que la ADN polimerasa & se locali-
za cerca del dngulo de la horquilla de replicacién.

Cuando la horquilla arriba al extremo del replicén, la cadena continua to-
ma contacto con la cadena discontinua del replicén vecino —que avanzaba
en direccidn contraria— y otra enzima, la ADN ligasa, une el extremo 3' de
la primera con el extremo 3' de la segunda (fig. 17-9).

Ademas, donde se iniciara la sintesis de la cadena continua, el cebador es
removido por una nucleasa reparadora —serd descrita en la seceién 17-22—
y reemplazado por una pieza equivalente de ADN generada con la ayuda de
una enzima especial, la ADN polimerasa p. Finalmente, esta pieza de ADN
se conecta con el resto de la cadena continua mediante la ADN ligasa.

Una caracteristica de las ADN polimerasas es su tendencia a desprenderse
del ADN de la cadena molde. Empero, mientras hacen su trabajo permanecen
unidas a él debido a que son sostenidas por una abrazadera deslizante. Co-
mo muestra la figura 17-10, la abrazadera se une a la polimerasa y rodea al
ADN, de ahi que impide el desprendimiento de la enzima pero no su desliza-
miento. Se libera de las ADN polimerasas 3 y & apenas éstas se detienen, es
decir, cuando la p completa el tramo de ADN que reemplaza al cebador y la
& alcanza el extremo del replicén. Sélo entonces las enzimas se desprenden
del ADN. Dada la pequefiez del cebador, la ADN polimerasa [ se mantiene
unida al ADN por un periodo muy breve.

La abrazadera deslizante se forma con el concurso de tres subunidades
proteicas iguales entre si denominadas PCNA (por proliferating cell nuclear
antigen), cada una integrada por dos dominios topoldgicamente idénticos.

17-8. La cadena de ADN que se sintetiza en forma discontinua
requiere muchos cebadores

Como se acaba de ver, la cadena continua necesita un solo cebador, el cual
se instala apenas comienza la replicacién. En cambio, la cadena discontinua
requiere que la ADN primasa fabrique miiltiples cebadores, uno para cada

fragmento de Okazaki (figs. 17-8 y 17-11).

5
Abrazadera deslizante ADM polimerasa
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Abrazadera deslizanie

Fig. 17-11. Cadenas adelantada (o continua) y atrasada (o discontinua) del
ADN durante la replicacion. La primera es sintetizada por la ADN polimera-
si &; la sepunda, por la ADN polimerasa c. Las fipuras de la derecha mues-
trun, en la cadena atrasada, la evolucidn del bucle que se genera durante la sin-
lesig de cada fragmento de Okazaki. Las proteinas S5B mantienen a esa cade-
na estirada para evitar que se aparcen entre s{ sus bases complementarias.

La enzima responsable de la sintesis de los fragmentos de Oka-
zaki es la ADN polimerasa a, que se halla unida a la ADN polime-
rasa O y por ello se localiza cerca del dngulo de la horquilla de re-
plicacion.

De manera similar 2 la ADN polimerasa & en la cadena continua, la
ADN polimerasa o coloca el primer desoxirribonucledtido junto al ex-
tremo 3’ del cebador del fragmento de Okazaki, lo liga a él y agrega
los sucesivos desoxirribonucledtidos en el extremo 3' del fragmento en
crecimiento. Légicamente, lo hace siguiendo el orden marcado por los
nucledtidos de la cadena de ADN gue sirve de molde para formar la
cadena discontinua (fig. 17-4).

En la seccion 17-6 se dijo que la cadena discontinua se llama tam-
bién retrasada porgue cada fragmento de Okazaki comienza a cons-
truirse después de haberse sintetizado un tramo de la cadena continua.
Dado que el retraso es de alrededor de 200 nucledtidos, el ADN mol-
de del fragmento de Okazaki tiene ese largo cuando empieza a repli-
carse. Cabe agregar que la ADN primasa y la ADN polimerasa o ne-
cesitan unos 4 segundos para anexar los 10 ribonucledtidos del ceba-
dor y los cerca de 200 desoxirribonucledtidos del fragmento de Oka-
zaki, respectivamente.

Como muestra la figura 17-11, a medida que avanza la horquilla de
replicacion, se acorta el ADN molde y se alarga la doble hélice que re-
sulta de la sintesis del fragmento de Okazaki. Ademas se crea un segun-
do ADN maolde, el del fragmento de Okazaki que se sintetizard en el
proximo ciclo. Obsérvese que dos de los tres elementos mencionados
—la doble hélice y el segundo ADN molde — forman un bucle que cre-
ce entre la ADN polimerasa a y el dngulo de la horquilla de replicacion.

El bucle se forma porque la ADN polimerasa o no puede deslizar-
se activamente sobre el ADN molde debido a que, como se vio, se ha-
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lla unida a la ADN polimerasa & en el dngulo de la horquilla de replicacion.
Por consecuencia, le corresponde al ADN molde deslizarse con relacién a la
enzima, lo cual genera un bucle de longitud creciente que hace posible que el
ADN molde se convierta en una doble hélice sin que la ADN polimerasa o
se mueva de su lugar, Cabe agregar que existen otros modelos tedricos de bu-
cle que proponen evoluciones distintas a la que se acaba de describir, El mo-
delo presentado agui es uno de los més difundidos y, como los restantes, de-
riva de estudios efectuados en células procariotas.

Otro dato que revela la figura 17-11 es que los dos ADN moldes —el que se
acorta y el que se alarga— estdn asociados a miltiples unidades de una proteina
llamada SSB (por single-strand DNA binding). cuya funcién es mantener relati-
vamente rectos a esos ADN simples para evitar que se apareen las bases comple-
mentarias de sus propias cadenas, lo cual impediria la labor de la ADN polime-
rasa . Debe sefialarse que una vez que la célula fabrica las SSB necesarias, és-
tas se reutilizan mientras dura la replicacion, va que sus unidades se transfieren
de los ADN molde que se acortan a los ADN molde que se alargan.

Al igual que las ADN polimerasas 8 y 3, la ADN polimerasa c no se despren-
de del ADN molde debido a que se le asocia una abrazadera deslizante, cuyas
partes se separan — y la abrazadera se desarma— apenas el fragmento de Okaza-
ki termina de sintetizarse (figs. 17-10 y 17-11). Luego el bucle se endereza y sus
dos componentes —el fragmento de Okazaki y el flamante ADN molde— que-
dan situados en el lado opuesto de la enzima (fig. 17-11). Ello crea las condicio-
nes para que comience a formarse un nuevo fragmento de Okazaki, lo cual ocu-
rre una vez que se forma el cebador y que la ADN polimerasa o se une al ADN
molde como consecuencia del rearmado de la abrazadera deslizante,

Como se vio en la seccién 17-6, a partir de los origenes de replicacién ca-
da una de las dos cadenas de la burbuja da origen a dos cadenas divergentes,
una que crece en forma continua y otra en forma discontinua (fig. 17-9). Da-
da la manera como se construye la cadena discontinua, su extremo 3" corres-
ponde al extremo 3’ del primer fragmento de Okazaki sintetizado, y su extre-
mo 5, al extremo 5' del dltimo fragmento, Ademds, el primer fragmento se
liga al extremo 5 de la cadena continua del replicén, mientras que el dltimo
se liga con el extremo 3' de la cadena continua del replicén contiguo.

L.a ADN polimerasa o interrumpe su actividad después que agrega el il-
timo nucledtido del fragmento de Okazaki, cuyo extremo 3’ queda junto al
extremo 5' del cebador formado precedentemente (fig. 17-8). Del mismo mo-
do que en la cadena continua, los cebadores de la cadena discontinua son re-
movidos por una nucleasa reparadora y reemplazados con piezas de ADN
construidas por la ADN polimerasa B. Luego actia la ADN ligasa, que suel-
da el extremo 3' de esas piezas con el extremo 5' de los fragmentos de Oka-
zaki precedentes.

17-9. En los telomeros |a replicacion del ADN es dirigida
por la telomerasa

En el capitulo 12-6 se dijo que el ADN de los telémeros, a pesar de que
por su ubicacién puede fusionarse con el ADN de otros telémeros o degra-
darse mediante una nucleasa, en condiciones normales no corre esos riesgos
porque se dobla sobre si mismo y las proteinas TRF le forman un capuchén
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protector. Tanto el doblez como el capuchén se ilustran en la parte inferior de
la figura 17-12. Obsérvese que el ADN se dobla porque una de sus cadenas
es mds larga que la otra e invade un tramo cercano de la doble hélice, lo que
da lugar a una triple hélice de ADN de unos 150 nucledtidos de extensidn.

Cabe agregar que la cadena discontinua del ADN telomérico se sintetiza
de una manera singular. Es que la ADN polimerasa § no puede construir el
mramo de ADN que debe reemplazar al ltimo cebador que se elimina de esa
cadena porque carece de un extremo 3' a partir del cual pueda comenzar a
formarse. Por consecuencia, en cada una de las sucesivas divisiones celula-
res. con la eliminacién del iiltimo cebador se pierde un tramo del ADN telo-
mérico, lo que provoca su progresivo acortamiento.

Naturalmente, si al cabo de un determinado nimero de divisiones los cro-
mosomas no revirtieran ese acortamiento, no sélo perderian los telomeros si-
no que comenzarian a perder informacion genética. En la mayoria de las cé-
lulas esto no sucede porque después de alrededor de 50 divisiones el acorta-
miento telomérico llega a un nivel que les impide iniciar una nueva division.
Mas atin, esas células envejecen y mueren debido a que desde sus telomeros
agotados surgen sefiales que activan al gen de la proteina P53, lo cual, como
se verd en los capitulos 18-29 y 22-6, bloquea la divisién y determina la
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Fig. 17-12. Replicacidn del ADN en los te-
lémeros, En la figura mferior se ilustran las
proteinas TRF y el lazo que se forma en el
extremo libre de los telomeros.
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muerte de las células. Asi, la muerte sobreviene antes de que las células pier-
dan informacién genética.

En algunas células pertenecientes a las lineas germinativas del testiculo y
el ovario (cap. 19-3) lo anterior no ocurre a pesar de que se dividen repetida-
mente, lo cual se debe a que contienen un complejo enzimdtico ribonucleo-
proteico disefiado para recuperar el ADN telomérico que pierden durante las
divisiones. Ese complejo se llama telomerasa y estd integrado por varias
proteinas y un ARN de alrededor de 450 nucleétidos llamado ARNte (cap.
13-2), que incluye la secuencia AUCCCAAUC (fig. 17-12). Veamos c6mo
actiia la telomerasa, adelantando que sus propiedades cataliticas derivan de
su fraccion proteica.

En los telémeros la cadena 3'—=5" del ADN estd compuesta por numerosas
secuencias AATCCC consecutivas, las cuales, junto con sus complementarias
TTAGGG de 1a cadena 5'—3', se van perdiendo durante las sucesivas divisio-
nes celulares.

La recuperacién de este ADN telomérico repetitivo (cap. 12-7) comienza
en un ciclo celular ulterior, cuando la secuencia AUCCCAAUC del ARN de
la telomerasa se une al extremo 3’ de la cadena 5'—=3', colocdndose en el la-
do de la cadena 3'—5' del modo ilustrado en la figura 17-12.

A partir de ese momento la cadena 5'—3' retine los requisitos que le per-
miten crecer: tiene su propio extremo 3' libre y una secuencia de nucledtidos
que le sirve de molde, la del ARN de la telomerasa. Puesto que a medida que
crece provoca el corrimiento de la telomerasa, el proceso se reitera varias ve-
ces. Concluye cuando la cadena 5'—3' recupera su longitud y el telémero se
libera de la telomerasa.

Como se ve, la telomerasa es una ADN polimerasa que copia una secuen-
cia de ARN, de modo que se comporta como una transcriplasa inversa (sec-
cién 17-25).

Resta describir cémo la cadena 3'—5' recupera su longitud. Es restaurada
por la ADN polimerasa ct, que utiliza como molde el ADN 5'—3' recién sin-
tetizado y agrega los nucledtidos complementarios a partir del extremo 3 del
ARN de un cebador previamente fabricado por la enzima ADN primasa. Fi-
nalmente, el cebador es removido y la enzima ADN ligasa une el antiguo ex-
tremo 5' de la cadena con el extremo 3' del segmento recién formado.

Dado que no existe un balance exacto entre las pérdidas teloméricas y sus
recuperaciones peri6dicas, la longitud de los telémeros varia en los distintos
CromosQmas.

17-10. La lamina A desempena un papel central en el mantenimiento
de los telomeros

En los capitulos 5-3, 12-2 y 12-14 se dijo que la lamina A es una de las pro-
tefnas de la ldmina nuclear y que los telémeros estdn unidos a ella.

Investigaciones adicionales revelaron que la lamina A desempefia un
papel central en el mantenimiento de los telémeros, ya que la presencia de
una mutacion en su gen —llamado LMNA (por lamin A)— acelera el acor-
tamiento de los extremos de los cromosomas, lo cual produce envejecimien-
to celular prematuro o progeria. La proteina andmala que resulta de la
mutacién del gen LNMA se conoce con el nombre de progerina.
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Corresponde advertir que el envejecimiento celular prematuro puede deber-
se a otras causas, como ¢l estrés oxidativo (cap. 10-3), la sobreexpresion de
ciertos oncogenes (cap. 18-31) y la excesiva exposicion a los rayos y.

Otros estudios sobre envejecimiento celular han demostrado que, en medios
de cultivo, las células provenientes de embriones y de individuos jovenes se
dividen mds veces que las células provenientes de individuos de mayor edad,
las cuales, ademds, mueren mucho antes. Este fendmeno se conoce con el nom-
bre de senescencia replicativa. Se cree que las células jovenes cultivadas viven
mads porque sus teldémeros recuperan el ADN que pierden en cada division a una
velocidad mayor que los telémeros de las células envejecidas, pues en éstas la
sintesis de telomerasa se reduciria progresivamente a medida que se suceden
las divisiones celulares.

Debe agregarse que en las células cancerosas 1a sintesis de la telomerasa
estd conservada o aumentada, lo que explicaria por qué cuando se las cultiva
suelen multiplicarse indefinidamente (cap. 21-4).

17-11. La topoisomerasa | y la girasa disminuyen la tension torsional
fjue se produce en la doble hélice del ADN al separarse
sus dos cadenas por la accion de la helicasa

Debido a que el ADN es una molécula compuesta por dos cadenas helicoi-
dales apareadas y enrolladas entre si, su sintesis presenta una dificultad adicio-
nal, soslayada hasta ahora para no complicar el andlisis de los puntos anteriores.
Hemos visto que las ADN polimerasas copian los nucledtidos del ADN
después que las dos cadenas de la doble hélice se separan. La separacion es
producida por una enzima especifica llamada helicasa, que se sitda en el dn-
gulo de la horguilla de replicacion por delante de las ADN polimerasas 8 y «
y corta los puentes de hidrégeno entre las bases complementarias de las dos
cadenas de la doble hélice (fig. 17-11). Este proceso requiere energia, que es
tomada del ATP.
Conforme avanza la horquilla de replicacién, la helicasa deja tras de si tra-
mos de las dos cadenas del ADN con sus nucledtidos expuestos. Recordemos
que para dar lugar a la cadena discontinua, los nucledtidos de la cadena pro-
genitora 5'—3’ permanecen un tiempo sin replicar, combinados con las SSB.
Dada la naturaleza helicoidal del ADN, la helicasa no puede abrir la doble
hélice del ADN como si abriera un cierre reldmpago. El modelo que se mues-
tra en la figura 17-13 nos ayuda a comprender por qué. Conforme las cade-  Fig. 17-13. Separacién de las
nas del ADN se separan a nivel de la horquilla, se va acumulando delante de ~ dos cadenas del ADN a nivel
ésta —en la doble hélice no abierta todavia— una torsién cada vez mayor. dela hevguilicde repficacin §
sU consecuencia mecdnica, evi-
Como es de suponer, esa torsién harfa inviable la separacién de las cadenas  tada por las topoisomerasas.
por la helicasa. Por lo tanto, para que la accién
de la enzima no sea frenada es necesario evitar \
el superenrollamiento con un desenrollamiento
equivalente, a fin de prevenir excesivas tensio-
nes torsionales en los segmentos de la doble hé-
lice alin no replicados.
El desenrollamiento es producido por dos {
enzimas especificas, la topoisomerasa 1 y la gi-
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rasa (o topoisomerasa IT). Ambas utilizan energia y evitan las vueltas en ex-
ceso mediante un proceso que se cumple en tres pasos.

En el primer paso, la topoisomerasa I corta una de las cadenas de la do-
ble hélice; en el segundo, 1a cadena cortada gira en torno de su propio eje; en
el tercero, los extremos cortados se vuelven a unir.

En cambio, la girasa no corta una sino las dos cadenas del ADN, las cua-
les restablecen sus uniones después de haber girado.

Como se ve, ambas enzimas se comportan como nucleasas (cortan al ADN
a nivel de las uniones fosfodiéster) y ADN ligasas (reconectan las piezas cor-
tadas después de haber rotado el ADN),

La girasa es una de las proteinas que integra el andamio proteico en el que
se sostienen los lazos de cromatina de 30 nm (cap. 9-9); se asocia con el ADN
del lazo colocdndose cerca de sus extremos, donde compondria una suerte de
articulacién giratoria similar a la mostrada en la figura 17- 14. Con respecto a
la topoisomerasa I, existirian varias en cada lazo, pues operarian entre las
burbujas de replicacion.

La topoisomerasa [ y la girasa se diferencian no s6lo porque la primera cor-
ta una sola cadena del ADN vy la segunda corta las dos, sino por la magnitud
de sus efectos, ya que el desenrollamiento gue produce la topoisomerasa I es
de corto alcance y el de la girasa abarca una extension de ADN mucho mayor.

Por otra parte, no se descarta que ambas enzimas sirvan para prevenir enredos
en las moléculas de cromatina fuera de la replicacién, ya que podrian actuar
_ recurriendo a una analogia imperfecta— como tijeras y manos que para desen-
redar un extenso hilo enmarafiado lo cortan primero y lo anudan despues.

17-12. La topoisomerasa | es requerida durante la transcripcion

Durante la transeripcién del ADN, cuando la ARN polimerasa avanza y abre
el lado frontal de la burbuja (fig. 14-2), se forma en la doble hélice un superen-
rollamiento similar al que se produce durante la replicacion. Al igual que en esta
ltima, el superenrollamiento de la transcripcién debe ser continuamente alivia-

do. de lo cual se ocupa la topoisomerasa L.
Fig. 17-14. Efecto hipotético * P P

de la girasa para evitar el supe-

renrollamiento que se produci-  17-13. La compactacion de la cromatina retrasa la replicacion
rin en el ADN como conse- : . . ;
cuencia de la separacién de sus El enrollamiento extremo de la cromatina, derivado de los sucesivos gra-
dos cadenas. dos de compactacién causados por la asociacién del ADN con las histonas
(cap. 12-9), impide la replicacién. En el capitulo 14-12 se
_T._—-'i""“g.]‘:'u-:.‘.__ analizaron algunos mecanismos por medio de los cuales,
7 7 4,:%:1 durante la transeripeion, la ARN polimerasa sortea parte de
£ %, la compactacién de la cromatina. Hasta el momento no se
ke '9-*'3 poseen datos ciertos sobre mecanismos andlogos en la re-
i b plicacion. A pesar de ello, no se duda de que la compacta-
[ :L cién del ADN afecta la replicacidn, ya que la heterocroma-
i i tina, a diferencia de la eucromatina (cap. 10-12), se repli-

& ca muy tardiamente en la fase S.

Esta diferencia se aprecia cuando se compara la replica-
cion del cromosoma X activo con la de su homélogo compac-
tado (cuerpo de Barr); 1a de éste es bastante mds tardia a pe-
sar de que ambos cromosomas X son virtualmente idénticos.
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Histonas preexistentas Origen Histonas nuevas

También hay diferencias en la replicacién cuando se compara el ADN de  Fig. 17-15. Agregado de his-
las bandas R (ricas en G-C apareados) con el ADN de las bandas G y Q (ri- ~ tonas nuevas durante la repli-
cas en A-T apareados) (fig. 12-17): las bandas R se replican durante la prime- cacion del ADN.

ra mitad de la fase S y las bandas G y Q lo hacen durante la segunda mitad.

El significado de estas bandas ha sido analizado en el capitulo 12-13.

17-14. Como el ADN, las histonas también se sintetizan en la fase S

Hemos dicho que el ADN se replica semiconservadoramente, es decir, que
las dos cadenas progenitoras, al separarse para su replicacién, se reparten en
ambos cromosomas hijos (seccién 17-2) (fig. 17-5).

Respecto de los nucleosomas, se sabe c6mo se segregan sus histonas. Al
cabo de la replicacion se reparten —aparentemente al azar— entre ambas
cromadtidas hijas, por lo que éstas deben proveerse de histonas de reciente for-
macion. Los nucleosomas nuevos se forman con histonas preexistentes e his-
tonas nuevas (figs. 17-7 y 17-15).

Los nucleosomas se construyen en dos pasos. En el primero, las histonas
H3 y H4 se ligan entre si mediante la proteina N1 (cap. 12-9) y “son entre-
gadas" al ADN por un complejo proteico llamado CAF-I (por chromatin
assembly factor). En el segundo, las histonas H2A y H2B, asistidas por la
nucleoplasmina (cap. 12-9), se unen a las histonas H3 y H4 y completan el
octdmero (figs. 12-8 y 17-16).

La mayor parte de las histonas nuevas se sintetizan en la fase 8 y se incor-
poran a los nucleosomas apenas el ADN es duplicado (fig. 17-15).

Durante la fase S, casi todas las copias —entre 20 y 50— de los genes de
las cinco histonas (cap. 13-7) se transcriben simultaneamente. Por lo tanto, en
la fase S la concentracion de los ARNm de las histonas es muy alta, aunque
no sélo porque aumenta su sintesis sino también porque disminuye su degra-
dacidn (cap. 16-22).

La pequenia cantidad de histonas que se sintetizan fuera de la fase S serviria
para reemplazar a las que envejecen. Ello es infrecuente porque las histonas son
bastante longevas y suelen mantenerse durante toda la vida de la célula.
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17-15. La replicacion constituye el pralogo de la division celular

Como sefialamos al comienzo del capitulo, al concluir la replicacién los
cromosomas contienen una doble dotacién de ADN vy las moléculas gemelas

teina N1 y de la nucleoplasmina en
el armado de los nucleosomas,

- N1 ; MNucleoplasmina Lo h
sl 4 1 ?ﬂ ( il - Fig. 17-16. Participacion de la pro-
NUCLEOSOMA
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—es decir, el par de cromdtidas— gquedan unidas por el cenirémero hasta la
anafase de la divisién celular. Asi, la replicacion del ADN constituye el pro-
logo de la divisién, por lo que parte de lo analizado en este capitulo habré de
retomarse en el proximo, dedicado a la mitosis y su control.

MUTACION DEL ADN

17-16. Las alteraciones del ADN pueden deberse a mutaciones génicas
0 a aberraciones cromosamicas

El material genético se halla en constante peligro de ser alterado, no sélo
por la accion de agentes ambientales sino también espontéineamente, por
ejemplo, como consecuencia de errores que ocurren durante la replicacion.

Cuando las alteraciones del genoma involucran a uno o a unos pocos nu-
cledtidos, se denominan mutaciones génicas,

Otras veces las alteraciones son de tal magnitud que afectan al cariotipo,
por lo cual llevan el nombre de aberraciones cromosémicas. Pueden ser es-
tructurales o numéricas. En las aberraciones estructurales se hallan afectadas
partes extensas de un cromosoma, que pueden perderse, invertirse, duplicar-
se o translocarse. En las numéricas, en cambio, el cariotipo exhibe un niime-
ro de cromosomas menor 0 mayor que el normal.

En este capftulo nos ocuparemos exclusivamente de las mutaciones géni-
cas, ya que las aberraciones cromosémicas serdn analizadas en el capftulo 20.

17-17. Las mutaciones genicas tienen diversas consecuencias

Las mutaciones génicas mds comunes consisten en la sustitucién de un nu-
cleétido por otro, en la pérdida (delecién) de uno o varios nucleétidos, o en
la insercién (intercalacién) de uno o varios nucledtidos en una molécula de
ADN. Cualquiera que sea el lipo de mutacién, genera un cambio en la infor-
macién contenida en el gen y lleva a la produccién de una proteina distinta
de la esperada o a la ausencia de su produccion.

Como se sabe, el cambio de un nucleétido en un gen da lugar a un coddn
diferente y, en consecuencia, a la presencia en la proieina de un aminodcido
gue no corresponde (salvo que el nuevo codén sea “sinénimo™ y, por lo tan-
to, codifique al mismo aminodcido). Muchas veces el cambio de un solo ami-
nodcido produce alteraciones sustanciales en las funciones de la proteina, ya
gue la modificacién de su estructura primaria modifica las estructuras secun-
daria y terciaria de Ia molécula.

La delecién o la intercalacién de un nucledtido en un gen cambia el en-
cuadre de los codones en el ARNm desde el sitio de la mutacién hasta el co-
don terminal (cap. 16-3). Ello suele traducirse en la produceién de una pro-
teina aberrante 0o, méds corminmente, en la interrupcién de su sintesis, al apa-
recer un codén de terminacién antes del lugar que corresponde.

Las mutaciones pueden producirse en las células somdticas o en las ger-
minativas. En el primer caso, si bien son capaces de afectar el fenotipo de los
individuos, no pasan a la descendencia. En cambio, cuando se instalan en las
células germinativas pueden transmitirse a la descendencia y heredarse de ge-
neracion en generacion.

Para los individuos las mutaciones suelen ser perjudiciales. Por ejemplo,
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cuando corresponden a proteinas involucradas en la morfogénesis, las muta-
ciones se traducen en malformaciones congénitas anatémicas.

Orras veces las proteinas modificadas dan lugar a alteraciones funciona-
les o a trastornos metabolicos. Como ejemplos de las primeras pueden men-
cionarse las hemoglobinopatfas, en las que la presencia en la hemoglobina de
un aminodcido errado suele generar graves disfunciones sanguineas. En cam-
bio, en los trastornos metabdlicos se alteran enzimas que participan en pro-
cesos sintéticos y degradativos de diversas moléculas.,

Las mutaciones también pueden afectar a genes necesarios para la super-
vivencia de las células o a genes involucrados en el control de la multiplica-
cion celular. En el dltimo caso suele descontrolarse la proliferacién de las cé-
lulas, con la consiguiente aparicién de cuadros cancerigenos (cap. 18-30),

Consideradas desde un dngulo biolégico global, las mutaciones génicas
tienen un lado positivo, ya que a veces su acumulacion en el genoma forja las
condiciones para la aparicién de individuos mejor adaptados al medio am-
biente, base de la evolucidn de las especies.

17-18. Existen varias clases de mutaciones génicas espontaneas

La mayor parte de las mutaciones génicas que afectan a las células se pro-
ducen espontaneamente, durante la replicacidn del ADN. Ello se debe a que
cuando se sintetizan las cadenas hijas pueden insertarse nucleétidos incorrec-
tos, 0 nucledtidos de menos o de mas. Como se verd en futuras secciones, la
célula ha desarrollado mecanismos especiales para corregir tales errores y lo-
grar la mayor fidelidad posible en la duplicacién del ADN.

Se estima que estos mecanismos corrigen casi todos los errores que se pro-
ducen durante la replicacidn, de modo que, de los numerosos nucleétidos in-
correctamente insertados cada vez que se copian los millones de pares de nu-
cledtidos del genoma humano, en promedio persisten errados (mutados) sola-
mente unos cincoenta.

No obstante, debido a que el 90% del ADN nuclear carece de genes (cap.
12-7), no més del 10% de esas cincuenta mutaciones son capaces de ocasio-
nar alguna consecuencia.

También existen mutaciones génicas espontineas ajenas a la replicacién.
Algunas aparecen como consecuencia de la desaminacién de las bases de los
nucledtidos, dada la facilidad con que pierden sus grupos amino. Como
muestra la figura 17-17, cuando la citosina se desamina se convierte en ura-
cilo, que se aparea con la adenina y no con la guanina. $i la célula no corri-
ge el error reemplazando el uracilo por una citosina, en la proxima replica-
cion —al asumir la cadena hija alterada el papel de cadena progenitora— in-
sertaria una adenina en lugar de una guanina, y esa mutacidn se instalaria en
el genoma. Algo andlogo ocurre —espontdneamente también— cuando se
desamina la adenina, que al convertirse en hipoxantina se aparea con la cito-
sina en vez de hacerlo con la timina.

Otras clases de mutaciones génicas espontdneas aparecen a raiz de la
apurinizacién, es decir, cuando una base —particularmente una purina— se
desprende de la desoxirribosa del nucledtido (fig. 17-18). Por lo tanto, en
esos puntos — llamados sitios AP (por apurinice o apirimidinico)— los ge-
nes carecen de informacién.
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Fig. 17-17. Consecuencias de mu-
taciones génicas esponifineas pro-
ducidas por desaminacion,

Desaminacion {[ fN*H“-—-

N
J
Citosina H Guanina Uracilo Aderina
\ H
——— -~
- \ Desaminacion _
& A\
Adenina Timina Hipoxantina Citosina

17-19. Varios agentes ambientales inducen la aparicion
de mutaciones génicas

Existen tres grupos de agentes ambientales que al actuar sobre las células
inducen la aparicién de mutaciones: 1) los quimicos, que son los mis difun-
didos: 2) las radiaciones ionizantes, por ejemplo, la radiacién ultraviolcta de
la luz solar, los rayos v y los rayos X, y 3) ciertos virus capaces de introducir
segmentos de ADN fordneo en los genes.

Algunos de estos agentes incrementan la aparicién de mutaciones espon-
tineas en el ADN (sustituciones de bases, deleciones, intercalaciones, desa-
minaciones, apurinizaciones). Otros dan lugar a otras clases de cambios. Por
ejemplo, los rayos y y los rayos X producen roturas en la doble hélice, mien-
tras que la luz ultravioleta forma dimeros entre pirimidinas contiguas en una
de las dos cadenas del ADN. Los mds comunes son los dimeros de timina
(fig. 17-19). La unién entre dos timinas vecinas distorsiona su apareamiento
con las adeninas de la cadena opuesta, lo cual altera la replicacién normal del
ADN y conduce a la aparicién de mutaciones.

REPARACION DEL ADN
17-20. Existen varios mecanismos para reparar el ADN

Para cada tipo de alteracién del ADN existe un mecanismo de reparacion
especial, dirigido por una combinacién de enzimas especificas. A continua-
cién analizaremos los mecanismos mas frecuentes utilizados por la célula
para corregir los errores en el ADN. En la mayoria de los casos se basan en
la informacién genética complementaria existente entre las dos cadenas de
la doble hélice, de modo que si una de ellas sufre alguna alteracion (muta-
cién), puede ser reparada a partir de la informacién normal contenida en la
otra. Como en cualquier proceso biolégico, los mecanismos reparadores de
errores en el ADN pueden fallar, con la consiguiente aparicién de mutacio-
nes génicas.

Fig. 17-18. Consecuencia de la mu- Apurinizacion
tacién génica espontinea producida
por apurinizacidn.,
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17-21. La ADN polimerasa corrige los errores que ella misma comete

Durante la replicacion del ADN, para que un nucleétido pueda ser agre-
gado en el extremo 3' de la cadena hija en crecimiento es imprescindible que
el nucledtido incorporado precedentemente sea el que corresponde, Mis
aiin, 5i la ADN polimerasa inserta en forma accidental un nucleétido inco-
mecto, “percibe” el error y no agrega nuevos nucledtidos, de modo que el
crecimiento de la cadena se detiene transitoriamente. El error es resuelto por
la propia enzima mediante el ejercicio de una funcién adicional conocida co-
mo “lectura de pruebas™.

Asi, la ADN polimerasa, ante la presencia de un nucleétido insertado in-
correctamente, retrocede y lo elimina. Para ello utiliza la actividad exonu-
cleolitica 3'—=35" de una de sus subunidades. Una vez eliminado el nucledtido,
la sintesis del ADN progresa normalmente.

Como vemos, durante la replicacion la ADN polimerasa controla los erro-
res que ella misma comete y ademds los corrige. Sin embargo, dada la impor-
tancia de la integridad del ADN para la vida celular, si falla esta “lectura de
pruebas™ se pone en marcha un segundo sistema de reparacidn que se cum-
ple de la manera descrita en la préxima seccién.

17-22. Existe un sequndo sistema de reparacion a cargo de una
nucleasa reparadora

En primer término, el o los nucledtidos erréneos son removidos por una
nucleasa reparadora, la misma que remueve a los cebadores en la sintesis
continua y discontinua del ADN (secciones 17-7 y 17-8). Para ello, la nuclea-
sa corta la unién fosfodiéster que conecta al nucledtido incorrecto con el nu-
cledtido contiguo. La reparacién se completa cuando la ADN polimerasa 3
sintetiza la pieza faltante y la ADN ligasa une esa pieza al ADN cortado.

Debe existir alguna sefial que le permita a la nucleasa reparadora distinguir
en cudl de las dos cadenas del ADN se encuentra el nucleétido incorrecto. En
los procariotas tal reconocimiento se basarfa en la existencia de una diferen-
cia transitoria en la metilacién de ciertas adeninas entre las dos cadenas des-
pués de la replicacién. Dado que transcurre un tiempo entre la sintesis de la
cadena hija y la metilacion., los errores serian reparados durante ese periodo.

17-23. Las desaminaciones y las apurinizaciones se reparan con
las mismas enzimas

La aparicion en el ADN de uracilos en lugar de citosinas —como consecuen-
cia de desaminaciones espontineas— da lugar a un mecanismo de reparacion
que utiliza una ADN glicosidasa especifica. Esta reconoce y corta la conexién
entre la base errénea —el uracilo— y la desoxirribosa, de modo que deja al nu-
cledtido sin su base (fig. 17-20), En forma similar, otra ADN glicosidasa espe-
cifica remueve la hipoxantina que se produce al desaminarse la adenina.

v

Fig. 17-19, Formacion de dimeros
de timina por accion de la luz ultra-
violeta.
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Fig. 17-20. Accidn de las Enzimas AGTGACTTAG ADN ligasa AGTGACTTAG
que reparan el ADN mutado por de- TCAGTGAATC & s SRR
saminacion. AGTGAATC 5 i
Desa- 4 ADM
minacion polimerasa @
TN WAES TCA TGAATC
ADM 2
glicosidasa . 3
AGBGTGACTTAG A; :{r:‘g‘pnucleasa
u TCA TGAATC e

Los sitios AP que se generan evolucionan del siguiente modo. La desoxi-
rribasa sin base es removida por la AP endonucleasa y una fosfodiesterasa,
que cortan, respectivamente, el extremo 5'y el extremo 3’ del sitio AP y re-
mueven el azicar. Luego la ADN polimerasa f coloca el nucledtido correcto
en el lugar vacio y la ADN ligasa pone fin a la reparacion.

Estos tres (iltimos pasos se utilizan también para reparar los sitios AP que se pro-
ducen como consecuencia de las apurinizaciones espontaneas (seccién 17-18).

17-24. En la reparacion de los dimeros de timina intervienen
dos nucleasas

Generalmente las mutaciones inducidas por agentes ambientales son re-
paradas por los mismos mecanismos que se utilizan para la correccién de las
mutaciones espontdneas. En cambio, los dimeros de timina (fig. 17-19)
—producidos por la luz ultravioleta— son removides por un sistema de en-
zimas especiales, que hidrolizan simultdneamente dos uniones fosfodiéster,
una a cada lado de la lesién.

Asi, luego de reconocer la distorsién provocada por la presencia del dime-
ro. sendas nucleasas cortan en la cadena afectada la quinta y la vigésima cuar-
ta unién fosfodiéster, contadas a partir del dimero en direcci6n 3' y 5§, Tes-
pectivamente. A continuacion, el segmento de 29 nuclebtidos —que obvia-
mente incluye al dimero— es separado de la cadena normal por la helicasa,
que corta los puentes de hidrégeno entre las bases del segmento que hay que
remover y las bases de la cadena normal. La reparacién se completa cuando
la ADN polimerasa f reemplaza la pieza ausente por un tramo de ADN nue-
vo y la ADN ligasa lo une al ADN anterior.

Si una de las nucleasas que remueven los dfmeros de timina es deficiente
_ como ocurre en individuos homocigotos en los que el gen de la enzima se
halla mutado— se produce la enfermedad llamada xeroderma pigmentoso,
caracterizada por una extrema sensibilidad de la piel a los rayos ultravioletas
de 1a luz solar. Asi, la exposicién de la piel a esas radiaciones da lugar a una
alta incidencia de cdncer cutdneo.

Fig. 17-21. Transposon con el gen

de la transposasa y las secuencias Secuencia Secuencia
de nucledtidos inversamente repe- g _{L’el'ﬂa Gen de la transposasa J"ﬂa. -
tidas en sus exiremos. ABCD O'CBA
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TRANSPOSICION DE SECUENCIAS DE ADN

17-25. Los transposones son segmentos de ADN que saltan
de un lugar a otro del genoma

Durante muchos afios se crey6 en la existencia de una estabilidad absoluta en
el ordenamiento de los nucledtidos en los cromosomas y, por lo tanto, de los pro-
pios genes. Sin embargo, para algunos tramos del ADN esto no es cierto. A fines
de la década del 40, Barbara McClintock descubrié segmentos de ADN que tie-
nen la propiedad de pasar de un lugar a otro del genoma en cepas de maiz cuyas
mazorcas presentan granos de colores diferentes. Basdndose en observaciones ci-
togenéticas propuso que los granos de color claro eran producidos por segmen-
tos de ADN que cambian de posicién e inactivan al gen del grano pigmentado.
Su hipotesis fue recibida con total descreimiento y se la ignord durante 20 anios,
hasta que se hicieron observaciones equivalentes en la Escherichia coli.

Se vio que estos segmentos de ADN transponibles —o transposones—
son capaces de codificar una enzima denominada transposasa, y que en sus
extremos poseen sendas secuencias de nucledtidos iguales entre si, si se las lee
en direcciones opuestas.

El nimero de nucledtidos en esas repeticiones invertidas es fijo para ca-
da transposén. En el transposén hipotético ilustrado en la figura 17-21 se ob-
serva al gen de la transposasa —que es una endonucleasa de restriccion (cap.
23-36)— con las secuencias de nucledtidos repetidas en sus flancos. La trans-
posasa reconoce a esas secuencias en forma especifica, las corta, e inserta el
trasposon en un sitio distinto del genoma.

Las secuencias repetidas presentes en los extremos del transposén son cau-
sa y consecuencia del mecanismo por el cual los transposones son extraidos
de un lugar del genoma e insertados en otro. Como ilustra la figura 17-22, du-
rante este proceso la transposasa efectia cortes espaciados, inserta el transpo-
s6n y realiza las reparaciones necesarias en el ADN.

En la mosca Drosophila melanogaster 1a mayor parte del ADN repetitivo
estd representado por unas 15 familias de elementos transponibles, Existen en
el genoma entre 20 y 80 copias de cada familia. Se sabe que estas secuencias
tienden a saltar de un lado a otro del genoma porque en las distintas cepas de
moscas los transposones se hallan localizados en los cromosomas en posicio-
nes diferentes. Por ejemplo, en la cepa de ojos blancos se encontrd un ele-
mento transponible en medio del gen codificador de la enzima que determi-
na el color rojo del ojo. La mayorfa de las mutaciones espontdneas en la Dro-

Caortes del ADN mediante |a ransposasa

| Ty
i taaoly b Ll

l Insercion del transposon l

Reparacion del ADN
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sophila son causadas por transposones que saltan dentro de un mismo gen.

En los vertebrados la mayoria de los transposones tienen gran similitud
con el ARN de los retrovirus, Las semejanzas son tan amplias que los retro-
virus pueden ser considerados transposones que aprendieron a saltar de una
célula eucariota a otra. Corresponde sefialar que en el ciclo de los retrovirus
la informacién genética contenida en el ARN es copiada en sentido retrogra-
do (ARN—=ADN) por una enzima llamada transeriptasa inversa, y que el
ADN resultante es insertado en el genoma de la célula infectada.

En el hombre los elementos transponibles mds abundantes son versiones trun-
cadas y mutadas de retrotransposones no virales. Estos transposones correspon-
den a los ADN repetitivos dispersos de las familias Alu y L1, cuyas secuencias
constituyen —como se menciond en el capitulo 12-7— més de un tercio de todo
el genoma. No obstante, en los cromosomas humanos s6lo una pequefia cantidad
de esta clase de transposones tiene la capacidad de moverse.

La mudanza de transposones puede acarrear consecuencias genéticas im-
portantes si se producen deleciones (cap. 20-10) en regiones de ADN no esen-
ciales flanqueadas por otros transposones similares, ya que la recombinacion
entre sus secuencias dentro de determinados intrones podria conducir a la apa-
ricién de genes nuevos. Otro mecanismo capaz de crear genes nuevos deriva
de la transposicién de exones, pues la combinacién de sectores funcionales de
dos genes preexistentes podria llevar a la formacion de un tercer gen.

Lo mencionado en el parrafo anterior sugiere que la flexibilidad gendmi-
ca introducida por los elementos transponibles ha sido fundamental para la
evolucién. No obstante, la mayoria de los genes nuevos han aparecido por el
mecanismo de duplicacién genética (cap. 20-10) seguido por una mutacién
en la segunda copia del gen. Eso es lo que ha ocurrido con los genes de las
globinas a y p, los cuales se formaron a partir de un gen ancestral comin.

17-26. Las duplicaciones genéticas suelen producir seudogenes

Muchos de los genes duplicados no se convirtieron en genes nuevos sino
en los llamados sendogenes, gue son incapaces de generar ARN. Puesto que
no sufren ningin tipo de presién selectiva, estos seudogenes —relativamen-
te frecuentes en el genoma de los mamiferos— acumulan mutaciones, lo que
puede convertirlos en genes funcionales.

17-27. Los seudogenes procesados se originan por la transcripcion
inversa de moléculas de ARN

Fl genoma contiene también seudogenes que no surgen por duplicacién
genética sino a partir de ARN que fueron copiados a ADN por la transcripta-
sa inversa e insertados en el genoma. Estos segmentos de ADN —que se co-
nocen como sendogenes procesados— se encuentran normalmente en las cé-
lulas de todos los mamiferos. Estdn flanqueados por secuencias repetidas de
ADN similares a las descritas en los transposones y podrian ser “marcas” de-
jadas en el genoma por algunos virus portadores de ARN (retrovirus). La
inactividad funcional de los seudogenes se debe a que carecen de secuencias
reguladoras. Por otra parte, se han descubierto seudogenes procesados cuyas
composiciones son muy parecidas a las de los genes de las inmunoglobulinas,
las globinas y la tubulina f.
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Mitosis

Control del ciclo celular

MITOSIS
18-1. Un individuo adulto esta formado por unas 10 células

La capacidad de reproducirse es una propiedad fundamental de la célula.
Se puede tener una idea de la magnitud de la reproduccién celular si se con-
sidera que un individuo adulto estd formado por billones de células (10", to-
das derivadas de una sola, el cigoto. La multiplicacién celular sigue siendo
notable aun en un ser adulto que ha dejado de crecer. Un ejemplo llamativo
lo dan los eritrocitos, cuya vida media es de s6lo 120 dias. Asi, el organismo
debe producir unos 2,5 millones de eritrocitos por segundo para mantener su
niimero relativamente constante. Esa reproduccion celular debe ser regulada
de manera perfecta para que la formacién de nuevas cclulas compense las
pérdidas v se mantenga el equilibrio.

{8-2. En ¢l ciclo celular se intercalan periodos de interfase
con divisiones celulares

Como adelantédramos en el capitulo 17-1, las células pasan por un ciclo
que comprende dos periodos fundamentales: la interfase y la divisién celular.
Esta (ltima tiene lugar por mitosis o por meiosis. A causa de los profundos
cambios que el microscopio Gptico permitia observar, el periodo de division
constituy6 durante muchos afios el punto de interés primordial para los cité-
logos, ya que la interfase fue considerada como una etapa de “reposo™, a pe-
sar de ser el perfodo en el que ocurren las funciones mds importantes del ci-
clo celular, tanto en el nicleo como en el citoplasma, La mayoria de las cé-
lulas pasan la parte més extensa de su vida en interfase, durante la cual —si
se van a dividir— se duplican todos sus componentes. Debe sefialarse que al-
gunos tipos celulares diferenciados se dividen rara vez, y que después del
nacimiento las células nerviosas —salvo escasisimas excepciones — no se di-
viden. Por lo tanto, en las neuronas el perfodo de interfase se extiende a lo
largo de toda la vida del individuo.

El ciclo celular puede ser considerado como una compleja serie de fend-
menos que culminan cuando el material celular duplicado se distribuye en las
células hijas. La divisién celular es s6lo la fase final, microscopicamente vi-
sible, de cambios previos a nivel molecular. Asf, antes que la célula se divi-
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Fig, 18-1. Cambios en el contenido
del ADN nuclear durante las fases del
ciclo vital de la célula, La letra ¢ re-
presenta la cantidad de ADN conteni-

Duplicacién  Mitosis da en un juego haploide de 23 cromo-

del ADN somas, 2c, contenido doble de ADN.
Tiempo “ 4¢, contenido cuddruple de ADN.

da por mitosis, sus principales componentes ya se han duplicado. En este as-
pecto, la divisién celular representa la separacion final de las unidades mole-
culares y estructurales previamente duplicadas.

18-3. La interfase comprende los periodos G1, 5 y G2

El uso de métados citoquimicos brindé los primeros indicios de que la du-
plicacién del ADN ocurre durante la interfase. Mas tarde, la radioautografia
con timidina marcada permitié determinar el periodo exacto en que se pro-
duce la duplicacién del ADN, y demostrd que la sintesis tiene lugar sola-
mente durante un tramo limitado de la interfase, denominado fase S (por sin-
tesis de ADN), que es precedido y seguido, respectivamente, por las fases G1
y G2 (por gap, intervalo), en las que no hay sintesis de ADN. Esto llevé a
dividir el ciclo celular en cuatro fases sucesivas: Gl1, §, G2 y M (por mito-
sis) (fig. 17-1). G2 es el tiempo que transcurre entre el final de la sintesis del
ADN y el comienzo de la mitosis.

Como muestra la figura 18-1, durante la fase G2 la célula contiene el do-
ble (4c) de la cantidad de ADN presente en la célula diploide original (2c).
Después de la mitosis las células hijas ingresan en la fase G1 y recuperan el
contenido de ADN de las células diploides (2c).

18-4, El periodo G1 es el mas variable del ciclo celular

La duracién del ciclo varfa mucho de un tipo celular a otro. En una célu-
la cultivada de mamifero, con un tiempo de vida generacional de 16 horas, la
fase G| dura 5 horas; la fase S, 7 horas; la fase G2, 3 horas, y la fase M, |
hora (fig. 18-2). Los periodos S, G2 y M son relativamente constantes en la
mayoria de los tipos celulares. El mds variable es el perfodo G1, que puede
durar dias, meses o afios. Las células que no se dividen (como las nerviosas
o las del miisculo esquelético), o que se dividen poco (como los linfocitos),
se hallan en el perfodo G1, que en estos casos se denomina GO porque las
células se retiran del ciclo celular.

18-5. Descripcion general de la mitosis

Dijimos que la divisién celular comprende una serie de fendme-
nos por los cuales los materiales primero se duplican y luego se re-
parten en proporciones virtualmente iguales entre las dos células hi-
jas. Todos los componentes de la célula —no sélo los que estédn re-
lacionados con la transmisidn de la herencia genética— se duplican
antes de que la célula se divida por mitosis. En los capitulos respec-
tivos se analizaron los mecanismos por los cuales se produce un au-
mento en el nimero de algunos organoides y el incremento de volu-
men de otros. La mitosis comprende también el problema de la con-
tinuidad de los cromosomas como entidades capaces de autodupli-
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carse y de mantener sus caracteristicas morfol6gicas a través de las sucesi-
vas divisiones, de ahi que resulte necesario repasar los procesos vinculados
con la replicacién del ADN y los que dan lugar al enrollamiento de la cro-
matina.

Entre los procesos que tienen lugar en el citoplasma, el mds llamativo es
la formacién del huso mitético, que se organiza cada vez que la célula co-
mienza a dividirse y desaparece al final de la divisién. Veremos que es un ar-
maz6n estructural compuesto por microtiibulos que controlan la posicion de
los cromosomas y su reparto entre las células hijas. Los microtibulos del hu-
so nacen de un par de centrosomas, los cuales se forman durante la interfase
al duplicarse el centrosoma ilustrado en la figura 5-23 (seccidn 18-12).

Como corolario de la mitosis se produce la particién del citoplasma y su
distribucién equitativa en las células hijas, fenémeno conocido con el nom-
bre de citocinesis.

En general, los procesos que dan lugar a las mitosis son semejantes en
todas las células del organismo. Las figuras 1-12 y 18-3 muestran las dife-
rentes etapas de la mitosis, que son consideradas como fases de un ciclo
que comienza al final de la interfase —o perfodo intermitético— y termina
al comenzar la interfase siguiente. Las etapas en que se divide la mitosis son:
profase, prometafase, metafase, anafase y telofase. A partir de la peniilti-
ma comienza la citocinesis —o separacién de los dos territorios citoplasma-
ticos hijos—, que culmina cuando concluye la telofase.

En primer término, las distintas fases de la mitosis seran consideradas de
una manera eminentemente descriptiva, con el fin de dar una idea global de
los fenémenos que ocurren tanto en el niicleo como en el citoplasma. En sec-
ciones ulteriores se pasard revista a la ultraestructura y a la bioquimica de al-
gunos de esos fendmenos.

18-6. Durante la profase las cromatidas se condensan, se forma
el huso mitotico y se desintegra el nucléolo

La deteccién de los cromosomas como filamentos delgados indica el co-
mienzo de la profase. El término mitosis (del griego mitos, filamento) expre-
sa este fenémeno, que se vuelve mds evidente a medida que los cromosomas
se siguen condensando por el enrollamiento de la cromatina. Como vimos en
el capitulo 17-1, después de la duplicacion del ADN en la fase S cada cromo-
soma estd compuesto por dos moléculas de ADN denominadas cromitidas
(fig. 17-2). A medida que avanza la profase, las cromatidas se hacen mds cor-
tas y gruesas. Ademas, los centromeros (o constricciones primarias) se vuel-
ven claramente visibles debido a que se les han asociado dos placas proteicas
llamadas cinetocoros, que dan hacia los lados externos de las cromdtidas
(fig. 18-6). Al principio los cromosomas estdn distribuidos homogéneamente
en el nucleoplasma, pero luego se aproximan a la carioteca, de modo que apa-
rece un espacio vacio en el centro del nicleo. Este movimiento centrifugo de
los cromosomas indica que se aproxima el momento de la desintegracion de
la envoltura nuclear. También pueden observarse las constricciones secunda-
rias de los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22. Otro cambio es la reduccién del
tamafio del nucléolo, hasta su desaparicion.

Debido a la desintegracién del citoesqueleto, la célula tiende a hacerse es-
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férica; ademads pierde sus contactos con las células vecinas o con la matrizex-  Fig, 18-3. Esquema general
tracelular, Simultineamente, el RE y el complejo de Golgi se fragmentan en  de las fases de la mitosis.
vesiculas pequenas. Pero lo que mds se destaca en el citoplasma es la forma-
cion del huso mitético. Se trata de conjuntos de haces de microtibulos que
surgen de ambos centrosomas, los cuales se alejan reciprocamente pues se
dirigen a los polos opuestos de la célula.
Mis adelante veremos cémo —y en qué fases del ciclo celular— la célu-
la forma el segundo centrosoma. Como se seiialé en el capitulo 5-5, el cen-
trosoma estd integrado por la matriz centrosémica —que es el lugar de naci-
miento de los microtibulos— y un par de centriolos. Desde los centrosomas
las fibras del huso irradian en todas las direcciones, pero las mas llamativas
son aquellas que se extienden hacia el centro de la célula, donde dan lugar a
asociaciones de importancia funcional.

18-7. Durante la prometafase se desintegra la carioteca

Lleva el nombre de prometafase la transicion entre la profase y la meta-
fase. Se trata de un periodo muy corto, durante el cual la carioteca se desin-
tegra y los cromosomas —algo mds condensados— quedan en aparente de-
sorden. Los centrosomas arriban a los polos de las células y —ya desapare-
cida la carioteca— las fibras del huse invaden el drea que ocupaba el nicleo.
Por sus extremos libres algunas fibras del huso se conectan con los cinetoco-
ros de los cromosomas; estas fibras se denominan cinetocéricas. Otras fibras
—llamadas polares— se extienden mds alld del plano ecuatorial de la célula
y sus tramos distales se entrecruzan con los provenientes del polo opuesto.
Existe un tercer tipo de fibras surgidas de los centrosomas, las fibras del
Aster; son mds cortas, irradian en todas direcciones y sus extremos se hallan
aparentemente libres (fig. 18-4A).

Volviendo a las fibras cinetocéricas, es ldgico pensar que, al tratar de co-
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nectarse con los cromosomas, no se unan a los cinetocoros todas al mismo
tiempo. Asf, considerando a un cromosoma en particular, al unirsele primero
las fibras que vienen de uno de los polos y después las provenientes del polo
opuesto, presenta durante un tiempo movimientos de alejamiento y de apro-
ximacién respecto del plano ecuatorial de la célula. Finalmente, cuando am-
bas fuerzas se equilibran, el cromosoma se mantiene en ese plano.

18-8. Durante la metafase los cromosomas se colocan en el plano
ecuatorial de la célula

En la metafase, los cromosomas —que han llegado a su maxima conden-
sacién— aparecen ordenados en el ecuador de la célula. Se acomodan de mo-
do tal que las dos placas cinetocéricas de cada centrémero quedan orientadas
hacia los polos opuestos de la célula, “mirando™ a los respectivos centroso-
mas (fig. 18-4A).

18-9. Durante la anafase los cromosomas hijos se dirigen hacia los
polos de la célula

Durante la anafase se produce la particién de las cohesinas de los centré-
meros (cap. 17-1), hecho que ocurre casi simultineamente en todos los cro-
mosomas (fig. 18-3). De inmediato las crométidas —o cromosomas hijos—
se separan y comienzan a migrar hacia los polos, traccionadas por las fibras
cinetocéricas del huso. Los cromosomas suelen adoptar la forma de una V.
Los brazos de la V en los cromosomas metacéntricos tienen la misma longi-
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se B (C) (véase seccion 18-17).
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tud, pero en los submetacéntricos y en los acrocéntricos son desiguales (cap.
12-16). El centromero, en el dangulo de la V, precede a las partes restantes del
cromosoma en su “carrera’” hacia el centrosoma. Como es obvio, en este pro-
ceso los microtibulos de las fibras cinetocdricas se acortan progresivamen-
te (fig. 18-4B). En cambio, aumenta la longitud de las fibras polares debido
al mutuo distanciamiento de los polos de la célula, que por ello pierde su for-
ma esférica y adquiere un aspecto ovoide (figs. 18-3 y 18-4C).

18-10. Durante la telofase se forman los nicleos hijos

La llegada de los cromosomas hijos a los polos —con la consiguiente de-
saparicién de las fibras cinetocéricas del huso— sefiala el inicio de la felofa-
se. La célula se ha alargado un poco més, de modo que las fibras polares ex-
hiben una mayor longitud, comparadas con las de la anafase. Los cromoso-
mas comienzan a desenrollarse y se muestran cada vez menos condensados;
asi, en cierta forma este proceso representa la recapitulacion de lo sucedido
en la profase, pero en sentido inverso.

Al tiempo que los cromosomas se convierten en fibras de cromatina de-
senrolladas, éstas son rodeadas por partes del RE, las cuales se integran has-
ta formar las envolturas nucleares definitivas en torno de los dos niicleos hi-
jos. Ademds, en los niicleos reaparecen los respectivos nucléolos.

18-11. La citocinesis reparte el citoplasma entre las células hijas

La citocinesis, es decir, la particién del citoplasma, se inicia en la anafa-
se. El citoplasma se constrifie en la regidn ecuatorial por la formacién de un
surco en la superficie, que se profundiza a medida que la célula se divide.
Tanto las fibras del dster como las polares se reducen hasta desaparecer. S6-
lo sobreviven los tramos de las fibras polares localizados en la zona ecuato-
rial de la célula; componen el llamado cuerpo intermedio, que analizaremos
mis adelante (fig. 18-7). Como es obvio, estas fibras quedan perpendiculares
al surco que divide al citoplasma.

Finalmente se restablece el citoesqueleto, por lo cual las células hijas ad-
quieren la forma original de la célula predecesora y se conectan con otras cé-
lulas (si pertenecen a un epitelio) y a la matriz extracelular. Dirigidos por el
citoesqueleta, los componentes citoplasmaticos (mitocondrias, RE, comple-
jo de Golgi, etc.) se distribuyen en las células hijas como estaban en la cé-
lula madre.

18-12. El ciclo de los centrosomas comprende la duplicacion
de los centriolos y de la matriz centrosomica

Los centrosomas comienzan a duplicarse durante la interfase, mds con-
cretamente, al final de la fase G1 o al comienzo de la fase S. Para duplicar-
se, los dos centriolos del diplosoma se separan y cerca de cada uno aparece
un procentriolo, que se dispone en dngulo recto con respecto al centriolo
preexistente (fig. 18-5). Los procentriolos crecen lentamente durante las fa-
ses 5 y G2 y alcanzan su tamafio definitivo al comienzo de la profase, que
posee dos pares de centriolos. Cada par de centriolos se halla en medio de su
matriz centrosémica, proveniente de la matriz centrosémica original, que
lambién se ha duplicado.
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Como vemos, los centriolos no se duplican por divisién ni a partir de un
molde. Dado que los procentriolos surgen a cierta distancia de los centriolos
predecesores (no estan en contaclo), se estima que estos dltimos actiian como
inductores y que organizan el material de los primeros.

18-13. Los cinetocoros son los sitios de implantacion
de los microtibulos

Como se dijo, las fibras del huso mitético que se unen a los cromosomas
se implantan en los cinetocoros (figs. 18-4 y 18-6). Estos estdn adosados al
centrémero, es decir, al segmento mas estrecho del cromosema (constriccion
primaria). Asf, el centromero no es s6lo el sector por el que las cromdtidas
hermanas se unen entre si a través de las cohesinas (cap. 17-1), sino también
el lugar donde los microtibulos del huso se conectan —cinetocoros median-
te— con los cromosomas. En los capitulos 12-7 y 12-11 se vio que la mayor
parte del centrémero contiene ADN repetitivo satélite y que se halla en una
zona de heterocromatina constitutiva.

Los cinetocoros estdn situados en los lados del centrémero que dan a las
crométidas, de modo que en la metafase —que es cuando se ven mejor—
“miran’” hacia sus respectivos polos celulares. En los cortes transversales el
microscopio electrénico revela que cada cinetocoro es una estructura trilami-
nar compuesta por dos capas densas de unos 50 nm de espesor, y una capa in-
termedia, mds clara, de 25 nm de espesor (fig. 18-6).

La cara externa del cinetocoro es convexa y en ella se implantan entre 30
y 40 microtibulos. En cambio, su cara interna es plana y estd en contacto con
la cromatina del centromero. Se han observado fibras de cromatina surgidas
de este tiltimo que ingresan en la capa densa interna del cinetocoro y que lue-
go de doblarse sobre si mismas retornan al cromosoma a fin de mantener a
los cinetocoros ligados al centrémero. Volviendo 4 la cara externa, los extre-
mos de los 30 a 40 microtibulos que se anclan en su superficie estdn asociados
con protefnas motoras de las familias de la dineina y la quinesina (cap. 5-8)
(fig. 18-6).

Mads adelante se analizard el papel que desempeifian los cinetocoros duran-
te la separacién de los cromosomas hijos en la anafase.

La esclerodermia es una enfermedad humana que genera autoanticuerpos
llamados CREST (por las iniciales de calcinosis, Raynaud's phenomenon,
esophageal dysphagia, selerodactyly y telangiectasia), los cuales reaccionan

Procentriolo '
Fig. 18-5. Duplicacion de los centrio- l '

los antes del comienzo de la mitosis.
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Fig. 18-6. Estructura del centrome-
o en un cromosoma metafisico. Se
observan los cinetocoros, en los
que se implantan las fibras cineto-
coricas del huso mitdtico.

contra los cinetocoros. Esto ha permitido usarlos como marcadores para re-
conocer y estudiar a las proteinas cinetocéricas, especialmente las motoras de
las familias de la quinesina y la dineina y las que estabilizan la unién del ci-
netocoro con la cromatina del centrémero.

Los autoanticuerpos CREST permitieron detectar a |as proteinas cinetocd-
ricas en todas las etapas del ciclo celular, aunque aparecen asociadas a los
centromeros a partir de la fase S, que es cuando empezarian a formarse los
cinetocoros.

Con la ayuda de los autoanticuerpos CREST se localizaron los genes que
codifican a las proteinas cinetocéricas y se determinaron sus secuencias. Se
hallan en los propios centrémeros, entre el ADN repetitivo satélite que los ca-
racteriza. Asi, ademds de estar compuestos por ese ADN —el cual posee la
secuencia alfoide mencionada en el capitulo 12-7—, los centrémeros contie-
nen los genes de las proteinas cinetocdricas.

En los cinetocoros de los cromosomas humanos se han identificado. entre
otras, seis proteinas, denominadas CENP-A, CENP-B, CENP-C, CENP-D,
CENP-E y CENP-F (por centromere protein). La CENP-A y la CENP-B se
hallan asociadas a las fibras de cromatina que ingresan en la capa densa inter-
na del cinetocoro. Mds atin, la CENP-A no es otra que la histona H3 —algo
modificada— de los nucleosomas de esas fibras. La CENP-C se encuentra en
la capa densa interna del cinetocoro, entre las fibras de cromatina que la unen
al centromero. Respecto de la CENP-D, no se conocen su localizacién ni sus
funciones. Finalmente, tanto la CENP-E como la CENP-F se hallan en la ca-
pa densa externa del cinetocoro con el fin de reforzar el anclaje de los micro-
tibulos del huso mitdtico. Puesto que la CENP-E es la quinesina menciona-
da anteriormente, se encuentra también en la cara externa del cinetocoro.

18-14. Los microtubulos del huso mitotico son estructuras dinamicas

En el citosol existe normalmente una abundante cantidad de tubulinas li-
bres que se hallan en equilibrio dindmico con las tubulinas de los microtibu-
los (cap. 5-7). Cuando la célula comienza la profase se despolimerizan los
microtibulos interfdsicos y se construyen los del huso mitdtico. Asi, en la
mitosis sélo existen microtibulos pertenecientes al huso. En la anafase, con
el desplazamiento de los cromosomas hacia los polos, el huso comienza a
despolimerizarse, por lo menos sus fibras cinetocdricas. En la telofase lo ha-
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cen las fibras del dster y las polares, aunque estas iltimas no en toda su ex-
tensién, pues persisten los tramos pertenecientes al cuerpo intermedio (sec-
cién 18-11). Finalmente, antes de completarse la citocinesis, comienzan a
reaparecer los primeros microtibulos interfasicos.

En el capitulo 5-6 se vio que los dos extremos de los microtdbulos mues-
tran polimerizaciones y despolimerizaciones diferentes, ya que en el extremo
[+] el crecimiento y el acortamiento son mas répidos que en el extremo -1
(fig. 5-6). A diferencia de los citoplasméticos, en los microtibulos mitéticos
el extremo [-] no se halla bloqueado por la matriz centrosémica, de modo que
los microtiibulos del huso pueden polimerizarse y despolimerizarse también
por ese extremo (cap. 5-10).

18-15. Los microtiibulos desplazan a los centrosomas en la profase,
y a los cromosomas en la prometafase y la metafase

Los microtibulos son capaces de generar fuerzas mecdnicas —de empuje
y de traccién— sobre los cinetocoros y, por consiguiente, sobre los cromoso-
mas. El empuje y la traccién son consecuencia, respectivamente, del alarga-
miento y del acortamiento de los microtdbulos (fig. 18-4B).

Durante la profase, la migracién de los centrosomas hacia los polos se de-
be a que son empujados por el alargamiento de los microtibulos tendidos en-
tre ellos. Dado que entre los tramos entrecruzados de los microtiibulos pola-
res —en la zona ecuatorial de la célula— se ha detectado una proteina moto-
ra bipolar de la familia de las quinesinas, no se descarta que el deslizamien-
to de unos sobre otros en direcciones opuestas sea un mecanismo adicional
usado por la célula para trasladar a los centrosomas hacia los polos. En los fi-
broblastos, la separacién de los centrosomas se realiza a una velocidad de 0,8
a 2,4 um por minuto.

En la prometafase, tan pronto como comienza la desintegracion de la ca-
rioteca y la regién del niicleo es invadida por los microtibulos, las puntas de
las fibras cinetocéricas establecen contacto con los cinetocoros y los cromo-
somas comienzan a movilizarse hacia el ecuador de la célula. Este traslado es
consecuencia del alargamiento y el acortamiento simultdneos de los microti-
bulos cinetoc6ricos provenientes de los polos opuestos. Durante la metafase
existe una suerte de equilibrio entre las fuerzas ejercidas por los microtibu-
los de ambos polos, lo cual mantiene a los cromosomas inmovilizados en el
ecuador celular.

18-16. Otros tipos de fuerzas movilizan a los cromosomas
en la anafase

En la anafase se rompe ese equilibrio: ello provoca la particién de los cen-
trémeros y, por ende, la separaci6n de las cromatidas hijas y la movilizacion
de los nuevos cromosomas hacia los polos. Lo hacen a una velocidad de 1 um
por minuto.

La caracteristica forma en V adoptada por los cromosomas indica que las
fuerzas responsables de la traccién —como resultado del acortamiento de los
microtiibulos cinetocdricos— son transmitidas a los cinetocoros. Un momen-
to antes esas fuerzas fueron suficientemente intensas como para provocar la
particién de los centrémeros.
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Existen dos teorias para explicar la migracion de los cromosomas durante
la anafase: la del equilibrio dindmico y la del deslizamiento.

La teoria del equilibrio dindmico sostiene que la despolimerizacion de los
microtiibulos —en sus dos extremos— es la responsable exclusiva del trasla-
do; asi, la fuerza mecénica derivada del desarmado de los microtibulos bas-
taria para trasladar a los cromosomas.

La teoria del deslizamiento, aunque reconoce la despolimerizacion de los
microtibulos, considera que éstos se comportan como “rieles” sobre los cua-
les los cromosomas se desplazan mediante alguna proteina motora asociada
a los cinetocoros.

18-17. Durante la anafase, el alargamiento de la célula agrega un
factor adicional para la migracion de los cromosomas
hacia los polos

En la anafase, el traslado de los cromosomas incluye dos procesos distintos
pero concurrentes, los cuales permiten dividir este perfodo en dos etapas, la ana-
fase A y la anafase B, Durante la anafase A el traslado de los cromosomas hacia
los polos corresponde a los movimientos descritos en la seccién anterior, vincu-
lados con los microtibulos cinetocdricos. En cambio, en la anafase B, el mutuo
alejamiento de los dos conjuntos cromosémicos se produce a consecuencia del
alargamiento que experimenta la célula, por lo que esta vinculado al erecimien-
to de los microtibulos de las fibras polares (fig. 18-4C). En la seccién 18-15 se
vio que entre los tramos entrecruzados de estas fibras existe una proteina motora
bipolar del tipo de la quinesina, por lo que es posible que el deslizamiento de al-
gunos microtibulos polares sobre otros constituya un recurso complementario
para alejar a los cromosomas de la regidn ecuatorial de la célula.

18-18. La carioteca se reconstituye durante la telofase

En el capitulo 12 describimos la carioteca, con sus dos membranas, los
componentes de los poros y la lamina nuclear.

Al finalizar la profase, la ldmina nuclear se desarma debido a que sus la-
minofilamentos se despolimerizan porque se fosforilan algunas serinas de las
laminas. Ademds, la carioteca se desintegra y da lugar a vesiculas (como
ocurre con el RE), y los complejos del poro quedan ligados a ellas.

Opuestamente, al alcanzar la célula la telofase, en las células hijas las
ldminas nucleares se reconstruyen debido a que los laminofilamentos se repo-
limerizan a causa de la desfosforilacién de las laminas. Simultdneamente, las
vesiculas derivadas de la desintegracion de la envoltura nuclear se unen entre
si y reconstruyen las cariotecas de los nicleos de las células hijas, con sus
respectivos complejos del poro.

18-19. Durante la mitosis no se sintetiza ARN y disminuye la
produccion de proteinas

La sintesis de ARN (o transcripeién del ADN) se detiene en la mitosis.
Asi, la velocidad de dicha sintesis declina rdpidamente en la profase tardia y
desaparece en la metafase y en la anafase. Es que, como ocurre en la interfa-
se con los sectores heterocromdticos, el ADN no puede ser transcripto porque
se halla muy compactado (cap. 14-12).
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Fig. 18-7. Citocinesis. El cuerpo in-
termedio y el anillo contrictil se
han dibujado por separado, aungue
ambas estructuras aparecen simul-
lAneamente.
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Por su lado, la sintesis proteica —a partir de moléculas de ARN forma-
das con anterioridad— disminuye dristicamente durante la mitosis, casi al
25% de la que tiene lugar durante la interfase.

La sintesis de los ARN y de las proteinas comienza a recuperarse a partir
de la telofase.

18-20. La citocinesis se genera al formarse un anillo contractil
compuesta por actina y miosina Il

Aunque en la telofase los microtibulos del huso tienden a despolimerizar-
se y a desaparecer, las fibras polares persisten en la zona ecuatorial de la cé-
lula, donde su cantidad aumenta. Estas fibras remanentes del huso mitético,
junto con vesiculas y material denso que se les asocian, componen una es-
tructura llamada cuerpo intermedio (figs. 18-7 y 18-8).

La citocinesis —o clivaje celular— deriva de la formacidn de un surco en
el ecuador de la célula, que aparece en la segunda mitad de la anafase (fig.
18-3). En la telofase, el surco ecuatorial se profundiza hasta alcanzar al
cuerpo intermedio, lo que indica que la particién del citoplasma estd por con-
cluir (fig. 18-8).

El desarrollo del surco ecuatorial es el resultado de la formacién de un
anillo contractil en la corteza de la célula (fig. 18-7). Consiste en un haz
de unos 20 filamentos de actina circulares situados por debajo de la mem-
brana plasmatica, perpendiculares a los microtibulos del cuerpo interme-
dio. Esos filamentos se deslizan unos sobre otros en direcciones opuestas
por la presencia de proteinas motoras del tipo de la miosina I (cap. 5-31).
Dado gue el anillo no aumenta de grosor a medida que se reduce su didme-
tro. se cree que los filamentos de actina van perdiendo monémeros por des-
polimerizacién.

El lugar donde se forma el anillo contractil seria determinado —al finali-
zar la anafase— por los microtibulos del aster. cuyos extremos libres se tras-
ladarian al ecuador de la célula e inducirfan la polimerizacién de monémeros
de actina debajo de la membrana plasmatica.

LA MITOSIS EN LAS CELULAS VEGETALES

18-21. La mitosis en las células vegetales es algo diferente
de la observada en las células animales

Existen diferencias entre las divisiones de las células somdticas de los ani-
males y los vegetales, aunque la mayoria de los procesos que se registran en
esas divisiones son comunes a ambas clases de células. Aqui sélo senalare-
mos las diferencias.

En los vegetales superiores —como las angiospermas y la mayoria de las
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gimnospermas— las milosis son anastrales, es decir, carecen de centriolos y
de fibras del dster (fig. 18-9). Esto es lo que indujo a sospechar que los cen-
triolos no son indispensables para la formacién de los microtibulos.

Para dar lugar a la citocinesis, la regién intermedia del huso mitético se

transforma en el fragmentoplasto, que equivale al cuerpo intermedio de las
células animales (fig. 18-9).

El fragmentoplasto comienza a formarse al promediar la anafase. En el

Fig. 18-8. Micrografia electronica
de una célula al final de la citoci-
nesis. Las futuras células hijas se
encuentran todavia unidas por un
pequeiio puente que contiene los
microtibulos del cuerpo interme-
dio, electrdnicamente muy denso.
10.000: y 30.000x. (Cortesia de B.
R. Brinkley.)

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

344 = BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Fig. 18-9. Esquema de la mitosis en
la célula vegetal. Obsérvese la falta —_—

de centriolos y de fibras del dster.

plano ecuatorial de la célula el microscopio electrénico permite ver gue los
microtiibulos de las fibras polares del huso se asocian a un material denso y
a vesiculas derivadas del complejo de Golgi.

Al principio el fragmentoplasto se dispone como un anillo en la periferia
de la célula, pero luego, por el agregado de nuevos microtibulos y vesiculas,
crece centripetamente hasta extenderse por todo el plano ecuatorial. Las ve-
siculas aumentan de tamaiio y se fusionan entre si. Dan lugar —en las célu-
las hijas— a membranas plasmdticas relativamente continuas, fenémeno que
coincide con la transformacién del fragmentoplasto en una estructura llama-
da placa celular (cap. 3-30). Esta sienta las bases para la formacién de la pa-
red celular (cap. 6-15), que es atravesada por tineles muy pequefios denomi-
nados plasmodesmos, los cuales permiten el paso de liquidos y solutos entre
los eitoplasmas de las células contiguas.

CONTROL DEL CICLO CELULAR

18-22, Existen mecanismos que controlan la dinamica
de los ciclos celulares

Las células se reproducen para posibilitar el crecimiento corporal y para
reemplazar a las que desaparecen por envejecimiento 0 por muerte programa-
da (cap. 22-1). También lo hacen durante ciertas situaciones patoldgicas, co-
mo la reparacién de heridas. Para poder reproducirse, la célula primero du-
plica el contenido de su nicleo y de su citoplasma y luego divide a estas
estructuras en dos.

La multiplicacién celular aparece al iniciarse la vida embrionaria, con la
segmentacién de la célula huevo (cap. 21-7). Dada la rapidez con que se
suceden las divisiones de segmentacién, solamente se duplican los materia-
les nucleares de esa célula (fig. 19-3). Por lo tanto, los componentes de su
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Punio de arranque

enorme citoplasma se van repartiendo entre las sucesivas células hijas. Esta
forma de divisi6n concluye cuando en las células del blastocisto se recupe-
ra la relacion nucleocitoplasmitica caracteristica de las células somadticas
(caps. 1-14 y 21-7).

En el capitulo 17 vimos que el ADN y las moléculas que lo acompaiian se
duplican durante la fase S del ciclo celular. La duplicacidn de los componen-
tes citoplasmdticos abarca las fases G1, S y G2.

En la célula existen mecanismos especiales para coordinar los procesos de
sintesis en el niicleo y en el citoplasma y determinar el inicio y la conclusién
de las fases del ciclo celular. Las proximas secciones estin destinadas al es-
tudio de esos mecanismos.

18-23. En el control del ciclo celular intervienen ciclinas y quinasas
dependientes de ciclinas

Poco antes de finalizar la fase GI —cuya duracién varia en los distintos ti-
pos celulares—, existe un momento en que la célula toma la decision de divi-
dirse. Recibe el nombre de punto de arranque o de control G1 (fig. 18-10).
Oportunamente se verd que la decisién es tomada ante la presencia de sustan-
cias inductoras provenientes de otras células.

En el control de las divisiones celulares intervienen dos tipos de moléculas:
1) las ciclinas, cuyo nombre se debe a que en el curso de cada ciclo celular al-
ternan un periodo de sintesis creciente seguido por otro de rapida degradacion;
2) las quinasas dependientes de ciclinas, que al interactuar con las ciclinas fos-
forilan y activan a las moléculas responsables de la divisién celular.

Existen varias clases de ciclinas, cuyas concentraciones se elevan y des-
cienden en diferentes momentos del ciclo celular. Las principales correspon-
den a dos grandes grupos: las ciclinas G1 y las ciclinas M. Por su lado, en
las especies superiores se han identificado dos quinasas dependientes de ci-
clinas, la Cdk2 (por cvclin-dependent protein kinase) y la Cde2 (por cell-
division cycle). No obstante, la existencia en el genoma de una numerosa fa-
milia de genes relacionados con estas quinasas indica que intervienen varias
mds en la regulacion de los distintos pasos del ciclo celular.

18-24. La fase S se produce cuando la ciclina G1 activa a la Cdk2

Tomada la decisién de dividirse, la célula deja atrds la fase G1 e ingresa
-en la fase 8, es decir, comienza a replicar su ADN. Ello acontece cuando una
ciclina G1 activa a la quinasa Cdk2, la cual inicia una cadena de fosforila-
ciones en sucesivas proteinas intermediarias. La cadena culmina con la acti-
vacién de las moléculas responsables de la replicacion del ADN.
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Fig. 18-10. Diagrama que ilus-
tra los cambios de concentra-
cion de las ciclinas G1 y mit6-
tica durante el ciclo celular. La
primera se asocia con la quina-
sa Cdk2, con la que forma el
complejo SPF. En cambio, la
segunda se asocia con la qui-
nasa Cde2 y da lugar al com-
plejo MPE.
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La Cdk?2 se activa s6lo cuando la ciclina G1 alcanza un determinado um-
bral de concentracién, ya que éste es un requisito indispensable para que se
produzca la activacién (fig. 18-10). Mds aidn, a partir de ese momento la
Cdk2 y la ciclina G1 se unen y componen un complejo proteico denominado
SPF (por S phase-promoting factor) (fig. 18-11).

El SPF induce la apertura de los orfgenes de replicacién y activa a moléculas
involucradas en la sintesis del ADN, como las ADN polimerasas, la helicasa, ete.
Como se sefialé en el capitulo 17-4, el SFP actiia a través del complejo pre-RC.

Dado que en cierto momento de la fase S la concentracién de la ciclina Gl
comienza 4 declinar, cuando cae por debajo del umbral anteriormente citado
se separa de la Cdk2, con lo cual el SPF deja de existir. Las ciclinas son de-
gradadas por proteasomas (cap. 4-6).

De las dos moléculas, la ciclina G| es la Gnica cuya concentracion varfa,
ya que los niveles de la Cdk2 se mantienen constantes a lo largo del ciclo
celular, En cambio, la ciclina G1 comienza a sintetizarse a partir del punto
de arranque, se incrementa durante gran parte de la fase S, en un momento
de ésta comienza a declinar y desaparece en la fase G2 (fig. 18-10).

En una fase S normal el ADN se replica una sola vez, pues si asi no fuese
las células hijas tendrfan un nimero de cromosomas mayor que el normal. El
impedimento para la aparicién de nuevas duplicaciones del ADN ya replica-
do depende del complejo proteico ORC (cap. 17-4). Los cuadros derivados
de alteraciones en el control de este proceso se denominan poliploidias y se-
ran analizados en el capitulo 20-8.

18-25. En la fase G2 actian mecanismos de seguridad

La pausa impuesta por la fase G2 le provee a la célula un lapso durante el
cual actian mecanismos de seguridad para controlar —antes que la célula se
divida— si las moléculas de ADN han completado su replicacién y, cuando
corresponda, si fueron reparadas (cap. 17-20). Ademds, en la fase G2 se com-
pleta la duplicacién de los componentes citoplasmiticos.

18-26. La fase M se produce cuando la ciclina M activa a la Cdc2

Superados tales controles, comienza la fase M. El mecanismo que desen-
cadena la mitosis es similar al que inicia la fase 8, aunque con distintos pro-
tagonistas, pues en la mitosis intervienen la Cde2 y la ciclina M. La segun-
da comienz4 a sintetizarse a partir de la fase G2, antes que desaparezca la ci-
clina G1 (fig. 18-10). Cuando la ciclina alcanza un determinado umbral de
concentracién, se une a la Cde2 y ambas moléculas componen un complejo
denominado MPF (por M phase-promoting factor) (figs. 18-10 y 18-11).

A continuacién, activada por la ciclina M, la Cdc2 fosforila —directamen-
te 0 a través de quinasas intermediarias— a diversas proteinas citos6licas y
nucleares, en particular a las que regulan la estabilidad de los filamentos del
citoesqueleto, a las que componen los laminofilamentos de la ldmina nuclear,
a las histonas H1, etc. Veamos algunas consecuencias de esas fosforilaciones:

1) Se desintegra la red de filamentos de actina, por lo que la célula pierde con-
tacto con las células vecinas (o con la matriz extracelular) y se vuelve esiérica.

2) Se desarman los microtibulos citoplasmdticos y se forman los del hu-
50 mitotico.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

§

Ciglina G1

-
O 4”7
\_/
Cdk2

3) Se disgrega la ldmina nuclear, y con ella la carioteca.

4) Se modifica la asociacidn de la histona H1 con el ADN, lo que aumen-
ta el enrollamiento de la cromatina y la compactacién de los cromosomas.

Cuando la divisién celular concluye, estos y otros fendmenos se revierten
debido a que las proteinas que los producen se desfosforilan a causa de la de-
sactivacion de la Cde2. A su vez, la Cdc2 se desactiva porque la concentra-
cion de la ciclina M cae a un nivel inferior del que se necesita para que am-
bas moléculas se mantengan unidas formando el MPF.

La disociacién del MPF ocurre al comienzo de la anafase. Tiene lugar tini-
camente si todos los cromosomas arribaron al plano ecuatorial de la célula y
todos los cinetocoros se ligaron a los microtibulos cinetocoricos del huso mi-
tético, lo cual asegura la segregacion normal de los cromosomas hijos y su
desplazamiento hacia los respectivos polos celulares.

Se ha comprobado que los cinetocoros que no se ligan a los microtibulos
del huso producen una sefial que impide la caida de la ciclina M —es decir,
la disociacidn del MPF— para que la célula detenga la mitosis antes de que
comience la anafase.

En condiciones normales esa sefial no se genera y la célula entra en anafase.
Lo hace después de formar un complejo proteico llamado ciclosoma o APC (por
anaphase-promoting complex), que promueve la degradacion de la ciclina M y
de las cohesinas que unen a las cromatidas entre si (cap. 17-1 y seccién 18-9).

18-27. Si la fase G1 es muy prolongada pasa a llamarse GO

Las células hijas derivadas de la mitosis ingresan en la fase GI de la in-
terfase y, si son inducidas por ciertos factores (seccién 18-28), repiten el ci-
clo seguido por la célula predecesora y vuelven a dividirse. En caso contra-
rio, la fase Gl se prolonga —a veces indefinidamente— y la célula “se reti-
ra” del ciclo, por lo que la fase G1 pasa a llamarse fase GO (fig. 18-2).

Una situacién diametralmente opuesta se da en las divisiones celulares de
la segmentacion de la célula huevo, en las cuales la fase G1 prdcticamente no
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existe. Dado que la fase G2 tampoco existe, la interfase se reduce a la fase 5,
lo cual explica su corta duracién (seccidn 18-22).

18-28. Diversas sustancias inducen la proliferacion celular

El ritmo con que las células se reproducen depende de diversos factores,
que varfan en los distintos tipos celulares. Por ejemplo, las células que sur-
gen de la segmentacién de la célula huevo parecen tener un mecanismo in-
trinseco que, en forma automética, desencadena una divisidn apenas conclu-
ye la precedente. En cambio, las células que no se dividen permanecen en la
fase GO porque en sus citoplasmas no existen ciclinas ni quinasas dependien-
tes de ciclinas, probablemente por la presencia de factores que inhiben su
produccién.

En las células restantes —cuyo ritmo de reproduccion varfa de acuerdo
con el cardcter particular de cada una— las mitosis dependen de sustancias
inductoras provenientes del exterior, sea de células vecinas (secrecion para-
crina) o de grupos celulares distantes (secrecion endocrina), En el capitulo
11-2 se sefialé que estos inductores actiian sobre receptores especificos. Las
sustancias que inducen la proliferacion celular lo hacen en el momento del ci-
clo llamado punto de arranque. El cambio que provocan en el receptor pro-
mueve la sintesis de la ciclina G1.

Entre las moléculas inductoras de la multiplicacion celular se encuentran:

1) La somatomedina, que estimula la proliferacién de las células cartila-
ginosas durante el crecimiento dseo. Esta sustancia es sintetizada en el higa-
do, en respuesta a la hormona de crecimiento hipofisaria.

2) Varios inductores llamados factores de crecimiento, en su mayoria se-
cretados por células que se localizan en la vecindad de las células blanco (se-
crecion paracrina). Asf, los factores de crecimiento fibroblistico (FGF), epi-
dérmico (EGF) y derivado de las plaquetas (PDGF) estimulan la prolifera-
cién de muchos tipos celulares, no s6lo los sugeridos por sus nombres, Otros
ejercen acciones més especificas; se trata de los factores de crecimiento de
los hepatocitos (HGF), de los nervios (NGF) y del endotelio vascular
(VEGF). En el capitulo 11-12 se describieron los receptores celulares para es-
tos factores y el modo como son conducidas sus sefiales en el interior de las
células.

3) Varias clases de factores hemopoyéticos, cada uno responsable de la
proliferacién de un tipo particular de célula sanguinea. Asf, la interleuquina 2
(IL-2) estimula la multiplicacién de los linfocitos T: el factor estimulante de
las colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) hace lo propio con los
elementos progenitores de estas células, etc. Finalmente, la eritropoyetina,
originada en los rifiones, es el factor hemopoyético encargado de estimular la
proliferacién de los glébulos rojos en la médula 6sea. La IL-2 y el GM-CSF
son producidos por células vecinas a las células blanco (secrecion paracrina),
mientras que la eritropoyetina llega a la médula 6sea a través de la sangre (se-
erecion endocrina),

La secrecién de las sustancias inductoras es regulada por mecanismos
que tienden a mantener un nimero adecuado y mds o menos constante de cé-
lulas de cada uno de los tipos celulares. Por ejemplo, la cantidad de eritropo-
yetina secretada por los rifiones es proporcional a la destruccién de los glé-
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bulos rojos en la sangre y aumenta a niveles considerables en caso de hemo-
rragias. Una situacién similar se da con la ablacion parcial del higado, en que
se secretan grandes cantidades de HGF; este factor estimula la multiplicacidn
de los hepatocitos proximos a la herida, que cesa cuando el 6rgano recupera
su tamaio normal.

18-29. La proteina P53 controla el estado del ADN antes de que
la célula ingrese en la fase 5

Antes de ingresar en la fase S la célula controla el estado de sus molécu-
las de ADN. El control es ejercido por una proteina citoplasmaética llamada
P53 (por su masa molecular, de 53 kDa), que es sintetizada por la propia cé-
lula en respuesta a la aparicion de alteraciones en su ADN. El gen p53 que la
codifica pertenece a una categoria de genes conocidos como supresores de tu-
mores, llamados asi por causas que veremos mds adelante.

La P53 se comporta como un factor de transcripcion que promueve la ex-
presion de los genes de otras proteinas reguladoras —llamadas P21 y P16—,
que tienen por mision bloguear la actividad de la Cdk2. Dado que este efec-
to se opone al de las ciclinas G1, la célula no replica sus moléculas de ADN
y permanece en la fase G1. Finalmente, si se comprueba que el dafio en el
ADN es peligroso para las futuras células hijas, la proteina P53 vuelve a ac-
tuar, pero ahora para provocar la muerte de la célula y con ella la desapari-
cion del ADN dadado (cap. 22-6).

En lo que atafie a la proteina P21, si no resultara suficiente para bloquear a
la Cdk2, le queda otro recurso para impedir la mitosis: en el comienzo de la
replicacién del ADN se une a la abrazadera deslizante de PCNA (cap. 17-7) y
anula su funcidn.

En la célula existen otras proteinas reguladoras de la proliferacion celular,
como la proteina Rb (la sigla Rb deriva del tumor de la retina llamado reti-
noblastoma). Es codificada por el gen rb, que también es supresor de tumo-
res. La proteina Rb inhibe la proliferacién celular cuando estd fosforilada. Lo
hace mediante el bloqueo de los genes de ciertas proteinas necesarias para la
replicacion,

18-30. Muchos tipos de cinceres se producen por la acumulacion
de alteraciones geneticas

Si bien existen miltiples causas ambientales involucradas en la aparicion
de cuadros cancerigenos, es sabido que en algunas familias se presentan cier-
tos tipos de cdncer con una incidencia mayor que la habitual, lo cual ha lle-
vado a la investigacion de las posibles bases genéticas de la enfermedad. Se
han descubierto dos clases de genes ligados al cdncer, los protooncogenes y
los genes supresores de tumores. La alteracién de los primeros produce un
incremento de la proliferacion celular. mientras que la falla de los segundos
lleva a la pérdida de los mecanismos normales que detienen la proliferacion.

El céncer no se genera a partir de células normales que se transforman ex-
plosivamente en células malignas. Por el contrario, surge al cabo de sucesi-
vas generaciones de células que pasan por estados precancerosos cada vez
mis acentuados. Esos estados son consecuencia de la suma progresiva de mu-
laciones en protooncogenes y en genes supresores de tumores —que activan
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a los primeros e inactivan a los segundos—, lo cual al cabo de un tiempo ins-
tala la enfermedad en las células descendientes.

Por afiadidura, en las células cancerosas los cromosomas a menudoe lucen
rotos o con partes translocadas, y algunos se encuentran varias veces repeti-
dos. Al parecer estos cambios no son consecuencia del desarrollo tumoral, si-
no que se hallan asociados a sus causas.

18-31. Los protooncogenes son genes normales, y los oncogenes,
sus versiones defectuosas

Los protooncogenes son genes normales que codifican proteinas impli-
cadas en el control de la proliferacién celular y la muerte celular. Hasta el
momento se han caracterizado aproximadamente cien, entre ellos los que co-
difican a las siguientes proteinas (los nombres de los genes figuran entre pa-
réntesis):

1) Los factores de crecimiento PDGF (sis), EGF (cap. 11-12) y GM-CSF
(seccion 18-28).

2) Los receptores de los factores de crecimiento PDGF, EGF (erb-B) (cap.
11-12) y GM-CSF (fms).

3) La proteina Ras (ras), que es fosforilada por receptores con actividad
de tirosina quinasa (cap. 11-12).

4) La serina-treonina guinasa Raf (raf), que es activada por la proteina Ras
(cap. 11-12).

5) Las tirosina quinasas Src (src), Fes (fes) y Abl (abl).

6} El receptor de la hormona tiroidea (erb-A), localizado en el citosol
(cap. 11-6).

7) Varias proteinas nucleares que actian como factores de transcripeion,
por ejemplo, las proteinas Myc (myc), Myb (myb), Fos (fos) y Jun (jun). Los
productos de los genes que activan promueven la proliferacion celular.

8) La proteina Bel-2 (bel-2), incluida en esta categoria no porque se halla
implicada en el control de la proliferacién sino en la supervivencia de las cé-
lulas (cap. 22-4).

La denominacidn de protooncogenes se debe a que, como resultado de
mutaciones, pueden dar lugar a sus versiones defectuosas: los oncogenes. Es-
tos se diferencian de los normales porque se transcriben desmesuradamente
v generan cantidades excesivas de sus productos, o porque su transcripeion
origina productos aberrantes. En ambos casos traen como consecuencia un
aumento descontrolado de la proliferacidn celular o una disminucidn de la
muerte celular (capitulo 22).

Diversos virus son portadores de oncogenes. Se cree que ingresaron en el
genoma viral como protooncogenes, cuando —en alguna remota ocasidn—
esos virus infectaron células de animales y los “sustrajeron’™; una vez instala-
dos en el genoma viral. los protooncogenes se transformaron en oncogenes.
Respalda esta hipdtesis el hecho de que en los virus los oncogenes no cum-
plen ninguna funcién. En la actualidad, cuando esos virus infectan a diversas
especies animales, los oncogenes que les transfieren son causa de cuadros
cancerigenos (por ejemplo, el sarcoma de Rous en el pollo, provocado por el
oncogén src).

Si bien varios canceres que afectan a la especie humana se hallan asocia-
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dos con infecciones virales (por ejemplo, el virus de la hepatitis B aumenta
la incidencia de carcinoma hepitico, el papilomavirus incrementa la apari-
cion de cancer de cuello uterino, el virus del sida hace lo propio con el sar-
coma de Kaposi, etc.), afortunadamente ninguno de los cdnceres humanos es
generado por oncogenes transferidos por virus, La presencia de oncogenes en
las células cancerosas humanas se debe a la aparicion de defectos en los pro-
tooncogenes propios, al alterarse el ADN por mutaciones génicas o por abe-
rraciones cromosdémicas estructurales (caps. 17-17 y 20-10).

Es suficiente un sele alelo alterado de un protooncogén para transformar a
una eélula normal en una célula cancerosa o que puede llegar a serlo. Veamos
algunos ejemplos de alteraciones de protooncogenes en la especie humana,

Se han observado mutaciones en el protooncogén ras en muchas clases de
tumores, y se comprobd que ese gen suele ser blanco de diversos carcindge-
nos, lo cual confirma el papel de su andlogo alterado —el oncogén ras— en
el desarrollo del cancer. Como consecuencia de la sobreexpresion del onco-
gén ras se generan grandes cantidades de proteina Ras, que activa & otras mo-
léculas involucradas en la proliferacidn celular (cap. 11-12).

En la leucemia mieloidea crénica, el protooncogén abl, presente normal-
mente en el cromosoma 9. es translocado al cromosoma 22, donde se fusio-
na con el gen ber (cap, 20-17). La unidén da lugar a una tirosina quinasa Abl
hibrida, cuya actividad es considerablemente mayor que la de la Abl normal.

Finalmente, en algunos neuroblastomas el protooncogén mye suele estar
amplificado unas 300 veces.

18-32. Los genes supresores de tumores previenen la multiplicacion
anormal de las células

Mientras que los productos de los protooncogenes promueven el creci-
miento celular, los derivados de los genes supresores de tumores inhiben la
reproduccién excesiva de las células. Asi, los defectos de los genes supreso-
res de tumores —a rafz de mutaciones génicas o de aberraciones cromosGmi-
cas— dejan a la célula sin esos frenos naturales. Por ende, si la célula adquie-
re otros defectos genéticos —ahora estimulantes de la actividad mitética— se
genera un cuadro cancerigeno.

Dado que los genes supresores de tumores son recesivos, el defecto se ma-
nifiesta cuando se alteran los dos alelos del gen (cap. 20-3).

Hasta el momento se han caracterizado unos 10 genes supresores de tumo-
res. Entre ellos se encuentran:

El gen p53, situado en el brazo corto del cromosoma 17. La mutacion de
sus dos alelos —con la consiguiente falta de proteina P53 — explica la géne-
sis de muchos tumores. Las células sin proteina P53 no controlan el estado de
sus moléculas de ADN antes de la replicacién (seccidn 18-29). Ello provaca
la acumulacidn de alteraciones genéticas en las sucesivas generaciones celu-
lares — por ejemplo, en los protooncogenes—, lo cual propicia la aparicién
de muchos tipos de cdnceres.

Algo similar ocurre cuando se alteran los dos alelos del gen rb, pertene-
ciente al brazo largo del cromosoma 13. En este caso, debido a la falta de pro-
teina Rb, se produce un tumor maligno en la retina de los nifios, aunque tam-
bién se han detectado defectos del gen rb en cénceres de muchos otros tejidos.
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Los defectos en los dos alelos son variados, ya que pueden encontrarse ambos
mutados, ambos ausentes (por delecién), uno mutado y uno ausente, etcétera.

Otros genes supresores de tumores son: 1) el gen mee (por mutated in co-
fon carcinoma), perteneciente al cromosoma 3; 2) el gen dec (por deleted in
colon carcinoma), ubicado en el cromosoma 18; 3) el gen ape (por adenoma-
tous polyposis of the colon), localizado en el cromosoma 5 (no emparentado
con el complejo proteico APC visto en la seccién 18-26), y 4) el gen wt (por
Wilmis' kidney tumor), residente en el eromosoma 11.

BIBLIOGRAFIA

Albertson R., Riggs B. and Sullivan W, (2005) Membrane
traffic: a driving force in cytokinesis. Trends Cell Biol.
15:92,

Bailly E. and Bornens M. (1992) Centrosome and cell divi-
sion. Nature 355:300.

Bielas J H., Loeb KR., Rubin B.P. et al. (2006) Human can-
cers express as mutator phenotype, Proc. Natl. Acad. Sei.
LSA 103:18238.

Bishop J.M. (1981) Enemies within: the genesis of retrovirus
oncogenes. Cell 23:5.

Bishop J.M. (1982) Oncogenes. Sci. Am. 246 (3):69.

Bishop J.M. (1991) Molecular themes in oncogenesis. Cell
64:235.

Burgess D.R. and Chang F.(2005) Site selection for the cleav-
age furrow at cyiokinesis. Trends Cell Biol. 15:156.

Cantley L.C. et al. (1991) Oncogenes and signal transduction.
Cell 64:281.

Cao L.G. and Wang Y.L. (1990) Mechanism of the formation
of contractile ring in dividing cultured animal cells. I1.
Cortical movement of microinjecied actin filaments, J.
Cell Bial. 111: 1905.

Cavenee WK, and White R, (1995) The genetic basis of can-
cer. Sci, Am. 272 (3):50.

Cobrinik D. et al. (1992) The retinoblastome protein and the
regulation of cell cycling. TIBS 17:312.

Cross F., Roberts J, and Weintraub H. (1982) Simple and com-
plex cell cycles. Annu, Rev. Cell Biol. 5:341,

Cross M. and Dexter T.M. (1991) Growth factors in develop-
ment, transformation, and tumorigenesis. Cell 64:271.
Culotta E. and Koshland D.E, Jr. (1993) p53 sweeps through

cancer research. Science 262:1958,

Dong Y., Vanden Beldt KJ., Meng X. et al. (2002) The outer
plate in vertebrate Kinetochores is a flexible network with
multiple microtubule interactions. Nature Cell Biol. 9:516.

Dunphy W.G., Brizuela L., Beach D. and Newport J. (1988)
The Xenopus cde? protein is a component of MFP, a cyto-
plasmic regulator of mitosis. Cell 54:433.

Dupree P. (1996) Cell division forms a pattern. Curr. Biol.
683,

Easton D.F, Pooley K.A., Dunning AM. et al. (2007}
Genome-wide association study identifies novel breast
cancer susceptibililty loci, Nature 4471087,

Fang F. and Newport 1.W. (1991) Evidence that the G1-5 and
G2-M transitions are controlled by different cde2 protein
in higher eukaryotes, Cell 66:731.

Gerace L. and Blobel G. (1988) The nuclear lamina is
reversibly depolymerized during mitosis. Cell 19:277.
Glotzer M., Murray AW and Kirschner M.W, (1991) Cyclin
is degraded by the ubiquitin pathway, Nature 349132,

Hirano T, {2003) Condensins: organizing and segregating the
genome. Curr. Biol. 15:R265.

Johnston L.H. (1990) Periodic events in the cell cycle. Curr.
Opin, Cell Biol. 2:274.

Jurgens G. (2005) Plant cytokinesis: fission by fusion. Trends
Cell Biol. 15:277.

Kaufmann W.K. and Paules R.S. (1996) DNA damage and
cell cycle checkpoints. FASEB J. 10:238.

Kirschner M. (1992) The cell cycle then and now. TIBS
17:281.

Levine AJ., Hu W, and Feng Z. (2006) The P53 pathway:
what questions remain to be explored? Cell Death Differ.
13:1027.

Li R., Hannon G.J., Beach D, and Stillman B. (1996)
Subcellular distribution of p21 and PCNA in normal and
repair-deficient cells following DNA damage. Curr. Biol.
6:189.

Liao H.. Li G. and Yen TJ. (1994) Mitotic regulation of
microtubule cross-linking activity of CENP-E kinetochors
protein. Science 265:394.

Lowe S.W., Cepero E. and Evan G. (2004) Intrinsic tumour
suppression, Nature 432:307.

Lucocg J.M. and Warren G. (1987) Fragmentation and parti-
tioning of the Golgi apparatus during mitosis in HeLa
cells. EMBO ). 6:3239.

Mann D.J. and Jones N.C. (1995) E2F-1 but not E2F-4 can
overcome pl6-induced Gl cell-cycle arrest. Curr, Biol,
Brd74.

Mazia D. (1987) The chromosome cycle and the cenirosome
eycle in the mitotic eycle. Int. Rev. Cytol. 100:49.

Melntosh 1R, and MeDonald K.L. (198%) The mitotic spin-
dle. Sci. Am. 26] (4):48.

MeNeill PA, and Berns MW, (1981) Chromosome behavior
after laser microirradiation of a single kinetochore in
mitotic PtK2 cells. 1. Cell Biol. 88:5343.

Meorgan D.O. (2007) The Cell Cycle: Principles of Control,
New Science Press, London.

Murray A W. and Szostak L.W. (1985) Chromosome segrega-
tion in mitosis and meiosis. Annu. Rev, Cell Biol. 1:289,

Murray A.W. and Kirschner MW, (1989) Cyclin synthesis
drives the early embryonic cell cycle. Nature 339:275,

Murray A.W.. Solomon M.J. and Kirschner M.W. (1989) The
role of cyclin synthesis and degradation in the control of
maturation promoting factor activity. Nature 339:280.

Murray AW, and Kirschner M.W. (1991} What controls the
cell cycle? Sci, Am. 264 (3):56.

Murray A. and Hunt T. (1993) The Cell Cycle. Oxford
University Press, Oxford,

Musacchio A and Saimon E.D. (2007) The spindle-assembly

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

checkpoint in space and time, Nature Rev. Mol, Cell Biol.
8:379.

Muzi-Falconi M., Brown G. and Kelly T. (1996) DNA repli-
cation: controlling initiation during the cell cycle. Curr.
Biol. 6:229,

Nicklas R.B. {1997) How cells get the right chromosomes.
Science 275:632.

Nigg E.A. (1993) Targets of cyclin-dependent protein kinases.
Curr, Opin. Cell Biol. 5:187.

Nigg EA. (2007) Cenirosome duplication: of mles and
license. Trends Cell Biol. 17:215,

Nislow C., Lombillo V.A., Kuriyama R. and Melntosh JR.
(1992) A plus-end-directed motor enzyme that moves
antiparallel microtubules in vitro localizes to the interzone
of mitotic spindles. Nature 359:543.

Nurse P. (1990} Universal control mechanism regulating onset
of M-phase. Nature 344:503.

Perry MLE: and Levine A 1. (1993) Tumor suppressor p33 and
the cell cycle. Curr. Opin. Genet. Dev. 3:50.

Peter M. et al. {1990) In vitro disassembly of the nuclear lam-
ina and M phase specific phosphorylation of lamins by
cde? kinase. Cell 61:591.

Peters J.M. (2006) The anaphase promoting complex/cyoclo-
some: a rmachine designed to destroy. Nature Rev. Mol.
Cell Biol, 7:644.

Pluta A F. et al. (1995) The centromere: Hub of chromosomal
activities. Science 270:1591,

Ridley AJ. (1993) Rho-related proteins: actin cytoskeleton
and cell eycle. Curr. Opin. Genet, Dev. 5:24.

Rosenblatt J., Gu Y. and Morgan D.O. (1992) Human cyclin-

18, MITOSIS ® 353

dependent kinase 2 is activated during the § and G2 phases
of the cell cycle and associates with cyclin A. Proc. Natl.
Acad. Sci USA 89:2824.

Rowley J.D. (1983) Human oncogene locations and chromo-
some aberrations, Nature 301:290,

Sherr C.J. (1993) Mammalian G1 cyclins. Cell 73:1059.

Straight AF. (1997) Cell eycle: Checkpoint proteins and kine-
tochores. Curr. Biol. 7:R613.

Sunkel C.E. and Coelho P. (1995) The elusive centromere:
sequence divergence and functional conservation. Curr.
Opin. Genet. Dev. 5:756.

Theriot J.A. and Satterwhite L.L. (1997). New wrinkles in
cytokinesis. Nature 385:388.

Vafa O. and Sullivan F. (1997) Chromatin containing CENP-A
and ct-satellite DNA is a major component of the inner
kinetochore plate. Curr. Biol. 7:897.

Vallee R. (1990) Dynein and the kinetochore. Nature 345:206.

Vogelstein B. and Kinzler K.W. (2004) Cancer genes and the
pathways they control, Nature Med. 10:789.

Weinberg R.A. (1990) The retinoblastoma gene and cell
growth control. Trends Biochem. Sci. 15:199.

Weinberg R.A. (1991) Tumor suppressor genes. Science
254:1138.

Weinberg R.A. (2007) The Biology of Cancer. Garland
Science, New York.

Winey M. (1996} Genome stability: keeping the centrosome
cycle on track. Curr. Biol. 6:962.

Yu H. et al. (1996) Identification of a nevel ubiquitin-conju-
gating enzyme involved in mitotic cyclin degradation.
Curr. Biol. 6:455.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

,,.f"_‘_\u F‘!U‘MJ& 08

.‘g-
¥ L ciypar oBr 2

Fecundacion

MEIOSIS

19-1. La meiosis y la reproduccion sexual

La meiosis es un tipo especial de division celular, exclusiva de los orga-
nismos que se reproducen sexualmente. En muchos protozoos, algas y hon-
gos, la reproduccién es asexual, es decir, por divisién celular simple o mito-
sis. En este caso todos los descendientes tienen una herencia que proviene de
un solo antecesor, En cambio, en la mayoria de los organismos multicelula-
res (animales y vegetales) la reproduccién se realiza por medio de gametos o
células sexuales generados por meiosis —espermatozoides y évulos en los
animales—, los cuales se unen por un proceso denominado fecundacién.
Ello da origen al cigoto o eélula huevo, que porta el material hereditario de
los dos progenitores y se reproduce por mitosis hasta formar un nuevo indi-

Meiosis

viduo multicelular,

Las figuras 1-12 y 19-1 muestran los fenémenos basicos de la meiosis (del
griego meioum, disminuir). El genoma humano posee 46 cromosomas (44 +
XY en el vardn; 44 + XX en la mujer). Si la divisién fuese por mitosis, cada
gameto tendrfa 46 cromosomas y el cigoto 92. Dado que esto se repetiria en
las sucesivas generaciones, el nimero de cromosomas se duplicaria de gene-
racién en generacién. La meiosis es el mecanismo usado por los organismos
para evitar que ello suceda. Asi, mediante dos divisiones celulares consecuti-
vas las células sexuales reducen 4 la mitad el niimero de sus cromosomas, con
generacion de gametos haploides (cuatro espermatozoides en el varon; un
6vulo y cuerpos polares en la mujer). Los procesos que llevan a la produccién
de gametos —llamados espermatogénesis y ovogénesis— tienen lugar en las
gdnadas, es decir, en los testiculos y en los ovarios.

Debe advertirse que para entender los aspectos mas importantes de la ci-
togenética (capitulo 20) el lector debe tener una clara comprensién de la
meiosis, tanto de su dindmica estructural coma de su bioguimica,

En este capitulo describiremos la meiosis como un tipo especial de divi-
sién celular. En ella se producen: 1) la reduccién del nimero de cromosomas
a la mitad; 2) la recombinacién genética, es decir, el intercambio de segmen-
tos cromosémicos, y 3) la segregacion al azar de los cromosomas homélogos

paternos y maternos.
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Se define como cromosomas homélogos a los dos cromosomas virtual-
mente idénticos —uno aportado por el padre y el otro por la madre— gue
conviven en las células diploides. Debido a que en las células somdticas hu-
manas existen dos juegos haploides de 23 pares de cromosomas cada uno
—un juego haploide aportado por el espermatozoide y ofro aportado por el
ovocilo—, se dice que poseen 23 pares de homdlogos (fig. 12-15).

19-2. Diferencias entre la mitosis y la meiosis

Muchos de los fendmenos que ocurren en la mitosis suceden también en
la meiosis. Por ejemplo, la secuencia de cambios en el niicleo y en el cito-
plasma, los perfodos de profase, prometafase, metafase, anafase y telofase, la
formacién del huso mitético, la condensacion de los cromosomas. la evolu-
cién de los centrémeros. etc. Existen, sin embargo, diferencias esenciales:

1) La mitosis tiene lugar en las células somdticas, y la meiosis en las cé-
lulas sexuales.

2) En la mitosis cada replicacion del ADN es seguida por una division ce-
lular; en consecuencia, las células hijas presentan la misma cantidad de
ADN que la ¢élula madre y un nimero diploide de cromosomas. En cambio,
en la meiosis cada replicacién del ADN es seguida por dos divisiones celu-
lares — la meiosis I y la meiosis 11—, de las cuales resultan cuatro células
haploides que contienen la mitad del ADN (figs. 1-12 y 19-2).

3) En la mitosis la sintesis del ADN se produce durante la fase S, que es
seguida por la fase G2. En la meiosis, la fase S es més larga y 1a G2 es corta
o falta (Fig. 19-3).
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Fig. 19-1. Esquema de la es-
permatogénesis y la ovogeéne-
sis en la especie humana, Se
observan tres divisiones mité-
ticas sucesivas por parte de los
espermatogenios ¥ los ovogo-
nios, las respectivas divisio-
nes meidticas y la fecundacion
del dvulo (22+X) por el esper-
matozoide (224X 0 22+7).
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Fig. 19-2, Esquema general de ln meiosis, g
que ilustra el apareamiento de los cromoso-
mas homélogos, el intercambio de algunos
de sus segmentos y la segregacion de los cro-
mosomas, Los cromosomas procedentes de
cada progenitor estdn representados en azul ¥

eni rojo, respectivamente.
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4) En la mitosis cada cromosoma evoluciona en forma independiente. En
Ja meiosis —durante la primera de sus divisiones— los cromosomas homo-
logos se relacionan entre si (se aparean) e intercambian partes de sus molé-
culas (se recombinan) (figs. 1-12 y 19-2),

5) La duracién de la mitosis es corta (1 hora aproximadamente), mientras
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que la meiosis es bastante larga (en el vardn insume 24 dfas y en la mujer
varios anos).

6) Orra diferencia fundamental es que en la mitosis el material genético
permanece constante en las sucesivas generaciones de células hijas (a menos
que ocurran mutaciones génicas o aberraciones cromosdémicas), mientras que
la meiosis genera una gran variabilidad genética.

19-3. Descripcion general de la meiosis

Como se observa en la figura 19-1, las divisiones meidticas comienzan des-
pues de varias divisiones mitoticas de los espermatogonios y los ovogonios, es
decir, de las células germinativas menos diferenciadas del testiculo y el ovario.

Al término de las divisiones mitéticas, parte de los espermatogonios y de
los ovogonios se diferencian, respectivamente, en espermatocitos I y en
ovocitos I, los cuales llevan a cabo la meifosis I. Como corolario de la pri-
mera division meidtica se generan los espermatocitos Il y el ovocito 11,
que son las células que realizan la meiosis IT. Finalmente, la segunda divi-
s16n meidtica culmina con la formacién de las espermdtides y del dvulo,
Debe agregarse que las espermdtides se convierten en espermatozoides y
que —por las causas que se senalan en Ia seccion 19-15— en la mujer se le
da el nombre de 6vulo al ovocito I1.

La figura 19-3 muestra las divisiones mitdticas y meiéticas de las células
germinativas, la formacion del cigoto v las dos primeras divisiones de seg-
mentacion (las caracteristicas generales de las divisiones de segmentacion se
estudian en los capitulos 18-22 y 21-7). Ademas, sefiala la condicién haploi-
de o diploide y el contenido del ADN nuclear de las células que llevan a ca-
bo esos procesos, de cuyo andlisis se ocupan las proximas secciones.

19-4. La meiosis comprende dos divisiones celulares

Ya dijimos que la meiosis comprende dos divisiones celulares. La meio-
sis 1 se distingue de la meiosis II (y de la mitosis) porque su profase es muy
larga y en su transcurso los cromosomas homélogos se aparean y recombinan
para intercambiar material genético.
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Fig. 19-3. Células germinati-
vas diploides (D) v haploides
(H) y cambios en el contenido
del ADN nuclear durante las
mitosis gue preceden a las di-
visiones meidticas, en el
transcurso de estas dltimas, en
los gametos., en el cigoto y en
las dos primeras divisiones de
segmentacion. Espermatogo-
nios y ovogonios {(marrdn).
Espermatocitos | y ovocitos 1
{amariflo). Espermatocitos [
y ovocitos II (azul). Esperma-
tozoides (rojo) (el dvulo no
existe en la especie humana).
Cigoto (verde). Células em-
brionanas derivadas de la pri-
mera division de segmenta-
cidn (violeta). Fase G1 del ci-
clo celular (G1). Fase G2
(G2). Fase § o duplicacién del
ADN (8). Contenido simple
de ADN (/e). Contenido do-
ble de ADN (2¢). Contenido
cuddruple de ADN (4c).
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Los periodos de la mitosis son insuficientes para describir los fendmenos
que ocurren en la meiosis, cuyos estadios progresan en el siguiente orden:

Preleptonema

Leptonema
Profase | Cigollemu
Paquinema
Diplonema
MEIOSIS T 4 Diacinesis
Prometafase 1
Metafase 1
Anafase [
Telofase [
Interfase
Protfase IT
g Metafase 11
MEIOSIS I Anafase 11
Telofase 11

En primer término analizaremos detalladamente los cambios que se suce-
den durante la meiosis I —comenzando por los estadios de la profase I—,
que como se vio tienen lugar en los espermatocitos I y los ovocitos 1.

19-5. Durante el preleptonema los cromosomas son dificiles
de observar

El preleptonema corresponde a la profase temprana de la mitosis. Los cro-
mosomas son muy delgados y dificiles de observar.

19-6. Durante el leptonema los cromosomas aparentan ser simples

Al comenzar el leptonema (del griego leptds, delgado, y néma, filamento)
el micleo aumenta de tamafio y los cromosomas se tornan visibles (figs. 19-2
y 19-4A). Ademds presentan una gran diferencia respecto de los cromoso-
mas de la profase mit6tica: a pesar de haberse duplicado su ADN (durante la
fase ) y, por lo tanto, contener dos cromdtidas cada uno, parecen ser simples
en vez de dobles. Con frecuencia la mayoria de los cromosomas se doblan y
sus dos extremos (los telémeros) se fijan en un drea circunscrita de la envol-
tura nuclear cercana al centrosoma.

19-7. Durante el cigonema se produce el apareamiento de los
cromosomas homologos, entre los cuales se forma el
complejo sinaptonémico
Durante el cigonema (del griego zygdn, pareja) tiene lugar el primer fend-
meno esencial de la meiosis: los cromosomas homdlogos se alinean entre si
mediante un proceso denominado apareamientoe o sinapsis (fig. 19-2). El
apareamiento comprende la formacién de una estructura compleja —observa-
ble con la ayuda del microscopio electrénico—, conocida con el nombre de
complejo sinaptonémico (CS) (figs. 19-5, 19-6 y 19-7). El proceso puede co-
menzar en cualquier punto de los cromosomas, Asi, en algunos casos los ho-
mdlogos se unen primero a nivel de uno de sus extremos y la unién progresa
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hacia el otro extremo como un cierre relimpago. En otros, en cambio, la aso-
ciacion se produce simultdneamente en varios puntos a lo largo de los homo-
logos. El apareamiento es muy exacto y especifico, pues se produce punto por
punto entre los homélogos. No obstante, los cromosomas quedan separados
por una distancia de unos 200 nm, que es ocupada por el complejo sinaptoné-
mico. En términos moleculares esta separacion es considerable, pues el did-
metro del ADN es de 2 nm y algunas partes de ambos ADN deben desplazar-
se 100 nm para poder encontrarse y recombinarse en medio de ese espacio.

El CS estd integrado por dos componentes laterales y un componente central
(figs. 19-5, 19-6 y 19-7). Los componentes laterales se desarrollan al final del lep-
tonema y el central aparece durante el cigonema. Sobre cada componente lateral
se aplican las dos cromdtidas hermanas de uno de los cromosomas homélogos.

En un corte transversal, los componentes laterales se hallan separados del
componente central por espacios regulares de idéntico ancho. En conjunto, el
CS tiene el aspecto de una escalera, con peldafios que la cruzan a intervalos
de 20 a 30 nm. Tales peldafios, formados por filamentos muy delgados. apa-
rentan cruzar todo el ancho del CS, desde un componente lateral al otro (fig.
19-6), Tanto los filamentos transversales como los componentes laterales
contienen proteinas fibrilares.

En las cromdtidas hermanas las fibras de 30 nm forman asas, cada una de
las cuales contiene entre 5 y 25 um de ADN. Como se ilustra en la figura
19-8, durante el leptonema las asas de cromatina tienen una disposicion la-
xa en el eje del cromosoma. Después, a medida que la cromatina se conden-
sa, las asas aparecen cada vez mds juntas al lado de los componentes latera-
les del CS. Mis atin, igual que en los cromosomas mitéticos, en los meidti-
cos existe un armazon de proteinas no histénicas para sostener las asas de
cromatina (fig. 19-8); la diferencia con los meidticos es que a éstos se les
agregan los componentes del CS.

La fijacion de los telémeros a la envoltura nuclear ordena espacialmente
a los cromosomas, lo que favorece el alineamiento de los homélogos. Una
vez formados los CS, sus extremos también se insertan en la envoltura nu-
clear (fig. 19-5). En los puntos donde lo hacen aparecen engrosamientos lla-
mados placas de fijacién.

Una de las funciones del CS es estabilizar el apareamiento de los homologos
y facilitar su recombinacion. Asi, las moléculas proteicas de sus componentes
laterales permiten que los ADN de los cromosomas homélogos se dispongan de
manera tal que el intercambio entre ellos resulte favorecido. En consecuencia, el
CS debe ser considerado un armazén proteico que se construye pard que se pro-
duzca el alineamiento y la recombinacién de los homélogos.

Cuando comienza el apareamiento, el acortamiento de los cromosomas es
ya muy pronunciado y existe por lo menos una relacién 300:1 entre el largo
del ADN y la longitud cromosdémica. Esto significa que solo el 0,3% del ADN
de los cromosomas homélogos se halla en contacto directo con los componen-
tes laterales del CS.

19-8. Durante el paquinema se recombinan las cromatidas homaologas

Durante el paguinema (del griego pachys, grueso) los cromosomas se
acortan y el apareamiento de los cromosomas homélogos se completa (figs.
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19-2 y 19-4B). Pero lo mas importante de este periodo es que se produce el
intercambio de segmentos de ADN entre las cromatidas homdélogas, fendme-
no que lleva el nombre de recombinacion genética (en inglés, crossing-
over) (fig. 19-9).

Los sucesos que conducen a la recombinacion son muy complejos, pues
se cree gue ésta tiene lugar al cabo de los pasos que se muestran en la figu-
ra 19-10. No obstante, en esencia ocurre el proceso que se ilustra en la fi-
gura 19-11, es decir, se producen cortes en las dos crométidas seguidos por
el cruce y el empalme de los segmentos que se intercambian.

El paquinema es un proceso relativamente prolongado. Su duracién se mi-
de en dias, a diferencia del leptonema y el cigonema, que se miden en horas.

En el paguinema el niicleo parece contener un nimero haploide de cro-
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mosomas, pero no es asf, ya que cada una de las unidades visibles se com-
pone de dos cromosomas independientes, si bien intimamente apareados.
Por tal motivo, cada uno de los 23 pares de cromosomas recibe el nombre de
bivalente. Dado que cada conjunto estd integrado por cuatro cromdtidas, se
llama también tétrada (fig. 19-9).

Las dos cromidtidas hermanas de cada cromosoma se hallan conectadas
por el centromero, por lo que en un bivalente o tétrada existen dos centréme-
ros, uno por cromosoma. Igual que en la mitosis, cada centrémero contiene
dos cinetocoros, uno por cada cromédtida hermana. Sin embargo, hasta la fi-
nalizacion de la meiosis [ los cinetocoros hermanos se comportan como una
unidad (fig. 19-15).

A lo largo del bivalente, en el CS aparece una sucesién de nédulos densos
de alrededor de 100 nm de didmetro, denominados nédulos de recombina-
cion (fig. 19-7). Su nimero y sus localizaciones coinciden con los sitios de
recombinacidn genética, lo que sugiere que a nivel de ellos ocurre el inter-
cambio de los segmentos de ADN entre las crométidas homélogas.

Para que se produzca la recombinacion, las moléculas de ADN de las cro-
mitidas homdlogas deben situarse a una distancia de aproximadamente 1 nm
en el componente central del CS. Se cree que ese virtual contacto ocurre a ni-
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Fig. 19-4. Etapas de la meiosis en la langosta La-
platacris dispar (2n = 22+X). El cromosoma X
aparece sefialado por una flecha. (De F.A. Saez.)
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Fig. 19-5, Micrografia clectrénica
que muestra los componenies late-
rales (1) y el componente central (¢)
del complejo sinapionémico entre
los cromosomas homdlogos. Ob-
sérvese lo manera en que los teld-
meros se fijan a la envoltura nu-
clear (EN).

vel de los filamentos transversales que unen a los componentes laterales, por
los cuales las secuencias de nucleétidos homdlogas se buscarfan, hecho im-
prescindible para que tenga lugar el intercambio de los segmentos de ADN.
El nodulo de recombinacién podria considerarse la expresién morfolégica de
ese intercambio. M4s atin, el nédulo serfa un complejo multiproteico que red-
ne a las crométidas paternas y maternas y produce los cortes y empalmes ne-
cesarios para la recombinacién.

Entre las proteinas que actian al comienzo de la recombinacién se en-
cuentra la Rad51 (por radiation sensitive), cuya intervencion es esencial pa-
ra que se produzcan los cambios que se muestran en la figura 19-12, los cua-
les acurrirfan entre los pasos 2 y 3 del modelo de recombinacién genética
ilustrado en la figura 19-10. Obsérvese cémo la cadena invasora se combina
con la doble hélice de la cromdtida homéloga y da lugar a una triple hélice
transitoria. Se considera que la cadena invasora se acomoda en el surco ma-
yor de la doble hélice y que sus bases se unen con las de la cromatida homo-
loga mediante puentes de hidrégeno inusuales.

19-9. Durante el diplonema los cromosomas apareados se separan,
aunque en algunos puntos permanecen unidos

Durante el diplonema (del griego dipldos, doble) los cromosomas homdlo-
gos comienzan a separarse, de modo que las cromdtidas de la tétrada se vuel-
ven visibles y el complejo sinaptonémico se desintegra (figs. 19-2 y 19-4CD).
Sin embargo, la separacién no es completa, ya que las cromatidas homélogas
permanecen conectadas en los puntos donde ha tenido lugar el intercambio
(figs. 19-4D, 19-9 y 19-13). Tales conexiones —llamadas quiasmas (del grie-
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go khiasma, cruz)— expresan la etapa final de la recombinacién,
pues muestran a los cromosomas homdlogos en vias de separarse,
ligados todavia por esos puntos. El nimero de quiasmas es varia-
ble, ya que pueden aparecer pares de cromosomas homélogos con
un solo quiasma (es el niimero minimo) ¥ otros con varios. Mds
atin, la cantidad de quiasmas y sus ubicaciones suelen coincidir con
las de los nddulos de recombinacion.

En la mujer el diplonema es un periodo extraordinariamente
largo. Todos los ovocitos I arriban a esta fase del ciclo celular an-
tes del séptimo mes de la vida intrauterina y permanecen asi como
minimo hasta la pubertad (seccién 19-15).

En el diplonema, diversos sectores de la cromatina experi-
mentan un fuerte desenrollamiento. Situaciones extremas de es-
te fendémeno se observan en los peces, los anfibios, los reptiles y
las aves, en los que el desenrollamiento es tan acentuado que los
bivalentes suelen asumir una configuracién especial —emiten fi-
nas proyecciones laterales—, motivo por el cual se los llama
cromosomas plumulados o en cepillo (fig. 19-14). Estas pro-
yecciones son asas de cromatina muy desenrolladas, cuyo ADN
se transcribe a gran velocidad. Asi, tal configuracién cromosa-
mica expresa una infensa sintesis de ARN por parte de la célula, que es la
causa del enorme crecimiento que experimenta el ovocito antes de ser ex-
pulsado del ovario.

En algunas de las clases zooldgicas nombradas, a lo largo de los cromo-
somas pueden detectarse engrosamientos de cromatina dispuestos entre las
asas — llamados eromémeros—, con un aspecto de collar de cuentas (fig.
19-14). Los cromémeros corresponden a sectores de cromatina altamente
condensada, al contrario de la cromatina de las asas, que como acabamos de
ver se encuentra bastante desenrollada. Los cromdmeros comienzan a verse
a partir del leptonema.

L T e

19-10. Durante la diacinesis la cromatina se vuelve a condensar

Durante la diacinesis (del griego did, a través) la condensacion de los cro-
mosomas vuelve a acentuarse (fig. 19-4E). Las tétradas se distribuyen homo-
géneamente por todo el nicleo y el nucléolo desaparece. A excepcidn del as-
pecto de los cromosomas, este breve estadio muestra semejanzas con la pro-
fase tardia de la mitosis.

Componante central Componenta lateral

Nodule de
recombinacion

Gromatidas.
hermanas
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(se muestra
solo una
de las dos
cromatidas
hermanas)

Fig, 19-6. Esquema del comple-
Jjo sinaptonémico, con los com-
ponentes laterales, los filamen-
tos transversales y el compo-
nente central. Los filamentos
transversales son dimermos pro-
teicos que nacen de los compo-
nentes laterdles y se extienden
hasta ¢l plane sagital del com-
plejo. Allf sus extremos libres se
superponen ¥ dan lugar a la li-
nea de alta densidad electrdmca
del componente central, donde
tambicn existirfan proteinas lon-
gitudinales. La ilustracion del
recuadro muestra que las dos
protefnas de los dimeros son fi-
brosas, que estdin entrelazadas y
que sus extremos globulares se
hallan orientados como en el di-
mero de la figura 5-2.

Fig. 19-7. Visidn tridimensional
del complejo sinaptonémico, con
un nédulo de recombinacion.
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Fig. 19-8. Formacidn de asas de croma-
tina cada vez mds compactas a medida
que avanza la profase de la meiosis L

Fig. 19-9. Esquemas que muestran
coma se forma el hivalente (tétra-
da), el desarrollo del quiasma y la

separacidn de los cromosomas.

i A

Components lateral— Cromatida

19-11. En las restantes etapas de la division meiotica | los cromosomas
homdlogos se separan y se dirigen hacia los polos opuestos
de la celula

Durante la prometafase I la condensacion de los cromosomas alcanza su
grado méximo. La carioteca desaparece y los microtiibulos del huso se co-
nectan con los cinetocoros, Esta conexion es distinta de la registrada en la
mitosis porque las fibras del huso provenientes de cada polo celular se aso-
cian con los dos cinetocoros hermanos y no con uno (en la seccion 19-8 se
vio que en la meiosis 1 los cinetocoros hermanos se comportan como una
unidad).

Durante la metafase I los bivalentes se disponen en el plano ecuatorial de
la célula (fig. 19-4F). Debido al modo como se conectan las fibras del huso,
los cinetocoros de cada cromosoma homdlogo “miran” hacia un mismo polo
(fig. 19-15). Los bivalentes contintan exhibiendo sus quiasmas. Cuando los
cromosomas son cortos, los quiasmas se localizan en los extremos de los ho-
moélogos (quiasmas terminales); cuando los cromosomas son largos, los
quiasmas aparecen en varios puntos a lo largo de los ejes cromosémicos
(quiasmas intersticiales).

Durante la anafase I los cinetocoros opuestos son traccionados hacia los
respectivos polos, de modo que los homélogos de cada bivalente —cada uno
integrado por dos crométidas hermanas— se separan entre si y se movilizan
en direcciones opuestas (figs. 19-2 y 19-15). La observacién de los bivalen-
tes en esta fase permite comprobar que a menudo la recombinacién genética
se produce entre las crométidas de los dos pares de homdlogos (fig. 19-13).
Asf, en algunos tramos del cromosoma la recombinacién tiene lugar entre un
par de cromitidas homdélogas —no estamos diciendo “hermanas™— y en
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olros tramos ocurre entre las cromaétidas del otro par. Por consecuencia, al se-
pararse por completo los cromosomas homélogos, en las células hijas las dos
crométidas de cada cromosoma son mixtas, pues tienen segmentos cromosé-
micos tanto paternos como maternos (fig. 19-16).

Durante la telofase I los grupos cromosémicos haploides llegan a sus res-
pectivos polos y en torno de ellos se construyen las envolturas nucleares,
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Fig. 19-10. Modelo tedrico de recombinacién genética entre las cromédtidas homdlogas, 1. Aparsamiento de las cromitidas.
Los pares de letras Aa, Bb, Cc y Dd simbolizan a los dos alelos de los cuatro genes representados (cap. 20-3). 2. Corte de las
dos cadenas de ADN de una de las cromitidas y ampliacién de las separaciones mediante exonucleasas. Dado que éstas re-
mueven nucledtidos en direccién 5°—3", se forma —en cada cadena cortada— un extremo 3" libre (no apareado). 3. Uno de
esos extremos invade la crométida homéloga y se coloca en el lugar de una de sus cadenas, la que a su vez se desplaza hacia
el sitio que deja vacante la cadena invasora, 4. Sintesis de ADN en las cadenas cortadas, para reconstruir los segmentos que
faltan. Intervienen polimerasas que usan & las dos cadenas de la cromdtida homdloga como moldes, por lo que los tramos que
falfan se sintetizan por un mecanismo similar al de Ia reparacién del ADN (eap. 17-22). Los pasos anteriores conducen a la
formacién de dos entrecruzamientos o estructuras de Holliday (Ilamadas asi en homenaje al genetista Robin Holliday, quien
describié esos entrecruzamientos en 1964). 5. Corte de las dos cadenas 4 nivel de uno de los entrecruzamientos (flechas).
6. Empalme lateral de las cadenas cortadas en el paso anterior. 7. Encorvadura de ambas crométidas a la altura del segundo
entrecruzamiento y rotacién de 180° de una de las cromitidas. 8. Formacién de una estructura de Holliday isométrica. 9. Cor-
(& en una de las cadenas de cada crométida (flechas). 10, Enderezamiento de las crométidas. 11. Empalme lateral de las ca-
denas cortadas en el paso 9.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

366 = BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Cromalida paterna
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Fig. 19-11. Modelo simplifica-
o de cortes v empalmes entre
las moléculas de ADN de las
crométidas homdlogas durante
la recombinacién genética.

Fig. 19-12. Formacidn de una
triple hélice transitoria al co-
mienzo de la recombinacitn
genética, Tiene lugar entre los
pasos 2 y 3 de la figura 19-10.
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19-12. Entre las dos divisiones meidticas existe una interfase
de corta duracion

La telofase | es seguida por la particién del citoplasma, y las dos células
hijas pasan por un corto periodo de interfase en el que no hay replicacién del
ADN (no hay fase S). Por consiguiente, las células hijas derivadas de la
meiosis I poseen un nimero haploide de cromosomas, cada uno de éstos
compuesto por dos cromdtidas hermanas (figs. 19-2 y 19-3).

En el varon el resultado de la meiosis T es 1a formacién de dos células hi-
jas iguales, denominadas espermatocitos IT. En cambio, en la mujer, debido
a que el reparto del citoplasma del ovocito I es desigual, se forman dos célu-
las de tamafio muy diferente: el ovocito I1, que es relativamente voluminoso,
y el primer cuerpo polar, que es pequeno y desaparece (fig. 19-1).

Los espermatocitos II y el ovocito I comienzan la meiosis I, cuyas eta-
pas, como se verd a continuacién, son similares a las de la mitosis.

19-13. En la division meidtica |l se separan las cromatidas hermanas

La profase II es muy breve, aunque suficiente para permitir la reaparicion
de las fibras del huso v la desaparicion de la envoltura nuclear,

La metafase II lleva a los cromosomas al plano ecuatorial de la célula,
Las fibras del huso se conectan a los cinetocoros, los cuales se colocan como
en los cromosomas mitdticos, es decir, uno apuntando a un polo vy el otro al
polo opuesto (fig. 19-15).

En la anafase II, debido a la traccion que las fibras del huso ejercen so-
bre los cinetocoros, el centrémero se divide y las cromatidas hermanas de ca-
da cromosoma son separadas y traccionadas hacia los polos opuestos de la
célula (figs. 19-2, 19-4G y 19-15).

En la telofase II cada uno de los polos de la célula recibe un juego haploide
de cromdtidas, que pasan a llamarse cromosomas. La formacién de una nueva
envoltura nuclear en torno de cada conjunto cromosdmico haploide —seguida
por la particién del citoplasma— pone fin a la meiosis (figs. 19-2 y 19-3).

Como se acaba de ver, la meiosis IT se asemeja a la mitosis, excepto por-
que en la primera las células hijas reciben una sola copia de cada cromosoma
y no los dos homélogos.

La figura 19-1 muestra que en el varon el resultado de la meiosis I1 es la
formaci6n de dos células hijas iguales —denominadas espermdtides— que
al cabo de un tiempo se diferencian en espermatozoides, En cambio, en la
mujer, debido a que el reparto del citoplasma del ovocito Il es desigual, se
forman dos células de tamafo muy diferente: el évulo, que es voluminoso,
y el segundo cuerpo polar, que como el primer cuerpo polar es pequefio y
desaparece.

En sintesis. la meiosis genera cuatro espermatozoides a partir de cada es-
permatocito I, ¥ un solo évulo a partir de cada ovocito I (fig. 19-1).

19-14. Consecuencias genéticas de la meiosis

En la seccidn 19-1 dijimos que los procesos esenciales de la meiosis son:
1) la reduccién del nimero de cromosomas a la mitad (fig. 19-3); 2) la recom-
binacidn genética; 3) la segregacion de los cromosomas palernos y maternos.
Asi, desde el punto de vista genético la meiosis puede considerarse un meca-
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‘ nismo destinado a distribuir al azar los genes paternos y maternos en los ga-  Fig. 19-13. Micrografia elec-
metos, tanto por la recombinacién genética como por la segregacion de los irdnica de un bivalente, y su
) interpretacion. Se observan
cromosomas homélogos. dos quiasmas y la posicion de
En la figura 19-17 pueden observarse las consecuencias genéticas de lameio-  los centromeros hermanos,
sis en una célula hipotética que contiene tres pares de cromosomas homélogos, ~ 4ué ¢ hallan unidos entre si.
en los cuales se produjeron una, dos y tres recombinaciones, respectivamente.
| Las recombinaciones son sefialadas por los quiasmas, y se ve que han te-
nido lugar sélo en uno de los dos pares de crométidas homélogas. No obstan-
le. como se seifald en Ja seecién 19-11, la recombinacion se produce no entre
uno sino entre los dos pares de crométidas homélogas, de modo que al con-
cluir la meiosis todos los cromosomas de los gametos presentan segmentos
maternos y paternos alternados (fig. 19-16).
La segregacion al azar de los cromosomas paternos y maternos durante
las anafases | y Il también contribuye a la diversidad genética de los game-
| tos, pero en distinto grado. Esto no se aprecia en la figura 19-17, ya que
muestra el caso (tedricamente posible) en que los cromosomas maternos y
| paternos se segregan en bloque en ambas anafases. Dado que el varén posee
23 pares de cromosomas homoélogos en las células predecesoras de los game-
tos. las combinaciones de segregacién posibles alcanzan el nimero de
8.388.608 (22%). A ellas deben sumarse las incontables posibilidades de segre-
3} gacién de los genes mediante la recombinacién.
En sintesis, al examinarse las consecuencias derivadas de la asociacién de
ambos procesos —la recombinacion genética y la segregacidn de los homd-

Cromatidas

Fig. 19-14. Cromosomas plumula-
dos o en cepillo. La figura de la iz-
quierda es un esquema de poco au-
mento que muestra dos quiasmas y
las asas de cromatina laterales. La
figura de arriba ilustra dos asas la-
terales a mayor aumento y la com-
pactacidn de las cromatidas a nivel
del cromémero. (Cortesia de O. L.
Miller Jr.} La micrografia (contras-
te de fase) permite observar la su-
cesion de cromdmeros, que genera
una imagen con aspecto de collar
de cuentas. {Cortesia de U. Scheer.)
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Fig. 19-15. Evolucidn seguida por
las cromdtidas hermanas y los ci-
netocoros durante la meiosis | y la
meiosis 11,
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Fig. 19-16. Resultado de la
recombinacién genética al ca-
bo de la anafase 1.
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logos— . se puede observar que cada uno de los gametos a los que da lugar la
meiosis hereda conjuntos de genes diferentes.

Accidentalmente, la segregacidn de los homélogos puede fallar, de mane-
ra gque los dos homélogos de un par no se separan y pasan juntos a una de las
células hijas. Este fenémeno — llamado no disyuncién— puede ocurrir en la
anafase I o en la anafase II de la meiosis (cap. 20-9) y por su causa uno de los
gametos contendrd un cromosoma de mis (24) y el otro uno de menos (22). 8i
uno de estos gametos participa en la fecundacion, las células somdticas del
nuevo individuo poseerdn un nimero anormal de cromosomas (47 y 45, res-
pectivamente). Estos cuadros llevan el nombre de aberraciones cromosémi-
cas numéricas, de las cuales el sindrome de Down es el ejemplo méas cono-
cido. En el sindrome de Down las células contienen 47 cromosomas, ya que
existen tres unidades del cromosoma 21 en lugar de dos (cap. 20-13).

19-15. En la mujer la meiosis puede durar alrededor de 50 anos

En el embrién humano las células germinativas primitivas aparecen en la
pared del saco vitelino a los 20 dias de la fecundacion. De alli emigran a los
esbozos gonadales, donde —en el embridn femenino— se dividen y se trans-
forman en ovogonios. Entre el tercero y el séptimo mes de la vida prenatal
los ovogonios entran en meiosis y se convierten en ovocitos I; permanecerin
en el periodo diplonémico hasta el comienzo de la pubertad.

Durante este diplonema tan prolongado los cromoso-

mas experimentan un lipo especial de desenrollamiento
que los asemeja —aunque lejanamente— a los cromoso-
mas plumulados (secciones 19-9 y 19-14).

A partir de la pubertad, en cada ciclo menstrual varios
ovocitos | reanudan la meiosis I, pero ésta se completa en
uno solo, que se convierte en ovocito II. Los restantes ovo-
citos I degeneran en el ovario. Debe sefialarse que a veces
son dos los ovocitos | que completan la meiosis 1, y que con
menos frecuencia son mas de dos.
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Cuando el ovocito 11 se libera del ovario {ovulacién) e ingresa en la trom-
pa de Falopio, ya ha iniciado la meiosis II, pero ésta prosigue s6lo si el ovo-
cito es fecundado por un espermatozoide; mds atin, la falta de fecundacién ha-
ce que el ovocito IT muera en pocas horas. Contrariamente, la fecundacién ac-
tiva en el ovocito II algunos mecanismos que impulsan la continuacién de la
meiosis II, al cabo de la cual se generan el cigoto (o célula huevo) y el segun-
do cuerpo polar. Como se ve, el 6vulo no se forma en ningtin caso, aunque a
menudo se emplea su nombre cuando se menciona al ovocito I1.

En la recién nacida el nimero de ovocitos I es de alrededor de un millén,
A la edad de 12 afios se reducen a 300,000, de los cuales cerca de 400 alcan-
zardn la madurez total entre esa edad y la menopausia. Por lo tanto, en la mu-
jer la meiosis puede durar alrededor de 50 afios, lo que explica por qué a me-
dida gue aumenta la edad materna la proporcién de aberraciones cromosomi-
cas en la descendencia es cada vez mayor (cap. 20-13).

A

L S

Fig. 19-17. Consecuencias genéticas de la
melosis en tres pares de cromosomas, uno con
un quiasma (a), otro con dos quiasmas (b) y
otro con tres quiasmas (¢). Los cromosomas
paternos se representan en azul y los maternos
en rojo. Los circulos marcan las localizacio-
ANAEASE I nes de los centrdmeros.
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19-16. En el vardn la meiosis comienza a partir de la pubertad

En el embrion masculino, las células germinativas primitivas provenientes
del saco vitelino arriban a los esbozos gonadales y se incorporan a los tibulos
seminiferos en formacién, donde se convierten en espermatogonios. Estos en-
tran en meiosis a partir de la pubertad. Como vimos, cada uno genera cuatro
espermatozoides. La profase [ dura unos 14 dias y la meiosis se completa en
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Fig. 19-18. Corte frontal de la
trompa de Falopio, que miues-
ra el encuentro de los esper-
matozoides con el avocito 11,

Trompa de Falop

Membrana pelicida
Membrana plasmatica

alrededor de 24 dias. A diferencia de la ovogénesis, la espermatogénesis pro-
sigue hasta una edad relativamente avanzada.

FECUNDACION

19-17. Caracteristicas de los gametos en el momento de la
fecundacian

La fertilizacion del évulo por el espermatozoide —o fecundacién— es el
paso que inicia el proceso del desarrollo embrionario, y por ese motivo es
analizada en los libros de embriologia. Aqui solamente ofreceremos una bre-
ve resefia de sus aspectos celulares y moleculares.

La fecundacién suele producirse en el tercio externo de la trompa de Fa-
lopio, adonde arriba el ovocito 1T —sin haber completado la meiosis 11— lue-
2o de la ovulacion (fig. 19-18).

El ovocito es una célula de tamafio sumamente grande, que posee numerosi-
simas microvellosidades y se halla envuelta por la membrana peliicida y las cé-
lulas foliculares de la corona radiada (fig. 19-18). La membrana pelicida con-
tiene abundante cantidad de glicoprotefnas, entre las cuales se destacan la ZP2
y la ZP3 (por zona pellucida). Por su lado, las células de la corona radiada se
hallan unidas entre sf por un material cementante rico en acido hialurénico.

El espermatozoide posee una cabeza, un cuello y una cola. La figura 19-19
muestra la cabeza y parte del cuello con sus respectivos componentes. En la ca-
beza debe resaltarse la presencia del acrosoma, un derivado lisosémico que con-
tiene varias clases de enzimas hidroliticas, dos de las cuales, la hialuronidasa y
la acrosina, desempefian importantes funciones durante la fecundacidon.

Las dos tltimas etapas de la diferenciacién de los espermatozoides —lla-
madas maduracién y capacitacién— tienen lugar en el epididimo y en el
tracto genital femenino, respectivamente. En su transcurso evolucionan, a
nivel molecular, algunas caracteristicas de los espermatozoides, imprescin-
dibles para que uno de ellos pueda fecundar al ovocito I y se forme la célu-
Ia huevo o cigoto. Por ejemplo, durante la maduracidn los espermatozoides
son cubiertos por una proteina secretada en el epididi-
mo —la DEFB126 (por defensin-betal26)—, que los
protege de la accién destructora del sistema inmuno-
I6gico de la mujer desde el momento en que ingresan
a la vagina hasta que arriban a las irompas de Falopio.
Se ha comprobado que una de las principales causas
de infertilidad masculina obedece a la existencia de
defectos en ambos alelos del gen de la proteina
DEFB126.

19-18. Los espermatozoides adquieren
movimientos de hiperactivacion

Entre otros cambios, la capacitacién da lugar a la
aparicion de movimientos muy enérgicos en la cola de
los espermatozoides, los cuales se distinguen con el
nombre de hiperactivacion. Asi, abruptamente, los es-
permatozoides pasan de un tipo de movimiento delica-
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do y lineal a otro vigoroso y erritico, aunque intercalado con
breves episodios de desplazamientos lineales,

Los mecanismos moleculares desencadenantes de la hiperacti-
vacion pueden observarse en la figura 19-20. Como se ve, una sus-
tancia inductora o factor capacitante (hasta ahora desconocido)
interactiia con un receptor de la membrana plasmatica del esper-
matozoide —situado probablemente a la altura de su cuello— y
el dominio citosélico del receptor activa a una protefna G (cap.
11-14). Esta, a su vez, abre un canal de Ca** e induce la entrada del
ion desde el medio extracelular al citosol. Dado que la proteina G
activa también a la enzima adenilato ciclasa, se incrementa el
AMPc citosélico y se activa la quinasa A (cap. 11-13). A su turno,
la quinasa A desencadena una cascada de reacciones que culmina con la fosfori-
lacién de una proteina de 15 kDa asociada a los microtiibulos del axonema (cap.
5-12). Finalmente, ante la presencia de ATP —que provee energia—, tanto el
Ca™ como la proteina de 15 kDa activan el deslizamiento de las dineinas entre
los microtibulos, y con ello los movimientos de hiperactivacion en la cola del
espermatozoide.

Membrana
plasmatica

Nucleo

19-19, La fecundacion se divide en varias fases

La fecundacidn se inicia a partir del momento en que no mds de cien es-
permatozoides completamente diferenciados —ése es el nimero que llega al
tercio externo de la trompa de Falopio— establecen contacto con las células
foliculares que envuelven al ovocito L.

Para su mejor comprension, se suele dividir al proceso de la fecundacion
en las siguientes fases (fig. 19-21):

|} Penetracion de la corona radiada. Una vez que toma contacto con la
corona radiada, cada espermatozoide —con su acrosoma intacto— trata de

Sustancia inductora (faclor capacitante)

(TR
RERHRAE

= HIPERACTIVACION =
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ecuatorial

Fig. 19-19, Dibujo que mues-
tra algunas estructuras de la
cabeza del espermatozoide.
Obsérvense el acrosoma ¥ la
aparicion de freas de fusidn
entre la membrana acrosomi-
ca externa ¥ la membrana
plasmatica, con la consiguien-
te formacién de poros (reac-
citn acrosGmica),

Fig. 19-20. Mecanismo mole-
cular que desencadena la hipe-
ractivacidn del espermatozoide.
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Membrana
peltcida

Membrana
plasmatica

Corona radiada

Membrana plasmatica

Fig, 19-21, Fases de la fecun-
dacidn. A. Penetracidn de la
corona radiada. B, Reaccitn
acrosdmica. €. Denudacidn.
D. Penetracion de la membra-
na pelicida. E. Fusién de las
membranas plasmiticas de los
gametos y reanudacidn de la
meijosis 1T por parte del ovoci-
to 11, F. Formaeidn de los pro-
niicleos masculino y femeni-
no. G. Unidn de los prong-
cleos (singamia). H. Metafase
de la primera division mitGtica
(anfimixis), I. Comienzo de la
primera division de segmenta-
cion de la célula huevo.

Reaccién acrosomica———=

Membrana pelicida u—- [

Membrana plasmatica

Membrana
acrosamica inlerna

alcanzar la membrana peliicida avanzando entre las células foliculares (fig.
19-21 A). Para ello construye una especie de tinel en el dcido hialurénico que
las une, con la ayuda de pequefias cantidades de hialuronidasa que lleva en
su membrana plasmdtica (esta enzima es quimicamente idéntica a la conteni-
da en el acrosoma). La fuerza mecénica derivada de los movimientos de hi-
peractivacién impulsa el avance del espermatozoide, Asi, mientras la hialu-
ronidasa digiere localmente el cemento intercelular, los movimientos de hi-
peraclivacién hacen avanzar al espermatozoide. Es posible que este mecanis-
mo actiie como un filtro selectivo para que lleguen a la membrana pelicida
solo los espermatozoides mas aptos.

2} Reaccidn acresémica. Cuando el espermatozoide alcanza la membra-
na peliicida y se pone en contacto con ella, en su parte frontal se desenca-
dena un proceso llamado reaccién acrosomica, que da lugar a miiltiples
dreas de fusién entre la membrana externa del acrosoma y la membrana
plasmitica del gameto. Ello genera la formacién de poros —por los que se
escapan las enzimas acrosémicas— y luego la desaparicién de ambas
membranas (figs. 19-19 y 19-21BC). Por consecuencia, en la regién fron-
tal del espermatozoide, en reemplazo de la desaparecida membrana plasmd-
tica queda expuesta al exterior una nueva membrana, la acrosémica interna
(fig. 19-21C). El mecanismo molecular que lleva a la reaccién acrosémica
es el sigoiente (fig. 19-22):

La ZP3 de la membrana peliicida se acopla a un receptor de la membra-
na plasmitica del espermatozoide, que activa a una proteina G. Esta hace lo
propio con la enzima fosfolipasa C, que genera inositol trifosfato (IP;) y dia-
cilglicerol (DAG) a partir de fosfatidilinositol difosfato (PIP,).

Como se vio en el capitulo 11-18, el TP, abre canales de Ca® en la mem-
brana del REL y permite que el ion pase de ese organoide al citosol. Debido
a que en el espermatozoide la mayor parte del IP; se convierte en inositol te-
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rafosfato (IP,) y a que éste abre canales de Ca** en la membrana plasmati-
ca, el ion ingresa desde el exterior y se incrementa atin mds su concentracion
en el citosol. El pH citosdlico también aumenta porque la entrada de Ca?*
desde el exterior se halla acoplada a la salida de H*.

Por su parte, el DAG activa a la quinasa C, que desencadena una sucesién
de fosforilaciones en varias proteinas.

La figura 19-22 muestra la activacion de las fosfolipasas A y D por medio
de la proteina G, Dado que la primera elimina un dcido graso de la fosfatidil-
colina y la segunda remueve la colina, generan lisofosfatidilcolina y dcido
fosfatidico (fig. 2-13), respectivamente.

Aungue no se ilustra en la figura 19-22, la proteina G activa también a la
enzima adenilato ciclasa, que forma AMPc a partir de ATP. A su vez, el AMPc
activa a la quinasa A, que fosforila a varias proteinas.

Finalmente, todos los cambios mencionados hacen que se formen muilti-
ples dreas de fusién entre la membrana acrosdémica externa y la membrana
plasmitica del espermatozoide, y que esas fusiones den origen a orificios de
didmetros crecientes que eliminan a las membranas. En sintesis, dichos cam-
bios desencadenan la reaceidn acros6mica (figs. 19-19 y 19-21BC).

En los puntos que siguen se verd como la reaccién acrosdmica hace posi-
ble el desprendimiento de la corona radiada del ovocito 11, el pasaje del es-
permatozoide a través de la membrana pelicida y la fusién de las membranas
plasmaticas de los gametos.

3) Denudacion. La denudacidén consiste en el desprendimiento de la co-
rona radiada del ovoeito I1. Las células foliculares de la corona son separa-
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Fig. 19-22. Mecanismo mole-

cular que desencadena la reac-

cidn acrosomica. PLC, PLA y

PLD, fosfolipasas C, A y D.

respectivamente; PC, fosfati-

dilcolina; AF, acido fosfatidi-
I co; LPC, lisofosfandileolina.

W

[IyiLY
| 2L

Jizsl

das por la hialuronidasa que sale de los acrosomas, ya que esta enzima hi-
droliza al 4cido hialurénico que las mantiene unidas (fig. 19-21BC).

4) Penetracion de la membrana peliicida. Como se vio, la membrana acro-
sGmica interna queda expuesta cuando desaparecen la membrana plasmdtica y
la membrana acrosémica externa de la cabeza del espermatozoide. Posee el re-
ceptor PH20 (por posterior head), que interactia con la ZP2 de la membrana
pelicida. Ello le permite al espermatozoide atravesar la membrana peliicida en
busca de la membrana plasmitica del ovocito I1. Lo consigue merced a la acro-
sina, pues esta enzima hidroliza el material que compone la membrana peltici-
da v fabrica en ella un tinel que sigue una trayectoria diagonal (fig. 19-21D).

De igual manera que en la penetracién de la corona radiada, el avance del
espermatozoide se debe a la fuerza mecdnica generada por los movimientos
de hiperactivacién. Esa fuerza es del orden de las 3.000 microdinas, sufi-
ciente para romper cualquier unién covalente.

Volviendo a la acrosina, no hidroliza masivamente a la membrana pelici-
da, como cabria esperar de una enzima hidrolitica liberada abruptamente en
¢l medio. Dijimos que fabrica un tinel, lo cual se explica porque hidroliza pe-
quefias y sucesivas porciones de la membrana peliicida por delante del esper-
matozoide. La hidrélisis controlada se debe a que la enzima se libera como
un precursor, la preacrosina, la cual, @ medida que el PH20 interactia con
nuevas ZP2 halladas en el camino, da lugar, en dos pasos, a las formas acti-
vas de la enzima, la c-acrosina y la B-acrosina, Como vemos, al igual que en
la penetraci6n de la corona radiada, el espermatozoide realiza esta tarea deli-
cadamente y avanza por el derrotero que €l mismo va creando.

5) Fusion. Si bien la membrana pelicida es atravesada por muchos esper-
matozoides, s6lo uno establece {ntimo contacto con el ovocito IT, al cabo de
lo cual cesan sus movimientos de hiperactivacién. De inmediato, un sector de
la membrana plasmitica del espermatozoide se adhiere firmemente a la
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membrana plasmatica del ovocito 1, para lo cual antes ambos gametos deben
reconocerse. Este suceso tiene lugar porque una proteina de la membrana del
espermatozoide —Illamada Izume por el santuario japonés dedicado al matri-
monio— interactia con otrd complementaria de la membrana del ovocito 11
—designada Juno por la diosa romana de la maternidad —.

Una vez producido el reconocimiento —imposible si los gametos fueran de
especies diferentes—, las membranas adheridas se fusionan, por lo que entre
ambos citoplasmas se establece la continuidad que permite la incorporacién del
contenido del espermatozoide en el interior del ovocito I1 (fig. 19-21E).

De parie del espermatozoide, la membrana plasmatica involucrada en la fu-
sin corresponde a la regidn ecuatorial de la cabeza (fig. 19-19). De parte del
ovocito interviene cualquier zona de su extensa superficie, excepto la aledana
al miicleo (éste se halla detenido en la meiosis IT). Recordemos que la mem-
brana del ovocito posee numerosisimas microvellosidades, y es precisamente
con ellas que se fusiona la region ecuatorial de la cabeza del espermatozoide.

Una vez establecida Ia continuidad entre ambos citoplasmas, ingresan —en
el siguiente orden— la parte posterior de la cabeza, el cuello y la cola del es-
permatozoide. Luego lo hace la parte anterior de la cabeza, que es introduci-
da en el ovocito mediante un proceso que remeda una fagocitosis. El mate-
rial incorporado tiene una evolucién dispar. Asi, mientras el ADN y el cen-
iriolo del espermatozoide sobreviven, las mitocondrias y las fibras axonémi-
cas no tardan en desaparecer.

La fusién de las membranas es mediada por proteinas fuségenas presen-
tes en las dos bicapas lipidicas (cap. 7-41). Se han descubierto varias de es-
tas proteinas en la membrana del espermatozoide; por ejemplo, las denomi-
nadas DE y fertilina, halladas en la rata y en el cobayo, respectivamente. La
DE estd integrada por dos proteinas de 37 kDa (D y E), adquiridas durante el
paso del espermatozoide por el epididimo. La fertilina también estd integra-
da por dos proteinas —ambas transmembranosas—, una que se liga a la pro-
tefna complementaria del ovocito y otra que es responsable de la fusidn.

Se sabe muy poco sobre las proteinas fusdgenas de la membrana plasma-
tica del ovocito; no se encontrarian en la region aledafia al nicleo, donde tam-
poco existen microvellosidades.

6) Blogqueo de la polispermia. Un solo espermatozoide debe fusionarse
con el ovocito. Para que sea asi, tras la fusién de los gametos se producen
cambios en algunas estructuras del ovocito, a fin de neutralizar la entrada de
nuevos espermatozoides y evitar la polispermia. El origen de estos cambios
se encuentra en un proceso denominado reaceién cortical, que consisie en la
exocitosis de las enzimas hidroliticas contenidas en las numerosisimas vesi-
culas de secrecién —llamadas granulos corticales— que la célula huevo po-
see por debajo de su membrana plasmatica. Como todas las vesiculas de se-
crecion, son generadas en el complejo de Golgi.

Entre las enzimas expulsadas desde los granulos corticales se encuentra
una proteasa que modifica a la ZP3 e hidroliza a la ZP2. Tales cambios alte-
ran la estructura de la membrana pelicida, 1o que provoca la inmovilizacién
y la ulterior expulsion de los espermatozoides atrapados en ella.

Otro impedimento para la polispermia reside en la membrana de la célula
huevo, que pierde la capacidad para fusionarse con las membranas de los
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Fig. 19-23, Mecanismo mole-
cular que desencadena la reac-

nuevos espermatozoides que se le acercan. La inhabilitacién dependeria de la
presencia de algunos componentes recibidos de las membranas de los granu-
los corticales, que se integran a la membrana plasmdtica de la célula huevo al
producirse la exocitosis.

La secrecion de los grdnulos corticales es regulada (cap. 7-23) y se produ-
ce a consecuencia de un aumento de la concentracién de Ca** en el citosol.
Como muestra la figura 19-23, este aumento es inducido por el IP;, que libe-
ra el Ca** de] REL (cap. 11-18). Obsérvese que el proceso se desencadena en
el momento en que se produce la fusién entre los gametos, y que la sustancia
inductora que activa al receptor de la membrana plasmdtica del todavia ovo-
cito es una proteina de la membrana plasmatica del espermatozoide. El recep-
tor estimula a una proteina G asociada a la fosfolipasa C, que como se sabe
actiia sobre el PIP, y genera DAG y el citado IP; (cap. 11-17). En el proximo
punto se analizard el significado funcional del DAG.

El aumento del Ca®" en el citosol comienza a producirse a los 10 segun-
dos de iniciada la fusién de los gametos, mientras que Ia exocitosis de los gra-
nulos corticales se desencadena casi 2 minutos después,

7) Reasuncion de la segunda division meidtica por parte del ovocito I1I.
Mientras bloguea la polispermia, el ovocito 1T reanuda la meiosis I1. Esta ge-
nera dos células haploides, el 6vulo —gue no llega a formarse porque el ovo-
cito 11 fecundado se convierte directamente en célula huevo— y el segundo
cuerpo polar (fig. 19-21EF).

Como ilustra la figura 19-23, la reanudacion de la meiosis IT es promovi-
da por el DAG mencionado en el punto anterior. Este compuesto activa a la
quinasa C, la cual fosforila a las proteinas responsables del proceso.

cidn cortical y la reanudacica 8) Formacion de los pronticleos masculino y femenino. En la célula hue-
de la meiosis L en el ovocitoll.  vo los ndcleos haploides del espermatozoide y del dvulo pasan a llamarse
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proniicleo masculino y proniicleo femenino, respectivamente (fig. 19-21F).
Mientras se tornan esféricos, ambos se dirigen a la regidn central de la célu-
la, donde se desenrollan sus cromosomas y se replica el ADN.

La descondensacion de los cromosomas en el proniicleo masculino mere-
ce una consideracién especial. Es que en los espermatozoides el ADN no se
halla asociado a histonas sino a otro tipo de protefnas bdsicas —llamadas
protaminas—, que compactan al ADN mucho mis que las histonas. Cuando
el espermatozoide ingresa en el ovocito, las histonas reemplazan a las prota-
minas apenas concluye la descondensacién de los cromosomas, y lo hacen
muy ripidamente, en menos de 5 minutos,

9) Singamia. Los prontcleos se colocan uno muy cerca del otro en el cen-
tro de la célula huevo y pierden sus cariotecas (fig. 19-21G).

10) Anfimixis. Finalmente, los cromosomas se vuelven a condensar y se
ubican en el plano ecuatorial de la célula, del mismo modo que en una meta-
fase mitotica comun (fig. 19-21H).

Durante la anfimixis existe un par de centriolos en cada polo de la célula
huevo. Debido a que los cuatro centriolos derivan de uno solo —el aportado
por el espermatozoide (véase Fusion)—, éste debid duplicarse y més tarde
debieron hacerlo sus dos centriolos hijos (cap. 18-12).

La anfimixis representa el fin de la fecundacién; con ella se inicia la pri-
mera divisién de segmentacion de la célula huevo, es decir, el desarrollo em-
brionario (figs. 19-3 y 19-211) (véanse los capftulos 18-22 y 21-7).

LA MEIOSIS EN LAS CELULAS VEGETALES Y LA REPRODUCCION
DE LAS PLANTAS

19-20. Los mecanismos celulares responsables de la reproduccion de
las plantas son diferentes de los existentes en los animales

Los mecanismos celulares que llevan a la reproduccion de las plantas
son bastante diferentes de los observados en los animales. En las plantas su-
periores el proceso comienza en los 6rganos reproductores masculino (an-
tera) y femenino (ovario), los cuales generan microsporocitos y megaspo-
rocitos, respectivamente. Estos se dividen por meiosis, que es espérica y
ocurre en un momento intermedio entre la formacién de los gametos y la
fecundacion.

Como se observa en la figura 19-24, al cabo de la meiosis cada microspo-
rocito origina cuatro microsporos haploides funcionales. Por su lado, a par-
tir de cada megasporocito se forman cuatro megasporos haploides, tres de
los cuales degeneran.

Los microsporos se convierten en gametofitos masculinos, conocidos co-
minmente como granos de polen. En cambio, el megasporo que sobrevive
pasa por tres divisiones mitéticas y da lugar al gametofito femenino, que
contiene ocho nicleos haploides. En la fecundacidn participan tres de estos
niicleos, el de la célula ovular y los dos niicleos polares.

Por su lado, cada grano de polen genera una estructura accesoria llamada
tubo polinica y dos espermatozoides haploides, uno de los cuales fecunda al
niicleo de la célula ovular. Se forma asf la célula huevo diploide, de la que se
origina —en el interior de la semilla— el embrién de la nueva planta. El otro
espermatozoide se une a los dos niicleos polares, lo gue da lugar a un niicleo
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Fig. 19-24. Esquema que muestra el ciclo
vital de una planta fanerdgama.

Microsporacito Megasporocito (diploide)
{diploida)
Planta
Microsporos | =\ Megasporo
(haploides) | (haploide)
Tegumentos (diploides)
. Embritn (diploids)
Gametofito £
Semlila Megasporo
masculing o Endosperma / (:ggmo?:g}
grana de palen {triploide)
{haploide)
Gametolito
femenino
¥, . ‘_,.--" ""'1-“- -\I
Tubo polinico : ..,.’--"‘1_\‘ Mocleos polares (haploides)

Espermatozoides (haploides) Micleo de a céluta ovular (hapioide)

triploide que al cabo de varias divisiones mitdticas genera el endosperma de
la semilla, es decir, el material nutritivo del embrién. Como se ve, la semilla
es un mosaico de tejidos en el que el embridn es diploide, el endosperma es
triploide y los tegumentos poseen células diploides de origen materno.
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Citogenética

20-1. La union de la biologia celular con la genética dio origen
a la citogenctica

La citogenética se ocupa de las bases cromosémicas y moleculares de la
herencia y ayuda a resolver importantes problemas en el campo de la medi-
cina, la ganaderia y la agricultura. Puesto que estos temas son abordados por
los textos de genética, en este capitulo nos ocuparemos s6lo de los que con-
ciernen a la biologia celular, Asi, se analizardn las bases cromosdmicas sobre
las cuales se asientan los principios de la herencia, algunas aberraciones cro-
mos@micas que ocurren en la especie humana —las mutaciones genéticas
fueron estudiadas en el capitulo 17— y el papel que desempeiian los cromo-
somas en la evolucion de las especies.

LEYES DE LA HERENCIA MENDELIANA
20-2. Mendel descubrid las leyes que llevan su nombre en el aio 1865

Las bases que rigen la transmision de los caracteres hereditarios deben
buscarse en el comportamiento de los cromosomas durante la meiosis y en las
consecuencias genéticas de este tipo de divisién (cap. 19-14). Sin embargo,
cuando en 1865 Gregor J. Mendel descubrid las leyes fundamentales de la he-
rencia nada se sabia sobre los cromosomas y la meiosis. Sus descubrimientos
derivan de resultados de cruzamientos de plantas, analizados en forma cuan-
titativa aplicando un pensamiento abstracto genial.

Mendel realizé cruzamientos entre arvejas (Piswn sativim) que tenian pa-
res de caracteristicas diferentes y contrastantes. Utilizd plantas con semillas
amarillas y verdes, con semillas lisas y rugosas, con flores blancas y rojas,
con tallos alios y bajos, etc. Después del primer cruzamiento observa los hi-
bridos resultantes en la primera generacién {ilial (F,), cruzé los hibridos F,
entre si y estudio los resultados en la segunda generacion filial (F,).

20-3. La ley de la segregacion enuncia que los genes se distribuyen
sin mezclarse

En un cruzamiento realizado entre progenitores (P) con semillas amarillas
y verdes encontré, en la primera generacién (F)), que todos los hibridos te-
nian semillas amarillas y, por lo tanto, s6lo la caracteristica de uno de los pa-
dres. En el segundo cruzamiento (F,), las plantas presentaban las caracteris-
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ticas de sus antepasados con una proporcién del 75% para las semillas ama-
rillas y del 25% para las verdes, o sea, con una relacidn 3:1.

Mendel sostuvo que el color de las semillas era controlado por un “factor”
(ue se transmitia a la descendencia por medio de los gametos, y que ese “fac-
tor'" —conocido ahora como gen— podia transmitirse sin mezclarse con otros
genes. Mendel enuncié que los genes se separan en los hibridos F\, entran en
gametos diferentes y se distribuyen en los hibridos F,. A causa de ello, este
principio se denomina ley de la segregacién de los genes.

Posteriormente observo que las plantas con semillas amarillas en la F; po-
seen diferentes constituciones genéricas. Un tercio de este grupo siempre da
semillas amarillas en la generacién Fy, pero los otros dos tercios originan
plantas con semillas amarillas y verdes en la proporcion 3:1. El 25% de plan-
tas de la F, con serillas verdes, cuando se cruzan entre si, producen siempre
semillas verdes en la generacion F;. Ello demuestra que existen dos lineas pu-
ras para ese cardcter.

Si en los cruzamientos se representa a los genes por medio de letras y se
designa con la A al gen para el cardcter amarillo y con la @ al gen para el ca-
racter verde, se obtiene el siguiente resultado:

Genes parentales AAxan
|
Generacitn F, Aax A
|
[ ] 1
Generacion F, 1 AA 2Aa 1 aa
{homocigota (heterocigotas) {homocigota
dominante) recesiva)
Fenotipo 3 amarillas | verde

La generacion F, posee ambos genes —A y a—, pero s6lo el A es visible
(color amarillo) porque es dominante. El gen a permanece oculto y se deno-
mina recesivo. En los érganos reproductores los dos genes se separan y pa-
san a gametos diferentes. Asi, la mitad de los gametos recibe el gen A y la
otra mitad el gen a. Dado que en ambos sexos las plantas generan los dos ti-
pos de gametos, en la generacion F, se producen tres combinaciones genéti-
cas posibles en una relacion 1:2:1. El 25% corresponde a plantas A4 con se-
millas amarillas puras, el 50% a plantas Aa con semillas amarillas hibridas,
y el 25% a plantas aa con semillas verdes puras.

Ahora es posible explicar los resultados de Mendel sobre la base del com-
portamiento de los cromosomas y de los genes. Estos se encuentran de a pa-
res —uno en cada cromosoma homologo— y los dos miembros de cada par
se denominan alelos. En cada cromosoma homologo el alelo ocupa un lugar
particular llamado locus (plural, loci).

En el caso ilustrado en la figura 20-1 se analiza el comportamiento de dos
alelos homdlogos en el ratdn, los dominantes GG en el raton gris y los rece-
sivas gg en el ratén blanco. Como se sabe, ambos se separan en la meiosis y
entran en los gametos. En la generacién F, los ratones resultan hibridos, pues
llevan los alelos G y g en los cromosomas homélogos. No obstante, todos son
grises. Cuando se cruzan los hibridos F,, sus gametos se unen en las combi-
naciones que muestra la figura 20-1. Los individuos que tienen alelos iguales
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—GG o gg— se denomi
nen alelos diferentes —Gg—. heteroclgotos
El término genotipo define la constitucidn genética
del individuo; el término fenotipo, las caracteristicas vi- ’ge
sibles. Por ejemplo, en las semillas analizadas anterior-
mente existen dos fenotipos en la F,: el color amarillo y
el color verde, tres amarillas por cada verde. Sin embar-
go, hay tres genotipos —AA, Aa y aa—, en proporcién
[:2:1. Esto significa que existen dos proporciones men-
delianas, la fenotipica (3:1) y la genotipica (1:2:1). El
concepto de fenotipo se extiende a lodas las expresiones
de los genes, tanto a las visibles (por ejemplo, el color de
la piel, el color de los ojos, etc.) como a las que no se de-
tectan por la observacidn directa (por ejemplo, las distin-
tas clases de hemoglobina, los grupos sangufneos, efc.}.
Si se cruzan ciertas plantas que tienen flores rojas y
blancas, como la Mirabilis jalapa, es posible encontrar en
la F, tres fenotipos y no dos: flores rojas, blancas y rosa-
das, que corresponden a los tres genotipos. Estos casos de
herencia intermedia se deben a que en los heterocigotos
(flores rosadas) la dominancia es incompleta. Aqui exis-
te, por lo tanto, una codominancia. Como vemos, no
siempre se cumple la regla de la dominancia y la recesi-
vidad. La codominancia es menos frecuente que la domi-
nancia y la recesividad completas. En la codominancia se
da un fenotipo con caracteristicas intermedias respecto de
los fenotipos de los progenitores, aunque sin gue se mez-
clen los alelos.

20-4. La ley de la distribucion independiente enuncia
que los genes que se hallan en cromosomas
diferentes se distribuyen independientemente

Mientras que el principio de la segregacion se aplica al comportamiento
de un solo par de genes, la ley de la distribucién independiente describe el
comportamiento simultdneo de dos pares de alelos cuando estin localizados
en cromosomas diferentes. Los genes que no estdn localizados en un mismo
cromosoma se distribuyen independientemente en los gametos, de modo que
la descendencia resulta hibrida en dos loci.

La figura 20-2 muestra el cruzamiento entre un cobayo negro de pelo cor-
to (BBSS) con otro pardo de pelo largo (bbss). El animal BBSS produce s6-
lo gametos BS y el animal bbss produce sélo gametos bs. En la generacion F,
todos los cobayos son negros de pelo corto, pero heterocigotos (BbSs).

Cuando dos de los dihfbridos de la F, se aparean entre si, debido a que ca-
da uno produce cuatro tipos de gametos (BS, Bs, bS y bs). al producirse la fe-
cundacién se originan 16 combinaciones diferentes en los cigotos. Nueve in-
dividuos de la F, son de pelo negro y corto, tres de pelo negro y largo, tres de
pelo pardo y corto, y uno de pelo pardo y largo. Esta relacion fenotipica de
9:3:3:] es caracteristica del cruzamiento de dos pares de genes.
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Fig. 20-1. Cruza monohibrida
entre un ratdn gris (rasgo do-
minante)} y uno blanco (rasgo
recesivo). Se indica el parale-
lismo entre la distribucién de
los genes y los cromosomas,
lo mismo que los genotipos
resultantes en las generacio-
nes Fy y Fo
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Fig. 20-2. Cruzamiento de un coba-
yo negro de pelo corto (rasgos do-
minantes) con otro pardo de pelo
largo (rasgos recesivos), Obsérvese
que los genes se segregan indepen-
dientemente, (De C, A, Villée.)
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20-5. Cuando los genes estan en un mismo cromosoma
se producen ligamientos entre ellos

Los ejemplos de cruzamientos genéticos anteriormente mencionados respon-
den al hecho de que durante la meiosis los cromosomas —y con ellos los genes —
se distribuyen al azar en las células de los descendientes (cap. 19-14). Empero,
cuando se realizan estudios con objetivos semejantes en la mosca Drosophila me-
lanogaster, se ohserva que la ley de la distribucin independiente no tiene apli-
cacion universal. Asi, en los cruzamientos de dos o mds pares de alelos existe una
acentuada tendencia por parte de esos genes a quedar ligados, de modo que se
produce entre ellos una proporcién de combinaciones diferente de la esperada.

La Drosophila posee s6lo cuatro pares de cromosomas, lo que eleva la
posibilidad de que sus genes se encuentren en un mismo cromosoma. Si dos
genes distintos —por ejemplo, A y B— se localizan en un mismo cromoso-
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Fig, 20-3. Segregacion de dos pares de genes (AB
A # y ab) localizados en sendos cromosomas homdlo-

gos. Dado que durante la meiosis no se ha produ-

cido ninguna recombinacion génica, se forman dos
| clases de gametos diferentes: AB y ab.

e
[=

ma, y sus correspondientes recesivos —a y b— en el cromosoma homdlo-
go, se obtienen, para esos genes, dos clases de gametos: AB y ab (y no los
cuatro esperados: AB, Ab, aB y ab).

La coexistencia de dos o més genes en el mismo cromosoma se denomi-
na ligamiento. La figura 20-3 ilustra el mecanismo de la meiosis y la forma-
cidn de los gamelos en esos casos,

20-6. El ligamiento puede romperse por recombinacion genética

Estudios posteriores demostraron que el ligamiento no es absoluto y que
se rompe con relativa frecuencia. Esto se ilustra en la figura 20-4, que
muestra una recombinacién entre los genes A y B durante la meiosis, Por
consecuencia, se forman cuatro clases de gametos, dos de los cuales poseen
cromosomas que han experimentado recombinacién genética. Es evidente
que ¢l intercambio de segmentos entre las crométidas homdlogas ha roto el

ligamiento.
n
A |
b
I
A a
N
AFEA agfa
BYFL b
/ \u / \ Fig. 20-4. Segregacion de dos pares de genes (AR
A e a 2 y ab) localizados en sendos cromosomas homdlo-
gos. Dado que durante |a meiosis se ha producido
ung recombinacion génica, se forman cuatro clases
B b B o de gametos diferentes: AB, Ab, aB y ab.
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La frecuencia de recombinacion entre dos genes ligados en un cromosoma
depende de la distancia que los separa. Los que se hallan préximos entre si se
recombinan con una frecuencia menor respecto de los que se encuentran apar-
tados. Mas atin, las proporciones de ligamientos permiten estimar la distancia
entre los genes y averiguar sus posiciones relativas en el cromosoma.

En el capitulo 19-7 se sefiald que la recombinacién genética no es detec-
table microscépicamente. Sin embargo. los quiasmas que se observan en el
diplonema son una representacién de los sitios donde se produjo el intercam-
bio. Por lo tanto, el nimero de recombinaciones puede ser estimado median-
te el recuento de los quiasmas meidticos. En las especies con mds quiasmas
la posibilidad de recombinaciones es mais elevada, y ello da lugar a mayores
variaciones en la descendencia.

ABERRACIONES CROMOSOMICAS
20-7. Accidentalmente pueden producirse cambios en el cariotipo

El funcionamiento normal del sistema genético se mantiene por la constan-
cia del material hereditario en los cromosomas. En los capitulos 12-12 y 19-1 se
dijo que las células somaticas tienen un ndmero diploide de cromosomas —dos
juegos haploides de 23 cromosomas cada uno— y se analizd el cariotipo.

Accidentalmente pueden producirse cambios en el cariotipo, que tienen
diversas consecuencias genéticas. Asi, los eromosomas pueden cambiar en su
nimero o sufrir alteraciones en sus estructuras. Tales cuadros se denominan,
respectivamente, aberraciones cromosémicas numeéricas y aberraciones
cromosomicas estructurales.

20-8. En las poliploidias las células contienen mualtiplos del numero
haploide de cromosomas, diferentes del diploide

La tabla 20-1 muestra las dos clases principales de cambios en el niimero de
cromosomas. En las polipleidias existe un nimero superior de conjuntos ha-
ploides —mas de dos—, pero cada conjunio se presenta equilibrado. Asi, en las
células triploides existen tres conjuntos haploides normales, en las tetraploides,
cuatro, etc. En las células somaticas las poliploidias pueden originarse por la re-
duplicacién de los cromosomas (caps. 17-4 v 18-24); en los gametos, por la no
separacion de los cromosomas en cualquiera de las dos divisiones meidticas.

20-9. En las aneuploidias esta afectado el namero diploide de uno
de los pares de cromosomas homdlogos

En las aneuploidias hay ganancia o pérdida de uno o méds cromosomas, por
lo que el conjunto deja de ser equilibrado. Como la alteracidn es cuantitativa,
el mensaje genético contenido en los cromosomas se mantiene intacto, aun-
que, como se verd, las aneuploidias pueden causar graves alteraciones en el
organismo.

Las aneuploidias se producen por una falla en la separacion de los cromo-
somas homélogos —denominada no disyuncién— durante la divisién celu-
lar. La causa inmediata de la no disyuncién es la falta de separacion de una
de las cromdtidas hermanas en la anafase; asi, al arribar la célula a la telofa-
se, esa cromdtida permanece en una de las células hijas junto a la crométida
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Tabla 20-1. Férmulas y complementos cromosomicos en células
poliploides y aneuploides

Cuadre clinico Farmula Complemento eromosdmico™
Poliploidias

Triploidia 3n (ABCD) (ABCD) (ABCD)

Tetraploidia 4n (ABCD) (ABCD) (ABCD) (ABCD)
Aneuploidias

Monosomia 2n-1 (ABCD) (ABC)

Trisomia n+ 1 (ABCD) (ABCD) (B)

Tetrasomia 2n+2 (ABCD) (ABCD) (B) (B}

Daoble trisomia In+1+1 (ABCD) (ABCD) (AC)

MNulisomia n—2 (ABC) (ABC)

# Con el propdsito de simplificar, en este ejemplo se utilizan sdlo cuatro cromosomas,

[lamados A, B, Cy D,

hermana. Ello da lugar a una célula con un cromosoma de menos y a otra con
uno de mas (fig. 20-5). La no disyuncion se produce generalmente en la
meiosis, pero también puede ocurrir en la mitosis.

La meiosis no disyuntiva da origen a un gameto aneuploide que, cuando
se une a un gameto normal, forma un cigoto portador de una aneuploidia. Si
al gameto aneuploide le falta un cromosoma, el cigoto resultard monosémico.
Si le sobra un cromosoma, el cigoto serd trisomico. Asi, en los individuos
monosémicos se produce la pérdida de uno de los cromosomas, mientras que
en los trisémicos hay un cromosoma de mds (tabla 20-1).

La mitosis no disyuntiva puede ocurrir en la division mitdtica que precede a
la formacidn de los gametos o en las células derivadas de la division del cigoto.
En el primer caso, los efectos son similares a los producidos por la meiosis no
disyuntiva. En el segundo —dado que la no disyuncion tiene lugar en los prime-
ros estadios del desarrollo embrionario— se originan mosaicos, es decir, indivi-
duos que exhiben lineas celulares somadticas con cariotipos diferentes.

20-10. Existen varias clases de aberraciones cromosomicas
estructurales

[.as aberraciones cromosomicas estructurales deben ser diferenciadas de las
mutaciones génicas, en las cuales los cambios se producen a nivel molecular, al
alterarse el codigo genético (cap. 17-16).
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» Fig. 20-5, No disyuncidén mitGtica. Arriba. Meta-
):, fase normal. Abajo izquierda. Anafase normal.
Abajo derecha. Anafase no disyuntiva (da lugar

a una célula hija con una trisomfa y a otra con una

Narmal Mo disyuncisn monosomia).
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Para comprender los mecanismos que dan lugar a las aberraciones cromo-
sémicas estructurales es necesario recordar que los cromosomas contienen
una sola molécula de ADN (cap. 12-1), En las aberraciones cromosémicas es-
tructurales se produce una alteracion en la composicién o en la organizacion
de uno o més cromosomas. Asi, la ruptura de uno de ellos puede conducir, se-
giin el caso, a la pérdida de un segmento cromosémico — fenémeno denomi-
nado delecion—, a la duplicacién de un segmento, a la transloeacidén de
segmentos entre cromosomas no homdélogos o a la inversidn de un segmen-
to dentro del propio cromosoma. Estos defectos pueden ser detectados si se
analiza a los cromosomas en su estado de mdxima compactacion, es decir, en
la metafase (cap. 12-12) (fig. 12-15).

Delecion. La pérdida de material cromosémico puede ser terminal —en
un extremo del cromosoma— o intersticial —en un segmento intermedio del
cromosoma— (fig. 20-6A). En el primer caso la aberracion es el resultado de
una sola rotura; en el segundo, de dos. Usualmente las deleciones son letales
en la condicidn homocigota, lo cual indica que la mayoria de los genes son
imprescindibles para el desarrollo del organismo.

Duplicaci6én. En esta aberracion un segmento cromosémico estd represen-
tado més de una vez en un mismo cromosoma (fig. 20-6B). Las duplicacio-
nes producen efectos menos graves para los individuos que las deleciones.

Inversién. Aqui un segmento de un cromosoma se invierte 180°. Las in-
versiones se denominan pericéntricas cuando el segmento afectado incluye al
centrémero, y paracéntricas cuando no lo incluye (fig. 20-6C).

ABCDOD EFGH

Normal | N _ R B
|
| ACD EFGH
| Intersticial Hpan
Delecidn 8 oo B H
Terminal EDEE
ABCECD EFGH
Duplicacian | |
ACBD EFGH
Paracéntrica
Invarsian
ABGGFE DM
Pericéntrica
ABCD EFGH ABGCD E
Translocacion + = FGH
. NN .
ABCD E
Fig. 20-6. Esquemas que muestran algu- oo e " _ ShELD
nos de las aberraciones cromosdmicas robsrsonians + - _
miis comunes. L
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Fig. 20-7. Rupturas (flechas) de cro-
mitidas producidas por radiacion.

' .‘ (De H. Evans.)
1 -5. <

__a\

I

Translocacion. Esta aberracion cromosdmica se produce al romperse dos
cromosomas no homélogos e intercambiarse sus segmentos (fig. 20-6D), Cuan-
do la rotura se registra al lado del centrémero, ambos cromosomas pueden fu-
sionarse y dar origen a un cromosoma metacéntrico mas grande (fig. 20-6E). Es-
te proceso —denominado franslocacion roberfseniana— ha acontecido duran-
te la filogenia de muchas especies, en las cuales han aparecido cromosamas nue-
vos pero su nimero se ha reducido.

20-11. Las radiaciones y los mutigenos quimicos pueden producir
roturas en los cromosomas

Igual que las mutaciones génicas, las aberraciones cromosdmicas estruc-
turales pueden producirse espontdneamente. No obstante, su frecuencia au-
menta por la accién de agentes quimicos mutdgenos, ciertos virus o por efec-
to de las radiaciones ionizantes (rayos X, f, v, luz ultravioleta) (fig. 20-7).

ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN LA ESPECIE HUMANA

20-12. Las células humanas pueden ser afectadas por aberraciones
cromosomicas

Las alteraciones cromosdmicas mds comunes €n el hombre estdn repre-
sentadas por aneuploidfas (monosomias y trisomias) y por aberraciones es-
tructurales. Producen malformaciones congénitas graves, retardo mental y es-
terilidad, situaciones que actiian como mecanismos selectivos para eliminar
de la poblacion esos graves desequilibrios genéticos.

El diagndstico de las aberraciones cromosdmicas puede hacerse antes del na-
cimienta, mediante el estudio de unas pocas células fetales obtenidas del liguido
amnidiico (amniecentesis) o de las vellosidades coriénicas (biopsia) (fig. 20-8).

20-13. Una de las aneuploidias autosémicas mas difundidas es
el sindrome de Down

Entre las aneuploidias més difundidas se encuentra el sindrome de Down
o mongelismo, en el que existen tres cromosomas del par 21 (trisomia) en lu-
gar de dos. Los afectados presentan un profundo defecto en el desarrollo del
sistemna nervioso central, retardo mental y otras malformaciones.

Esta aberracién cromosémica es mas frecuente a medida que aumenta la
edad de la madre (caps. 19-4 y 19-15). Ademds, no se observan recurren-
cias familiares.
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20-14. Otras aneuploidias se dan en los cromosomas de los
pares 18 y 13

En la trisomia del par 18 —llamada sindrome de Edwards— el nifio es
pequefio y débil, su cabeza se halla achatada lateralmente, los pabellones au-
riculares estdn mal desarrollados, las manos son cortas y las impresiones di-
gitales son sumamente simples; presenta evidente retraso mental y la muerte
ocurre antes del afio de vida.

En la trisomfa del par 13 —llamada sindrome de Patau— aparecen miil-
tiples malformaciones somiticas y retardo mental profundo. La cabeza es pe-
quefia y a menudo los ojos son chicos o estdn ausentes; también son frecuen-
tes el labio leporino y el paladar hendido. En la mayoria de los casos la muer-
te se produce poco después del nacimiento.

20-15. Las aneuploidias también pueden afectar a los cromosomas
sexuales

En la tabla 20-2 se indican las aneuploidfas mas frecuentes en los cromo-
somas sexuales, junto con los nombres de los sindromes clinicos y la indica-
cién de la presencia o ausencia de la cromatina sexual o cuerpo de Barr (caps.
12-11 y 14-12).

Sindrome de Klinefelter. Estos individuos poseen 47 cromosomas (44 au-
tosomas + XXY y, por ende, cromatina sexual positiva). Son de apariencia nor-
mal, pero presentan testiculos pequefios, ginecomastia, tendencia a una talla
elevada, obesidad v menor desarrollo de los caracteres sexuales secundarios.
La espermatogénesis no se produce, lo cual determina la esterilidad que pade-
cen. Se han detectado varones con 48 cromosomas (44 autosomas + XXXY),
dos cuerpos de Barr, los signos del sindrome de Klinefelter que se acaba de
mencionar y retardo mental, Menos frecuentes son los pacientes que tienen 49
cromosomas (44 autosomas + XXXXY), tres cuerpos de Barr, defectos esque-
Iéticos, hipogenitalismo extremo y un coeficiente mental marcadamente bajo.

Sindrome XYY. Los individuos afectados poseen 47 cromosomas (44 au-
tosomas + X YY). Se trata de varones de aspecto normal, altos, con trastornos
de la personalidad.

Sindrome XXX. Se debe a la presencia de 47 cromosomas (44 autosomas

Miometrio — Placenta
o — ,"’- r y a i
Ed?liﬁg: Q: [ “l —A I ¢ Extr.acr.ién
s > A de vellosidades
) corionicas
./
e ;r;? Corian
Fig. 20-8. Esquema que ilusira la Davidad AABHcE !
realizacion de una amniocentesis pa- ™~ 3
ra extraer células fetales del liguido \}' )
amnidtico, y de una puncion biopsia Vi . /
para extraer vellosidades coridnicas. ! q
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Tabla 20-2. Aneuploidias sexuales en el hombre
Cuadro clinico Cromatina sexual
Monosomia Disomia Trisomia 0
X0 XY XYY
Turner Normal Sindrome XYY
2n=45 2Zn=46 n=47
Disomia Trisomia Tetrasomia |
XX XXY XXYY
Normal Klinefelter Klinefelter
2n =46 2n=47 2n =48
Trisomia Tetrasomia 2
XXX XXXY
Metahembra Tipo Klinefelter
n=47 In=48
Tetrasomin Pentasomia 3
XXHX XAXXY
Metahembra Tipo Klinefelter
2Zn=48 2n=49
Fenotipo Femenino Masculino Masculino

+ XXX) y da lugar a mujeres con fenotipo préicticamente normal. Algunas
presentan distintos grados de retardo mental o caracteristicas psicéticas. En
sus células se observan dos cuerpos de Barr. También se han detectado pa-
cientes con 48 cromosomas (44 autosomas + XXXX), tres cuerpos de Barr y
severo retardo mental.

Sindrome de Turner. En el cariotipo de estas pacientes existen 45 cromo-
somas (44 autosomas + X} y no aparece la cromatina sexual. Los individuos
tienen fenotipo femenino, suelen ser de pequefia estatura, poseen membranas
cervicales (pliegues de la piel que se extienden desde las mastoides hasta los
hombros) y sus drganos sexuales internos son infantiles. El ovario no com-
pleta su formacién y a causa de esta disgenesia ovirica no se desarrollan los
caracteres sexuales secundarios.

Mosaicos. En los tejidos de estos individuos conviven células con distintos
complementos cromosémicos. La tabla 20-3 ilustra los mosaicos de cromoso-
mas sexuales més frecuentes, tanto en varones como en mujeres.

20-16. Existen varios cuadros producidos por aberraciones
cromosomicas estructurales

La aberracién cromosdmica estructural mas comin en el ser humano se
produce por la translocacidn de un segmento de uno de los cromosomas del
par 21 a un cromosoma del par 13, 14 o 15 (fig. 20-9). Genera sindromes de
Down, pero menos graves y menos frecuentes —representan el 2% de los
casos—, y su aparicion no guarda relacion con el aumento de la edad mater-
na. A veces la presencia del segmento translocado se halla compensada por
la ausencia del mismo segmento en un cromosoma del par 21. En este caso
los individuos son fenotipicamente normales pero portadores de la aberra-
cion, por lo que pueden transferir la malformacidn a sus descendientes.
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Tabla 20-3. Mosaicos cromosomicos sexuales
Sindrome elinico Cromatina sexual

Mujeres  XO /XY Turner —

X0/ XXY Turner -+

X0 /XXX Variable — ! 4+
Varones XX/ XXY Klinefelter +

XY/ XXY Klinefelter +

XEXY f XXXXY Organos sexuales e

poco desarrollados
X0/ XY Hermafrodita ==

El sindrome del maullido de gato se produce a consecuencia de una dele-
cién en el brazo corto del cromosoma 5. Da lugar a miltiples malformacio-
nes v a un acentuado retraso mental. Ademds, el nifio emite un Hanto extra-
fio, semejante a un maullido,

Otros cuadros de aberraciones cromosdmicas estructurales se originan por
la delecién de una parte de uno de los cromosomas X (genera un cuadro se-
mejante al sindrome de Turner) o por la delecién del brazo corto o largo de
uno de los cromosomas del par 18 (produce alteraciones faciales, esqueléti-
cas y oftdlmicas junto con un profundo retardo mental).

20-17. Algunos tumores muestran aberraciones cromosomicas
en sus células

Las células cancerosas frecuentemente presentan aneuploidias, cromoso-
mas rolos y aberraciones cromosomicas estructurales ( translocaciones) (cap.
18-30). Por ejemplo, en la leucemia mieloide crénica aparece el llamado
cromosoma Filadelfia, producto de una translocacién entre los cromosomas
9y 22 (cap. 18-31). En el retinoblastoma, el defecto en ambos alelos del gen
Rb puede deberse a deleciones en el brazo largo de los dos cromosomas del
par 13 (cap. 18-32). En el linfoma de Burkitt se transloca una parte del cro-
mosoma 8 al eromosoma 14. En algunos cdnceres de pulmén se observa una
delecidn en el cromosoma 3.

PAPEL DESEMPENADO POR LOS CROMOSOMAS EN LA EVOLUCION

20-18. La citogenética impulso el estudio de la evolucion de las
especies

El estudio de la evolucién tomd gran impulso gracias al desarrollo de la ci-
togenética, al poder compararse los genomas de especies emparentadas. La sis-
temdtica también experimentd un progreso considerable por el aporte de la cito-
genética, pues ésta le ha proporcionado muchos recursos para dilucidar interre-
laciones entre diferentes categorfas taxonémicas (como se sabe, las familias, gé-
neros y especies se caracterizan por tener sistemas genéticos distintos).

El estudio del cariotipo de diversas especies ha permitido establecer una
serie de hechos de gran interés, tanto en el reino animal como en el vegetal.
En poblaciones salvajes se demostrd que los individuos son, en cierto grado,
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gencéticamente heterocigotos. En algunos casos, los genes, aun cuando son
idénticos, estdn ordenados de manera distinta a causa de alteraciones ocurri-
das en los segmentos cromosémicos, Estos cambios desempefiaron un papel
preponderante en el mecanismo de formacién de las especies.

La organizacién de los cromosomas y de los cariotipos observada en los
individuos, las especies, los géneros y los grupos sistémicos mayores indica
que en la evolucién han intervenido diversos mecanismos cromosomicos.
Las principales fuentes de variacién han sido la aneuploidia y la poliploidia,
La poliploidia no es tan importante en el reino animal. Entre los veriebrados,
diversas clases de peces tienen distintos niimeros de cromosomas. Los anfi-
bios, en especial los anuros, se caracterizan por la presencia de un nimero fi-
jo para cada [amilia. La variacion en las aves y en los mamiferos se debe mis
a cambios en los cromosomas individuales v a mutaciones génicas que a mo-
dificaciones en el contenido total del material genético.

20-19. Se ha estudiado la evolucion del cariotipo en los primates

Muchos de los trabajos sobre la evolucidn se refieren a la relaci6n citoge-
nética entre el hombre y los grandes monos (chimpancé. gorila, orangutédn).
Dado que el hombre tiene 23 pares de cromosomas y los grandes monos po-
seen 24, en su evolucién pudo haber tenido lugar por lo menos una translo-
cacion robertsoniana (seccién 20-10). Se cree que el cromosoma 2 del hom-
bre es el resultado de tal translocacion a partir de dos cromosomas de los mo-
nos. Por otra parte, trece pares de cromosomas humanos son casi idénticos a
otros tantos pares de cromosomas del chimpancé, y en los restantes cromo-
somas se observan inversiones pericéntricas y adicidn de material cromosé-
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Fig. 20-9., Células somdticas (diploides) y
gametos (haploides) de los progenitores
cuando en el genotipo de uno de ellos exis-
te una translocacidn de un segmento de un
I l I I ll ' i I Cromosoma 15 cromosoma del par 21 en un cromosoma del

par 15, A la derecha se muestran las posi-
bles células somdticas (diploides) de los
1 L descendientes.
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mico. En suma, en los primates la evolucién de los cromosomas ha sido con-
secuencia de fusiones, translocaciones y, fundamentalmente, inversiones pe-
ricéntricas de segmentos cromosomicos, todo lo cual permitio seleccionar a
los genes que dieron origen al Homo sapiens.

El analisis de la secuencia del ADN mitocondrial también tuvo un impor-
tante impacto en los estudios taxonémicos. Permiti6 establecer relaciones ge-
nealégicas entre especies intimamente relacionadas —como la humana y la
de los monos— y reconstruir el posible drbol evolutivo de esas especies.
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Diferenciacion celular

21-1. Introduccion

En la primera parte de este capitulo, después de exponer las caracteristi-
cas generales de las diferenciaciones celulares, analizaremos los posibles
mecanismos que generan las diferencias iniciales entre las células de los em-
briones mas jovenes. Luego veremos como se forma el cuerpo del embridn
y estudiaremos los mecanismos que dan lugar a las diferenciaciones celula-
res —y el modo como se mantienen— en las etapas ulteriores del desarro-
llo. Finalmente, nos ocuparemos de los genes responsables del estableci-
miento del plan corporal en la mosca Drosophila melanogaster y de sus po-
sibles equivalentes en los embriones de los vertebrados.

21-2. Caracteristicas generales de |a diferenciacion celular

Cuando con la ayuda del microscopio se examinan las formas y las estruc-
turas de las células del cuerpo humano, se concluye que existen alrededor de
200 tipos celulares diferentes. No obstante, el empleo de métodos que per-
miten estudiar las caracteristicas bioquimicas y funcionales de las células
revela que muchos de esos tipos celulares se subdividen en varios subtipos.
El ejemplo mds destacado es el de los linfocitos, ya que si bien son todos
morfologicamente iguales, entre ellos existen diferencias bioquimicas y fun-
cionales que permiten clasificarlos como linfocitos B, linfocitos T citotéxi-
cos, linfocitos T colaboradores y linfocitos NK. Pero eso no es todo, pues
cada uno estos subtipos de linfocitos se subdividen en innumerables varieda-
des, cada una portadora de una singularidad bioquimica disefiada para defen-
der al organismo del ataque de un antfgeno particular.

En términos moleculares, diferenciacion celular significa actividad géni-
ca diversa en los distintos tipos de células de un organismo.

La especializacién de las células implica la sintesis de proteinas especifi-
cas (como la hemoglobina en los eritrocitos, los anticuerpos en los linfocitos,
los neurofilamentos en las neuronas, etc.); asi, en cada tipo celular se expre-
sa un gen singular, distinto de los expresados en los otros tipos celulares (en
realidad, las diferencias no son determinadas por un solo gen sino por con-
juntos de genes distintos). En el capitulo 14 se analizaron los mecanismos
gue regulan la expresion de los genes. Muchas de las actuales investigacio-
nes en biologia molecular procuran interpretar cémo se expresan los genes en
las distintas clases de células.
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BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Obviamente, no todos los genes que se expresan en un determi-
nado tipo celular lo hacen en forma exclusiva. Algunos se activan
en todos los tipos celulares; se llaman genes de mantenimiento y
son necesarios para construir los componentes comunes a todas las
; células (por ejemplo, las membranas celulares, los ribosomas, las
4 mitocondrias, las enzimas glucoliticas, etc.). En cambio, los genes
que se expresan en forma diferencial (como los de la hemoglobina,
los anticuerpos, los neurofilamentos, etc.) ejercen las llamadas
—en la jerga de la biologia celular— funciones de lujo.

k) (@

21-3. En las celulas diferenciadas el genoma permanece
constante

La diferenciacion celular no acarrea pérdida de informacidn gené-
tica, de modo que en todas las células del organismo —cualquiera que
sea su estado de diferenciacién— existen conjuntos de genes idénti-
cos, que son los mismos que se hallaban en la célula huevo. Una prue-

ba rigurosa de ello provino de experimentos de trasplante nuclear en huevos
de la rana Xenopus. Se destruyeron sus niicleos con luz ultravioleta y se les in-
yectaron nicleos somdticos de células intestinales completamente diferencia-
das, provenientes del mismo animal. Como se observa en la figura 21-1. los
huevos que recibieron un nicleo de célula intestinal se desarrollaron hasta for-
mar ranas adultas normales, que ademds resultaron fértiles. Esto demuestra que
las células somdticas conservan todos los genes requeridos para completar el
ciclo vital de la rana, incluida la formacién de sus células germimativas.

El trasplante nuclear es posible también en mamiferos. En el ratén el pro-
cedimiento se basa en la introduccion de un nicleo somdtico de un embrién
temprano en un cigoto recientemente fertilizado al que se le extraen con la
misma pipeta los prontcleos femenino y masculino (fig. 21-2). Como es 16-
gico, la cria que resulta es genéticamente idéntica al embrién que aporié el
niicleo. Procedimientos similares permiten la clonacién de mamiferos de ma-
yor tamafio, aunque con ellos la cria se gesta a partir de un ovocito al que se
le extraen los cromosomas y se le introduce el nicleo diploide de una célula
somadtica tomada generalmente de otro animal adulto.

Hemibra donante Hembra donante
el blastocisio del cigoto

Fig. 21-2, Esquema de un trasplan-
te nuclear en el ratdn. Se toma un
blastocisto de una hembra prefiada
¥ con una micropipeta se extrae el
niicleo de una de sus células. Con la
misma micropipeta ese nicleo se
introduce en un cigoto recién for-
mado aportado por otra hembra, al
que posteriormente se le extraen los
pronticleos masculino y femenino.
El embridn asi obtenido se desarro-
Ila in virre hasta el periodo de blas-
ftocisto y se implanta en el dtero de
una hembra seudoprefiada, donde
evoluciona hasta el nacimiento.

o |
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Imyeccian del nicleo
en el cigoto

Extraccion de los
pronicleos del cigoto

Exlraocl&ri de un nicleo
del blastocisto

Blastocisto

Hembra seudoprefiada

"~ Descendencia
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21-4. El estudio de las interacciones nucleocitoplas-
maticas ha aportado conocimientos sobre los
mecanismos que establecen y mantienen las -
diferenciaciones celulares

El nicleo y el citoplasma son interdependientes: uno no sobrevive sin la
presencia del ofro. Por ejemplo, mientras que el citoplasma posee las molé-
culas de ARN para la sintesis proteica y provee la mayor parte de la energia
de Ia célula mediante la fosforilacién oxidativa en las mitocondrias, el nicleo
aporta la informacién genética que da lugar a esos ARN.

Las células HeLa —una linea celular indiferenciada derivada de un carci-
noma titerino de una paciente llamada Henrietta Lacks— tienen la propiedad
de multiplicarse indefinidamente en medios de cultivo. Pueden ser enuclea-
das por centrifugacién tras el agregado de citocalasina B, una droga que de-
sarma los filamentos de actina (cap. 5-8). El tratamiento hace que los niicleos
tiendan a escaparse de los citoplasmas, aunque inicialmente quedan conecta-
dos por un pequefio istmo (fig. 21-3). Cuando se desprenden se forman ni-
cleos rodeados por una delgada envoltura citoplasmatica (carioplastos) y ci-
toplasmas sin niicleo (citoplastos). Ambos sobreviven muy poco tiempo. No
obstante, los citoplastos, que permanecen viables por lo menos dos dias des-
pués de la enucleacién, realizan las principales funciones de las células nor-
males, Esto indica que las funciones citoplasmiticas no dependen del niicleo
celular, al menos durante un tiempo.

La interdependencia entre el nicleo y el citoplasma ha sido demostrada
mediante experimentos de fusion celular. La fusion de células con ayuda del
virus Sendai permite colocar nicleos en citoplasmas ajenos a ellos. El pro-
ducto de la fusién de dos células diferentes se denomina heterocarién (cap.
3-6), que es una célula con dos ndcleos de distinto origen. Como se ve en la
figura 21-4, ambos niicleos pueden entrar en mitosis, formar una placa meta-
fdsica comiin, dividirse y producir células hijas hibridas con cromosomas de
los dos nicleos progenitores.

Al fusionarse eritrocitos de pollo con células Hela, los niicleos
inactivos de los primeros se reactivan. Debe recordarse que los eri-

Célula
progenitora

Carioplasto (&8

Citoplasta

Fig. 21-3. Formacién de ca-
rioplastos y citoplastos a par-
tir de células adheridas a una
superficie de pldstico y trata-
das con citocalasina B.

Fig. 21-4. Fusion celular me-
diante el virus Sendaf, que lleva
a la produccion de un heteroca-
ridn con dog niiclens. La célula
hibrida es el resultado de una
divisidn sincrdnica de ambos
niicleos, los cuales son portada-
res de los cromosomas de las
dos células progenitoras. (De
N.R.Ringertz y R, E. Savage.)

Célula
progenitora
Virus Sendai

-
"t

trocitos tienen una vida muy breve (cap. 18-1). Si bien en los ma- | . inactivados I-. \
“+ + '

miferos estas células pierden el nicleo cuando culmina su diferen-
ciacién, ello no ocurre en las aves, que lo retienen en forma inacti-
va. Asi, los eritrocitos de pollo son células diferenciadas con un ni-
cleo muy condensado, que no sintetiza ADN ni ARN. El interés de
este heterocarién reside en que después de la fusidn el micleo del
eritrocito aumenta su volumen unas 20 veces, dispersa su cromati-
na, comienza a sintetizar ARN, forma un nucléolo y su ADN llega
a replicarse. En consecuencia, es capaz de reanudar la sintesis de
ARN y de ADN a pesar de provenir de una célula en la que ambas
actividades no se producen jamaés.

La revelacién mds importante de este experimento de fusién ce-
lular es que la sintesis del ARN y del ADN en el niicleo es coniro-
lada por el citoplasma. Dicho de otro modo, sustancias presentes en
el citoplasma ingresan en el nicleo e inducen la duplicacién del
ADN y la produccién de los ARN.
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Fig. 21-5. Sepmentacidn o clivaje de
la célula huevo hasta la formacion del

blastocisto.

21-5. El control de la actividad génica se cumple en varios niveles

Los experimentos de fusion de células y de trasplante nuclear han demos-
trado que los genes no se pierden en el curso de la diferenciacién celular y
que las diferencias entre las células especializadas se deben a que en cada
una se expresan conjuntos de genes distintos. Por anadidura, los resultados
obtenidos con los experimentos de fusién celular no dejan dudas de que el
citoplasma contiene componentes capaces de regular la actividad de los ge-
nes. En la seccién 21-7 se verd que si en la célula huevo esos componentes
se distribuyeran asimétricamente en el citoplasma y, por lo tanto, se repar-
tieran entre las células embrionarias hijas en forma despareja, podrian tener
un papel fundamental en el establecimiento de las primeras diferenciaciones
celulares en el embridn.

Como se sefial6 en los capitulos 14, 15 y 16, el control de la actividad ge-
nica se cumple en varios niveles, aunque el mds generalizado es el control
transcripcional. Debe recordarse cémo actian los factores de transcripeion,
la importancia del grado de enrollamiento de la cromatina y los efectos re-
gulatorios de la metilacion de las citosinas. Vinculando este tema con el re-
parto asimétrico de los componentes citoplasmiticos de la célula huevo en-
tre las primeras células embrionarias, diversas experiencias sugieren que algu-
nos de esos componentes son factores de transcripeién especificos que activan
a genes especiales en las sucesivas células hijas a medida que la célula huevo
se segmenta.

21-6. La aparicion de las diferenciaciones celulares en el embrion
y el modo como se desarrolla el plan corporal constituyen
unos de los principales enigmas de la biologia actual

La cuestidn de cémo aparecen las diferencias entre las células en el curso
de la embriogénesis constituye uno de los mayores enigmas de la biologfa del
desarrollo. Si bien en los tiltimos afios se han adquirido importantes conoci-
mientos sobre el tema, los interrogantes esenciales contindan sin respuesta,
aungue van cediendo a medida que progresa su investigacion.

Otra cuestion que desvela a los investigadores es conocer cdmo se estable-
ce la organizacion espacial del cuerpo. Se sabe que, conforme se reproducen
y diferencian, las células embrionarias no quedan mezcladas para ordenarse
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después. sino que paso a paso van construyendo el cuerpo a peque-
fia escala. Ello se debe a que las células arman una especie de anda-
miaje 0 modelo corporal, que constituye el basamento de la estruc-
tura definitiva del cuerpo.

21-7. Los determinantes citoplasmaticos se reparten
asimétricamente en la célula huevo

Los organismos multicelulares se desarrollan a partir de una cé-
lula huevo que, tras sucesivas divisiones y diferenciaciones, da ori-
gen a la totalidad de las células que componen los tejidos corporales. En pri-
mer término el cigoto experimenta una serie de divisiones rdpidas en las cua-
les se duplica sélo el ADN (fig. 19-3). Debido a que el citoplasma de las su-
cesivas células hijas se va reduciendo o segmentando con cada ciclo divisio-
nal, a estas divisiones se las denomina de segmentacidn o clivaje (cap. 18-22)
(fig. 21-5).

Cabe sefialar que a partir del estadio de 16 células los citoplasmas se vin-
culan por uniones comunicantes (cap, 6-14) y las células periféricas se enla-
zan entre si por uniones oclusivas (cap. 6-11), Cuando el embrién alcanza ese
estadio adquiere la forma de una esfera sélida con aspecto de mora, mativo
por el cual recibe el nombre de mérula (fig. 21-5D).

Posteriormente el embrion se convierte en una esfera hueca —denomina-
da blastocisto (fig. 21-5EF)— en la que se visualizan dos tipos de tejidos,
¢l macizo celular interne, primordio del futuro cuerpo del individuo, y el
trofoblasto, que interviene en la formacién de la placenta. Una semana des-
pués el macizo celular interno da lugar a un embrién plano discoidal com-
puesto por dos capas epiteliales superpuestas. Estas se llaman epiblasto e
hipoblasto y existen entre ellas inequivocos signos de diferenciacion. Al
cabo de otra semana el embrion posee no dos sino tres capas epiteliales dife-
rentes, denominadas ectodermo, mesodermo y endodermo (fig. 21-6).

Nos ocuparemos ahora de describir como surgen las diferencias iniciales
entre las células del embrion primitivo. Dado que las células mds tempranas
no escapan a la regla de contener los mismos genes que la célula huevo, las
desigualdades iniciales entre ellas deben buscarse en las moléculas distribui-
das en sus citoplasmas, que heredan al segmentarse la célula huevo. En efec-
to, se considera que el citoplasma de la célula huevo contiene —asimétrica-
mente distribuidas— moléculas que se reparten de manera desigual entre las
primeras células del embrién y que influyen en la actividad de sus genes (fig.
21-7). Asi, esas moléculas —que llevan el nombre de determinantes cito-
plasmdticos del desarrollo— actuarian como factores de transcripcion espe-
cificos (cap. 14-7 y seccion 21-5).

21-8. La idea de la distribucion asimétrica de los determinantes
citoplasmaticos fue presentada hace mas de 100 anos

La idea de que el citoplasma de la célula huevo contiene determinantes
que se distribuyen en forma desigual entre las células hijas y afectan la acti-
vidad nuclear no es nueva. En la edicién de 1896 de la cldsica obra de E. B.
Wilson, The Cell in Development and Heredity, el desarrollo embrionario pri-
mitivo aparece resumido de la siguiente manera:
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Nodulo de Hensen
Linea primitiva

Ectodermo
Motocorda

Masodermo

Endoderma

Fig. 21-6, Esquema de las
hojas del embridén trilaminar
de 21 dias.

Fig. 21-7. Arriba. Determi-
nantes citoplasmiticos del de-
sarrollo en la célula huevo.
Abajo. Obsérvese su reparto
asimétrico entre las células hi-
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“Si la cromatina fuese el idioplasma [término antiguo aplicado a los genes|
en el cual se reuniera la suma total de las fuerzas de la herencia, y se distribuye-
ra por igual con cada division celular, jde qué manera podria variar su modo de
accidn en las distintas células para causar diferencias de estructuras [es decir, di-
ferenciacion|? Por la influencia del idioplasma, el citoplasma de la célula hue-
v0, 0 de los blastomeros derivados de ésta, experimenta cambios especificos y
progresivos, y cada cambio reacciona sobre el nicleo e incita un nuevo cambio.
Estos cambios difieren en las distintas regiones de la célula huevo debido a di-
ferencias preexistentes —quimicas y fisicas— en la estructura citoplasmatica, y
éstas constituyen las condiciones bajo cuya influencia actda el nicleo™.

Como vemos, algunos de nuestros conceptos sobre el desarrollo han cam-
biado poco en el curso de los afios. Por otro lado, a lo largo del camino he-
mos aprendido bastante acerca de c6mo se controlan los genes. Los métodos
de estudio actuales han hecho del control de la actividad génica uno de los
campos de la ciencia bioldgica que avanza con mayor celeridad. Asi. la sen-
sacion de optimismo de quienes creen que se llegard muy pronto a compren-
der detalladamente cémo se controlan los genes durante el desarrollo embrio-
nario parece justificada.

21-9. La segregacion de los determinantes citoplasmaticos es
facilmente detectable en algunas especies

En algunas especies la segregacion de los componentes citoplasmdticos de
la célula huevo es evidente. Un buen ejemplo lo proporcionan los huevos de
anfibios (y otras especies), ya que contienen en sus citoplasmas una regién
llamada plasma germinative. que puede reconocerse porque posee unos gra-
nulos especiales. Al culminar la segmentacién, esa regién del citoplasma de
Ia célula huevo da origen a las células germinativas del nuevo organismo. Por
lo tanto, cuando se irradia con luz ultravioleta el plasma germinativo de los
huevos, los animales resultan estériles. En cambio, si se inyectan plasmas
germinativos en otros puntos del huevo, en el individuo adulto aparecen cé-
lulas germinativas en localizaciones anormales.

21-10. Los ovocitos acumulan sustancias para ser usadas durante
¢l desarrollo incipiente del nuevo individuo

En general, los ovocitos —y por ende, los cigotos— son muy volumino-
s0s, ya que acumulan muchas de las moléculas y de las estructuras celulares
que se necesitan para que se concreten las primeras etapas del desarrollo
embrionario. Por ejemplo, ¢l ovocito de la rana Xenopus laevis contiene
100.000 veces mas ARN polimerasas, histonas, mitocondrias y ribosomas
que una célula somdtica del mismo animal adulto. Una de las razones para
acumular estos materiales —y no tener que fabricarlos durante la embriogé-
nesis temprana— es la extraordinaria rapidez de las divisiones celulares
durante la segmentacién o clivaje de la célula huevo. La velocidad es tan alta
que no da tiempo para que se sinteticen nuevos ARN y proteinas. Se sabe que
la mayoria de estas moléculas se forman durante la ovogénesis, de modo que
estdAn en el citoplasma del ovocito mucho antes de que se produzca la fecun-
daci6n. Obviamente, tales moléculas son codificadas por genes pertenecien-
tes a la madre, no al embridn.
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El ovocito de Xenopus laevis presenta una evidente asimetria, pues uno de
sus hemisferios estd pigmentado y el otro no debido a que es rico en vitelo
{fig. 21-9A). Ambos hemisferios son conocidos como pole animal y polo
vegetal, respectivamente (fig, 21-9B), Esto le permite al huevo camuflarse
cuando es depositado en lagunas.

La primera divisién de segmentacidn de la célula huevo tiene lugar 90
minutos después de la fertilizacién, Las once divisiones siguientes se produ-
cen cada 30 minutos, en forma sinerénica. Compérese este tiempo con el de
24 horas utilizado por una célula comiin para dividirse. La produccion de
ciclos celulares tan cortos se debe a que en el ADN de las primeras células
embrionarias aparecen muchos mis origenes de replicacion (lo que acorta la
fase S) v a que las células omiten las fases G1 y G2. Asi, cada mitosis es
seguida por otra en forma inmediata. El ARN del embrion recién comienza a
sintetizarse a partir de la duodécima division de segmentacidn (4.000 célu-
las).

21-11. En los embriones de mamiferos las primeras ocho celulas
son totipotentes

A partir de la primera division de segmentacion, la dispar distribucion de
las moléculas contenidas en la célula huevo prosigue —diversificindose ca-
da vez méAs— en las sucesivas generaciones de células, lo cual se prolonga-
rin hasta la formacién del embridn de tres capas.

No obstante, en los mamiferos lo antedicho no es aplicable hasta la cuar-
ta division de segmentacidn, ya que al cabo de las tres primeras, al formar-
s¢ ¢l embrién de 8 células, entre éstas y el cigoto aparentemente no existe
diferenciacion. Asf, hasta ese estadio cada una de las células es totipotente,
es decir, puede generar un organismo completo, como la propia célula hue-
vo. Esta condicion es la que hace posible el desarrollo de gemelos idénticos.
En sintesis, es probable que en los citoplasmas de las primeras 8 células em-
brionarias existan moléculas cuantitativa y cualitativamente equivalentes a
las de la célula huevo, lo cual indicaria que hasta ese momento su reparto
fue parejo.

21-12. En las etapas mas primitivas del desarrollo embrionario las
células se diferenciarian de acuerdo con sus posiciones

En los embriones de mamiferos no se descarta el siguiente mecanismo pa-
ra la generacién de las primeras diferenciaciones celulares. Durante el trasla-
do del embridn por la trompa de Falopio, sus células serian alcanzadas por
diferentes concentraciones de sustancias presentes en el medio, de acuerdo
con las posiciones que ocupan en la mérula. Asi, cuanto més profunda es la
ubicacién de una célula en la mérula, menos concentradas le llegarian tales
sustancias, y esa disimilitud podria contribuir al desencadenamiento de las
primeras diferenciaciones celulares, Cabe sefialar que las sustancias que in-
gresan en el embridn se propagan de una célula a otra a través de las uniones
comunicantes, aparecidas apenas se constituye la mérula, cuando se alcanza
el estadio de 16 células (seccidn 21-7),

Lleva el nombre de morfégeno toda sustancia difusible que produce res-
puestas diferentes en células idénticas segin el nivel de concentracién con
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que llega a ellas. La calidad de la respuesta —en este caso, el tipo de diferen-
ciacién— se deberia a que en las células inducidas se activarian genes distin-
tos cuando el morfégeno se halla por debajo o por encima de sucesivos um-
brales de concentracidn.

21-13. Los valores posicionales de las células embrionarias crean
las bases para la aparicion de los fenomenos inductivos

Las sustancias involucradas en la generacion de las primeras diferencia-
ciones tienen una responsabilidad adicional: dejar establecidos los cimientos
gue condicionan la aparicion de las diferenciaciones futuras. En efecto, a me-
dida que los grupos celulares se ubican en sus correspondientes emplaza-
mientos corporales, esas sustancias les confieren a las células determinados
valores posicionales, distintos entre si.

Estos valores comienzan a expresarse en las células de ambas capas del
embrién plano bilaminar, v a expandirse a partir del momento en que se
establecen las tres capas superpuestas del embrién plano trilaminar (sec-
cién 21-7) (fig. 21-6), lo cual da lugar a relaciones de vecindad entre grupos
celulares diferentes que hacen posible la aparicién de interacciones de unos
sobre otros.

En ese contexto una célula puede actuar sobre otra, la primera emitiendo
una senal y la segunda diferencidndose, al posibilitar sus respectivos valores
posicionales tal accion y tal reaccion. En otras palabras, los valores posicio-
nales crean las bases para la aparicién de los fenémenos inductivos propul-
sores de la mayor parte de las diferenciaciones venideras. Los estudiaremos
después de analizar como se establece el modelo corporal en los embriones
de los mamiferos.

21-14. El plan corporal se establece muy temprano en los embriones

En los embriones de los mamiferos, las polaridades corporales —o sea, los
ejes cefalocaudal, dorsoventral y mediolateral del cuerpo— se instauran ape-
nas comienza a formarse el mesodermo, la tercera en aparecer de las capas
epiteliales que integran el disco embrionario de 21 dias (fig. 21-6). Los pun-

Fig. 21-8. Distintos sectores o de referencia para esas coordenadas son el nédulo de Hensen y la linea

en que se segmenta la hoja

mesodérmica del embrign de  Primitiva, donde se originan la notocorda y las restantes partes del mesoder-

21 dias, al que le confierenuna  mo, es decir, la placa precordal, la placa cardiogénica, el mesodermo bran-
evidente polaridad corporal.

quial, los somitas, los gononefrdtomos y los mesodermos laterales (fig. 21-8).

El embridn plano trilaminar no tarda en ingresar en una etapa sa-
liente de su desarrollo v a la vez crucial para el establecimiento del
modelo a partir del cual se formara el cuerpo del futuro individuo.
En ella el disco embrionario se pliega tanto longitudinal como trans-
Gononefrstomo. versalmente, lo que genera un cuerpo cilindrico, con sus extremos
cefélico y caudal, sus caras ventral y dorsal y sus lados derecho e iz-
quierdo perfectamente identificables. M4s aiin, en su dorso — pre-
via aparicién de un surco ectodérmico— se forma el tubo neural,
donde es posible distinguir una sutil metamerizacién (o segmenta-
cién), particularmente en el prosencéfalo y en el rombencéfalo. Los
segmentos en que se divide el prosencéfalo se denominan presdme-
ras; los del rombencéfalo, rembdmeras. Una vez formado el tubo

Mesodermo caudal
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neural, a los lados de la médula espinal quedan situados los somitas, cuyos blo-
ques le confieren al cuerpo una segunda metamerizacion (fig. 21-8).

Junto con el establecimiento del plan general del cuerpo comienzan a apa-
recer los esbozos y a diferenciarse las células y tejidos de practicamente to-
dos los 6rganos corporales. El primer sistema orgdnico que aparece —y fun-
ciona— es el cardiocirculatorio, cuya sangre en poco tiempo més ha de trans-
portar, entre otros elementos, a las sustancias inductoras de miiltiples diferen-
ciaciones (seccién 21-18).

21-15, Las diferenciaciones generadas por fenémenos inductivos
comienzan en el embridgn bilaminar

Las inducciones son procesos por los cuales las células de algunos tejidos
incitan a las células de otros tejidos a que se diferencien, es decir, a que se
transformen en otros tipos celulares (segiin la oportunidad, también pueden
hacer que mueran, cambien su ritmo de proliferacion o se movilicen). La ma-
nifestacién de este mecanismo bioldgico revela la existencia de por lo menos
tres grupos celulares distinios: unos que se comportan como inductores,
otros que son inducides y otros que no inducen ni se dejan inducir.

Para que las células puedan ser inducidas tienen que ser competentes, es
decir, deben tener la capacidad de reaccionar con un cambio (diferenciacién)
ante la presencia de una sustancia inductora. Tal competencia abarca un pe-
riodo de tiempo muy preciso, de modo que si el inductor actiia antes o después
del momento adecuado, su influencia es nula; no obstante, en algunos casos
una misma célula puede seguir distintas vias de diferenciacidn segiin el mo-
mento en que la influye el inductor. Por su parte, a menudo los tejidos induc-
tores también tienen un tiempo limitado para ejercer sus acciones inductivas.

Un ejemplo de induccién y de competencia lo ofrecen la notocorda y el
ectodermo situado por encima (fig. 21-6): la notocorda carece de accidn in-
ductiva sobre el endodermo y el resto del mesodermo debido a que estos te-
jidos no son competentes como lo es el ectodermo. Parte de éste se diferen-
cia en tejido nervioso al ser inducido precisamente por la notocorda, tinico te-
jido habilitado para tal fin. Vemos entonces que la notocorda y el ectodermo
son diferentes entre si y respecto de los otros tejidos no sdlo por sus locali-
zaciones y caracteristicas morfolGgicas sino también por sus comportamien-
tos inductivos. Estos estados de diferenciacidn derivan de las historias pre-
vias de los grupos celulares, que poseyeron distintos valores posicionales se-
giin los determinantes citoplasmdticos que heredaron de la célula huevo.

En los embriones tempranos, el tipo de induceién que acabamos de anali-
zar exige que los tejidos participantes sean vecinos, ya que el tejido inductor
ejerce su influencia a través de moléculas difusibles que secreta en el medio
y que alcanzan al tejido competente s1 éste se encuentra en las inmediaciones
(secrecion paracrina). Cabe agregar que el tejido vecino reaccionard —es
decir, se comportard como competente— tinicamente si sus células poseen
receptores especificos para las moléculas inductoras.

Los fenémenos inductivos suelen producirse en forma encadenada, Un
ejemplo de induccién en cadena lo provee el desarrollo del ojo. El proceso
comienza con la notocorda, que como se acaba de ver induce al ectodermo
situado por encima para que se convierta en tejido nervioso. A continuacién,
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del tubo neural surge la vesicula dptica, que induce al ectodermo adyacente
para que se convierta en el cristalino del ojo. Luego, el cristalino y la vesi-
cula éptica inducen al mesodermo circundante para que se transforme en la
coroides y la esclerética, y asi sucesivamente. Como se ve, después de ser
inducidos, los tejidos recién formados se comportaron como inductores.

21-16, El conacimiento de las bases moleculares del desarrollo de los
vertebrados proviene principalmente de estudios realizados
en la rana Xenopus laevis

La mayor parte del conocimiento de las bases moleculares del desarrollo
embrionario de los vertebrados proviene de estudios realizados en la rana
Xenopus laevis, gracias a los cuales se descubrieron numerosas moléculas
con probada capacidad inductora. Para analizar la actuacion de esas molécu-
las es necesario hacer una breve descripcidn del desarrollo temprano de
Xenopus a partir del ovoeito estudiado en la seccién 21-10.

Cuando el espermatozoide fecunda al ovocito —lo hace en un punto de su
polo animal (fig. 21-9A)—, la parte més superficial de la corieza de la célula
huevo forma microtdbulos y gira sobre el citoplasma subyacente desplazando al
polo animal unos 30°. Como consecuencia, aparece una zona con distinta pig-
mentacidn y forma de medialuna entre los polos animal y vegetal de la célula
huevo (fig. 21-9B). Esta medialuna marca el futuro lado dorsal del embridn,

La fecundacion desencadena en la célula huevo el inicio de las divisiones
de segmentacion o clivaje (cap. 18-22 y seccidn 21-10), al cabo de las cuales
se forma la bldstula, cuyas células se llaman blastomeras. Como muestra la
figura 21-9C2, en el interior del polo animal de la bldstula existe una cavidad
denominada blastocele.

Cuando concluyen las divisiones de segmentacion, en el lado dorsal de la
bldstula aparece una incipiente invaginacion curva llamada blastoporo, que
crece progresivamente hasta convertirse en un circulo. El labio dorsal del blas-
toporo se localiza en las antipodas del punto de entrada del espermatozoide
—en la medialuna dorsal antes mencionada—, donde determina la posicion del
lado dorsal del embridn (fig. 21-9C2). Mds tarde el blastoporo determina tam-
bién el lado caudal, pues al concluir la gastrulacién se transforma en el ano (fig.
21-9G). Las referencias espaciales de los lados dorsal y ventral permiten trazar,
respectivamente, los ejes dorsoventral y anteroposterior del cuerpo y, con ambas
coordenadas, establecer las ubicaciones de sus lados derecho e izquierdo,

El blastoporo es la estructura cardinal de la gastrulacién, pues hacia €l se
movilizan las células superficiales de la bldstula para ingresar en el interior
del embridn. Las primeras células que se incorporan son las del futuro endo-
dermo, después de las cuales lo hacen las del futuro mesodermo.

El producto de la gastrulacién es la gdstrula, que como muestra la figura
2]-9DEF sigue siendo esférica v posee una cavidad en continuo crecimiento.
Esta corresponde al intestino primitivo con su pared de endodermo, en torno
del cual se encuentran el mesodermo y el ectodermo.

El endodermo y el ectodermo derivan —respectivamente— de las células
de los polos vegetal y animal de la blastula, a la que es necesario volver para
estudiar el origen del mesodermo. Es que en su polo vegetal se sintetiza la
proteina VegT (por vegetal-T factor), que tiene la funcién de promover la sin-
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tesis de varias moléculas pertenecientes a la familia TGF-B — por ejemplo,
las proteinas Xnr-1, -2 y -4 (por Xenopus nodal related)—, las cuales indu-
cen a la franja de células de la corteza situada entre los polos animal y vege-

tal a que se convierta en mesodermo (fig. 21-9C1).
eﬂﬂ.dllunﬂ dorsal

A, OVOCITO B. CELULA HUEVO

Blastocele

Ceantro dorsal
Blastoporo incipiente
Centro ventral

C1. BLASTULA C2. BLASTULA

Ectodermo Blastocele
Blasiocele

Intesting
Endoderma
Mesoderma

Labio dorsal
Blast

R Blastopore

D. GASTRULA TEMPRANA E. GASTRULA INTERMEDIA

Polo animal

Polo vagetal

Eclodermo

A = P
Intesting
|

D
Ano
ntestina WV

F. GASTRULA TARDIA G. RENACUAJO

Blastoporo

Fig. 21-9. Hustraciones que muestran las etapas del desarrollo embrionario de la rana Xenopus laevis. A, By C1
carresponden a vistas externas, C2, D, E, F y G, a cortes sagitales. Se destacan: la asimetria del avocito (A); la
medialuna dorsal del huevo fertilizado, en las antipodas del lugar de entrada del espermatozoide (B); el anillo
mesodérmico situado en la corteza de la bldstula, entre el ectodermo y el endodermo (C1); el blastocele en el polo
animal de la blastula, cerca de los centros morfogenéticos dorsal y ventral (C2); el blastoporo en el lado dorsal
de |a gastrula temprana (D): las localizaciones del ectodermo, el mesodermo y el endodermo en las gastrulas
intermedia y tardia, tras los extensos desplazamientos celulares causados por la gastrulacian (E, F); los ejes ante-
roposterior (A-P) y dorsoventral (D-V) del renacuajo (G).
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Fig. 21-10. Vista externa del embridn de Xenopus en la
etapa de néurula, al final de la gastrulacion. La estroctura
de color azul corresponde al futuro sistema nervioso cen-
tral. La informacion posicional provista por las coorde-
nadas cartesianas muestra como los ejes dorsoventral
(D-V} y anteroposterior (A-P) del embridn son determi-
natos por los gradientes de concentracidn de BMP y
Wi, respectivamente. (De E. M. F. De Robertis.)

Simultineamente, otras sustancias provenientes del polo vegetal de la
bléstula —entre las que sobresale una de la familia de proteinas inductoras
Wnt (por wingless/int)— crean un campo morfogenético especial en el
mesodermo del labio dersal del blastoporo (fig. 21-9C2). Debido a que
organizard ¢l curso de las préximas inducciones —y con el fin de homena-
jear a su descubridor— ese tejido es llamado Organizador de Spemann, aun-
gue se lo conoce también como centro dorsal.

Recientemente se ha revelado la existencia de un segundo campo morfo-
genético, complementario del anterior, que lleva el nombre de centro ventral
porgue se localiza en el lado opuesto al del centro dorsal (fig. 21-9C2).

Los centros dorsal y ventral son esenciales para la consecucién de los pré-
ximos pasos del desarrollo debido a que sintetizan las moléculas que promue-
ven la diferenciacién de los distintos sectores del mesodermo, a cada uno de
los cuales le imprimen una identidad dorsoventral y anteroposterior propia.
Esas identidades van concretdndose a medida que el mesodermo ingresa y se
expande en el interior del embrion durante la gastrulacién. Por ejemplo, los
primeros sectores que ingresan se colocan en las zonas més cefdlicas del cuer-
po, y los que les siguen se distribuyen en las zonas intermedias y caudales.

Estudios recientes demostraron que las deformidades anatémicas que apa-
recen en los embriones de anfibios como consecuencia de ciertas manipula-
ciones experimentales se autocorrigen merced a una especie de “didlogo™ que
se establece entre las moléculas sintetizadas en los centros dorsal y ventral.
También demostraron que este mecanismo de autocorreccién —o de autorre-
gulacién— ajusta los desarreglos funcionales que pueden ocurrir durante el
desarrollo normal del embridn.

[as principales moléculas que se sintetizan en el centro dorsal se llaman
Cordina, Nogina, Folistatina, BMP-2 (por bone morphogenetic protein),
ADMP (por anfi-dorsalizing morphogenetic protein), Crescent (vocablo
inglés que significa medialuna, zona de la célula huevo que posee esa forma),
Dkk (por Dickkopf, cabezon en alemdn) Frzb-1 (por frizzled-bone protein),
sFRP-2 (por secreted frizzled-related protein) y Cerberus (por kerberus,
perro vigia de tres cabezas de la mitologia griega). En cambio, las que se sin-
tetizan en el centro ventral son Xlr (por xelloid related), Sizzled, BMP-4,
BMP-7 y CV-2 (por crossveinless). Veamos algunos ejemplos de edmo actii-
an estas moléculas:

La proteina Cordina se une a los factores de crecimiento de la familia BMP
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—particularmente a los llamados BMP-2 y ADMP— v los inactiva, pues
impide que se acoplen a sus respectivos receptores en la membrana celular. De
inmediato, los complejos binarios Cordina/BMP-2 y Cordina/ ADMP abando-
nan el lado dorsal del embrién y se desplazan hacia el lado ventral. Debe afia-
dirse que este flujo de moléculas es esencial para que tengan lugar los ajustes
autorreguladores anteriormente mencionados.

La proteina CV-2 tiene una estructura similar a la Cordina, pero no difunde
y reside en el lado ventral, donde une entre si a los complejos Cordina/BMP,
concentrdndolos. A continuacién, siempre en el lado ventral, la proteasa Xlr
separa a los factores BMP-2 y ADMP de la Cordina, con lo cual desaparece el
obsticulo que les impedia acoplarse a sus respectivos receptores. Como vemos,
paraddjicamente los factores BMP-2 y ADMP no actian en el lado dorsal
—donde se sintetizan— sino en el lado ventral del embrién. El propésito de
esta red de proteinas es generar un gradiente de actividad de BMP, médximo en
el lado ventral (fig. 21-10).

Cuando las concentraciones de los factores BMP superan ciertos umbra-
les, se produce en el lado ventral Ja proteina Sizzled, que inhibe a la protea-
sa Xlr. Como consecuencia, se eleva la concentracion de Cordina, que segiin
se vio inactiva a los factores BMP. Este tipo de regulacidn negativa se da tam-
bién en el lado dorsal del embrién, donde la proteina Crescent desempeifia una
actividad similar a la de la proteina Sizzled.

En sintesis, para que el embridn se desarrolle normalmente, durante el
establecimiento de la polaridad dorsoventral deben producirse ajustes com-
pensatorios reciprocamente opuestos —muy complejos— entre los centros
dorsal y ventral.

La formacidn del gradiente de actividad de BMP determina las diferen-
ciaciones del ectodermo y el mesodermo. A niveles bajos los factores BMP
inducen al ectodermo a que se diferencie en sistema nervioso central, a nive-
les intermedios en crestas neurales, y a niveles altos en epidermis. Con el
mesodermo ocurre algo similar, pues distintos niveles de BMP inducen su
diferenciacién en notocorda, en miisculos, en tejido conectivo de la pared
abdominal y en sangre.

Resta mencionar algunas funciones de las proteinas Nogina, Folistatina,
Dkk, Frzb-1, sFRP-2 y Cerberus. Las dos primeras son antagonistas de los
factores BMP, promueven nuevos cambios en el mesodermo e inducen la
transformacién de un sector especial del ectodermo en tejido neural. En cam-
bio, las proteinas Dkk. Frzb-1 y sFRP-2 son antagonistas de las moléculas
inductoras Wnt, al igual que Cerberus, que ademds es antagonista de los fac-
tores de crecimiento BMP-4 y Nodal.

Asi como un gradiente de actividad de BMP —méximo en el lado ventral
del embridn— forma el eje dorsoventral del cuerpo, recientes investigaciones
revelaron que el eje anteroposterior es determinado por un gradiente de Wnt,
cuyo midximo nivel se halla en el lado posterior del embrién, donde se expre-
san varias proteinas Wnt. Investigaciones adicionales revelaron que en el
lado anterior las Wni son inhibidas por las proteinas Dkk, Frzb-1 y sFRP-2,

La figura 21-10 muestra al embridén de Xenopus en la etapa final de la gas-
trulacion (néurula), colocado sobre un sisterna de coordenadas perpendicula-
res, llamadas también cartesianas en honor al matemdtico René Descartes.
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Las lineas verticales corresponden al gradiente de actividad de los factores
BMP a lo largo del eje dorsoventral del ¢uerpo, y las horizontales al gradien-
te de proteinas Wnt a lo largo del eje anteroposterior. Como se ve, los nive-
les maximos de BMP y Wnt se hallan en los lados ventral y posterior del
embrién, respectivamente.

La informacién proporcionada por las coordenadas permite deducir que la
formacién de los distintos Grganos embrionarios y sus posiciones en el cuer-
po resultan de las miiltiples combinaciones que se dan entre los diferentes
niveles de BMP y Wnt, Este sistema —empleado por primera vez en la rana
Xenopus— ha sido universalmente adoptado para el andlisis de todas las
especies animales, como planarias, insectos y mamiferos.

21-17. Algunos inductores se comportan como morfogenos

En algunos casos las sustancias inductoras se comportan como morfoge-
nos, ya que, tras ser secretadas por el tejido inductor, sus concentraciones dis-
minuyen a medida que fluyen por los citoplasmas de las células. Segin sus
posiciones en el tejido inducido, las células reciben distintas concentraciones
del morfégeno, motivo por el cual se convierten en tipos celulares diferentes.
Ma4s atin, cada umbral de concentracién del morfégeno les provee a las célu-
las un valor posicional singular. Este se conserva en forma indeleble inde-
pendientemente de que las células se mantengan juntas en el tejido o se sepa-
ren y se sitten en puntos distantes del embri6n. Los distintos valores posicio-
nales crean las bases para las conductas futuras de las células, incluida la apa-
ricién de nuevas diferenciaciones.

21-18. En etapas mas avanzadas del desarrollo se producen
inducciones entre tejidos distantes

En etapas mis avanzadas del desarrollo embrionario aparecen inducciones
mediadas por hormonas —es decir, entre tejidos distantes—, que se agregan
a las anteriores. Una vez elaboradas por las células inductoras, las hormonas
llegan a los lugares de destino transportadas por la sangre (secrecion endocri-
na). Como en las inducciones mediadas por secreciones paracrinas, las célu-
las competentes son aquellas que poseen receptores especificos.

Cabe advertir que los procesos inductivos —por vecindad o a distancia—
contintian hasta el nacimiento y durante toda la vida posnatal, ya que son im-
prescindibles para el funcionamiento y la supervivencia del organismo. El
modo como actdan las moléculas inductoras sobre los receptores celulares y
la forma como se propagan las sefiales en el interior de las células fueron ana-
lizados en el capitulo 11.

21-19. La determinacion para el cambio se fija en las c€lulas antes
que revelen estar diferenciadas

Las células adquieren el “compromiso” de cambiar antes que pueda des-
cubrirse que estdn diferenciadas. Este compromiso previo, llamado deter-
minacién, es irreversible y puede ser fijado por un determinante citoplasma-
tico o por una sustancia inductora. Existe, entonces, un periodo de latencia
—que varia en cada tipo celular— entre el instante en que la célula queda
determinada y el momento en que se hace evidente su diferenciacion.
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Lleva el nombre de potencialidad evolutiva la condicién
bioldgica que le permite a una célula generar un nimero de-
terminado de células diferentes; asi, cuanto méas grande es el
nimero de tipos celulares que una célula es capaz de originar,
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Significado evalutivo

mayor es su potencialidad (fig. 21-11). La célula huevo, por ¢
ser la predecesora de todos los tipos celulares del organismo,

es la que posee la potencialidad evolutiva mas alta. Conforme avanza el desa-
rrollo y aparecen los sucesivos tejidos embrionarios, la potencialidad de las
células declina. Los somitas, por ejemplo, dan origen a un nimero mis res-
ringido de tipos celulares.

Cuando una célula alcanza su méximo grado de diferenciacion —o sea,
cuando adquiere las caracteristicas de uno de los tipos celulares presentes en
el organismo adulto—, su potencialidad desaparece. Se dice, entonces, que
ha alcanzado su significado evolutivo final. Las células embrionarias au-
mentan su significado evolutivo (se acercan al tipo celular que han de alcan-
zar al final de su evolucién) al mismo tiempo que restringen sus potenciali-
dades evolutivas (conforme se diferencian, pueden originar un nimero me-
nor de clases de células).

En algunos tipos celulares la potencialidad se mantiene relativamente ele-
vada en forma permanente aun en la vida posnatal. Por ejemplo, en la médu-
la Gsea existe una célula multipotencial que da origen a los eritrocitos, a los
granulocitos, a los linfocitos, a los monocitos y a las plaguetas.

Por otro lado, en situaciones vinculadas con la reparacion de tejidos, cé-
lulas que ya han alcanzado su significado evolutivo final suelen desdiferen-
ciarse y retroceder a un estado mas primitivo, imprescindible para su multi-
plicacion. Veamos el siguiente ejemplo: si se extirpa una parte del higado, al-
gunas células del sector no extirpado se desdiferencian y se multiplican (cap.
18-28); recuperado el tamafio del organo, vuelven a diferenciarse y recobran
las caracteristicas de las células hepéticas originales.

No existen constancias de gue una célula pueda desdiferenciarse hasta
reasumir un grado de potencialidad evolutiva tal que le permita volver a di-
ferenciarse en otro sentido, esto es, en un tipo celular distinto de aquel al que
pertenecia. Es que, una vez que las células fueron determinadas, sus estados
diferenciales quedan establecidos a perpetuidad. Veremos en seguida que si
la célula se divide, la estabilidad de su diferenciacién se transmite a las célu-
las hijas, hecho que se repite de generacién en generacidn.

21-21. Los estados de diferenciacion se mantienen estables
y se transmiten a las células hijas

Una de las caracterfsticas de la diferenciacién celular en los organismos
superiores es que, una vez que se instaura, se mantiene estable y persiste has-
ta la muerte de la célula. Por ejemplo, las células que no se dividen (neuro-
nas, etc.) permanecen como tales durante toda la vida del individuo. Algo si-
milar ocurre con las células que se dividen asiduamente; si bien mueren en
poco tiempo, lo hacen sin cambiar su estado de diferenciacion.

Las células diferenciadas no pueden convertirse en otros tipos celulares
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Fig. 21-11. Diagrama que rep-
resenta la disminucidn de la
potencialidad evolutiva y el
aumentn inversamente pro-
porcional del significado evo-
lutivo en los tejido embrio-
narios.
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Fig. 21-12. Desarrollo de la
mosca Drosophila melano-
gaster. En la parte inferior
aparece uno de los cromoso-
mas de la mosca, en el que se
localizan varios genes con ca-
ja homedtica, Obsérvese cé-
mo el orden de los genes se
corresponde con el orden de
los segmentos corporales en
que es0s genes se expresan.

bajo ninguna condicién, ni siquiera cuando son sometidas a las mas comple-
jas manipulaciones experimentales (por lo menos, con los recursos actuales).
Esta caracteristica biolégica se conoce con el nombre de memoria celular.
Depende de la persistencia en la célula de las causas que controlan la expre-
sion de los genes, es decir, de los factores de transcripeion, de la metilacién
del ADN y del grado de enrollamiento de la cromatina (caps. 12-6, 12-12 y
12-13). Estos mecanismos se mantienen a lo largo de toda la vida de las cé-
lulas mediante procesos bioldgicos no muy bien comprendidos. Seguramen-
te estdn relacionados con sustancias citoplasmiticas especificas para cada ti-
po celular, Esta presuncién es avalada por los experimentos de trasplante nu-
clear descritos en la seccidn 21-3, ya que en la célula trasplantada no se ex-
presan los genes que estaban activos cuando el niicleo se hallaba en el cito-
plasma original y si se expresan los que lo hacian en el micleo eliminado.

Los estados de diferenciacién pasan a las células hijas de generacion en
generaci6n hasta la (ltima de las células descendientes. Esta herencia de la
memoria celular se debe a que, cuando el ADN se replica, los elementos
que controlan la expresién de los genes, mds que mantenerse, también se du-
plican, de modo que en las células hijas aparecen los mismos factores de
transcripcién, los mismos patrones de metilacién del ADN y los mismos mo-
delos de condensaci6n de la cromatina que en las células progenitoras (caps.
14-12 y 14-13).

21-22. El establecimiento del plan corporal en la Drosophila es el
resultado de decisiones escalonadas tomadas por una serie
de genes

Al iniciarse el desarrollo embrionario, el genoma, ademds de codificar la
sintesis de las proteinas que dan lugar a los distintos tipos celulares, aporta
el programa que lleva al establecimiento del modelo tridimensional del
cuerpo. Las informaciones contenidas en ese programa y sus consecuencias
—que aparecen apenas el espermatozoide fecunda al 6vulo y contindan has-
ta etapas relativamente avanzadas del desarrollo embrionario— han comen-
zado a develarse, ya que se ha descubierto la forma como las claves unidi-
mensionales encerradas en los genes dan lugar a organismos tridimensiona-
les. Los datos mds reveladores provienen de trabajos realizados en la mosca
Drosophila melanogaster, cuyo desarrollo embrionario pasamos a resefiar

(muy sucintamente) con el propdsito de facilitar la compren-

Célula huevb - sién del tema que nos ocupa (fig. 21-12).
La Drosophila se desarrolla —luego de formarse la célula
o P TIIAA NN l:fuevu tras I]a fecundacién y atravesarse el periodo embriona-
Dlsm-lma.glnal rio— a partir de una larva. Esta se halla compuesta por una su-

imago

cesion de segmentos —uno cefilico, tres tordcicos y ocho ab-
dominales—, los cuales le confieren una clara polaridad espa-
cial, pues tan pronto aparecen quedan configurados los ejes ce-
falocaudal, dorsoventral v mediolateral del cuerpo larvario.
La larva se convierte en mosca a partir de varios grupos ce-
lulares que aparecen y se asientan debajo de la epidermis de los
segmentos larvarios. Estos grupos celulares se conocen con el

nombre de discos imaginales (por imago, insecto adulto que
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se forma a partir de una larva); existen nueve pares colocados a los lados de
la linea media de la larva mds uno impar situado en el extremo caudal (19 dis-
cos en total). Cada disco da origen a una de las estructuras exteriores de la
mosca. Asf, de un par de discos surgen los ojos y las antenas, de otro la bo-
ca, de otro las alas y parte del térax, de otros las patas unidas al resto del té-
rax, de otros las estructuras que componen el abdomen, etc. Estas partes, ade-
cuadamente ensambladas, forman un cuerpo adulto también segmentado, co-
mo &l de la larva,

Si bien desde el principio las células de todos los discos imaginales son
morfolégicamente idénticas, ya estdn determinadas, pues generan —cualquie-
ra que sea la manipulacién experimental a que se las someta— sélo las estruc-
turas perienecientes a sus segmentos de origen. En efecto, si se trasplanta un
par de discos imaginales a la posicién de otro par, al formarse la mosca adul-
ta los discos injertados desarrollan las estructuras correspondientes a sus em-
plazamientos originales, independientemente de su nueva localizacién.

El desarrollo del plan corporal que acabamos de deseribir se halla contro-
lado por una compleja red de genes reguladores, que comienzan a ejercer sus
funciones apenas se forma la célula huevo. Los primeros en actuar son los lla-
mados genes de la polaridad de la célula huevo, que pertenecen a la madre:
tienen por misi6n establecer los ejes cefalocaudal, dorsoventral y mediolate-
ral del cuerpo. Luego lo hacen tres conjuntos de genes agrupados bajo el
nombre de genes segmentarios; son los que dan lugar a la formaci6n de los
segmentos larvarios. Finalmente actdan los denominados genes homedticos,
de los cuales deriva la formaci6n de los discos imaginales y, por consiguien-
te, el desarrollo de las estructuras exteriores de la mosca adulta (ojos, ante-
nas, boca, alas, patas, térax, abdomen, etcétera).

La polaridad del cuerpo se instala desde el comienzo del desarrollo embrio-
nario por la presencia de ciertas moléculas — heredadas del ovocito— que, co-
mo en éste antes de la fecundacidn, se concentran y distribuyen en forma de-
sigual en los distintos sectores de la célula huevo. Tras las divisiones de seg-
mentacién esas moléculas son heredadas —también en forma desigual— por
las primeras células embrionarias, lo cual fija las polaridades espaciales del
futuro cuerpo larvario. Es obvio que tales moléculas, al provenir del ovocito,
no son codificadas por genes del embrion sino por genes de la madre, concre-
tamente los genes de la polaridad de la célula huevo, pertenecientes al ovo-
cito. En realidad algunos de estos genes corresponden a las células foliculares
que rodean al ovocito, las cuales —durante la permanencia del ovocito en el
ovario— sintetizan las moléculas a que hacemos referencia (ARNm y protei-
nas) y las vuelcan en el citoplasma de la célula germinativa.

Dijimos que existen tres clases de genes segmentarios; se denominan
genes de hendidura. de regla par y de la polaridad de los segmentos. Se ex-
presan, en ese orden, al ser activados por sefiales posicionales establecidas
en las células embrionarias con anterioridad. De estos genes depende la for-
macion de los segmentos larvarios y, en ellos, el desarrollo de detalles cada
vez mas finos.

Por tiltimo se expresan los genes homedticos, después de ser activados
por los productos de algunos genes que actuaron precedentemente. Definen
la formacién de las partes adultas de la Drosophila. Ast, segtin los discos ima-
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ginales en que se expresan, algunos forman la cabeza, otros los segmentos to-
ricicos, otros los segmentos abdominales, etc. Estos genes estdn alineados en
el cromosoma en el mismo orden que los segmentos corporales de la mosca,
comenzando por los que se expresan en la cabeza y terminando con los que
lo hacen en la cola (fig. 21-12).

Los tres tipos de genes que participan en la construccion del plan corpo-
ral lo hacen mediante activaciones sucesivas en forma de cascada, de modo
que cada gen (por medio de la proteina que codifica) produce la diferencia-
cién que le compele y prepara al gen que habra de activarse en el proximo
paso. Los episodios se suceden ordenadamente, no sélo en el liempo (vimos
el orden con que se expresan los genes) sino también en el espacio, va que
siempre ocurren en direccién cefalocaudal. Ademds, el producto de cada gen
influye sobre los genes que actuaron precedentemente, lo cual imprime en las
células de cada segmento un determinado e indeleble valor posicional. El
conjunto de estos valores, ademds de afianzar la organizacion del plan corpo-
ral, crea las bases para la aparicion de las diferenciaciones futuras.

21-23. Los genes que participan en la formacion del plan corporal
contienen una secuencia de nucledtidos conservada,
llamada caja homedtica

Los genes que participan en la formacién del plan corporal pertenecen a
la categoria de genes rectores, pues controlan la expresion de varios genes
subordinados que se suceden en un definido orden jerdrquico. Los genes rec-
tores codifican factores de transcripeidn especificos (cap. 14-5) cuyas mo-
léculas proteicas suelen ser diferentes entre si. No obstante, casi todas tienen
en comin un segmento similar de 60 aminodcidos llamado homeodominio.
Ello es porque el ADN de los genes que codifican a esos factores posee una
secuencia de 180 pares de nucledtidos con muy pocas variaciones entre un
gen y otro, conocida como caja homedtica. Su nombre se debe a que fue des-
cubierta en los genes homedticos.

Se han descubierto genes con caja homedtica en todas las especies estudia-
das —incluida la humana—, ordenados en los cromosomas de modo semejan-
te a los de la Drosophila. Tal hallazgo ha llevado a suponer que los mecanis-
mos genéticos responsables del desarrollo del plan corporal se encuentran di-
fundidos en la mayor parte de los organismos multicelulares. Refuerza esta hi-
pdtesis el hecho de que en los embriones de los vertebrados se expresan va-
rios genes con caja homedtica en las células de los somitas y del tubo neural,
Grganos que presentan una organizacién metamérica aniloga a la de los seg-
mentos de la Drosaphila. No obstante, las extrapolaciones en torno a este pun-
to deben realizarse con cautela, por un lado porgue para muchos tal analogia
no existe y, por otro, porque en el armado del modelo que lleva a la formacion
del cuerpo de los vertebrados parecen prevalecer los fendmenos inductivos.
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Muerte celular

22-1. La muerte celular programada es un fenémeno comtin
en el organismo

La muerte de las células es un fenémeno comin durante el desarrollo em-
brionario, necesario para remover tejidos provisorios (por ejemplo, las mem-
branas interdigitales durante la formacion de los dedos). eliminar células su-
perfluas (como ocurre con casi la mitad de las neuronas en el curso de la neu-
rogénesis), generar conductos, formar orificios, etc,

También se producen muertes celulares durante la vida posnatal, cuando
el organismo necesita remodelar tejidos o remover células dafiadas, innece-
sarias, redundantes, envejecidas o peligrosas para su salud, como lo son las
células infectadas. las tumorales o las autorreactivas (por ejemplo, los linfo-
citos T que reaccionan contra el propio organismo).

Puesto que las células destinadas a morir suelen perecer para que sobrevivan
las restantes del cuerpo, puede decirse que protagonizan una suerte de inmola-
cién bioldgica. Estas muertes celulares fisioldgicas o programadas ocurren al ca-
bo de una serie de cambios morfoldgicos que reciben el nombre de apoptosis
(del griego apd. separado de, y prosis, caida), término que se usa para diferen-
ciarlas de las muertes celulares accidentales —producidas por traumatismos,
sustancias téxicas, obstrucciones vasculares, etc.— , que se denominan necrosis.

22-2. La apoptosis genera cambios celulares caracteristicos

Los cambios que experimentan las células cuando mueren por apoplosis
son caracteristicos. Se deben a que se activan unas proteasas citosélicas es-
peciales llamadas caspasas (por cysteinyl aspartate proteingses) ¥ ocurren en
el siguiente orden (fig. 22-1):

1) El citoesqueleto se desarma debido a la ruptura de sus filamentos. Co-
mo consecuencia, la célula pierde contacto con sus vecinas (o con la matriz
extracelular) y se vuelve esférica.

2) La célula se encoge porque el citosol y los organoides se condensan sin
ser afectadas sus estructuras, La condensacion se debe a que se altera la per-
meabilidad de las membranas celulares.

3) Los laminofilamentos se disocian, con la consiguiente desintegracién
de la envoltura nuclear.
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4) La cromatina se compacta y las moléculas de ADN se seccionan por ac-
cién de una endonucleasa, lo cual —al desintegrarse la envoltura nuclear—
divide al nicleo en pequenos fragmentos que se distribuyen en el citoplasma.

5) De la superficie de la célula emergen numerosas protrusiones, casi to-
das con fragmentos nucleares en su interior.

6) Luego las protrusiones se desprenden, convertidas en fracciones celu-
lares llamadas cuerpos apoptdsices. Cabe sefialar que sus organoides se ha-
llan relativamente bien conservados.

7) Las fosfatidilserinas de las membranas que envuelven a los cuerpos
apoptosicos — previamente localizadas en la monocapa citosdlica de la mem-
brana plasmatica (cap. 3-3)— se trasladan a la monocapa externa.

8) Finalmente, atraidos por estas fosfatidilserinas, numerosos macrofa-
gos acuden al lugar de la apoptosis y fagocitan a los cuerpos apoptdticos.

Como se ve, a diferencia de la necrosis, la remocion de las células muer-
las por apoplosis preserva la arquitectura original de los tejidos, puesto que
no da lugar a reacciones inflamatorias ni produce cicatrices.

22-3, La apoptosis se activa por distintas causas

La mayor parte de las muertes celulares por apoptosis se producen cuan-
do: 1) se suprimen los factores tréficos que mantienen vivas a las células;
2) sustancias que inducen la muerte celular se unen a receptores especificos;
3) el ADN nuclear es afectado por mutaciones capaces de poner en peligro
al organismo.

A continuacion se verd que estas causas desencadenan vias de sefiales intra-
celulares diferentes entre si, aunque todas convergen en un tramo final comuin.

22-4, La apoptosis que se activa cuando se suprimen los factores
troficos es la mas generalizada
Generalmente, apenas nace, cada célula es mantenida viva por una sustan-
cia inductora especifica llamada factor trifico o factor de supervivencia, que
le llega desde células vecinas (cap. 11-1) (fig. 11-1B). La mayoria de las muer-
tes celulares por apoptosis tienen lugar cuando esas sustancias dejan de actuar.

)

Cuarpo apoptosico
L 4 o
Fig, 22-1. Cambios celulares gue
— ocurren durante la apoptosis. Ob-
@ sérvese la fagocitosis de los cuer-
Macrof pos apoptdsicos por parie de un
O @ macrifago.
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Fig. 22-2. A. Célula manteni- Los factores tréficos més estudiados son las glicoproteinas CSF (por co-
*i;"r“::‘;ilz‘;f :.ﬂ :I“ferl:“ i I::}' lony-stimulating factors) y el grupo de sustancias llamadas neurotrofinas.
Fosfalldilsering: MM?. s em.  Las CSF estimulan la supervivencia, el crecimiento y la diferenciacion de las
brana mitocondrial externa;  células sanguineas. En cambio, las neurotrofinas —unas sustancias que se-
::":r“m;mgﬁfnis ?;L‘:;“?ﬂ;—l cretan los tejidos inervados, a cuya familia pertenece el NGF visto en los ca-
membranoso: MM. matiiz mi-  Pitulos 11-12 y 18-28— tienen por funcién mantener vivas a las neuronas y
tocondrial, estimular el crecimiento de sus axones,

La figura 22-2A muestra el modo en que los factores troficos interactian
con los receptores de las células inducidas, situados en la membrana plasma-
tica. Cabe aclarar que si bien esa figura ilustra un factor tréfico que interac-
tila con un receptor que posee actividad de tirosina quinasa (cap. 11-12) (fig.
11-11), existen factores que interactiian con receptores acoplados a las pro-
tefnas G,y o Gj (cap. 11-20) (fig. 11-21).

En los capitulos 11-12, 11-14 y 11-20 se vio que cuando son activados,
esos receplores se unen y activan a distintas fosfatidilinositol 3-quinasas (P1
3-K). También se vio que con fosfatos de moléculas de ATP, las PI 3-K acti-
vadas fosforilan el inositol del fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP,) de la
membrana plasmadtica y lo convierten en fosfatidilinositol 3.4,5-trifosfato
(PTP,) (figs. 11-11, 11-21 y 11-22).
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A continuacién, sin abandonar la membrana plasmatica, un PIP; se unea  Fig. 22-2. B. Apoptosis produ-
la qums.asa PDK_l (por {Jhﬂ.rphandyfmommi dependenr—pmrfm kinase) y otro E‘;‘gﬁ;‘;‘?ﬁi‘ dﬁ’:i;:;,
a la serina-treonina quinasa B, lo que hace que ambas enzimas queden pré-  yyyr embrana mitocondrial
ximas entre si. externa; MM/, membrana mi-

La PDKI fosforila a la quinasa B, que se separa del PIP,, se activa y fos- ::E"“j:?:;:ﬁ?r:;nf;? ' ?}P;f
forila & una proteina llamada Bad (por Bel-2 antagonist of cell death). Ello | o o Condrial, '
evita que la Bad se active; ademads, hace que se combine con la proteina ci-
tosélica 14-3-3,

En la condicién descrita la Bad se halla separada de la Bel-2 (por B cell
lewkemia), una proteina perteneciente a la membrana mitocondrial externa
que deriva del protooncogén bel-2. Debe agregarse que cuando no estd unida
a la Bad, la Bel-2 se halla activa e impide que la célula muera por apoptosis.

En breve se verd que previene la muerte celular porque mantiene cerrado un
canal de la membrana mitocondrial interna llamado PTPC (por permeabiliry
transition pore complex).

Veamos c6mo se desencadena la apoptosis. La figura 22-2B muestra que
en ausencia del factor tréfico, la Bad pierde el fosfato, se activa, se desvin-
cula de la proteina 14-3-3 y se une a la Bel-2 en el lado citosélico de la mem-

brana mitocondrial externa.
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Fig. 22-3. Apoptosis producida por
la activacidn del receptor TNF-R.
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Debido a que la Bad inactiva a la Bel-2, el PTPC se abre y se descontro-
la el pasaje de moléculas entre los compartimientos de la mitocondria, lo cual
distorsiona la estructura de la membrana mitocondrial externa y permite que
dos componentes presentes normalmente en el espacio intermembranoso de
ese organoide —la proteina AIF y el citocromo ¢ (cap. 8-11) (fig. 8-12)— se

escapen hacia el citosol.

Una vez en el citosol, la AIF (por apopiosis inducing factor) se dirige a la
membrana plasmética e invierte la posicién de las fosfatidilserinas, que como
se vio en la seccién 22-2 se trasladan a la monocapa externa de la membrana
y atraen a los macréfagos. Ademds, la AIF ingresa en el niicleo, induce la
condensacién de la cromatina y activa a la endonucleasa que degrada a las

moléculas de ADN.

Respecto del citocromo ¢, se combina con la proteina adaptadora Apaf-1
(por apoptosis protease activating factor). Ello la une a la procaspasa 9, que
se escinde y convierte en caspasa 9. Luego ésta escinde a la procaspasa 3, la
cual se transforma en caspasa 3 y activa a las enzimas que producen los cam-

bios apoptéticos enumerados en la seccidn 22-2.

Debe agregarse que en las células moribundas el Ca** citosdlico aumenta
considerablemente. Cuando se trata de células epiteliales, el Ca™ cierra los
conexones y evita el paso de elementos que pueden daiiar a las células veci-

nas (cap. 6-14).

22-5, La apoptosis debida a la activacion de receptores especificos
es mas rapida que la estudiada en la seccidn anterior

Durante algunas respuestas inmunolégicas, en la membrana plasmdtica de
ciertas células infectadas y cancerosas aparecen receptores especiales cuya
activacién conduce a la apoptosis de una manera mucho mds répida que la
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analizada en la seccién anterior. Algo similar ocuire en la membrana plasma-
tica de los linfocitos T especificos que sobran al término de esas respuestas
inmunologicas.

Los receptores que se estdn analizando se llaman TNF-R y Fas (figs. 22-3
y 22-4). Se componen de tres subunidades proteicas iguales entre si y perte-
necen a una categoria diferente de las resenadas en el capitulo 11-9, ya que
sus dominios citosélicos —que contienen una secuencia de aminodcidos
conocida como dominie de muerte— activan a caspasas, es decir, a enzimas
proteoliticas.

Las sustancias inductoras que inferactiian con esos receptores se llaman
TNF y FasL (figs. 22-3 y 22-4). Son también homotriméricas y, como sus
nombres sugieren, se combinan con los receptores TNF-R y Fas, respecti-
vamente,

El TNF (por tumor necrosis factor) es secretado desde células situadas en
la vecindad —principalmente macréfagos y linfocitos T— a causa de diversas
infecciones (figs. 11-1B y 22-3). El punto de partida de la via de sefales indu-
cida por el TNF es la unién de sus tres subunidades con los dominios externos
de las tres subunidades del receptor TNF-R (fig. 22-3). Ello retine a estas ql-
timas —el receptor se trimeriza— y hace que sus dominios citosélicos se co-
necten con la proteina adaptadora TRADD (por TNF receptor-associated
death domain), la que a su vez se une a otras tres proteinas adaptadoras, deno-
minadas FADD (por Fas receptor-associated death demain), RIP (por recep-
tor-interacting protein) y TRAF (por TNF receptor-associated factor).

Las dos dltimas proteinas se relacionan parcialmente con la apoptosis, a
diferencia de la FADD, que se une a la procaspasa 8, la escinde y transforma
en caspasa 8. Luego esta enzima activa a la procaspasa 9 y la convierte en
caspasa 9, que como se vio en la seccién anterior escinde a la procaspasa 3
y la transforma en caspasa 3. Los pasos que siguen hasta que se llega a la
apoptosis son similares a los descritos en la seccidn 22-4,

El FasL (por fascicle ligated) es elaborado por linfocitos T citotéxicos y
linfocitos asesinos naturales a causa de algunos cinceres e infecciones. De-
bido a que el FasL no se secreta sino que se sitiia en la membrana plasmati-
ca, para que pueda interactuar con el receptor Fas es necesario que los linfo-
citos mencionados entablen contacto con las células cancerosas o infectadas
(figs. 11-1E y 22-4),

La via de sefiales inducida por el FasL se diferencia de la impulsada por
¢l TNF porque es mds corta, ya que los dominios citosélicos del receptor Fas
se conectan con la proteina FADD no por intermedio de la TRADD sino di-
rectamente (fig, 22-4).

22-6. La apoptosis debida a mutaciones en el ADN evita la aparicion
de distintos tipos de canceres

Otra condicién biolégica que lleva a la apoptosis ocurre cuando el ADN se
altera por envejecimiento celular (cap. 17-9), por errores en la replicacién
(caps. 17-18 y 17-20), por la accién de diferentes tipos de agentes ambienta-
les (rayos ¥y, rayos X, radiacién solar ultravioleta, algunas sustancias quimicas,
ciertos virus, etc.) (cap. 17-19) o por la acumulacién en la célula de peréxido
de hidrégeno (H,0,) o de aniones superoxido (O,7) (caps. 10-2 y 10-3).
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Fig. 22-4, Apoplosis producida por
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APOPTOSIS

Ante la presencia de esas alteraciones suele intervenir la proteina P53, de-
rivada del gen supresor de tumores p53. En el capitulo 18-29 se dijo que la
proteina P53 estabiliza el ciclo celular en la fase G1 y controla la presencia
de alteraciones en el ADN para procurar su reparacién. Cuando no logra re-
pararlas y son peligrosas para el organismo, la propia protefna P53 induce la
muerte de la célula a fin de impedir el traspaso del ADN dafiado a las células
hijas. Para ello la PS3 inactiva a la Bel-2, lo cual pone en marcha el mecanis-
mo que conduce a la apoptosis descrito en la seccién 22-4 (fig. 22-2B).

A menudo se halla alterado el mismo gen p53, por lo que genera una pro-
tefna P53 defectuosa, incapaz de controlar el estado del ADN y de conducir
a la célula “al suicidio”. Por consecuencia, si se trata de un tipo de célula que
se divide, las células que descienden de ella acumulan alteraciones a lo largo
de las sucesivas divisiones. Este hecho es grave cuando se afectan genes im-
plicados en la regulacién de la proliferacién celular, ya que pueden dar lugar
a distintas clases de cdnceres (cap. 18-32).
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Meétodos de estudio
en biologia celular

23-1. Introduccion

La observacién de las estructuras bioldgicas se ve dificultada por el hecho
de que las células son muy pequefias y transparentes. Mds dificil aiin es des-
cubrir su organizacion molecular y establecer de qué manera actian las mo-
léculas para determinar las estructuras y las funciones celulares.

El extraordinario progreso experimentado por la biologia molecular de la
célula en los (ltimos afios es consecuencia del desarrollo de nuevos métodos
para el estudio de los componentes celulares, basados en la aplicacidn de téc-
nicas bioguimicas y biofisicas de dltima generacién. Debido a que actualmen-
te el nimero de metodologias experimentales es muy grande, la idea de des-
cribirlas exhaustivamente en un libro de estas caracteristicas resulta imposi-
ble. Asi, el presente capitulo no es mas que una resena de los métodos gene-
rales que se emplean para descifrar las estructuras y las funciones celulares.

Se describirdn los principios generales de la microscopia dptica y electro-
nica, algunos métodos especiales que hacen posible el estudio de la célula vi-
va, diversos métodos de citoquimica, inmunoquimica, radioautografia y frac-
cionamiento celular, y las técnicas que se emplean para el andlisis molecular
de los dcidos nucleicos.

MICROSCOPIA OPTICA
23-2. Microscopio aptico

En el capitulo | se describieron los limites de resolucién del ojo humano y de
los distintos tipos de microscopios (fig. 1-1). El ojo es capaz de detectar variacio-
nes en la longitud de onda y en la intensidad de la luz. Los adelantos de la mi-
croscopia permitieron aumentar ambas posibilidades, tanto mediante el uso de
instrumentos que amplian el poder de resolucion como de téenicas que contra-
rrestan la transparencia de las células aumentando el contraste de sus estructuras.

La mayoria de los componentes celulares son transparentes, a excepcién de
algunos pigmentos citoplasmaticos que absorben ciertas longitudes de onda de
la luz. La baja absorcidn de esas longitudes por la célula viva se debe a su al-
to contenido de agua, aunque después de desecada sigue presentando un con-
traste muy escaso. Un medio para contrarrestar esta limitacién consiste en
emplear colorantes que tifian selectivamente los distintos componentes celu-
lares introduciendo diversos compuestos que absorben longitudes de onda es-
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pecificas. Sin embargo, en la mayoria de los casos las técnicas de coloracidn
tienen el inconveniente de no poder utilizarse en células vivas. Mds adn, an-
tes de ser coloreados los tejidos deben ser fijados, deshidratados, incluidos y
seccionados, y todos estos procedimientos generan cambios quimicos y mor-
fologicos en las células y en la matriz extracelular.

23-3. Pader de resolucion del microscopio optico

Como en cualquier tipo de microscopio, en el microscopio 6ptico (fig. 23-1)
el poder de resolucién —que es la capacidad del instrumento para brindar ima-
genes distintas de puntos muy cercanos— depende de la longitud de onda A y
de la apertura numérica (AN) del objetivo. Asf, el limite de resolucién, que se
define como la distancia minima que debe existir entre dos puntos para que pue-
dan ser discriminados como tales, responde a la siguiente ecuacién:

0,61 h
AN

Limite de resolucion =

A su vez. la AN depende del indice de refraccién del medio (n) y del se-
no del dngulo de apertura (), segin la férmula;

AN =n - seno o

Debe agregarse que el limite de resolucién es inversamente proporcional al
poder resolutivo del instrumento utilizado, de manera que cuanto mayor sea és-
te, menor serd el limite de resolucién conseguido. Puesto que el seno de o no
puede exceder de 1 y el indice de refraccién de los mejores materiales 6pticos
no puede ser superior a 1,6 (usando aceite de inmersidn), la maxima AN posi-
ble de las lentes es de alrededor de 1,4. Con estos pardmetros es ficil calcular
que el limite de resolucién del microscopio 6ptico no puede exceder los 170 nm

MICROSCOPIO DPTICO MICROSCOPIO ELECTRONICO
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(0.17 um) cuando se usa luz monocromdtica de . =400 nm (violeta). En cam-
bio, con luz blanca el poder resolutivo es de 250 nm (0,25 pm).

El aumento de la imagen en el microscopio ptico depende principalmen-
te de las lentes del objetivo, con las cuales el incremento méximo es de 100x
a 120=. Como el ocular agranda la imagen del objetivo entre 5 y 15 veces. se
llega a un aumento de 500x a 1.500x.

23-4. Fijacion del material

La fijacién del material es esencial para preservar la morfologia y la com-
posicién quimica de los tejidos y las células. Consiste en la muerte de éstas
de una manera tal que las estructuras que posefan en vida se conserven con
un minimo de artificios.

La eleccitn del fijador adecuado depende del estudio que se desea reali-
zar. Por ejemplo, para el nicleo se utilizan los fijadores dcidos y para el exa-
men de la actividad enzimética en el citoplasma se emplean la acetona, el for-
maldehido o el glutaraldehido, que producen una minima desnaturalizacion y
preservan muchos sistemas enzimdticos. Algunos agentes fijadores, como el
formaldehido, el glutaraldehido, el bicromato y el bicloruro de mercurio, dan
lugar a fuertes uniones entre las moléculas proteicas.

El grado de organizacion a nivel macromolecular es de gran impaortancia
para la conservacién de la estructura luego de la fijacién. En una estructura
bien organizada —como los cromosomas, las mitocondrias, los cloroplastos,
etc.— existen diversas fuerzas que mantienen las moléculas unidas, y por lo
tanto la accién del fijador no altera las estructuras. Sin embargo, en regiones
celulares menos organizadas, como el citosol, la preservacién es dificil, de
modo gue con frecuencia se producen artificios de fijacion.

Cuando se intenta mantener intacta la composicién quimica de los compo-
nentes tisulares se utilizan métodos de fijacidn fisicos. El mds conocido es el
método de congelacion-desecacion, que consiste en la congelacion répida del
tejido y su deshidratacién en el vacio a baja temperatura, La fase de congela-
cidn comienza con la introduccién de pequefias piezas de tejido en un bafio a
una temperatura de —160 a—190 °C, lograda con nitrégeno liquido. También se
emplea la fijacién con helio liquido a una temperatura cercana al 0° absoluto
(Kelvin). La desecacitn se realiza al vacio entre =30 y —40 °C. En tales condi-
ciones el hielo sublima a vapor vy se produce la deshidratacion de los tejidos.

Las ventajas de este método son obvias: no causa retraccién del tejido, la
fijacién es homogénea en toda la pieza, no hay extraccién de sustancias so-
lubles, la composicién quimica se mantiene pricticamente sin cambios y la
estructura se conserva con muy escasas modificaciones, generadas por los
cristales de hielo. La rapidez de la fijacién también permite sorprender a las
células en momentos funcionales criticos.

23-5. Corte del material

Para poder ser observado con el microscopio, el tejido debe cortarse en la-
minas delgadas mediante instrumentos llamados micrétomos. Esta técnica
exige que el tejido haya sido incluido en un material que le confiera cierta
consistencia. Si el tejido ha de ser coloreado con los métodos convenciona-
les, se lo incluye en parafina o en celoidina. Para poder ser infiltrado por el
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material de inclusién, el tejido debe ser deshidratado. Este proceso requiere
el uso de un liquido intermediario apropiado, por ejemplo. xileno, benceno o
tolueno para la parafina, y etanol-éter para la celoidina.

Cuando se desea mantener la composicion guimica de algunos componentes
celulares se emplean micrdtomos situados en el interior de cdmaras enfriadas
con CO, liquido, llamados micrétomos de congelacién o cridstatos. Dado que
procducen una aceptable fijacion de los tejidos y no requieren inclusién, con ellos
pueden efectuarse cortes de tejidos frescos para estudios citoguimicos. Los vi-
briatomos son microtomos de congelacién provistos de una navaja vibrdtil.

23-6. Coloracion del material

La mayoria de los colorantes tisulares son de naturaleza orgdnica y aro-
mitica. Se reconocen dos tipos de colorantes, los bésicos y los dcidos. En los
colorantes bdsicos el grupo croméforo (es decir, el que imparte el color) es
bésico (catiénico). Por ejemplo, el azul de metileno es el clorhidrato de tetra-
metiltionina, en que la parte Acida es incolora. A veces los dos componentes
de la sal son croméforos, como en el eosinato de azul de metileno. En los co-
lorantes dcidos los grupos croméforos mds comunes contienen nitritos.

Es conveniente que el estudiante aprenda cudl es el mecanismo de accion
de los colorantes, para lo cual deberd recordar la propiedad que tienen las pro-
telnas, los dcidos nucleicos y algunos polisacdridos de ionizarse como bases o
como dcidos. En las protefnas la ionizacion bisica se establece en el grupo
amino (-NH,) y en otros grupos basicos. La ionizacién dcida se produce en los
grupos carboxilo (~COOH), hidroxilo (~OH), sulfato (-HSO,) y fosfato
(-H,PO,). Si el pH es superior al punto isoeléctrico, los grupos 4cidos se io-
nizan: si es menor, lo hacen los grupos bésicos (seccidn 23-31). A causa de es-
ta propiedad, por encima del punto isoeléctrico las proteinas reaccionan con
los colorantes bésicos (azul de metileno, fucsina bésica, etc.) y por debajo de
¢l con los colorantes dcidos (naranja G, eosina, azul de anilina, etc.).

Para los dcidos nucleicos la carga neta es determinada por la ionizacion de
los grupos fosfato, y su punto isoeléctrico es muy bajo. Por esta causa, para
la tincién de estos dcidos se utilizan colorantes bédsicos, como ¢l azul de to-
luidina para el acido ribonucleico (su especificidad puede ser demostrada me-
diante una hidrélisis previa con la enzima ribonucleasa).

Ciertos colorantes basicos del grupo de las tiazinas —como la tionina, el
azur A y el azul de toluidina— tienen la propiedad de teiiir ciertos componen-
tes celulares con un color diferente del que caracteriza al colorante. Esta pro-
piedad —Illamada metacromasia— posee interesantes derivaciones citoqui-
micas. La reaccidn es bastante positiva con los polisacdridos complejos (gli-
cosaminoglicanos) y menor con los dcidos nucleicos y algunos lipidos dci-
dos. Es mds intensa en las células que poseen moléculas con grupos sulfato,
como en el caso del condroitinsulfato en el cartilago.

23-7. Microscopio de fase

Para el estudio de las células vivas se utilizan técnicas dpticas especiales,
como la microscopia de contraste de fase y la de interferencia, en las cuales
se recurre a cambios de fase (retrasos) en las radiaciones que atraviesan las
estructuras biologicas, a pesar de ser éstas muy transparentes a la luz visible.
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Fig. 23-2. A. Retraso o cam-
hio de fase en lus ondas de un
rayo de luz cuando atraviesan
un material Iransparente no
absorbente de mayor indice
de refraccién que el medio.
B. Cambio de fase mas pro-
nunciado ocasionado por un
material igual al anterior pero
miis grueso,

Fig. 23-3. Observacion con
microscopia de fase de la di-
vision celular por mitosis en
una célula viva que se halla
en metafase. 700=. (Cortesia
de A. 5. Bajer.)

En la figura 23-2 se muestran los efectos de ciertos materia-
les transparentes y no absorbentes sobre las ondas de los ra-
yos de luz. Debido a que los indices de refraccién de esos
materiales son diferentes del que posee el medio, las ampli-
tudes de las ondas no cambian pero si sus velocidades. Por
consecuencia, las ondas se retrasan, fenémeno que se conoce
como cambio de fase. Obviamente, el retraso subsiste al sa-
lir el rayo del material transparente.

En el microscopio de contraste de fase, cuando los rayos
laterales pasan a través del objetivo, son adelantados o retrasados un cuarto
de longitud de onda con respecto a los centrales, los cuales atraviesan el ob-
jeto por medio de una placa anular que produce una variacién en el plano fo-
cal posterior del objetivo. El efecto depende de la interferencia entre la ima-
gen geométrica directa dada por la parte central del objetivo y la imagen la-
teral, que se retrasa o se adelanta en un cuarto de longitud de onda. Dado que
los dos grupos de rayos se suman, cuando el contraste es negativo el material
aparece mas brillante en el medio que lo rodea, pero cuando es positivo los
dos juegos de rayos experimentan una interferencia sustractiva, y la imagen
del material aparece mds oscura que la del medio (fig. 23-3). De este modo,
pequeiios cambios de fase producidos en el material son ampliados y trans-
formados en cambios de amplitud (intensidad). Asi, la imagen aparece con
diversos tonos de gris, que dependen del espesor del material y de las dife-
rencias existentes entre los indices de refraccion del material y del medio.

La microscopia de fase se usa como método de rutina en la observacion
de células y tejidos vivos y es particularmente valiosa para la observacion in
vivo de la mitosis en células cultivadas (fig. 23-3).

23-8. Microscopio de interferencia

El microscopio de interferencia se basa en principios similares a los del
mieroscopio de fase, pero tiene la ventaja de dar resultados cuantitativos.

Este instrumento permite determinar cambios en el indice de refraccidn,
mientras que el microscopio de fase solo revela las discontinuidades mds no-
tables. Ademds, las variaciones de fase se pueden reflejar en
cambios de color tan acentuados que las células vivas parecen
coloreadas.

Un tipo especial de microscopio de interferencia es el llama-
do microscopio de Nomarski, en el cual un rayo de luz dnico
atraviesa el material y el objetivo y luego se divide en dos rayos
que se interfieren entre si por medio de un prisma birrefringen-
te, También se utilizan filtros que actian como polarizadores y
analizadores y un prisma compensador ubicado en el condensa-
dor. La imagen resultante presenta un relieve caracteristico (fig.
23-4). Este microscopio es particularmente ttil para el estudio de
las células vivas durante la mitosis.

23-9.Microscopio de fondo oscuro

En la microscopia de fondo oscuro la luz se dispersa a nivel
de los limites entre los distintos componentes celulares, siempre
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que posean indices de refraccién diferentes. El microscopio posee un conden-
sador que ilumina al material oblicuamente. Con el condensador de campo
oscuro la luz directa no ingresa en el objetivo, de modo que el fondo apare-
ce oscuro y el material brillante a causa de la dispersion de dicha luz. Por
ejemplo, en una célula cultivada, el nucléolo, la membrana celular, las mito-
condrias y las gotas de lipidos se muestran brillantes y se destacan sobre el
fondo oscuro del citoplasma. Por medio de este instrumento pueden descu-
brirse estructuras mds pequefias que las visualizadas con el microscopio 6p-
tico comtn,

23-10. Microscopio de polarizacion

Este microscopio se basa en el comportamiento de ciertos componentes
celulares y tisulares cuando son observados con luz polarizada. Si el material
es isotrdpico, la luz polarizada se propaga a través de €l con la misma velo-
cidad, cualquiera que sea la direccitn del plano de incidencia. Las sustancias
y estructuras isotrépicas se caracterizan por tener el mismo indice de refrac-
cién en todas las direcciones. En cambio, en un material anisotrdpico la ve-
locidad de propagacion de la luz polarizada es distinta segin su direccién. Un
material con estas caractersticas se denomina birrefringente porque presen-
ta dos indices de refraccidn distintos, que corresponden a dos velocidades de
transmision de la luz.

En las fibras biolégicas, la birrefringencia es positiva si el indice de re-
fraccidon existente cuando la luz sigue el plano longitudinal de la fibra es ma-
yor que cuando sigue el plano perpendicular, mientras que es negativa en la
situacitm contraria.

El microscopio de polarizacidn difiere de los convencionales por el agrega-
do de dos elementos, el polarizador y el analizador, los cuales estdn constitui-
dos por una hoja de polaroid o por prismas de Nicol de calcita. El polarizador
se monta debajo del condensador y el analizador se coloca por encima de las
lentes del objetivo. Este microscopio puede ser acoplado a una videocdmara.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

23-11. Microscopio electronico de transmision

El microscopio elecronico de transmision es un instru-
mento gue permite conocer la ultrasstructura de las células y
de la matriz extracelular, ya que posee un poder de resolucién
mayor que el del microscopio optico. Utliza la propiedad
que tienen los haces de electrones de ser desviados por un
campo electrostitico o electromagnético, de la misma forma
que un rayo de luz es refractado al atravesar una lente,

Si se coloca un filamento en el interior de un tubo de
vacio y luego se lo calienta, el filamento emite electrones
que pueden ser acelerados por medio de un potencial eléc-
trico. En estas condiciones el haz de electrones tiende a
seguir una trayectoria rectilinea y presenta propiedades si-
milares a las de la luz. Al igual que ésta, manifiesta un ca-
rdcter vibratorio y corpuscular, pero la longitud de onda es
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Fig. 23-4. Micrografia obteni-
da con la 6ptica de Nomarski
de una neurona coloreada con
un anticuerpo. El niicleo con-
tiene un nucléolo de gran tama-
fio y sobre lu superficie celular
se observan terminaciones ner-
viosas que establecen contactos
sindpticos (flechas). Los demés
puntos  OSCurps  representan
cortes de axones. (Cortesia de
J. Pecei Saavedra y T. Pasik.)
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menor (h = 0,005 nm para los electrones, en lugar de los 250 nm de la luz).
El filamento (cdtodo) que emite la corriente de electrones actia como una
fuente termoidnica. Por medio de una bobina electromagnética que cumple
las funciones del condensador del microscopio dptico, los electrones se con-
centran en el plano donde se coloca el material, Una segunda bobina funcio-
na como una lente objetivo, por lo que da una imagen agrandada del objeto
en observacion. Esta imagen es recibida por una tercera “lente” electromag-
nética, gue al actuar como el ocular o lente de proyeccién aumenta la imagen
que proviene del objetivo. La imagen final se observa sobre una pantalla fluo-
rescente o se recoge en una placa fotogrifica (fig. 23-1).

A pesar de las semejanzas, entre el microscopio dptico y el microscopio elec-
trdnico existen grandes diferencias, algunas de las cuales corresponden al meca-
nismo de formacién de la imagen. En el microscopio electrénico dicho mecanis-
mo se basa en la dispersién de los electrones, que al chocar con los niicleos de
los dtomos del material se dispersan de forma tal que caen por fuera de la aper-
tura de la lente del objetivo. En esta dispersién — llamada eldstica— la imagen
observada en la pantalla fluorescente refleja la ausencia de esos electrones, ya
que —como vimos— caen fuera de la apertura del objetivo. Ademds, la disper-
si6n se debe a miiltiples colisiones entre los electrones, que disminuyen la ener-
gia de los que logran pasar. En este caso la dispersion se llama ineldstica.

La dispersién de los electrones depende del espesor y la densidad molecu-
lar del material y del nimero atémico de los atomos que lo componen. A ma-
yor nimero atémico, mayor dispersién. Gran parte de los dtomos que inte-
gran las estructuras biolGgicas tienen un nimero atémico bajo y contribuyen
muy poco a la formacién de la imagen. Por esta razon, el material debe ser
procesado con 4tomos pesados para aumentar su contraste (seccion 23-13).

El poder de resolucidn del microscopio electrénico es tan alto que la imagen
del objetivo puede ser aumentada por el ocular en una proporcion mucho mayor
que la lograda con el microscopio Gptico. Asf, con un aumento inicial del obje-
tivo de 100x, se puede ampliar la imagen con la bobina proyectora unas 200 ve-
ces, 1o que equivale a un aumento de 20.000sx. Con los instrumentos madernos
se obtienen mayores incrementos todavia, ya que poseen una o mds lentes inter-
medias que permiten lograr aumentos de hasta 1.000.000x. Mds ain, los nega-
tivos fotograficos pueden volver a aumentarse, lo cual posibilita aumentos fina-
les de 10.000.000x cuando la resolucién de las imdgenes lo permite.

Otra diferencia con el microscopio optico es gue el electrénico ofrece una
mayor profundidad de foco.

23-12. Corte del material

Una de las limitaciones de la microscopia electrénica deriva del escaso
poder de penetracién que tienen los electrones. Si el espesor del material que
va a ser estudiado excede los 500 nm, la opacidad es casi total.

La necesidad de realizar cortes ultrafinos ha conducido al empleo de me-
dios de inclusién de considerable dureza. Los més usados son resinas de epo-
xi, que impregnan los tejidos y luego se polimerizan con catalizadores apro-
piados. Se han elaborado resinas miscibles en agua, que pueden infiltrarse y
polimerizarse a temperaturas de —35 a —50 °C. Estas resinas reducen los arti-
ficios y permiten efectuar estudios citoquimicos.
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Para lograr cortes muy delgados se utilizan ultramicrétomos, que em-
plean cuchillas de vidrio o de diamante. Con estos instrumentos se consiguen
cortes de hasta 20 nm de espesor. El material cortado se coloca sobre una pe-
licula de colodién o de carbén muy fina (de 7,5 a 15 nm de espesor), que a
su vez se apoya sobre una delgada grilla de metal. Ademds, el material debe
ser deshidratado para poder soportar el vacio al que se lo sometera.

Una metodologia para el estudio de las macromoléculas es la denominada
de monocapas, en la cual aquéllas se extienden sobre una interfase aire-agua
antes de ser colocadas sobre una pelicula. Este procedimiento ha dado exce-
lentes resultados para la observacién de moléculas de ADN y de ARN.

23-13. Aumento de contraste entre los componentes del material

El empleo de sustancias que poseen dlomos pesados —como osmio, ura-
nio y plomo— permite obtener un aceptable contraste entre los componen-
tes de las células y los tejidos. En ciertas condiciones estas sustancias ac-
tian como colorantes electronicos comparables a los colorantes histoldgi-
cos, ya que se combinan especificamente con varias estructuras del mate-
rial examinado.

Para estudiar algunos procesos bioldgicos —como la incorporacion de
macromoléculas o de particulas por endocitosis— se utilizan trazadores, que
poseen un alto grado de opacidad a los electrones. Estos trazadores permiten
detectar las vias por las que son transportadas ciertas sustancias, tanto entre
las células como dentro de ellas. Los trazadores suelen ser enzimas cuyos
productos son opacos a los electrones. Por ejemplo, las peroxidasas —inyec-
tadas en animales que luego se sacrifican en plazos progresivamente mayo-
res— se detectan mediante el uso de perdxido de hidrégeno y 3,3-diamino-
bencidina. Uno de los trazadores més pequefios es la microperoxidasa, que
tiene un peso molecular de sélo 1,9 kDa,

Otra técnica que permite aumentar el contraste de los componentes celu-
lares es la de sombreade, que en las fotomicrografias da lugar a imdgenes
con un aspecto tridimensional no conseguido con los otros métodos. Para
ello, ¢l material se coloca dentro de una cdmara de vacio en cuyo interior se
evapora un metal pesado (como cromo, paladio, platino o uranio) mediante
un filamento incandescente. Dado que el metal se aplica oblicuamente, se de-
posita sobre uno de los lados de las estructuras en estudio, por lo que en el
lado opuesto se generan sombras cuyas longitudes permiten calcular el espe-
sor de los elementos observados.

Otra técnica —empleada para el estudio de las macromoléculas y de los
virus— es la de coloracién negativa, en la que el material es embebido en
una gota de un liquido denso, por ejemplo, fosfotungstato. Este penetra en to-
dos los espacios vacios entre las macromoléculas, las cuales aparecen bien
delimitadas y con un contraste negativo (fig. 1-4).

23-14. Congelacion-fractura de membranas celulares
y congelacidon-grabado de células

El andlisis de la ultraestructura interior de las membranas celulares se ha
facilitado con el empleo de la técnica denominada de congelacién-fractura
(criofractura).
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Lo mismo ha ocurrido con el estudio ultramicroscépico de las demds es-
tructuras de la célula, aunque en este caso gracias al uso de una técnica un
poco mas compleja, llamada de congelacion-grabado (fig. 23-5). Ambas
técnicas se basan en el congelamiento rdpido del tejido y su fractura con un
instrumento cortante. Si se desea que la fractura pase por el plano que sepa-
ra a las monocapas lipidicas de una membrana, el tejido debe congelarse con
nitrogeno liquido. En cambio, si se desea que la fractura pase entre las célu-
las o que las atraviese, el tejido debe ser congelado con helio liquido.

La técnica de congelacién-fractura contintia con el depdsito de una capa
de metal sobre la superficie de la monocapa lipidica de la membrana que
queda expuesta. E] metal —suele emplearse platino— es evaporado como en
la técnica de sombreado descrita en la seccién anterior. Finalmente, el tejido
que sirvié de molde se disuelve y la réplica de metal que se obtiene se colo-
ca sobre una grilla para su observacién con el microscopio electrdnico. La
criofractura ha permitido importantes descubrimientos sobre la estructura
molecular de la bicapa lipidica de diferentes membranas celulares debido a
que la corta por su interior.

A diferencia de la anterior, la técnica de congelacidn-grabado requiere que
se cincele la superficie del tejido que queda expuesta después de la fractura,
lo cual se consigue mediante la sublimacion al vacio de la fina capa de hielo
que la cubre, ya que el pasaje directo de hielo a vapor tiene la propiedad de
esculpir su relieve. A continuacidn, sobre la superficie grabada se deposita un
metal, que también suele ser platino y se aplica de la misma manera que en
[a téenica de congelacidn-fractura, Luego se agrega una capa de carbono eva-
porado, el cual se deposita con un dngulo de 90° a fin de llenar las dreas del
grabado no cubiertas por el metal. Finalmente, el tejido subyacente se dese-
cha y la réplica de metal-carbono que se obtiene se coloca sobre una grilla
para su observacion con el microscopio electrénico. La micrografia de la fi-
gura 23-5 muestra que la técnica de congelacién-grabado da una idea bastan-
te acabada de la organizacion tridimensional de los componentes celulares.

23-15. Microscopio electranico de barrido

Con el microscopio electrénico de barrido o SEM (por scanning electron
microscope) se pueden obtener imdgenes topograficas tridimensionales de
los materiales sujetos a estudio (fig. 23-6).

Se emplea un haz de electrones que actia sobre la superficie del material,
allf los electrones excitan a las moléculas de la muestra, las cuales emiten un
delgado haz de electrones secundarios que adquieren un movimiento seme-
jante al observado en los tubos de rayos catddicos. Dado que estos electrones
son derivados hacia un tubo fotomultiplicador, generan imdgenes en una pan-
talla de televisidn.

Para aumentar el poder dispersante de las estructuras situadas en la super-
ficie de la muestra, ésta se recubre con un metal pesado (por ejemplo. plati-
no), que se evapora en una cdmara de vacio. Ademds, se hace rotar la mues-
tra para que el metal se deposite uniformemente en toda la superficie.

Se ha logrado una combinacidn del microscopio electrénico de barrido
con ¢l de transmision, llamado STEM (por scanning-transmission electron
microscope).
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Fig. 23-5. Arriba. Técnica de congelacidn-grabado. 1. Congelacion del tejido y fractura con un instrumento
cortante. 2. Exposicidn de uno de las fragmentos y grabado de su superficie por sublimacién del hielo al vacio.
3. Partes de la superficie grabada se cubren con un metal aplicado en forma oblicua, 4. Las dreas de metal y las
que se hallan entre ellas se cubren con carbono, que se aplica con un dngulo de 90°, 5. Disolucién del tejido y
extraceion de la réplica de metal-carbono para ser observada con el microscopio electronico. Abajo. Réplica de
una célula de rafz de cebolla. S¢ observan los poros nucleares (PN), el niicleo (N), la envoltura nuclear (EN), el
complejo de Golgi (G) y una vacuola (V). 75.000x. (Cortesia de D, Branton.)
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Fig. 23-6. Micrografia elecirg-
nica de barrido de una célula
cultivada y cubierta con parti-
culas de oro. Se observan la-
melipodios y filopodios, (Cor-
tesia de Albrecht-Buehler.)

23-16. Reconstruccion de imagenes a partir de micrografias
electronicas

En el caso de moléculas o estructuras supramoleculares dispuestas en for-
ma de cristales, es posible obtener una informacién detallada partiendo de
electromicrografias poco claras. El método de reconstruccién de imagenes
consiste en colocar la micrografia electrénica en la trayectoria de un haz de
rayos ldser, a fin de obtener un diagrama de difraccién Gptica. Luego, a par-
tir de éste. se puede reconstruir la imagen de las moléculas individuales me-
diante el procesamiento por computadora de las fases y amplitudes corres-
pondientes a un drea de la micrografia electronica.

En la figura 6-13 se ofrece un ejemplo de reconstruccion de imdgenes en
el cual, a partir de un conjunto de macromoléculas con coloracién negativa
localizadas en una unién comunicante, fue posible obtener las imdgenes de
las seis protefnas del conexdn (cap. 6-14).

23-17. Difraccion de rayos X

Para descubrir la estructura molecular a nivel atdmico se emplea una téc-
nica ajena a la microscopia electr6nica, llamada difraccién de rayos X.

El método requiere que la molécula sea bombardeada por un delgado haz de
rayos X de 0,1 a 0,2 nm de longitud de onda a fin de que los dtomos de la mo-
Jécula dispersen al haz en distintas direcciones, y que éste, asf difractado, alcan-
ce una placa fotografica situada por detrds de la muestra, Finalmente, la estruc-
tura tridimensional de la molécula se descifra mediante complejos andlisis de las
posiciones y las intensidades de las manchas registradas en la placa fotografica.
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ESTUDIO DE LAS CELULAS VIVAS
23-18. Cultivo celular

Uno de los métodos mis empleados para estudiar las células vivas es el
cultivo celular. Desde que se pudo hacer crecer explantes de tejidos durante
varias generaciones, la técnica de cultivo progresé notablemente. Hoy es uno
de los procedimientos mds utilizados para dilucidar problemas fundamenta-
les de la biologia celular.

En los primeros tiempos la lécnica consistia en colocar un explante de un
pequeiio trozo de tejido — preferentemente embrionario— en un medio com-
puesto por suero sanguineo, extracto de embriones y solucién salina. A partir
de 1955 se crearon medios quimicos més adecuados, y ahora que se conocen
los requerimientos nutricios de las células eucariotas se las puede mantener y
hacer crecer en un medio sintético enriquecido con suero,

Se distinguen tres tipos de cultivos, denominados primarios, secundarios
y de lineas establecidas. Los cultivos primarios se obtienen directamente de
los animales o de los vegetales. El tejido se separa en condiciones de asep-
sid y se corla en pequefios trozos, a los que se trata con tripsina. Esta enzi-
ma proteolitica disocia los agregados celulares y genera una suspension de
células libres que se cultivan en una cdpsula de Petri con un medio de culti-
vo apropiado.

El cultive secundario se obtiene mediante el tratamiento con tripsina de
un cultivo primario, seguido de un nuevo cultivo en otra cdpsula de Petri.

De use mds corriente son los cultives de lineas establecidas, cuyo creci-
miento se prolonga debido a la condicién cancerosa de las células. Entre las
més usadas se encuentran las células HeLa —obtenidas de un carcinoma hu-
mano (cap. 21-4)—, las células L y 373 de embriones de rata (fig. 23-6), las
células BHK obtenidas del rifién del hamster recién nacido y las células CHO
del ovario del mismo animal adulto. Cuando se cultivan células normales no
sobreviven mucho tiempo, ya que al cabo de varios subcultivos dejan de di-
vidirse y mueren. Las lineas establecidas tienen caracteristicas especiales: se
disponen apretadamente, necesitan menor concentracién de suero sanguineo
y suelen ser heterohaploides (el nimero de los cromosomas varia de una cé-
lula a otra), A pesar de tales anomalias estos cultivos son muy iitiles para el
estudio del cancer. Uno de los adelantos mds importantes consistié en la ob-
tencion de cepas puras, o sea, de poblaciones celulares derivadas de una so-
la célula progenitora.

23-19. Microcirugia celular

Este método ha contribuido considerablemente al conocimiento de la cé-
lula viviente. La microcirugia consiste en la introduccién de micropipetas,
microagujas. microelectrodos y microtermocuplas en las células y los tejidos.
Se vale de aparatos especiales que permiten el movimiento controlado de ta-
les instrumentos bajo el microscopio, Este recurso hace posible la diseccién
y extraccidn de partes de células y tejidos, la inyeccién de sustancias, la me-
dicidn de variables eléctricas, el pasaje de componentes de una célula a otra,
etc. También se emplean rayos ldser para producir dafos controlados en de-
terminadas estructuras celulares.
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CITOQUIMICA

23-20. Los métodos citoquimicos permiten identificar compuestos
quimicos en sus localizaciones celulares originales

El principal objetivo de la citoquimica consiste en la identificacién in si-
tu de los diferentes compuestos quimicos de las células. Este objetivo no s6-
lo es cualitativo sino también cuantitativo. Mds aiin, a veces involucra el es-
tudio de los cambios dindmicos producidos en el contenido quimico celular
durante los distintos estadios funcionales. Asi, ha permitido establecer el pa-
pel desempeiiado por diferentes componentes celulares en varios procesos
metabélicos.

Para la determinacidn citoquimica de una sustancia deben cumplirse los
siguientes requisitos: 1) debe ser inmovilizada en su posicion original; 2) de-
be ser identificada por un procedimiento que sea especifico para ella o para
un grupo quimico que contenga. Ello se logra por medio de métodos fisicos
o mediante reacciones quimicas similares a las usadas en quimica analitica,
pero adaptadas a los tejidos.

23-21. Para la deteccion de grupos aldehido se utiliza el reactivo
de Schiff

Para detectar proteinas, dcidos nucleicos, polisaciridos y lipidos pueden
emplearse algunos agentes cromogénicos capaces de unirse selectivamente a
ciertos grupos quimicos de estas moléculas, Veamos algunos ejemplos:

El reactivo de Schiff, selectivo de los grupos aldehido, se utiliza para de-
tectar el dcido desoxirribonucleico, algunos hidratos de carbono y lipidos. Es-
te reactivo se prepara tratando fucsina bdsica, que contiene parafucsina (clo-
ruro de triaminotrifenilmetano), con dcido sulfuroso. La parafucsina se trans-
forma en un compuesto incoloro (4cido bis-N-aminosulf6nico), es decir, el
reactivo de Schiff, que es “recoloreado™ cuando reacciona con los grupos al-
dehido de las moléculas celulares.

Reaccidn de Feulgen. El ADN puede ser detectado por medio de la reac-
cién de Feulgen. Para ello, los cortes de tejido fijado se someten a una hidré-
lisis 4cida débil y luego se tratan con el reactivo de Schiff. Esa hidrdlisis es
suficiente para extraer el ARN (que desaparece), pero no el ADN. Los pasos
de la reaccién son los siguientes: 1) la hidrélisis dcida extrae las purinas del
ADN a nivel de la unién desoxirribosa-purina, por lo que se liberan los gru-
pos aldehido de la desoxirribosa; 2) los grupos aldehido libres reaccionan con
el reactivo de Schiff. Cuando se aplica a la célula, la reaccién de Feulgen es
positiva en el nicleo y negativa en el citoplasma. Las fibras de cromatina
condensada son francamente Feulgen-positivas, pero el nucléolo es negativo.
Se puede confirmar la especificidad de la reaccion tratando a los cortes con
desoxirribonucleasa, enzima que hidroliza al ADN.

Reaecién de PAS. La reaccién de PAS se basa en la oxidacidn de los
grupos glicdlicos 1-2' de los polisacdridos mediante el 4cido peryéddico, lo
cual produce la liberaci6n de los grupos aldehido, que entonces dan positi-
va la reaccion de Schiff. En las células vegetales este test es positivo para
el almidén, la celulosa, la hemicelulosa y las pectinas, mientras que en las
células animales lo es para las mucinas, el dcido hialurénico, los proteogli-
canos y la quitina.
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23-22. La deteccion de los lipidos puede lograrse mediante
colorantes liposolubles

Las gotas de lipidos en el citoplasma se demuestran por medio del tetré-
xido de osmio, que las colorea de negro al reaccionar con los 4cidos grasos
no saturados de los triglicéridos. Las coloraciones con Sudén I o rojo escar-
lata tienen mayor valor citoquimico porgue actian por un simple proceso de
difusion y solubilidad, motivo por el cual se acumulan en el interior de las
gotas lipidicas. El Suddn negro B, ademés de brindar un mayor contraste, pre-
senta la ventaja de disolverse también en los fosfolipidos y en el colesterol.

23-23. Algunas enzimas pueden detectarse después de su incubacion
con sustratos adecuados

Para estudiar algunas enzimas los cortes deben realizarse en el cridstato
(seccion 23-5). En cambio, otras enzimas resisten una breve fijacién en ace-
tona fria, formaldehido o glutaraldehido. Las técnicas enziméticas se basan
en la incubacion de los cortes tisulares con un sustrato apropiado. Por ejem-
plo, para la fosfatasa alcalina se utiliza el método de Gomori, que usa ésteres
fosféricos de glicerol como sustratos.

23-24. Los métodos citofotométricos recurren a la absorcién
de la luz ultravioleta

Diversos componentes celulares tienen la propiedad de absorber especifi-
camente la luz ultravioleta. Asi, los dcidos nucleicos la absorben en la banda
de 260 nm, mientras que las proteinas lo hacen en la de 280 nm. Estas sus-
tancias pueden analizarse cuantitativamente por medio de instrumentos deno-
minados citofotémetros. En los dcidos nucleicos la absorcidn especifica de la
luz se debe a la presencia de las bases purinicas y pirimidinicas, por lo que
es semejante en el ADN, el ARN y los nucleétidos. En consecuencia, la cito-
fotometria con luz ultravioleta permite la localizacién de los dos tipos de dci-
dos nucleicos, sin distinguirlos entre si.

23-25. La fluorescencia puede ser natural o mediada por fluorocromos

Los componentes tisulares pueden ser descubiertos por la fluorescencia
que emiten en el espectro visible. Los tejidos emiten dos tipos de fluorescen-
cia: 1) una natural (autofluorescencia), surgida de sustancias presentes nor-
malmente en los tejidos, y 2) una secundaria, inducida con colorantes flug-
rescentes, llamados fluorocromes. El examen de los cortes se realiza con el
microscopio de fluorescencia. Veamos algunos ejemplos:

El colorante naranja de acridina genera una fluorescencia verde en el ADN
y otra roja en el ARN. Ambas pueden analizarse simultdneamente mediante
un citofluorémetro especial. Algunas proteinas son detectadas mediante co-
lorantes fluorescentes como la fluoresceina ¥ la rodamina sin que experimen-
ten alteraciones, de modo que al ser inyectadas en un animal que luego es sa-
crificado, es posible localizarlas en sus células o en la matriz extracelular. En-
tre otras aplicaciones, estos colorantes permiten analizar la fluidez de las pro-
teinas en las membranas celulares (cap. 3-6) y detectar las uniones comuni-
cantes entre las células, de ahi que se los utilice para el estudio de la permea-
bilidad tisular.
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Fig. 23-7. Métodos inmuno-
histogquimicos directos que
cmplean anhicuerpos marca-
dos con un colorante fluores-
cente (A), una sustancia ra-
diactiva (B) o la enzima pero-
xidasa (C).

)’K .
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INMUNOCITOQUIMICA

23-26. En las reacciones inmunocitoquimicas se utilizan
anticuerpos marcados

La inmunocitoquimica se basa en las propiedades antigénicas de los com-
ponentes celulares, que por eso pueden ser detectados mediante anticuerpos
cuando a éstos se les acoplan marcadores capaces de ser vistos con la ayuda
del microscopio 6ptico, el microscopio de fluorescencia o el microscopio
electrénico.

Métodos directos. La figura 23-7 ilustra tres métodos de observacién direc-
ta del complejo anticuerpo-componente celular. En el primero el anticuerpo se
conjuga con un colorante fluorescente que se detecta, segin se vio, con el mi-
croscopio de fluorescencia. En el segundo el anticuerpo se marca con una sus-
tancia radiactiva (por ejemplo, tritio) que se revela mediante una radioautogra-
fia (seccién 23-27). En el tercero el anticuerpo se liga a la peroxidasa, una en-
zima que en presencia de diaminobencidina y peréxido de hidrégeno produce
un depésito opaco visible con el microscopio. Ademds de la peroxidasa se usan
otras enzimas, como la fosfatasa alcalina y la f-galactosidasa. Finalmente, otro
método inmunocitoguimico de observacién directa emplea anticuerpos acopla-
dos a la ferritina, que es una proteina rica en hierro opaca a los electrones.

Meétodos indirectos. Cuando la sensibilidad de los métodos directos es
baja debe recurrirse a los métodos indirectos, en los que la imagen del com-
plejo anticuerpo-componente celular se amplifica debido a que se introduce
un segundo anticuerpo (fig. 23-8). Los dos anticuerpos se obtienen de anima-
les diferentes. Por ejemplo, si €l primero se extrae del conejo, el segundo de-
be ser un anticuerpo anticonejo obtenido de la cabra o la oveja. Igual que en
los métodos directos, el segundo anticuerpo se marca con colorantes fluores-
centes, sustancias radiactivas, peroxidasa o ferritina.

Otro método inmunocitoquimico indirecto que requiere la ayuda del mi-
croscopio electrénico se basa en la aplicacién de particulas de oro coloidal,
las cuales son muy opacas a los electrones. Estas particulas se rodean con
proteinas extraidas del Staphylococcus aureus —llamadas proteinas A—, que
tienen la propiedad de interactuar con el extremo libre del anticuerpo. Las
particulas de oro son féciles de descubrir con el microscopio electrénico. Mas
aiin, debido a su pequefio tamafio permiten identificar claramente los compo-
nentes celulares y hacer una estimacion cuantitativa de los mismos.

RADIOAUTOGRAFIA

23-27. La radioautografia tiene multiples aplicaciones

La radioautografia se basa en la marcacién de componentes celulares con
radioisétopos, los cuales pueden demostrarse por su capacidad de interactuar
con los cristales de bromuro de plata (BrAg) de las emulsiones fotogrdficas.
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Fig. 23-8. Método inmunohistoquimico
indirecto que emplea un segundo anti-
cuerpo marcado.

= - 4

Asi, el radioisotopo es incorporado a un componente de la célula y luego loca-
lizado mediante una emulsién fotografica. Para ello, el tejido con el componen-
te celular marcado se pone en contacto con la emulsién fotografica durante un
tiempo y la radioautografia se revela como una fotografia comin. Luego la
imagen fotografica se superpone con otra del tejido (que se procesd para ser
examinado con el microscopio) y se obtiene una idea bastante precisa sobre la
localizacién del componente celular que lleva la marca del radioisétopo,

La técnica radicautografica mas usada es la que emplea emulsiones foto-
grificas liquidas con cristales de BrAg. El método comprende las siguientes
etapas (fig. 23-9): 1) el corte del tejido se monta sobre un portaobjeto o una
grilla y se sumerge en la emulsion fotografica a 45 °C; 2) el preparado que-
da a temperatura ambiente hasta que la emulsién fotogrédfica forma una peli-
cula de gelatina sobre la superficie del tejido; 3) el conjunto se guarda varios
dias o semanas en una caja hermética —para que no ingrese la luz— a fin de
que la radiacion que emite el radiois6topo incida sobre los cristales de BrAg
de la pelicula y convierta a los iones Ag en granos de plata metilica; 4) la pe-
licula se revela y los granos de plata se visualizan como puntos oscuros.

El radioisGtopo gue mas se usa es el tritio (*H). Por ejemplo, se utiliza ti-
midina tritiada para estudiar el metabolismo y el mecanismo de replicacion
del ADN, ya que la timidina es un nucledsido especifico de este dcido nu-
cleico. Similarmente, se emplea uridina tritiada para estudiar la formacidn y
la dindmica celular del ARN. Por otra parte, en el ejemplo que aparece en la
figura 23-10 puede verse que los nicleos marcados con timidina tritiada que
se hallan en el fondo de las criptas intestinales de un ratén inyectado § horas
antes, aparecen en el extremo libre de las vellosidades intestinales a las 36
horas de la inyeccion. Asi, el marcador revela en forma grafica la evolucion

~F

Gelatina

Cristal de Brag
Sl - Tejido

Portaohjeto o grilla

Fig. 23-9. Radioautografia. Arriba.
Una particula beta () emitida por

& un dtomo de tritio (*H) del tejido
choca contra un cristal de BrAg y lo

= convierte en un grano de plata metd-
R Sabede; a ——————Gelatina  lica. Abajo. Examen con el micros-

copio electronico después del reve-

Tejido lado. Todos los cristales de BrAg no

impactados por la radiacién se di-

Partaobjeto o grilla solvieron durante la fijacién foto-
griifica. (Cortesia de L. G, Caro.)
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Fig. 23-10. Cortes de intestino de
ratén inyectado con timidina tritia-
da. Izquierda. Raton sacrificado a
las 8§ horas de la inyeccidn. Dere-
cha. Ratén sacrificado a las 36 ho-
ras de la inyeccion. (Cortesia de C.
P. Leblond.)

de algunas células intestinales, mostrando que se multiplican en el fondo de
las criptas, recorren el epitelio y mueren en la punta de las vellosidades.

FRACCIONAMIENTO CELULAR Y MOLECULAR

23-28. Fl fraccionamiento celular sirve para aislar a los distintos
componentes de la ceélula

El fraccionamiento celular consiste en la homogeneizacion o destruccion
de las uniones celulares por medio de diferentes procedimientos mecdnicos o
quimicos, lo cual rompe las membranas plasmdticas y separa a las fracciones
subcelulares de acuerdo con su masa, superficie y peso especifico. Se utili-
zan diversos métodos de fraccionamiento celular, la mayorfa basados en la
homogeneizacién de la célula en una solucién acuosa — generalmente de sa-
carosa— a distintas concentraciones.

En la figura 23-11 se ha esquematizado el procedimiento corriente. En este
ejemplo el higado de un animal se perfunde con una solucidn salina helada y
luego con sacarosa 0,25 M, helada también. Se hace atravesar el tejido por un
disco de acero perforado, se lo homogeneiza en una solucién de sacarosa 0,25
M y se lo somete a una serie de centrifugaciones de fuerza centrifuga creciente.

Este tipo de fraccionamiento celular permite dividir los componentes ce-
lulares en cuatro fracciones: 1) la nuclear, que incluye los nicleos y los fila-
mentos del citoesqueleto; 2) 1a mitocondrial, con las mitocondrias, los pero-
xisomas vy los lisosomas; 3) la microsomica, con fragmentos del RE, del com-
plejo de Golgi y de otras membranas celulares, y 4) la soluble, que contiene
los ribosomas, macromoléculas grandes, virus, etc. En algunos tejidos glan-
dulares se obtiene otra fraceién mas, rica en grinulos secretorios.

23-29. Las fracciones celulares se obtienen por ultracentrifugacion

En el ejemplo de la figura 23-11 se realiza la separacién de las fraccio-
nes celulares mediante el método de ultracentrifugacion diferencial, que re-
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Homogeneizacion

16
20 min.

Células intactas

e | ...
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Nucleos
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Mitocondrias, llsosomas y peroxisomas
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Fig. 23-11. Etapas de la técnica de centrifugacion diferencial. A la izquierda se observa un trozo de higado homogeneizado y
sometido a una serie de centrifugaciones de fuerzas centrifugas crecientes. A la derecha se ilustran las subfracciones que des-

Reticulo endoplasmatico

e S T T s

cubre el microscopio electrdnico, (De W. Bloom y D. W. Fawcett, modificado.)
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quiere el empleo de ultracentrifugas. Al principio todas las particulas se
hallan distribuidas homogéneamente, pero luego de la centrifugacién se de-
positan en el tubo a distintas alturas de acuerdo con sus respectivas veloci-
dades de sedimentacién. Las técnicas de ultracentrifugacion se facilitan si
previamente se establecen gradientes de densidad, los cuales pueden ser
continuos o discontinuos. Para lograr gradientes discontinuos se colocan en
el tubo de la centrifuga sucesivas soluciones de densidad creciente, por
ejemplo, soluciones de sacarosa cuya molaridad, partiendo del fondo del tu-
bo, varfa entre 1,6 y 0.5 M. Una vez formado el gradiente, se coloca la mues-
tra en el tope de la solucién, que entonces se centrifuga hasta que las distin-
tas particulas alcancen su posici6n de equilibrio con respecto a las sucesivas
fases del gradiente.

La ultracentrifugacién permite separar particulas alin mas pequefias —co-
mo virus y macromoléculas (proteinas, dcidos nucleicos)— en la ultracen-
trifuga analitica. Con este aparato se determinan los coeficientes de sedi-
mentacion de esas particulas, que como se vio en el capitulo 16-9 se expre-
san en unidades Svedbergs 0 S.

23-30. La citometria de flujo permite seleccionar células o
componentes subcelulares enteros de una muestra

Existen métodos para seleccionar células enteras y los cromosomas meta-
fésicos. Esto se logra mediante el empleo de cdmaras de sedimentacién espe-
ciales —que funcionan con pequefias fuerzas de gravedad — . en las cuales las
células o los cromosomas se separan segiin sus tamanos y densidades.

Pero las poblaciones celulares pueden ser separadas mucho mads eficiente-
mente mediante un instrumento llamado citometro de flujo, en el que las cé-
lulas fluyen una fras otra por un tubo muy delgado. Son discriminadas —y
entonces separadas— de acuerdo con la fluorescencia que emiten. El fluoro-
cromo es agregado en los distintos tipos celulares mediante anticuerpos espe-
cificos (seccion 23-26).

23-31. Las proteinas pueden separarse por enfoque isoeléctrico
y por electroforesis

En el capitulo 2-11 definimos el mecanismo que da lugar a la electrofo-
resis y vimos que cada proteina tiene un punto iseelécirico caracteristico.
Ahora veremos como pueden ser utilizadas estas propiedades para separar a
las proteinas.

En la técnica llamada de enfoque isoeléctrico se hace la electroforesis de
las proteinas a través de un gradiente de pH. Las proteinas se desplazan has-
ta que alcanzan un pH igual al del punto isoeléctrico. En ese momento la mi-
gracién en el campo eléctrico se detiene debido a que las proteinas tienen
carga cero.

Se han combinado las técnicas de enfoque isoeléctrico y de electrofore-
sis en geles de poliacrilamida para la separacién bidimensional de las pro-
teinas. La figura 23-12 muestra c6mo se pueden aislar varios cientos de pro-
teinas celulares. Esta técnica aprovecha dos propiedades de las proteinas:
primero las separa por sus cargas (punto isoeléctrico) y luego por sus masas
(peso molecular).
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Cuando a las proteinas se les agrega el detergente i6nico dodecilsulfato de
sodio (SDS), se separan principalmente por su peso molecular. Ello se debe
a que el SDS se une a las protefnas y les confiere un gran niimero de cargas
negativas; se reduce asf el efecto de las cargas, de modo que las proteinas se
mueven segiin sus masas: las proteinas pequefias son més rapidas que las
grandes porque encuentran menos resistencia para atravesar los poros mole-
culares del gel de poliacrilamida. Este tipo de electroforesis se usa también
para determinar el peso molecular de las proteinas.

23-32. La cromatografia permite obtener grandes cantidades
de proteinas bastante puras

Las técnicas cromatograficas emplean columnas verticales en las que se
colocan las muestras, de forma que las moléculas proteicas se distribuyen en
dos fases, una fija y otra moévil. La fase mdvil corresponde al solvente, que
fluye arrastrando a la mayoria de las moléculas de la muestra. En cambio, la
fase fija incluye un elemento inmdvil acondicionado para que se le unan la
proteina o las protefnas deseadas. El elemento inmdvil puede ser un papel de
filtro, resinas cargadas, camas porosas, etc. Las proteinas buscadas se reco-
gen tiempo después de haber salido la fase movil por la parte inferior de la
columna. Los métodos de cromatografia méds usados son el de filtracidn por
gel, el de intercambio i6nico y el de afinidad. Todos permiten obtener mayor
cantidad de proteinas que con la electroforesis, aunque de menor pureza.

ANALISIS MOLECULAR DEL ADN E INGENIERIA GENETICA

23-33. El ADN puede ser desnaturalizado y vuelto a naturalizar

Teniendo en cuenta que la estructura de doble hélice del ADN es manteni-
da por uniones no covalentes entre las bases enfrentadas (puentes de hidroge-
no), es posible separar sus dos cadenas por medio del calor y otros tratamien-
tos, como el pH alcalino. Este proceso se denomina desnaturalizacion del
ADN. Dado que la temperatura necesaria para romper el par C-G (que tiene
tres puentes de hidrégeno) es mayor que la requerida para romper el par A-T

Enfoque isoeléctrico (unidades da pH)

Fig. 23-12. Electroforesis bidimen-
sional de las proteinas del ovocito
de Xenopus borealis. Las células se
marcaron con metionina P8 y se
homogeneizaron. Luego las protei-
nas se separaron por enfoque isoe-
léctrico (primera dimensidn) y se
agregd dodecilsulfato de sodio so-
bre un gel de poliacrilamida (se-
gunda dimensién). Por radioauto-
grafia se detectaron cientos de pro-
teinas, de las que se sefialan la acti-
na y las tubulinas e y B. Véase que
la migracion de las proteinas en la
segunda dimensién es proporcional
3 al logaritmo del peso molecular.
- {De E. M. De Robertis.)

SDS electroforesis peso mol X 10+
=

]
=
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(que tiene dos puentes de hidrdgeno), la temperatura a la cual se separan las
cadenas del ADN —|lamada punto de fision— depende de la relacién CG/AT.
Si el ADN desnaturalizado se enfria lentamente, las cadenas complemen-
tarias se aparean en forma ordenada y se restablece la conformacién original
de la molécula. Este proceso se denomina renaturalizacion.
Mas ain, una de las cadenas del ADN puede unirse a una cadena de ARN
complementario para formar una molécula hibrida, mitad ADN y mitad ARN.

23-34. Los métodos de secuenciamiento del ADN han permitido
conocer la composicion molecular de muchos sectores
de |os cromosomas

La secuencia de los nucledtidos de un gen puede ser parcialmente deduci-
da a partir de la secuencia de los aminodcidos de la proteina que codifica. Los
resultados que se obtienen mediante este recurso abarcan solamente las partes
codificadoras del gen, ya que no aportan informacion sobre los segmentos re-
guladores ni sobre los intrones. Tampoco tienen en cuenta una de las caracte-

1 risticas del cédigo genético, la que establece que la mayoria de los aminodci-
o ~Cebador . dos son codificados por mé:\i de un coddn (cap. 16_-2).
p LU AL AL L Se han desalln'al.lado va{ms -mctudos que permiten
3 9 i5 21 obtener un rdpido secuenciamiento del ADN, lo cual
j#—— Secuencia desconocida ——| produjo una verdadera revolucién en el mundo de la
2 biologia molecular. Gracias a ellos se ha llegado a co-
i _— . nocer la composicién de los cromosomas nucleares y
mitocondriales humanos y la de muchos de sus genes.
gedihiLd : NALALS LnMAU‘LLLf_J'U'LLLL g Ademis se ha estudiado el ADN de otros organismos
- eucariotas y de numerosos virus y bacterias.

EEPYYT, — P Los fnétados de secuenciamiento se bellsan en la
g LLL LD ALU L LALLLUALLLELL produccnéndefmgrner{tosdeADNdelongzmdescrc-
i i5 cientes, los cuales empiezan en un punto comun y po-
seen uno de los cuatro tipos de nucledtidos en sus ex-

ETTTTTTI . ¥ tremos terminales.
gl LU ULI IR IALLIILALLIIIALIILILL o La figura 23-13 muestra las etapas del método de
! 8 secuenciamiento denominado de terminacién de
Fig. 23-13. Pasos en el método de termi- 3 cadena, que cc!micnza con la desnaturalizacion del
nacion de cadena para secuenciar el ADN. ADN que se quiere analizar a fin de obtener molécu-
1. Se coloca un cebador junto al ADN Gl las de una sola cadena. Seguidamente se coloca un

monocatenario que se desea secuenciar, 2,
Se sintetiza la segunda cadena del ADN
después de la incorporacion de la ADN
polimerasa y de los cuatro tipos de nu-
cledsidos trifosfato. La sintesis se detiene -
cuando se agregan didesoxinucledtidos.

En ¢l gjernplo que muesira la figura se ob- —
serva como el ddTTP detiene la sintesis a

la altura de las timinas de la cadena en

crecimiento, 3. Para la lectura de la se-

cuencia se desnaturaliza el ADN y s co-

men por electroforesis, sobre distintas ca- -—
lles de un gel de poliacrilamida, las cade-

nas de ADN terminadas en los cuatro ti-

pos de didesoxinucledtidos (se muestra

s0lo la correspondiente a la timina).

cebador en el extremo 3’ de una de las cadenas, y con
la ayuda de una ADN polimerasa se sintetiza la ca-
dena complementaria. El cebador es un fragmento de
ADN gue deja expuesto su propio exiremo 3', a par-
tir del cual la ADN polimerasa agrega los nucleéti-
dos como lo hace durante la replicacidn del ADN.
Debe sefialarse que los nucledtidos que se emplean
estin marcados con una sustancia radiactiva y que el
procedimiento se realiza en forma simultinea en
cuatro dispositivos.

La sintesis de las cadenas nuevas se interrumpe en
sitios especificos debido a que cada dispositivo con-

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

23, METODOS DE ESTUDIO EN BIOLOGIA CELULAR ® 441

tiene uno de los cuatro nueledtidos (A, T, G v C) bajo la forma 2',3'-dide-
soxinucledtidos (ddATP, ddTTP, ddGTP y ddCTP), que son moléculas que
bloquean la sintesis del ADN cuando se incorporan a la cadena en creci-
miento. Asi, la bloquean a nivel de las A en uno de los dispositivos. de las
T en el segundo, de las G en el tercero y de las C en el cuarto. El bloqueo
se produce porque los 2,3 '-didesoxinucledtidos carecen de OH en el sitio
3" de sus desoxirribosas, lo que impide que se le unan nuevos nucledtidos.
Como resultado, en cada dispositivo se generan fragmentos de ADN de
longitudes crecientes, ya que todos empiezan en un punio comin pero ter-
minan —con el mismo tipo de nucledtido— en un sitio diferente.

Para leer la secuencia, los fragmentos de ADN de los cuatro dispositivos
se vuelven a desnaturalizar y las cadenas nuevas se corren simultdneamente
en cuatro “calles” de un gel de poliacrilamida. las cuales separan y ordenan
a los fragmentos segiin sus tamafios. Obviamente, cada calle del gel corres-
ponde a uno de los nucledtidos. En la figura 23-14 puede verse que los frag-
menios de ADN aparecen como bandas verticalmente ordenadas.

Finalmente, los fragmentos se revelan por radioautografia y la secuencia —
del ADN se lee integrando las posiciones de las bandas en las cuatro calles.

Por ejemplo, en la figura 23-14 las bandas 30 y 31 se hallan en la calle C

(corresponden a dos citosinas sucesivas), la banda 32 se halla en la calle T -'30

{corresponde a una timina), la banda 33 se halla en la calle G (corresponde — —

4 una guanina) y la banda 34 se halla nuevamente en la calle C (correspon-

de a otra citosina), de modo que entre las posiciones 30 y 34 la secuencia del A T G c

ADN es CCTGC. Es recomendable que el estudiante haga el ejercicio de leer Fig. 23-14. Gel de poliacrila-

dicha figura entre las posiciones 30 y 70 v que compare su resultado con la se-  mida que muestra la secuen-

cuencia indicada en la leyenda. cia de un fragmento de ADN.
) ank ph o s : Cada calle representa a las ca-

Actualmente se utiliza una técnica de secuenciamiento mucho mas ripida

ale ; o denas de ADN terminadas en
que la que se acaba de describir; emplea fragmentos de ADN cuyos Gltimos  uno de los cuatro nucledtidos.

nucledtidos son marcados con uno de cuatro colorantes fluorescentes, apli- ~ (Cortesia de W. Barnes.) En
cando un color determinado a cada tipo de nucledtido (A, T, G y C). Una vez o P 0 AT
que el instrumento separa a los fragmentos marcados de acuerdo con su lon- 30  CCTGCGTGTA
gitud, un rayo ldser excita a los colorantes y revela sus posiciones. El resul- 40 GCGAACTGCG
tado es una secuencia de colores que se lee electrénicamente y que corres- 50  ATGGGCATAC
ponde al orden en que se hallan los nucledtidos en el ADN. 60 TGTAACCATA

23-35. La técnica del ADN recombinante hace posible el estudio
del genoma

La secuenciacién de los ADN de los virus, las bacterias, las mitocondrias
y los cloroplastos es relativamente sencilla debido a que son moléculas de
tamafio pequefio que pueden obtenerse puras. En cambio, cualquiera de los
cromosomas eucaridticos nucleares posee una molécula de ADN muy larga
y. por lo tanto, mucho mds dificil de estudiar.

Este problema se resuelve mediante técnicas de ADN recombinante —o de
ingenieria genética— , que emplean segmentos de ADN cortos, los cuales se in-
sertan en cromosomas circulares bacterianos muy pequefios, denominados plés-
midos (cap. |-5). Posteriormente, una vez que las bacterias se multiplican, la re-
plicacién repetida del plésmido da lugar a numerosos segmentos de ADN idén-
ticos al insertado en el plismido original. Luego esos segmentos son separados
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Fig. 23-15. La endonucleasa
Eco RI reconoce en el ADN
und secuencia de cualro nu-
cledGtidos. Los asteriscos sefia-
lan la presencia de nucledti-
dos metilados, los cuales im-
piden que esos lugares sean
cortados por endonucleasas
de restriccion.

de los pldsmidos con diversos fines; por ejemplo, para ser secuen-
[TT1T ciados mediante las técnicas descritas en la seccion anterior, para
obtener organismos transgénicos (seccion 23-46), etcétera.

23-36. Las endonucleasas de restriccion reconocen en el ADN
secuencias de nucleotidos especificas

Las técnicas del ADN recombinante son posibles gracias a las endonu-
cleasas de restriccién, unas enzimas que reconocen en las moléculas de
ADN secuencias especificas de nucledtidos y las cortan. Asi, cada endonu-
cleasa constituye una especie de bisturi molecular que corta al ADN en un lu-
gar determinado.

La mayoria de las células procariotas poseen endonucleasas de restriccién,
cuya funcién principal es proteger a las bacterias cuando las invaden ADN
fordneos. Por lo tanto, si un bacteridfago (cap. 1-5) infecta a una bacteria,
ésta puede destruir al ADN viral mediante las endonucleasas presentes en su
protoplasma. El ADN bacteriano no es afectado porque en las bacterias exis-
ten enzimas que lo metilan a nivel de las secuencias susceptibles de ser cor-
tadas por las endonucleasas, lo que lo torna invulnerable.

La denominacion de las endonucleasas de restriccion procede de los nom-
bres de los microorganismos en que fueron aisladas. Por ejemplo. la Eco RI
es una endonucleasa que se halla en un plasmido de la Escherichia coli lla-
mado RI., que le confiere a la bacteria resistencia a ciertas drogas.

Las endonucleasas de restriccidn suelen reconocer secuencias que poseen
entre cuatro y seis nucledtidos (tabla 23-1). Las que reconocen cuatro nucled-
tidos producen fragmentos de ADN cortos (de unos 250 pares de bases),
mientras que las que reconocen seis nucleotidos producen fragmentos mis
largos (de alrededor de 4.000 pares de bases). Una caracteristica importante
de estas secuencias es que son simétricas, es decir, existe un eje de simetria
a partir del cual la secuencia se lee igual en ambas cadenas tanto en la direc-
cién 5'—3" como en la 3'—5'. Por ejemplo:

—GAA T3
3I—CTT AAG—5

Algunas endonucleasas producen un corte neto en el ADN (véase la endo-
nucleasa Hae/IIl en la tabla 23-1). Otras, como la Eco RI, producen cortes
sesgados, por 1o que generan extremos de una sola cadena, los cuales pueden
aparearse con otros complementarios (fig. 23-15). Asi, esos extremos —lla-
mados “adhesivos”— pueden unirse a cualquier fragmento de ADN cortado
por la misma endonucleasa de restriccion, lo cual se aprovecha en algunas
reacciones de la ingenieria genética.

23-37. Los genes de las células eucariotas pueden ser introducidos en
plasmidos y clonados en bacterias

En la seccidn 23-35 se dijo que las bacterias poseen ADN circulares pe-
quefios —los pldsmidos — que se replican auténomamente. Entre los pldsmi-
dos miés conocidos se encuentran los que poseen genes que les confieren a las
bacterias resistencia a los antibidticos. Se dijo también que con la ayuda de
endonucleasas de restriccion puede incorporarse un fragmento de ADN euca-
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Tabla 23-1. Secuencias reconocidas por algunas endonucleasas de restriccion

Nombre Secuencia Extremos libres despuds del clivaje Origen
|
Eco RI -GAATTC- -G i AATTC- Escherichia coli con el plésmido R1
—CTTAAG-— -CTTAA G-
f &
: L
Hind IT1 -AAGCTT- -4 | AGCTT- Haemophilus influenzae serotipo D
“TTCGAA— -TTCGA A
t *
1
Bam I ~-GGATCC- G l GATCC- Bacillus amyloliquefaciens
-CCTAGG- ~CCTAG G-
t &
|
Hae/[11 -GGCC- -GG ‘ CcC- Haemophilus aegypticus
-CCGG~ -CC GG-

t +

ridtico en un pldsmido e introducir a ambos en una bacteria para que se mul-
tipligue el ADN eucaridtico. La combinacion de dos ADN de diferentes pro-
cedencias realizada para que uno se multiplique en una célula ajena dio ori-
gen a la ingenieria genética.

La figura 23-16 muestra las diferentes etapas comprendidas en la produc-
cion de un ADN recombinante. El ADN circular del pldsmido se corta con
una endonucleasa de restriccidn, lo cual genera dos extremos de ADN “adhe-
sivos”. Dado que se emplea la misma endonucleasa para cortar el ADN euca-
ridtico, en éste se generan segmentos de ADN con extremos “adhesivos”
idénticos a los del pldsmido cortado. Como consecuencia, ambos ADN —el
del pldsmido y el de la célula eucariota— se adhieren a través de sus extre-
mos, unién que se completa con la ayuda de la ADN ligasa.

Luego el pldsmido con el ADN recombinante se introduce en bacterias
con la simple maniobra de colocar a ambos en una solucién de cloruro de
calcio (fig. 23-16). Debido a la funcién que desempefia, el plasmido recibe
el nombre de vecter. A continuacién se agregan antibiéticos a fin de elimi-
nar a las bacterias que no incorporaron el plasmido. Veamos un gjemplo: si
el pldsmido contiene un gen que confiere resistencia a la fefraciclina, el
agregado de este antibi6tico hace que sobrevivan iinicamente las bacterias
cuyos plismidos poseen el gen. Una vez que se seleccionan las bacterias de-
seadas, éstas se reproducen y se consiguen millones de copias del ADN eu-
cari6tico incorporado al plasmido (fig. 23-16). Debido a que todas las copias
del ADN provienen de una sola, la técnica se denomina clonacién de frag-
mentos de ADN o clonacidn de genes.

23-38. Pueden emplearse otras clases de vectores para clonar
fragmentos de ADN

Para conseguir la clonacién de fragmentos de ADN no sélo se emplean
plasmidos como vectores. Otro vector usado es el bacteriéfago lambda, que
ademds pudo ser construido in vitro mezclando el ADN del virus con sus pro-
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PLASMIDO
L;-;;EL;»

Gen de <
resistencia a

CORTE CON ENDONUCLEASAS un antibidtico l

LIGAMIENTO COM ADN LIGASA

INTRODUCCION DEL PLASMIDO
EM LAS BACTERIAS

ADN A INVESTIGAR

[TTITHEE, L li===1 RITTTTT

ADN recombinante

AGREGADD DEL ANTIBIOTICO Y
MULTIPLICACION DEL PLASMIDO

Fig. 23-16. Produccidn de una
moléculy de ADN recombi-
nante mediante mgeniera ge-
nética. (Cortesfa de S. Cohen:
maodificado.)

b

teinas. Asi se han construido bacteriéfagos que pueden aceptar inserciones de
ADN forineos de 15.000 a 20.000 nucledtidos. Los plismidos que aceptan
moléculas de ADN tan largas se replican muy poco, de ahi la ventaja de los
bacteriofagos.

Otros vectores que se emplean para la clonacion de fragmentos de ADN
son los cromosomas artificiales de levaduras o YAC (por yeast artificial
chromosomes), que contienen secuencias centroméricas y teloméricas y una
secuencia ARS. Como se vio en los capitulos 12-6 y 17-4, esta dltima se re-
laciona con los orfgenes de replicacian,

23-139. Las tecnicas de ingenieria genética han permitido construir
"bibliotecas de genes" de células eucariotas

La localizacion, separacion ¥ multiplicacién de un gen en la célula euca-
riota puede conseguirse siguiendo los pasos mostrados en la figura 23-17. El
proceso comienza con el aislamiento del ADN de varias células, que al ser di-
gerido con enzimas de restriccién genera una enorme cantidad de segmentos
cortos de ADN, llamados fragmentos de restriccién. Mediante el procedi-
miento indicado en la seccidén 23-37 tales fragmentos son incorporados a vec-
tores —pldsmidos, por ejemplo—, de modo que cada vector recibe uno de los
fragmentos. Luego los vectores con sus fragmentos de restriceidn se introdu-
cen en bacterias, las cuales son sembradas en medios de cultivo.

La multiplicacién de cada bacteria genera una colonia separada de las de-
mds, de modo que en los cultivos se forman miles de colonias. Como conse-
cuencia, cada colonia resulta habitada por un clon de bacterias que descien-
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ADN CELULAR PLASMIDOS Fig. 23-17. Etapas de la formacion de una “bi-
f blioteca de genes” o genoteca. (Cortesia de A.

@f@b@j o OOOOO Blanco.)
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endonucleasas
de restnccion
w2 D Th 'j
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Ligamienio
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O OQOOO ADN

racombinania

de los plasmidos

Introduccian
en bacterias

Cultive

[P

den de un ancestro comiin, Como es obvio, cada clon contiene un fragmento
de restriceion diferente.

La coleccidn de estos clones, cuyo conjunto posee la totalidad del ADN de
las células investigadas, se conoce con el nombre de “biblioteca de genes” o
genoteca, El fragmento de ADN buscado se encuentra en uno de los “ejem-
plares™ de la biblioteca.

23-40. Se usan sondas de ADNc para localizar la colonia de bacterias
que contiene el fragmento de ADN que se desea aislar

La técnica més usada para individualizar el clon de bacterias que contie-
ne el ADN que se desea hallar se resume en la figura 23-18. Primero se colo-
ca un papel de nitrocelulosa sobre el cultivo sembrado con las colonias de
bacterias para que éstas se transfieran al papel y se forme una réplica del cul-
tivo. A continuacion las bacterias se lisan y sus ADN se desnaturalizan me-
diante calor (seccidn 23-33). Este procedimiento no altera la posicidn de los
ADN, que siguen en el papel de nitrocelulosa en los mismos lugares que ocu-
paran las colonias bacterianas,

La réplica en ¢l papel de nitrocelulosa se incuba con una sonda de ADN ra-
diactivo complementario (ADNe) del segmento de ADN que se desea hallar. El
lento enfriamiento del papel hace que el ADNc radiactivo se hibride con el seg-
mento de ADN buscado, El préximo paso consiste en colocar sobre el papel de
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nitrocelulosa una pelicula fotogrifica en la que quede impresa — por radioau-
tografia— la posicion de ese segmento de ADN. Este dato, al confrontarse la
pelicula con el cultivo, permite identificar la posicién de la colonia portadora
del ADN. Si la colonia se resiembra en nuevos medios de cultivo se consigue
un nimero creciente de bacterias y, por ende, grandes cantidades del ADN. Pa-
ra su estudio (su secuenciacion, por ejemplo) se lo debe extraer de los vectores

mediante endonucleasas de restriccion, previa lisis de las bacterias.

‘ \ Cultive de clones de bacterias que
~ ' contienen genes diferentes

Réplica dei cultivo en papel de nitocelulosa .

/

Lisado de las bacterias y desnaturalizacion

L del ADN

N

Adicitn de la sonda de ADNc radiactivo

_,
F

& .
£ Hibridacion

L% o
® %
Radioautogralia

El gen buscado se halla en la colonia

Fig. 23-18. Técnica para individualizar el representada en amarillo

clon de bacterias portador del fragmento
de ADN que se desea obtener. (Cortesia
de A, Blanco.)

" Pelicula fotografica
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Debe senalarse que las sondas de ADN complementario (ADNc) se obtie-
nen a partir de moléculas de ARN tomadas de células que las fabrican en gran
cantidad. Estos ARN sirven de moldes para la construccion de los ADNc, los
cuales se sintetizan mediante la enzima transcriptasa inversa. La radiactivi-
dad del ADNc se obtiene empleando desoxirribonucledsidos trifosfato mar-
cados con **P. Las sondas de ADNc pueden también construirse teniendo en
cuenta el orden de los aminoécidos en las proteinas codificadas por los genes
que se desea identificar,

23-41. Los fragmentos de restriccion pueden ser separados por
electroforesis y detectados por el método de
transferencia del ADN

Los fragmentos de restriccién pueden ser separados por electroforesis en
una placa de gel de agarosa sobre la base de sus tamaifios (fig. 23-19), lo cual
posibilita la localizacién de uno de ellos. Se comienza tratando al gel con una
solucion alcalina que desnaturalice las moléculas de ADN, es decir, separe
sus dos cadenas, Con el objeto de facilitar la manipulacidn de las bandas elec-
troforéticas (invisibles para el investigador), éstas son transferidas a un filtro
de nitrocelulosa. Para ello se coloca el gel sobre varias hojas de papel embe-
bidas en solucidn fisiolégica, se aplica el filtro de nitrocelulosa sobre el gel
y sobre el filtro se ponen varias hojas secas de papel absorbente. La solucién
salina asciende por capilaridad desde las hojas empapadas hacia las secas y
arrastra a los fragmentos de ADN contenidos en las bandas del gel, las cua-
les son transferidas al filtro de nitrocelulosa sin que cambien las posiciones
que tenian en el gel.

El filtro —separado del gel y de los papeles usados para la transferencia
del ADN— se trata con una sonda radiactiva de ADNc marcada con P, es-
pecifica para el segmento de ADN que interesa localizar. Tras la hibridacién
de este ADN con el ADNc, el filtro se aplica sobre una pelicula fotogrifica
de modo qgue la banda o las bandas que contienen el ADN queden impresas
en la pelicula (radioautografia). Para localizar a los fragmentos de ADN en el
gel de agarosa, bastard confrontar el gel con la pelicula.

La transferencia del ADN desde el gel de agarosa al filtro de nitrocelu-
losa lleva el nombre de Southern blotting, en parte por su significado lite-
ral (blotting, transferencia) y en parte como homenaje al creador del méto-
do, E. M. Southern.

Debe agregarse que existen técnicas semejantes para transferir ARN y
proteinas, designadas —no sin cierto humor— Northern blotting y Western
blotting, respectivamente.,

23-42. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite consequir
grandes cantidades de un fragmento de ADN en poco tiempo

Hemos visto que las técnicas de clonacién permiten conseguir grandes
cantidades de un fragmento determinado de ADN. No obstante, esas técnicas
estdn siendo reemplazadas por una metodologia relativamenie nueva —deno-
minada reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)—, que es un sistema
de amplificacién in vifre del ADN por el que pueden conseguirse en pocas
horas grandes cantidades de un gen (o de una parte de €l) a partir de muy po-
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co ADN, incluso el de una sola célula. Con esta técnica se evita el uso de en-
donucleasas de restriccién y no es necesario recurtir 4 una genoteca ni cons-
truir moléculas de ADN recombinante.

El procedimiento se ilustra en la figura 23-20, El ADN de la célula se des-
naturaliza por calentamiento y se agregan al medio dos clases de oligonucleo-
tidos eebadores, complementarios de las secuencias situadas en los extremos
del tramo de ADN que se desea amplificar. Una vez que los cebadores han
encontrado las secuencias complementarias en medio de todo el ADN celu-
lar, se unen a ellas (hibridacién), lo cual es posible porque se hace descender
la temperatura del medio.

Seguidamente se fabrican las cadenas hijas a partir de los extremos 3’ de
los cebadores, sintesis que es catalizada por una ADN polimerasa especial
—extraida de la bacteria Thermus agquaricus—, resistente a la temperatura
usada durante la desnaturalizacién. Junto con la enzima se agregan cantida-
des suficientes de los cuatro desoxirribonucledsidos trifosfato que compo-
nen el ADN,

Al concluir el proceso se obtienen dos fragmentos de ADN a partir de uno.
Puesto que la misma operacion se repite en cada fragmento duplicado, al cabo
del segundo ciclo se obtienen cuatro de esos fragmentos, y asf sucesivamente
en los ciclos venideros, por lo que el ADN se amplifica en forma exponencial.

23-43. La técnica de hibridacion in situ de dcidos nucleicos
posibilita el mapeo genético

Muchos genes pueden ser detectados directamente en los lugares que ocu-
pan en los cromosomas mediante el método de hibridacion in situ. El expe-
rimento consiste en la hibridacion del gen que se desea detectar con un ADN
complementario, el cual debe llevar un marcador para que pueda ser identifi-
cado en el tejido o en el extendido. Cuando el marcador es fluorescente, la
técnica se denomina FISH (por fluorescent in situ hybridization).

Esta técnica permitié localizar un gran nimero de genes humanos; por
ejemplo, el gen del ARNr 458 en las constricciones secundarias de los cro-
mosomas 13, 14, 15,21 y 22 (cap. 13-8) y el gen del ARNr 58 en el extremo
distal del brazo largo del cromosoma | (cap. 13-9).

ANALISIS DE LAS FUNCIONES DE LOS GENES

23-44, Una técnica creada recientemente permite estudiar la funcion
de los genes

Entre los 3 x 10° pares de nucledtidos que componen las moléculas de ADN
del genoma humano existen alrededor de 20.000 genes, la mayoria de los cua-
les codifican proteinas. Salvo excepciones, alin se ignora qué proteina o pro-
teinas codifica cada gen, es decir, qué funcién o funciones desempena.

Gracias a una técnica desarrollada recientemente, hoy es posible realizar
estudios sistemdticos sobre las funciones de los genes individuales sin necesi-
dad de recurrir a las laboriosas y costosas manipulaciones requeridas hasta
hace algunos afios. La técnica se basa en un mecanismo bioldgico normal de
las células —la interferencia del ARN o ARNi—, mencionado en el capitu-
lo 16-20 al cabo de la deseripcién de los miARN.
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23-45. En células de plantas y de animales invertebrados se producen
ARNi mediadas por ARNpi

Antes de analizar la técnica empleada para el estudio de las funciones de
los genes, corresponde decir que en las células de las plantas y de los anima-
les invertebrados tienen lugar —ademds de ARNi mediadas por miARN—
ARNI en las que intervienen unos ARN |lamados ARNpi o ARN pequefios
de interferencia (en inglés, siRNA o small interfering RNA), los cuales son
muy parecidos a los miARN,

Mis adelante se citardn los origenes de las moléculas predecesoras de los
ARNpi. Antes se describird su procesamiento, que si bien es similar al proce-

ADN celular
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Las bandas que contienen los ADN buscados quedan  1€cnica de transferencia de ADN
Impresas en la pelicula denominada Seuthern blotting.
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de la polimerasa (PCR). (De A. Blanco.)
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) RISC . Fig.23-21. Apareamiento completo
ARNm 5I]IlllII1I'TITII'I-'l{T'["I-'\‘IIlIIIIIIIIIIIIIT3 de[ARNpiconlasecuenciacom_
o YISO S O B plementaria del ARNm.
ARNpi

samiento de los transcriptos primanos de los miARN, se diferencia por las
siguientes particularidades (cap. 15-14) (fig. 15-12);

1) No requiere la intervencién de la enzima Drosha.

2) El ARNpi del ARNpi-RISC se aparea totalmerite con el segmento com-
plementario del ARNm, ya que la complementariedad entre ambos es perfec-
ta (fig. 23-21). Recuérdese que el aparcamiento entre el miARN y el ARNm,
si bien es amplio, no es total (cap. 16-20) (fig. 16-10).

3) El RISC del ARNpi-RISC destruye al ARNm e impide su traduccidn.
Recuérdese que el RISC del miARN-RISC no destruye al ARNm sino que
blogquea su traduccién (cap. 16-20).

Dos son los origenes de las moléculas predecesoras de los ARNpi en las
plantas y los animales invertebrados: se instalan en las células cuando son
infectadas por virus que contienen ARN de doble cadena o cuando se trans-
criben sus transposones.

Asf, cuando un virns con ARN de doble cadena infecta a una célula, este
ARN se replica reiteradamente en el citosol y genera miiltiples ARN simples,
algunos de los cuales se procesan y convierten en ARNpi dobles. Al igual que
los miARN, estos ARNpi dobles se combinan con complejos proteicos RISC,
sus cadenas pasajeras se destruyen, y sus cadenas gufas forman complejos
ribonucleoproteicos ARNpi-RISC. Simultdneamente, los restantes ARN vira-
les simples se comportan como ARNm a fin de que las células infectadas sin-
teticen las protefnas de los virus hijos en formacion. No obstante, esa sintesis
es abortada porque los ARNpi-RISC detectan a los ARNm virales, se aparean
con ellos y los destruyen. Como se ve, aqui la ARNi procura evitar —en plan-
tas y animales invertebrados— el progreso de las infecciones producidas por
ciertos virus mediante la destruccion de sus ARN.

Cuando en una célula se transcriben tramos del genoma que contienen
transposones (cap. 17-25), aparecen moléculas predecesoras de ARNpi debi-
do a que las repeticiones invertidas de esos tramos genéticos dan lugar a trans-
criptos primarios que contienen un par de secuencias complementarias idénti-
cas cuando se las lee en direcciones opuestas. Puesto que esas secuencias se
aparean entre si, los transcriptos primarios adoptan la forma de horquillas que
incluyen un tramo de ARN de doble cadena. Ya en el citosol, tales horquillas
se procesan, lo cual las convierte primero en ARNpi dobles y luego en ARNpi
simples asociados al RISC. Finalmente, los ARNpi-RISC detectan y destruyen
a los ARNm gue se forman a partir de las proximas transcripciones de los mis-
mos genes. Como se ve, aqui la ARNi apunta a la conservacion de la estabili-
dad del genoma en plantas y animales inveriebrados medianie el control de los
efectos indeseados de la transcripcion de sus transposones.

23-46. En la actualidad es posible averiquar la funcitn de cada gen
por medio de ensayos basados en la ARNi

La maquinaria de la ARNi estd siendo aprovechada experimentalmente
para observar qué efecto causa en las células la anulacion funcional de cada
gen individual. De lo descripto en las secciones precedentes puede deducirse
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que lo que se busca es silenciar la expresién postranscripcional del gen, con la
consiguiente falta de produccién de la protefna que codifica. Luego, el efecto
celular causado por la ausencia de la proteina permite inferir la funcion de
dicho gen.

La técnica basada en la ARNi requiere la introduccién de un ARNpi doble
en células cultivadas o en organismos vivos, y puede aplicarse en virtualmen-
te todas las especies, incluido el hombre,

En células cultivadas el ARNpi doble se introduce directamente o median-
te pldsmidos (cap. 1-5 y seccién 23-35). Cuando se emplean pldsmidos se
introduce un ARN simple que contiene dos secuencias de nucledtidos com-
plementarias, separadas por un segmento espaciador. Dado que las secuencias
complementarias se aparean, el ARN simple adopta la forma de una horquilla
capaz de ser procesada por la Dicer (cap. 15-14), que convierte a la horquilla
en un ARNpi doble. Los pasos posteriores a la accién de la Dicer se describen
en el capitulo 15-14 y en la seccion 23-45.

Naturalmente, para silenciar a un gen el ARNpi que se introduce debe ser
especifico, es decir, debe poseer una secuencia de nucledtidos capaz de apa-
rearse con un tramo del ARNm derivado de ese gen.

Otra téenica basada en la ARNi —con mayores alcances que la descripta
en los parrafos precedentes— se vale de organismos vivos y de un fragmen-
to de ADN sintético que contiene —similarmente al ARN simple que se
emplea en las células cultivadas— dos secuencias de nucleStidos comple-
mentarias, separadas por un segmento espaciador.

El ADN sintético se introduce en las células de las plantas y de los animales
mediante vectores viricos, pldsmidos u otros métodos de transferencia. Después
de haber sido introducido, el ADN fordneo ingresa en el niicleo y se inserta alea-
toriamente en un sitio de algiin cromosoma. Alli permanece, y cuando se trans-
cribe genera un ARNpi simple similar al que se introduce en las células cultiva-
das. El gen fordneo recibe el nombre de transgén* y —como cualquier otro
gen— se transfiere a las células hijas y puede pasar a la descendencia.

23-47. Se estan realizando investigaciones basadas en la ARNi que
buscan prevenir o curar enfermedades

Por su gran especificidad, la técnica basada en la interferencia del ARN,
ademds de permitir el estudio de la funcién de los genes, se ha convertido en
una herramienta promisoria para prevenir y curar enfermedades. Las princi-
pales investigaciones apuntan a:

1) Varios tipos de céncer, ya que si con la ayuda de ARNpi especificos se

* La inserci6n de material genético fordneo en el genoma de un organismo vivo reci-
be el nombre de transgénesis. El ADN gue se afiade al genoma —es decir, cl transgén—
puede ser sintético u obtenido de otro organismo. Los organismos cuyos genomas reci-
ben un transgén se denominan erganismos transgénicos. Las siguientes son algunas
aplicaciones —actuales o en desarrollo— de los organismos transgénicos: 1) estudiar la
funcién de los genes, como se describid en esta seccidn; 2) crear hembras de mamiferos
productoras de leche que contenga proteinas humanas terapéuticas; 3) analizar la regu-
lacion del desarrollo embrionario a nivel molecular; 4) manipular 14 expresién de genes
{n vivos 5) corregir errores congénitos del metabolismo mediante terapia génica; 6) cul-
tivar plantas genéticamente modificadas para que produzean vacunas comestibles, des-
contaminen suelos, sean més nuiritivas o sean resistentes a enfermedades, herbicidas,
sequias, plagas de insectos, etc.
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consiguiera inhibir postranscripcionalmente a genes relacionados con la divi-
sion celular, se podria detener el avance de esos cinceres.

2) Enfermedades causadas por virus, como la hepatitis A, la hepatitis B, el
sarampion, el sida, la gripe y el sindrome respiratorio agudo grave. En las
hepatitis se busca introducir en las células hepédticas —por ejemplo— un
ARNpi capaz de provocar la inhibicidén postranscripcional del gen de la pro-
teina Fas (cap. 22-5), lo cual podria prevenir la muerte de dichas células, una
de las complicaciones mis temidas de la enfermedad.

3) Enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Huntington,

4) La degeneracién macular.

3) Enfermedades causadas por desérdenes genéticos.

Recientemente, en ratones se logrd silenciar el gen de la apopoliproteina-B
mediante la administracién de ARNpi modificados. La apopoliproteina-B es
un componente esencial de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), cuyos
niveles en sangre aumentan en la hipercolesterolemia. Se trata del primer caso
exitoso de silenciamiento de un gen de mamifero mediante la aplicacién de
una terapia médica basada en la ARNi.

23-48. Una técnica desarrollada recientemente permite remover del
ADN secuencias defectuosas de nucledtidos y reemplazarlas
por secuencias correctas

Una técnica desarrollada idltimamente -denominada CRISPR (por
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)— permite locali-
zar en los cromosomas secuencias defectuosas de nucledtidos (mutaciones),
removerlas y reemplazarlas por secuencias correctas.

Se basa en el uso de una molécula de ARN gufa, la cual se aparea con gran
precision con el segmento defectuoso del ADN. De inmediato ese segmento es
cortado y removido por medio de una endonucleasa unida al ARN guoia —|lama-
da Cas9 {por CRISPR Associated Protein)—, y posteriormente es reemplazado
por la secuencia correcta de nucledtidos.

Los ARN guia se obtienen de ciertas bacterias, en las que desempefian fun-
ciones defensivas cuando las atacan virus o plasmidos invasores (cap. 1-5).

Cabe resaltar que el sistema CRISPR-Cas9 ha sido ensayado exitosamente
en cigotos y en células madre. Asi. se lo empled para sustituir —en el ADN de
cigotos de ratones— una mutacion causante de cataratas, y para reemplazar —en
células madre intestinales obtenidas de nifios con fibrosis quistica— una muta-
cion en el gen de la proteina CFTR (cap. 3-27).

Si bien falta mucho para que esta técnica esté en condiciones de corregir
mulaciones genéticas causanies de enfermedades, por los resultados antedi-
chos y su relativa simplicidad se considera que es més prometedora que la
basada en la interferencia del ARN (caps. 23-46 y 23-47).

BIBLIOGRAFIA
Abelson J. and Burz E. (1980) Recombinant DNA. Science Ultramicroscopy 8:207.

200- 1317, Blanco A. (2000) Quimica Bioldgica, 7* Ed. El Ateneo,
Baulcombe D. (2002) An RNA microcosm. Science Buenos Aires.

297:2002. Bradbury 5. (1989) An Introduction to the Optical
Beer M. et al. {1982) STEM studies of biological structure. Microscope, 2nd Ed. Oxford University Press, Oxford.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

454 m BIOLOGIA CELULAR ¥ MOLECULAR

Celis J.E. and Bravo R. (1984) Two-Dimensional Gel
Electrophoresis of Proteins. Academic Press, New York.

Cohen S.N. (1975) The manipulation of genes. Sci. Am.
233:24.

Coons A H. (1956) Histochemistry with labeled antibody. Int.
Rev. Cytol. 5:1.

Couzin J. (2002) Small RNAs make big splash. Science
208:2296.

Crewe AV, (1983) High resolution scanning transmission
electron microscopy. Science 221:325,

Dean PD.G., Johnson W.S. and Middle F.A. (1985) Affinity
Chromatography: A Practical Approach. IRL Press,
Arlington.

de Duve C. (1975) Exploring cells with a centrifuge. Science
189:186.

de Duve C. and Beaufay H. (1981) A short history of tissue
fractionation. J. Cell Biol. 91:293.

De Robertis EM.F. and Gurdon 1.B. (1979) Gene transplanta-
tion and the analysis of development. Sci. Am. 241:74.
Everhart T.E. and Hayes TL, (1972) The scanning electron

microscope. Sci. Am. 226 (1):54,

Freshney R.1. (1987) Culture of Animal Cells: A Manual of
Basic Technigues, Alan P. Lyss, New York.

Gabe M. (1976) Histological Techniques. Springer-Verlag,
Berlin.

Griffin H.G. and Griffin A.M. (1993) DNA sequencing.
Recent innovations and future trends, Appl. Biochem.
Biotech. 38:147.

Haseltine W.A. (1997) Discovering genes for new medicines.
Sci. Am. 276 (3%:78,

Hawkins T.L. el al. (1997) DNA sequencing. A magnelic
attraction to high-throughput genomics, Science 276: 1887,

Heuser J. (1981) Quick-freeze, deep-etch preparation of sam-
ples for 3-D electron microscopy. TIBS 6:64.

Hib J. (2009) Histologfa de Di Fiore. Texto y atlas. 2 Ed.
Editorial Promed, Buenos Aires.

Hutvigner G. and Zamore P.D. (2002) A microRNA in a mul-
tiple-turnover RNAi enzyme complex. Science 297:2056.

Kamarck M.E. (1987) Fluorescence-activated cell sorting of
hybrid and transfected cells, Methods Enzymol. 151:150.

Kamath R.S., Fraser A G., Dong Y. et al. (2003} Systematic
functional analysis of the Caenorhabditis elegans genome
using RNAI. Nature 421:231 .

Kendrew J.C. (1961) The three-dimensional structure of a pro-
tein molecule. Sci. Am. 205 (6):96.

Kessler C. and Manta V. (1990) Specificity of restriction
endonucleases and DNA modification methyliransferases,
Gene 92:1 (review).

Maniatis T. et al. (1978) The isolation 0s structural genes from
libraries of eukaryotic DNA. Cell 15:687.

Matzke M., Matzke AJM. and Kooter LM. (2001) RNA:
guidind pene silencing, Science 293:1080.

Maxam AM. and Gilbert W. (1977). A new method for

sequencing DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:460.

Melo C.C. and Conte D. (2004) Revealing the world of RNA
interference. Nature 431:338.

Minsky M. ( 1988) Memoir on inventing the confocal scanning
microscope. Scanning 10:128.

Nathans D. and Smith H.O. (1975) Restriction endonucleases
in the analysis and restructuring of DNA molecules. Annu.
Rev. Biochem. 44:273.

Nelson D.L. (1991) Applications of polymerase chain reaction
methods in genome mappings. Curr. Opin. Genet. Dev,
1:62.

Pearse A.G.E. (1980) Histochemistry. Theoretical and
Applied, 4th Ed. J. & A. Churchill, London.

Pease D.C. and Porter K.R. (1981) Electron microscopy and
ultramicrotomy. J. Cell Biol. 91:287.

Pretlow T.G. and Pretlow T.P. (1982) Cell separation.
Academic Press, New York.

Rasmussen N. (1996) Cell fractionation biochemistry and the
origin of “cell biology™. TIBS 21:319.

Saiki RK. et al. (1988) Primer-directed enzymatic amplifica-
tion of DNA with a thermostable DNA polymerase.
Science 239:487.

Schrésck E. et al. (1996) Multicolor spectral karyotyping of
human chromosomes. Science 273:494.

Schwank G. (2013) Functional repair of CFTR by
CRISPR/Cas? in intestinal stem cell organoids of cystic
fibrosis patients. Cell Stem Cell 13:653

Scopes RK. (1987) Protein Purification. Principles and
Practice, 2nd Ed. Springer-Verlag, New York.

Southern EM. (1992) Genome mapping: cDNA approaches.
Curr. Opin, Genet. Dev. 2:412.

Sternberger L.A. (1979) Immunocytochemistry, 2nd Ed. .
Wiley & Sons, New York.

Thomas PS. (1980) Hybridization of denatred RNA and
small DNA fragments transferred to nitrocellulose. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:5201.

Trask BJ. (199]1) Gene mapping by in sitm hybridization.
Curr. Opin. Genet. Dev. 1:82.

Valencia-Sanchez M.A., Liu J., Hannon G.J. et al. (2006)
Control of translation and mRNA degradation by miRNAs
and siRNAs. Genes Dev. 20:515.

Watson J.D., Caudy A.A., Myers R.M. and Witkowski J.A.
(2007) Recombinant DNA: Genes and Genomes— A
Short Course, 3rd Ed. W.H. Freeman, New York.

Westbrook T.F., Stegmeier F. and Elledge 5.J. (2005)
Dissecting cancer pathways and vulnerabilities with
RNAI. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 70:435.

Wi Y. (2013) Correction of a genetic disease in mouse via use
of CRISPR-Cas9. Cell Stem Cell 13:659.

Yoo MJ. et al. (1997) Scanning single-electron transistor
microscopy: imaging individual charges. Science 276:379.

Zemike E. (1935) How 1 discovered phase contrast. Science
121:345.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

A23187, 62
ABC, 65,69, 138, 145
Aberraciones cromosdmicas, 324, 351,
368, 384, 385, 387, 389
Abl, 350, 351
ABO, sistema, 56
ABP. 99
Abrazadera deslizante, 316, 318, 349
AC., V. Adenilato ciclasa
Acetil CoA, 160
Acetlcolina, 207
Acetilo, 169
Acidols), desoximibonucleico, V. ADN
fosfatidico, 31, 131, 373
fosforico, 24
glucurdnico, 27
erasos, 31, 49, 168, 170, 174, 180,
200
hialurdnico, 29, 370
idurdnico, 27
N-acetilneuraminico,
V., Acide sidlico
nucleicos, 21, 23
retinoico, 206
nbonucleico, V. ARN
sifilico, 27
Acil CoA, 130, 134
Aconitasa, 305, 306
Acrosina, 370, 374
Acrosoma, 370
Actina G, 94
a-Actininga, 96, 98, 109, 120
Activacion por precursor, 274
Activador, 257
Acuaporina, 63
Adaptacidn inducida, 205
Adaptina, 158
Adenilato ciclasa, 214, 215, 373
Adenina, 25, 282
Adenosina, 25
ADF, 95
Adhesion celular, 117, 118
ADMP, 404
ADN, 23,26, 94, 231, 232, 261, 309,
333
circular, 182, 197
de los cloroplastos, 197
desnaturalizacidn, 439

Indice alfabético

espaciadar, 236, 250, 251, 284
hipervariable, 233
metilacidn del, 265
mitocondrial, 118
mutacion del, V. Mutacidn
del ADN
recombinante, 441
renaturalizacidn, 440
reparacion del, V. Reparacion
del ADN
repetitivo, 233
disperso, 233
dispuesto en tandas, 233
de los telémeros, 232, 233,320
replicacidn del, V. Replicacion
del ADN
satélite, 233
secuencias espaciadoras, 236, 250,
251, 268
secuenciamiento del, 440
sonda de, 445
surco mayor, 27, 261
surco menor, 27, 262
transcripeidn del, V. Transeripeidn
del ADN
transferencia del, 447
transposicion del, V. Transposicion
del ADN
ADN ligasa, 316, 318, 320, 328
ADN polimerasa(s), 310, 314, 327
a, 317, 318, 320, 321
B. 316,318, 319,327, 3238
8,316,317, 321
ADN primasa, 315, 316, 320
ADP, 25, 65, 165, 173
Adrenalina, 216,219
Aducina, 111
Agentes fuségenos, 54
Apua, 21,22, 59
ATF, 416
Alelo, 351, 380
Aleurona, granos de, 163
Almiddn, 29, 191
Alolactosa, 271
Alteraciones funcionales, 325
Alu, 233,330
Alzheimer, enfermedad de, 88
a-Amanitina, 257

booksmedicos.org

Amiloplastos, 188
Aminodcidos, 35, 168, 171, 181
Aminocacil-ARNt, 291, 294
Aminoacil- ARNt sintetasa, 294, 295
Amniocentesis, 387
AMP, 25
AMPc, 214, 215,273,371, 373
AMP ciclico, V. AMPe
Anafase, 18, 334, 336, 340, 341
1, 364, 367
II, 366, 367
Aneuploidias, 384, 387, 388
Anfimixis, 377
Angelman, sindrome de, 267
Anillo contrictil, 103, 342
Anidn superdxido, 200, 417
ANP, V. Péprido natriurérico auricular
Anquirina, 96, 111
Antena, 193
Antibidticos, 301
Anticodon, 291, 295
Anticuerpos, 150, 283
Antigenos, 212
Antimonio, 69
AP endonucleasa, 328
Apaf-1, 416
Apareamiento, 286, 358
ape, 352
APC, V. Ciclosoma
Apertura numérica, 421
Apolipoproteina-B, 453
Apoptosis, 181, 412,413, 416,417
Apurinizacion, 325, 327, 328
ARF, 156, 158
ARN, 23, 26, 225, 254,277
heterogéneo nuclear, V. ARNAn
de inactivacion del cromosoma X,
V. ARNxist
mensajera, V. ARNm
pequefio(s), citosdlico, V. ARNpe
de interferencia, V. ARNpi
nuclear, V. ARNpn
nucleolar, V. ARNpno
procesamiento del, V. Procesa-
miento del ARN
ribostmico, V. ARNr
sintesis del, V. Transcripeion
del ADN


https://booksmedicos.org

456 = BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

de la telomerasa, V., ARNte
de transferencia, V. ARN!
ARN polimerasa(s), 254, 255, 257,
272,322
1,257, 258, 267, 285
11, 257, 269, 270, 278
111, 257, 269, 270
ARNhn, 258
ARNi, 304, 448,451, 452
ARNm, 27, 246, 257, 277, 290, 292
cortes y empalmes en el, V. Corfes
v empalmeys en el ARNm
metilacion del, V. Merilaciin
del ARNm
poliadenilacidn del, V. Poliadeni-
lacidn del ARNm
policistrdnico, 271
traduceion del, V. Traducceidn

del ARNm
ARNpc, 135, 246, 252,
ARNpi. 449, 451

dable, 451, 452
ARNpi-RISC, 451
ARNpn, 246, 252, 269, 270, 280, 286
ARNpno, 246, 252, 270
ARNr, 27, 242, 246, 250
38,250, 251, 269, 286
455, 250, 267, 283, 285
secuencias espaciadoras, 250,
251, 234
ARNt, 27, 246, 251, 269, 286, 290,
291, 300
ARNt(i). 295
ARNt iniciador, V. ARNK{)
ARNte, 246, 252, 270, 287, 320
ARNxist, 246, 252, 265, 270, 287
Arp2/3, 100
Arrestina, 215
ARS, 232,313
Arteriosclerosis, 161
Asa, anticoddn, 294
D, 294
T.294
variable, 294
ASF, 283
Astrotactina, 103
ATP, 25, 65, 94, 165, 173, 175, 179,
214, 280, 301, 371, 373
ATP-ADP translocasa, 178
ATPasa, 64, |78
ATP sintasa, 66, 173, 177, 193
Autofagia, 153
Autofagosoma, 145, 153
Autorregulacidn, 404
Autosomas, 239
Autdtrofos, organismos, 3
Axdn, 102, 144
Axonema, 89, 90, 371
AZT, 68

Bacterin, 5. 73, 185, 197, 301, 442
Bacleridfago, 7, 442, 443

Bad, 415

Balsas lipidicas, 161

Banda, &, 105
H, 105
1, 105
3,064,111
4.1, 111
5,110
Bandeado cromosdmico, 240
Barra terminal, V. Cinturdn adhesivo
Bases nitrogenadas, 24
Bcl-2, 350,415,418
ber, 351
Biblioteca de genes, 444
Bicapa lipidiea. 50. 57. 58
Biopsia de vellosidades coridnicas, 387
Bivalente, 361
Blastocisto, 397
Blastocele, 402
Blastdmera, 402
Blastoporo, 402, MM
Blastula, 402
BMP, 404
Bomba, de Ca*", 67, 221
electrogénica. 66
de H*, 68, 146, 148, 150, 151, 177
de K*H, 67
de Na*K*, 64, 66, 67
proténica, V. Bomba de H*
Bordetella pertussis, 218
Burbuja, de replicacién, 313
de transcripeitn, 255, 310

CAAT, 249
Cadena, adelantada, 315
atrasada, 313
continua, 315, 318
discontinua. 316, 318
gufa, 289
pasajera, 289
respiratoria, 170, 172
transportadora de electrones,
V. Cadena respiratoria
Cadherina, 96, 118, 120
CAF-1, 323
Caja homedtica, 410
Calcio; 145, 181, 220, 221, 222, 371,
372,376,416
Calcitonina, 283
Calmodulina, 109, 220, 221
CAM, 118
Cimbium, 69
Campo morfogenético, 404
Canal ibnico, 57, 60
dependiente de ligando, 60, 61
dependiente de voltaje, 60, 61
Céncer, 321, 350, 390,417, 418, 452
cap (capuchonl, 277
CAP, 273
Chpside. 7
Capstimero. 7
Cardiolipina, V. Difosfaridilglicerol
Cardiotdnicos, 66
Carioplasto, 395
Carioteca, V. Envoltura nuclear
Carotipo. 239, 384

booksmedicos.org

en primates. 391
Caroteno, 192
Carotenoide, 192
Cas9, 453
Caseina, 305
Caspasa. 412,416,417
Catalasa, 199, 200
Catastrofina, 86
Catenina, 96, 120
Caveolas, 161
Caveolinas, 162
CBP, 218, 292
Cdc2. 346
Cdebp, 313
Cdc42, 100, 157
Cdk2, 345,349
Cebador, 315, 316, 318, 319, 320, 448
Célula(s), 1. 4
animal, 8
blanco, 203
cancerosa, 321, 416
diploide, 234
eucariota, 1, 4, 8, 46, 225
germinativas, V. Células sexuales
glial radial, 102
haploide, 234
Hel.a, 395,431
huevo, V. Cigoio
1. enfermedad de, 143, 154
inducida, 203, 401
inductora, 203, 401
muscular, cardiaca, 110, 209
estriada, 104, 180
lisa, 110
nerviosa, 102, 232
origen de las, 44
ovular, 377
procariota, 1, 4, 46,260, 270
sexuales, 19, 266, 354, 355, 357
somdticas, 16, 234, 345, 354_355
totipotente, 399
vegetal, 8, 69, 124, 162, 187, 2001,
342,377
Celulosa, 29
CENP, 339
Centriolos, 12, 83, 92, 94,337, 377
Centro, de reaccidn, 193
dorsal, 404
ventral, 404
Centrdmero. 232, 239, 324, 338, 361
Centrosoma, 12, 83, 94, 334, 337
Cernmida, 32, 134
Cerberus, 404
Cerebrasido, 32, 55
CF. 279
CFTR, 69,453
CG, V. Region CG
CGRP, 283
Chaperonas, 76, 303
hsp6, 76
hsp70, 76, 138, 184
hsp@0, 76, 206
Chaperonina, 76
CHIP, 63
Ciclina(s), 345


https://booksmedicos.org

G, 345, 346, 349
M, 345, 346
Ciclo, del Cy, V. Ciclo de Calvin
del C,. 196
de Calvin, 194
celular, 332
control del, 344
del glioxilato, 201
de Krebs, 170, 174
Ciclosoma, 347
Cigonema, 358
Cigoto, 16, 19, 332, 344, 354, 370,
377, 396,408
Ciliogénesis, 93
Cilios, 88, 50
Cinetocorn, 334, 338, 361
Cinetosoma, 90
Cinturdn adhesivo, 96, 120
Citidina, 25
Citocalasing B, 95, 395
Citocinesis, 18, 103, 334, 337, 342
Citocromao, ¢, 172, 416
P450, 146, 181
Citocromo oxidasa, 172
Citoesqueleto, 12,79, 412
Citolotometria, 433
Citogenética, 379
Citometria de flujo, 438
Citomusculatura, 79
Chtoplasma, 8, 11, 73, 366
Cltoplasto, 395
Citogueratinas, 82
Chtoguimica, 432
Citoquinas, 212
Citosina, 24
Citasol, 12, 73
Clatrina, V. Cubierta de clatring
Claudina, 119
Clivaje, V. Segmentacion del cigoto
Clon de bacterias, 444
Clonacidn, de fragmentos de ADN,
V. Clonacidn de genes
de genes, 442
de mamiferos, 394
Cloranfenicol, 302
Clorofila, 190, 191, 192, 193
Cloroplasto, 14, 187
biogénesis, 196
envoliura, 189
arigen, 197
Cloroguina, 69
Coacervado, 46
Coatomero, V. Cublerta de coatdmero
Caodificador, 248, 249, 250, 252, 271
Cadigo genético, 25, 247
degeneracidn del, 248
Cadigo histonico, 265, 290
Codominancia, 381
Coddn(es), 247, 290
de imiciacién, 291, 299
de terminacidn, 248, 293, 301
Coenzima(s), 41
A, 169
Cofilina, 95
Cohesina, 309, 336, 308

Coldgeno, 115, [17
Colcemid, 86
Colchicina, 86
Cdlera, 218
Colesterol, 33, 30, 134, 160, 181
Coloracion, 423
negativa, 427
Compartimientos celulares. 11, 48,73
Competencia, 401
Complejo, b-c;, 172
b-f, 193
de Golgi, 13, 71, 126, 128. 130,
134, 139, 141, 143
del poro, 228, 341,
sinaptonémica, 358
Comunicacion intercelular, 203
Condensina, 236
Condraitinsulfato, 29
Conexina, 122
Conexon, 122
Cangelacidn-desecacitn, 422
Congelacion-fractura, 427
Cangelacidn-grabado, 428
Cono de crecimienta, 102
Constriccién, primaria, V. Cenirdmero
secundaria, 240, 250, 283
Contacto focal, 98, 116
Contratransporte, 64
COP, V. Cubierta de COP
COPI, 155, 156
COPII, 155, 156
Cordina, 404
Corona radiada, 370, 371, 374
Carrepresor, 273
Corte de materiales, 422, 426
Cortes y empalmes en el ARNm, 279,
280, 283
regulacidn de los. 283
Cotransporte, 64
CPSF, 279
CRE, 218
CREB, 218
Cremallera de leucina, 263
Crescent, 404
CREST, 338, 339
Crestas mitocondriales, V. Mitocondria
Criofractura, V. Congelacidn-fractura
Cridstato, 423
CRISPR, 453
Cromitidas, 18, 239, 309, 324, 334, 359
Cromatina, 16, 18, 232, 236, 237, 310,
322,413
de 10 nm, 235, 264, 311
de 30 nm, 236, 312, 322, 359
enrollamiento, 264
lazos de, 237, 310
satélite, V. Sarélite
sexual, V. Cuerpo de Barr
Cromatografia, 439
Cromatosoma, 235
Cromémero, 363
Cromoplastos, 187
Cromoproteinas, 37
Cromosoma(s), 6, 16, 18, 225, 231,
234,309, 335, 354
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acrocéntrico, 240
artificiales de levaduras, V. YAC
bacteriano, 6
en cepillo, V. Cromosomas
plumulados
Filadelfia, 390
homdlogos. 18, 355, 364
metacéntrico, 240
papel en la evolucion, 390
plumulados, 363
sexuales, 239
submetacéntrico, 240
Crossing-over, V. Recombinacidn
pendtica
CSF, 414
CSTF. 279
CTP, 25
Cubierta, de clatrina, 155, 157
de coatomero, 155
de COP, 155, 156
Cuerpo, de Barr, 238, 265, 322
apoptésico, 413
basal, 90, 92, 94
intermedio, 337, 342
multivesicular, 153
polar. 366, 376
prolamelar, 196
proteico. 163
residual, 152
Cultivo, celular, 431, 452
de linea establecida, 431
primario, 431
secundario, 431
de tejido, 103
CV-2, 404

DAG, 31, 50, 132,214, 220, 222,372,
376

[Dalton, 3

dec, 352

DE, 375

Dedos de cinc, 263

Degeneracion macular, 453

Delecidn, 324, 386, 390

DNA, V. ADN

DEFB126, 370

Denudacidn, 373

Dermatansulfato, 29

Desaminacion, 325, 327

Descarboxilacién oxidativa, 169, 174

Desmina, 82, 109, 110

Desmocolina, 121

Desmogleina, 121

Desmoplaguina, 121

Desmosoma, 110, 121

Desdrdenes genéticos, 453

Desoxirmbosa, 24, 27

Destoxificacion, 146

Determinacion, 406

Dieterminantes citoplasmaticos, 397,
308

Diacilglicerol, V. DAG

Diacinesis, 363

Dicer, 288, 452
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Dictiosoma, 129
Diferenciacion celular, 393, 396
Difosfatidilgliceral, 32, 50
Difraccién de rayos X, 3, 430
Difusién, facilitada, 53, 59, 60
stmple, 57, 58
Digitoxina, 66
Dihidrouridina, 286
Dimeros de imina, 326, 328
Dinamina, 87, 155
Dinactina, 87
Dineina, 86, 90
Diploide, 18, 355
Diplonema, 362
Diplosoma, 83
Disacaridos, 27
Disco, imaginal, 408
intercalar, 110
Z, 105
Disomia uniparental, 267
Distrofia muscular, 110
Distrofina, 109
Distroglicano, 110
Division celular, 16, 18, 323, 332, 354
Dkk, 404
Dogma central de la biologla celular, 23
Dolicol fosfato, 34, 51, 139
Dominio, intercromostmico, 242
de muerte, 417
Down, sindrome de, 368, 387
Drosha, 288, 451
Drosophila melanogaster, 209, 329,
382
Duplicacion genética, 330, 386

EL 77
EZ, 77
E3,77
Eco RI, 442
Ectodermo, 397, 401, 402
Edwards, sindrome de, 388
EF, 299, 300
EGF, 210, 348, 350
Electroforesis, 40, 438, 447
Elongina, V. SHT
Embridn, 397, 399
plano, bilaminar, 400
trilaminar, 400
Encaje inducido, 42, 205
Encuadre, 292
Endocitosis, 11, 144, 147
Endodermo, 397, 402
Endonucleasa de restriccidn, 329, 442
Endosoma, 13, 68, 126, 143, 146, 148
multivesicular, V. Cuerpo
multivesicular
primario, 149
secundario, 149
Endosperma, 378
Energia protonicomotora, 177
Enfoque isoeléctrico, 438
Enlace, N-glicosidico, V. Unidn N
O-glicosidico, V. Unidn O
Envejecimiento celular, 320, 417

Envoltura nuclear, 13, 16, 225, 226,
341,412
Enzimas, 22, 40, 167, 199
Epiblasto, 397
erb, 350
eRF, 301
Eritrocito, 110, 332
Eritromicina, 302
Eritropoyetina, 212, 348
ERK, 211
Escherichia coli, 5,6, 25, 270, 329
Esclerodermia, 338
Esfingofosfolipido, 134
Esfingomielina, 32, 50, 134
Esfingosina, 32, 134
Espacio, intermembranoso, V. Mirocondria
perinuclear, 226
tilacoide, 190
Espectrina, 96, 104, 110
Espermatide, 357
Espermatocito, 357, 358, 366
Espermatogénesis, 354
Espermatogonio, 357
Espermatozoide, 334, 357, 366, 370,
375,377
capacitacion, 370
hiperactivacion, 370
maduracion, 370
Espliceosoma, 280
Esteroides, 33, 146, 181
Estreptomicina, 302
Estroma, 189
Etiolacion, 196
Etioplasto, 196
Eucariota, V. Célula eucariora
Eucromatina, 16, 237, 322
Exocitosis, 11, 144
Exones, 246, 249, 330
Exportina, 231
Extremo, aceptador,
mads [+], 84, 340
menos [-]. 84, 340

Factor(es), capacitanie, 371
de crecimiento, 210, 306, 348
de elongacidn, 258, 299
hemopoyéticos, 348
de iniciacitn, 298
de supervivencia, 413
de terminacidn, 301
de transcripcidn, 257, 261
basales, 258
especificos, 257, 259, 410
wifico, 413, 415
FAD, 167, 175,176
FADD, 417
FADH,, 167, 175, 176
Fagocitosis, 147, 148
Fagolisosoma, 150, 153
Fagosoma, 148
Fas, 417, 453
Fase, GO, 333, 347
G1, 309, 333, 345, 347, 349,399
G2, 309,333, 346, 347, 399
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M. 309, 333, 346
5, 16, 309, 323, 333, 345, 349, 399
FasL., 417
Fecundacion, 354, 370, 371
Fenotipo, 381
Fermentacion lictica, 180
Ferredoxina, 193
Ferritina, 305
Fertilina, 375
Fes, 350
FGF, 210, 348
Fibras, del 4ster, 335
cinetocdricas, 335, 337
coldgenas, 98, 114, 116
polares, 335, 337
tensoras, 98, 110
Fibronectina, 98, 115, 116
Fibrosis quistica, 69, 453
Ficocianina, 187
Ficoeritrina, 187
Fijadores, 422
Filagrina, 82
Filamentos, de actina, 12,79, 94, 95,
96, 98, 103, 110, 120, 346
corticales, 94, 95,99, 342
transcelulares, 94, 95, 98
gliales, 82
intermedios, 12, 79, 80
Filamina, 99
Filopadio, 100
Fimbrina, 101, 104
FISH, 448
Fisi6n binaria, 181, 197, 201
Flagelos., 88
Flavina adenina dinucledtido, V. FAD
Flip-flop, 51, 182
Flipasa, 133
Floema, 69
Fluorescencia, 433
recuperacion despuds del fotoblan-
queo, V. FRAP
Fluorocromos, 433
ims, 350
Fodrina, 96
Folistatina, 404
Forbol, 223
Forma celular, 79, 81, 87, 95
Formina, 94, 95
Fos, 350
Fosfatasas, 220
Fosfatidilcolina, 31, 50, 132, 373
Fosfatidiletanolamina, 31, 50, 133
Fosfatidilinositol, V. PI
Fosfatidilinositol difosfato, V. PIP,
Fosfatidilinositol fosfato, V. PIP
Fosfatidilinositol 3-quinasa, V. PI 3-K
Fosfatidilinositol trifosfato, V. PIP,
Fosfatidilserina, 31, 50, 133, 413
Fosfodiesterasa, 216, 328
Fosfoglucomutasa, 217
Fosfolipasa A, 220, 373
Fosfolipasa, C, 372, 376
C-p, 214,219,222
C-y, 211, 220, 222
Fosfolipasa D, 220, 373
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Fosfolipidos. 31, 49, 50, 182 ’24@1

Fosforilacion oxidativa, 170, 176 ~ ~

Fosforilcolina, 134

Folofosforilacién, 194

Fotorrespiracion, 202

Fotosintesis, 187, 190, 195

Folosistemas, 193

Fraceionamiento, celular, 436
molecular, 436

Fragmentoplasto, 343

Fragmentos, de Okazali, 315, 317, 318
de restriecion, 444, 447

FRAP, 54

Freb-1, 404

Fructosa, 27

Fucosa, 27

Fusitn eelular, 53, 374, 395

Fustgenos, agentes, 54

GAG, 29, 114, 141
Galactocerebrosidos, 134
Galactosa, 27
Gameto, V. Células sexuales
Gametofito, 377
Ganglidsidos, 33, 55, 134
GAP, 157, 159, 211, 230
Gistrula, 402
Gastrulacion, 402
Gaucher, enfermedad de, 154
GDP, 85, 156,213,214, 230
GEF, 156, 157, 159, 210, 230
Gelsaling, 99
Gen(es), 232, 244, 249
andlisis de la funcidn, 448, 451
dominante, 380
de hendidura, 409
homedticos, 409
inhibidor, 271
de mantenimiento, 394
de la polaridad de,
la célula huevo, 409
los segmentos, 409
recesivo, 380
rectores, 410
de regla par, 409
regulacion de la actividad de los, 258
segmentarios, 409
supresores de tumores, 349, 351, 417
Genética, 379
Genoma, 232, 325, 329, 44]
Genoteca, V., Biblioteca de genes
Genotipo, 381
Girasa, 321, 322
Glicerofosfolipidos, 31, 132
Glicerol, 31, 130
Glicocdliz, 56
Glicoforina, 111
Glicolipidos, 28, 32, 55, 134
Glicoproteinas, 28, 37, 55, 139
Glicosaminoglicanos, V. GAG
Glicosomas, 74
Glioxisoma, 201
Globina, 306, 330
Glucano, 70
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Gluedgeno fosforilasa quinasa, 217

Glucdgeno sintasa, 217, 223

Glucogenogénesis, 217

Glucogendlisis, 217

Glucogenosis, 74

Gluedlisis, 168, 178

Glucosa, 27, 168, 179

Glucosa 6-fosfatasa, 217

Glucosa |-fosfato, 146,217

Glucosa 6-fosfato, 146,217

GM-CSF, 348, 350

GMPc, 207, 209

GMP ciclico, V. GMPe

Gota, 86

Gotas de grasa, 74

Gradiente, de concentracion, 58
electroquimico, 58, 61, 68, 194
osmitico, 59
de voltaje, 58, 61

Gramicidina, 63

Grinulos corticales, 375, 376

Greanunt, 189

Grasa parda, 180

Gripe, 453

Grupos sanguineos, 56

GTP, 25, 85, 156, 175, 213,214,230

GTPasa, 157, 214, 230, 278

Guanilato ciclasa, 207

Guanina, 25

Guanosini, 25

Hae 111, 442

Halofantrina, 69

Haploide, 19, 355

Haptotaxis, 101

Helicasa, 321

Hélice o, 38

Hélice-bucle-hélice, 264

Hélice-vuelta-hélice, 263

Hemidesmosoma, 116

Heparansulfato, 29

Hepatitis, 351, 453

Heterocaridn, 53, 395

Heterocigoto, 381

Heterocromatina, 16, 237, 322
constitutiva, 238
facultativa, 238

Heterdtrofos, organismos, 3

Hexoquinasa, 217

HGF, 210, 348

Hialuronidasa, 370, 372, 374

Hibridacidn in simu, 448

Hidratos de carbono, 27, 55

Hiperactivacian, 370, 372, 374

Hipercolesterolemia, 161, 453

Hipoblasto, 397

Hipoxantina, 325, 327

Histonas, 231, 234, 264, 279, 307, 323,

346, 347
acetilacién, 264
demetilacidn, 265
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desacetilacion, 265
desfosforilacidn, 265
fosforilacion, 265
metilacidn, 265
HIV, V. Virus HIV
Hoja plegada 3, 38
Holliday, estructuras de, 365
Homeodominio, 410
Homocigoto, 381
Hormonais), 204, 416
de crecimiento, 212
esteroideas, 206
tiroidea, 206
Horquilla de replicacion, 313
hsp. V. Chaperonas
Huntington, enfermedad de, 453
Huso mitdtico, 88, 334, 335, 339

IF. 298
TL-2, 348
Imago, 408
Importina, 229
Impronta gendmica, 266
Inclusiones, 74
Induceian, 203, 400, 401
autocrina, 204
endocrina, 204
enzimitica, 271
neuroendocrina, 204
paracrina, 204, 401
Inductor, V. Sustancia inductora
Inestabilidad dindmica, 86
Ingenieria genética, 439, 441
Inhibicién, por contacto, 103
por retroalimentacidn, 274
Inmunocitoguimica, 434
Inmunoglobulinas, 150, 330
Inosina, 286
Inositol trifosfato, V. IP,
Inositol tetrafosfato, V. [P,
Insulina, 141
Integrina, 98, 116
Interaccion, hidrofébica, 39
nucleocitoplasmatica, 395
Interfase, 16, 309, 332, 333
Interferencia del ARN, V, ARN{
Intergrana, 189
Interleuquina 2, V. [L-2
Interrupcitn de la transcripeion, 274
Intrones, 246, 250, 279, 283, 286
Inversidn, 386
londforo, 62
formador de canales, 63
transportador mévil, 63
1P,, 50, 214, 220, 222, 372,376
IP,, 372
IPTG, 271
IRF, V. Aconitasa
Isopreno, 34, 172
[zumo, 375

JAK, 212
Jun, 350
Juno, 375
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Kapaosi, sarcoma de, 351
Kartagener, sindrome de, 91
KDEL, 144

Kilodalton, 3

Kirromicina, 302

Klinefelter, sindrome de, 388

L1, 233,330
Lactato, 180
Lactosa, 27, 270
Lamelipodio, 100
Lamina, §1, 227, 242, 320, 341
Limina, basal, 113, 116, 242
nuclear, 81, 227, 341, 346
Laminina, 110, 116
Laminofilamentos, 81, 346,412
Lanzadera, 178
de glicerol 3-fosfato, 179
de malato-aspartato, 179
Larva, 408
LDL, 160, 453
Lectura de pruebas, 327
Leishmannia, 69
Leptonema, 358
Leucemia mieloide cronica, 351, 390
Leucoplastos, 187
Licopeno, 187
Ligamiento, 382, 383
Ligando, 61, 213
LINE, 233
Linea, M, 105
primitiva, 400
Linfoma de Burkitt, 390
Lipidos, 21, 30, 132
Lipofuscina, 73
Lipoproteinas, 37, 146
de baja densidad, V. LDL
Liposoma, 49
Lisosoma, 13, 68, 126, 150, 151
LMNA, 320
Locus, 244, 380
Lupus eritematoso, 282

Macizo celular interno, 397
Macromoléculas, 57
Malformaciones congénitas, 325
Manosa, 27
Manosa 6-fosfato, 142, 148
MAP, 83, 88, 211
Mapen genético, 448
Matriz, centrosdmica, 83, 93, 337
citoplasmdtica, V. Citosel
extracelolar, 113
mitocondrial, 171
nuclear, V. Nucleoplasma
Maullido de gato, sindrome de, 390
mece, 352
MCM, 313
MDR, 68
Medialuna dorsal, 402
Mefloguina, 69
Megasporocitos, 377
Megasporos, 377
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Meiosis, 19, 354, 355, 357
1, 355, 357, 358
I, 355, 357, 366, 376
consecuencias genéticas de la, 366
diferencias con ls mitosis, 355
esporica, 377
en la mujer. 368
en el vardn, 369
MEK, 211
Membrana(s), celulares, 4&, 132
estructura, 49
exierna, 5
pelicida, 370, 372, 374
permeabilidad, 57
plasmitica, 6, 8, 10, 48, 69, 71, 144
terminal, 104
tilacoide, 190, 192
Memoria celular, 408
Mendel, leyes de, 379, 380, 381
Mesodermo, 397, 402
Metacromasia, 423
Metafase, 18, 239, 334, 336, 340
[, 364
II, 366
Metamerizacion, 400, 401
Metilacion del ARNm, 282
Metilasa de mantenimiento, 266
Metileitosina, 263
T-Metilguanosina, 277
Metiliransferasa, 278
Métodos de estudio, 420
miARN, 246, 252, 270, 287, 303, 451
doble, 288
miARN-RISC, 289, 304
Michaelis, constante de, 42
Micoplasma, 7
microARN, V. niARN
Microcirugia celular, 431
Microfibrilia, 70
Microfilamentos, V. Filamentos de
actina
Microsatélite, 233
Microscopio, electrénico, 3, 260, 425
de barrido, 428
STEM, 428
de transmisidn, 425
de fase, 423
de fluorescencia, 433
de fondo oscuro, 424
de interferencia, 424
de Nomarski, 424
dptico, 3, 420
de polarizacién, 425
Microsporocitos, 377
Microsporos, 377
Micrdtomao, 422
de congelacién, V. Cridstato
Microtibulos, 12, 79, 82, 334, 339,
340
centriolares, §3
centro organizador de los, 83
ciliares, 83, 88
citoplasmdticos, 83, 84, 86, 87, 346
mitéticos, 83, 88, 346
Microvellosidad, 103, 370
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Migracion celular, 99
Minerales, 22
Minisatélite, 233
Miofibrilla, 104
Miosina, I, 97, 99, 101, 104
11, 98, 100, 103, 105, 342
V,597.99, 102
Mitocondria, 14, 68, 165, 171, 173,
416
crestas, 172
espacio intermembranoso, 173
matriz, |71, 174, 182
membrana, externa, 173, 415
interna, 172, 176, 415
origen, 183
reproduceidn, 181
Mitosis, 16, 18, 227, 309, 332, 333,
355
anastral, 343
en células vegetales, 342
Maodelo corporal, 408
Mongaolismo, V. Dawn, sindrome de
Mondmeros, 21
Monosacéridos, 27
Monosomias, 385
Monotransporte, 64
Mortogeno, 399, 406
Mdrula, 397, 399
Mosaico fluido, 53
Mosaicos, 385, 389
Motilidad celular, V, Migracidn celular
MPF, 346
mRNA, V. ARNm
MTOC, V. Microtiibulos, centro orga-
nizador de los
Muerte celular, V. Apoptosis
Mutacién, del ADN, 324,417
génica, 324, 325, 326, 351
Myb, 350
Mye, 350, 351

N-acetilgalactosamina, 27

N-acetilglucosamina, 27

NAD+, 167, 176

NADH, 167, 175,176,178

NADH deshidrogenasa, 172

NADP*+, 192, 194

NADP reductasa, 193

NADPH, 192, 194

Na*K*+ATPasa, V. Bomba de de Na*K*

Nebulina, 109

Necrosis, 412

MNernst, ecuacion de, 61

NES, 231

Neurofilamentos, 82

Neurotransmisor, 204

Neurotrofinas, 414

Nexina, 90

Nexus, V. Unidn comunicante

NGF, 210, 348, 414

Nicotinamida adenina dinucledtido,
V. NAD

Niemann-Pick, enfermedad de, 154

Nitroglicerina, 207
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NO, V. Oxido nitrico
No disyuncidn, 368, 384
Nodal, 405
Nddulo, de Hensen, 400
de recombinacidn, 361
Nogina, 404
Naorthern blotting, 447
Notocorda, 400, 401
NSF, 160
NSL, 229
MNucleasa reparadora, 316, 327
Nicleo, 8, 14, 16,225, 377
entrada de proteinas, 229
salida de moléculas de ARN,
231, 283, 286
salida de proteinas, 231
Nucleaide, 6
Nucléolo, 16, 225, 250, 267, 283, 285,
286
Nucleoplasma, 16, 226
Nueleoplasmina, 236, 323
Nucleoporinas, 228
Nucleoproteinas, 37
Nucledsido, 25
Nucleosoma, 16, 234, 311
Nucledtideo, 25

Ocludina, 119
OCT, 252
Oligopéptido, 36
Oligosacdridos, 28, 55, 139
Oneogenes, 321, 350
Operador, 271, 272
Operdn, lac, 270, 271, 273
Trp, 273
Opsonina, 148
ORC, 313, 346
Organismo transgénico, 452
Organizador, nucleolar, 285
de Spemann, 404
Origen de replicacién, 232, 312,313
Quabaina, 66
Ovaocito, 357, 358, 369, 370, 375, 398
Ovogénesis, 354, 398
Ovogonio, 357
Dvulo, 354, 357, 366, 376

p-Oxidacién de los dcidos grasos, 170,

171, 174, 199
Oxido nitrico, 207
Oxido nitrico sintasa, 207

Pl6, 349

P21, 349

P53, 319,349, 351, 417

PABIIL, 279

Paguinema, 359

Pared, celular, 5, 11, 69,70
primaria, 70
secundaria, 71

Particula de reconocimiento de la

senal, V. PRS
Patau, sindrome de, 388
Paxilina, 98

PCNA, V. Abrazadera deslizante
PCR. V. Reaccidn en cadena de la
polimerasa
PDGF, 210, 348, 350
PDK1, 415
Peptidasa sefial, 137
Péptido, C, 142
natriurético auricular (ANP), 209
sefial, 75, 135, 185, 229, 303
Permeasa, 57, 58, 60, 63, 64
Perdxido de hidrégeno, 199, 417
Peroxisoma, 14, 199
reproduccion, 201
PEST, 307
PH20, 374
PIL, 31, 50, 133
PI3-K, 211,214,224 414
Picogramo, 3
Pigmento(s), 75
de desgaste, 75, 153
Pinocitosis, 147
PIP, 31, 123
PIP,, 31, 50, 13, 214 219, 222 372,
376,414
PIP,, 31, 50, 133,214,224 414
Pirimidinas, 24
Piruvato, 168, 174
Piruvato deshidrogenasa, 169
Placa, celular, 344
cliscoidal, 117, 121
de fijacitn, 359
Placoglobina, 96, 120, 121
Plactina, 82
Plan corporal, 396, 400
Planck, constante de, 191
Plasma germinativo, 398
Pldsmido, 7, 441, 442
uso como vector, 443
Plasmodesmo, 124
Plasmodium falciparum, 6%
Plistidos, 14, 187
Plastocianina, 193
Plastoquinona, 193
Poder de resolucion, 2, 421
Polen, granos del, 377
poli A, 278, 293
poli A polimerasa, 279
Poliadenilacidn del ARNm, 278, 282
Polimeros, 21
Polipéptido, 22, 36, 138, 145
Poliploidias, 346, 384
Poliprenoides, 34
Poliproteinas, 307
Polirribosoma, 127, 297, 301
Polisaciridos, 21, 29, 55
Polisoma, V. Pelirribosoma
Polispermia, blogqueo de la, 375
POMC, 142, 308
Porina, 6, 173
Poro(s), 57
de la envoltura nuclear, 225, 228
Potencial eléctrico, V. Gradiente de
voltaje
Potencialidad evolutiva, 407
Potocitosis, 162
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Prader-Willi, sindrome de, 267
pre-miARN, 288
pre-RC, 313, 346
Preleptonema, 358
Preproinsuling, 141
pri-miARN, 288
Primaquina, 69
Primer mensajero, 208
Proacrosina, 374
Procariota, V. Céfula procariota
Procaspasa, 416, 417
Procentriolos, 94, 337
Procesamiento del ARN, 246, 277,
283, 285, 286, 287
regulacion del, 282
Profase, 18, 334, 340
I, 358
II, 366
Profilina, 95
Progeria, 320
Progerina, 320
Proinsulina, 141
Prolactina, 212
Prometafase, 18, 334, 335, 340
I, 358, 364
Promotor, 248, 249, 250, 251, 252,
256, 260, 271
Pronticleos, 376
Proopiomelanocortina, V. POMC
Propldstido, 196
Prosdmera, 400
Prostaglandinas, 224
Protamina, 377
Proteasoma, 12, 77, 139
Proteina(s), 22, 35, 135, 142, 153, 226,
290
14-3-3, 415
de anclaje, 228
bipaso, 138
conjugadas, 37
degradacidn, 77, 303, 307
enzimdticas, 40
estructura, cuaternaria, 39, 303
primaria, 37, 324
secundaria, 38, 324
terciaria, 38, 324
fibrosas, 39
fusdgenas, 160, 375
G, 214,218,371, 372,373,376
complejo fiy, 214
subunidad e, 214
G5, 224,414
G;, 216, 218,224, 414
Gy, 219
G,, 215,218
globulares, 39
integrales, 51, 52
mtercambiadora, 182, 201
ligadoras, 79, 90, 92
motoras, 79, 90
multipaso, 52, 138
NI, 236, 323
no histdnicas, 231, 235
periféricas, 51, 52
radiales, 90, 228
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reguladoras, 79
sintesis de, 182, 184, 290, 298, 342
transmembranasas, 52
Proteinoide, 45, 46
Proteoglicanos, 30, 55, 114, 141
Protofilamentos, 80, 84
Protooncogenes, 349, 350
Protoplasma, 6, 73
PRS, 135, 287
PSE, 252,269
PTPC, 415
Puentes de hidrogeno, 39, 321
Punto, de arranque, 345
de control G1, V. Punta de arrangue
isoeléctrico, 40, 438
de ramificaciin, 280
Purinas, 24
Puromicina, 302

CQueratansulfaio, 29
Clueratina, 81, 117, 121
Quiasma, 362
Quimiarrepulsion, 102
Quimictaxis, 101
Quinasa(s), 208
A, 215,371
B. 415
C, 222,373,376
CaM, 220, 22|
dependiente de ciclina, 345
G, 209
Quinectina, 87
Quinesina, 86, 340
Quitisoma, 72

Rab, 157, 159
Rac, 100, 157
Rad5l, 362
Radiaciones ionizantes, 326, 387
Radical libre, 200
Radivautografia, 434
Radioisdtopos, 434
Raf, 211, 223, 350
Ran, 157, 230, 23]
Ras, 157, 210, 350, 351
Rb, 349, 351
Reaccion(es), acrosémica, 372
en cadena de la polimerasa, 447
cortical, 375
de Feulgen, 431
fotoguimicas, 192
en la oscuridad, 192
de PAS, 431
Reactivo de Schiff, 432
Receptor(es), 203, 205, 371, 372
a,-adrenérgico, 219
a-adrenérgico, 217
Bo-adrenérgico, 217
acoplados a proteinas G, 213
que activan 4 una tirosina quinasa,
212,414
con actividad de, guanilato ciclasa,
209

serina-treonina quinasa, 209
tirpsina quinasa, 210
citosdlicos, 206
de la membrana plasmitica, 208,
212
con propiedades enzimiticas, 209
para la PRS, 136
para el ribosoma, 128, 136
Recombinacidn genética, 20, 360, 367,
383
Reconocimiento celular, 117, 118, 375
Regitn CG. 249, 266
Regulacidn genética, 258, 2539, 261,
264, 265,273
postranscripeional, 273, 274, 303,
304, 305, 307
Regulador, 249, 251, 260
Relacidn nucleocitoplasmdtica, 14, 345
Reparacidn del ADN, 326
Repeticiones inverfidas, 329
Replicacidn del ADN, 245, 309, 323,
325
Replican, 314
Represitn enzimitica, 273
Represor, 257, 271
lae, 271
Trp, 273
Respiracidn aerébica, 5
Reticulo, endoplasmitico, 13, 67, 125,
126, 130, 141, 142, 182,
liso, 126, 127, 145, 146, 217,
220,372,376
rugoso, 126, 127, 135, 137,
139, 145, 146
sarcoplasmidtico, 67, 127
Retinoblastoma,
Retrotranslocacion, 139
Retrovirus, 7, 330
Reversibilidad, 205
Rho, 99, 157
Ribonucleoproteina heterogénea
nuclear, V. RNPhn
Ribosa, 24, 27
Ribosoma, 6, 12, 75, 127, 135, 250,
290, 292, 295. 298, 300
subunidad, mayor, 295, 296
menor, 295, 296
Ribotimidina, 286
Ribozima, 41, 280, 297
Ribulosa 1,5-difosfato carboxilasa, 197
RIP, 417
RISC, 289, 304, 451
RNA, V. ARN
RMNAL V. Inverferencia del ARN
RNPhn, 258, 292
RNPpn, 246, 280, 28]
RNPpno. 246, 284, 285
Rombémera, 400
Rous, sarcoma de, 350
TRNA, V. ARNr

SI1, 258
SIII, 258
Sales inorginicas, 21, 22
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SAR, 237, 312
Sarampidn, 453
Sarl, 156
Sarcoglicano, 110
Sarcémero, 105
Satélite, 240
Sawrabilidad, 205
scRNA, V. ARNpc
Sec, 156
Secrecion, 145
apocrina, 75
constitutiva, 145
paracring, 401
regulada, 145
Secuencia, alfoide, 233, 339
reguladora, 248
de terminacicn, 248, 250, 251
Sepmentacion del cigoto, 344, 377,
397, 398, 408
Sepmento codificador, 248, 249, 251,
252,271
Segundo mensgjero, 208
Selectina, 117
Semaforina, 102
Senescencia replicativa, 321
Sefal{es), de anclaje, 75, 135
intracelulares, 199
de poliadenilacién, 279
Serina-treonina quinasa, 209
Seundogenes, 330
procesados, 330
Seudouridina, 284, 286
Sialoadhesina, 118
Sida, V. HIV
Significado evolutivo, 407
Sinamina, 82
Sinapsis, 358
nerviosa, 214
Sindrome, de Down, 368, 387, 389
respiratorio agudo grave, 453
SINE, 233
Singamia, 377
siRNA, V. ARNpi
sis, 350
Sistema de endomembranas, 13,77,
125, 142, 162
Sitio(s), A, 296, 298, 300
AP, 325, 328,
E, 296, 298, 300
P. 296, 298, 300
Sizzled, 404
sFRP-2, 404
SL1, 267, 285
Sm, 286
Smad, 209
SNAF, 160
SNAPc, 269
SNARE, 159, 160
snRNA, V. ARNpn
snoRNA, V. ARNpno
Solenoide, 236
Solutos, 57, 58
Somatomedina, 348
Sombreado, 427
Somita, 401, 407
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Sonda de ADN, 445

Southern blotting , 447

SPF, 313, 346

SR, 283

Src, 350

SSB, 318, 321

STAT, 212

Succinato deshidrogenasa, 172

Sustancia inductora, 61, 203, 205, 271,

348,401, 406

TAF, 258, 267, 269
Talina, 98
TATA, 249, 252
Tau, 88
Taxol, 88
Tay-Sachs, enfermedad de, 154
TBP, 258
Telotase, 18, 334, 337, 341
1, 365
11, 366
Telomerasa, 287, 320
Teldmero, 232, 242, 318, 359
Termogenina, 180
teRNA, V. ARNte
Territorio cromosomico, 242
Tetraciclina, 302, 443
Tétrada, 361, 363
TFII, 258, 267
TFIIS, V. 84
TFIII, 269
TGE-fi. 209, 403
Tilacoide, 189
TIM, 185
Timina, 24
Timosina, 25, 95
Tirosina guinasa, 210
Titina, 109
TNF, 417
TNF-R, 417
TOM, 185
Tonofilamentos, 81
Topoisomerasas, 321, 322
Tos ferina, 218
Toxina diftérica, 302
TRADD, 417
Traduccion del ARNm, 23, 245, 290
regulacidn de la, 303
TRAF. 417
Transcitosis, 150
Transcripeion del ADN, 23, 245, 254,
267, 270,310, 322, 341
en células procariotas, 260, 270,
273
regulacidn de la, 258
Transcriptasa inversa, 330, 447
Transcripto primario, 246, 257, 282,
283

Transferrina, 306
Transgén, 452
Transgénesis, 452
Translocacion, 300, 386, 387, 389

robertsoniana, 387
Translocon, 57, 136, 183
Transportador, 57
Transporte, activo, 57, 58

pasivo, 57, 58, 67
Transportina, 229
Transposasa, 329
Transposicion del ADN, 329
Transposdn, 329, 451
Trasplante nuclear, 394
Trastornos metabdlicos, 325
TRF, 232,318
Triacilgliceroles, 31, 74, 130, 201
Triglicéridos, V. Triacilgliceroles
Tripletes, 247, 290
Trisomias, 385, 388
Trisquelién, 155, 157
tRMNA, V. ARNi
Trofoblasto, 397
Tropocoligeno, 114
Tropomiosina, 108, 111
Tropomodulina, 111
Troponinas, 108, 221
TIP, 25
Tubulina(s), 83, 305, 330

a, 83 .

B, 83

capuchaon de, 86

v. B3, 85
Turner, sindrome de, 389, 390

UBF, 267
Ubiquinona, 34, 172
Ubiquitina, 77, 139
Ultracentrifugacidn, 436, 438
Ultramicrdtomo, 427
Unidad(es), de replicacidn, 312
S (Svedberg), 295, 438
Unidn{es), comunicante, 110, 122
covalentes, 39
electrostdtica, 39
estrecha, V. Unidn oclusiva
fosfodiéster, 24, 254, 310
pap, V. Unidn comunicante
en hendidura, V. Unidn conuini-
canfe
heterofilicas, 117
homofilicas, 118
intercelulares, 117, 119
iGnica, 39
N, 28,55, 139
no covalentes, 39
0, 28, 535, 140
oclusiva, 119
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peptidica, 35, 292
Uracilo, 25
Uridina, 25
UTP, 25

Vacuola, 163

Vaina interna, 90

Valinomicina, 62

Valor posicional, 400, 406

van der Waals, interaccion de, 40

Vector, 443

VEGF. 210, 348

VegT, 402

Vesicula(s), 125
secretord, 144, 145
recicladora, 125, 144
transportadora, 125, 143, 154, 159

Vibritomo, 423

Vibrio cholerae, 218

Willina, 104

Vimentina, 82

Vinblastina, 88

Vincristina, 88

Vinculina, 96, 98, 120

Virus, 7, 326, 350, 417, 451, 453
de la hepatitis B, 351
HIV, 68, 453
Sendai, 54, 395

Vitamina D, 206

Western blotting, 447
Wnt, 404
wt, 352

Xantdfila, 192

Xenopus laevis, 394, 398, 402, 406
Xeroderma pigmentoso, 328
Xic, 252,265

Xilema, 69

Xilosa, 27

Xist, 265

wistRNA, V., ARNxist

Xlr, 404

Xor, 403

XXX, sindrome, 388

XYY, sindrome, 388

YAC, 444

Zellweger, sindrome de, 201

Zonula adherens, V. Cinturdn adhesivo
Zonula oceludens, V. Unidn oclusiva
ZP, 370,372, 373,374,375
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