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PROLOGO

Biologia celular y molecular 1o escribié un extenso grupo de académicos
que realizan labores de investigacion, docencia y difusién en el area de la
biologia celular y molecular. La idea de escribirlo surgi6é de la necesidad
real de poner al alcance de los estudiosos de habla hispana, una obra
actualizada de los aspectos mas importantes de la biologia celular y
molecular.

En 1995 durante la organizacién y desarrollo del “Sexto Congreso
Iberoamericano de Biologia Celular” nos percatamos de que en México hay
un nimero importante de académicos e investigadores que trabajan directa-
mente en el desarrollo de diferentes aspectos de la biologia celular y mo-
lecular. Por ello, consideramos que era el momento de emprender una obra
de esta magnitud en donde se ofreciera una nueva version surgida de dife-
rentes laboratorios. De hecho, la primera idea fue la de escribir tépicos se-
lectos, en donde los autores hablaran sobre sus investigaciones, lo cual
pronto nos llevé a escribir este libro que por su enfoque, contenido y actua-
lidad resulta de importancia en diferentes niveles educativos.

La obra esta organizada en 27 capitulos, que forman parte de ocho
grandes temas que abarcan un panorama amplio de la biologia celular y
molecular. En el desarrollo de cada tema conservamos las versiones de ca-
da capitulo lo mas cercano posible a la propuesta original de cada equipo de
autores; sin embargo, la obra es homogénea en su estructura.

La biologia celular y molecular es una disciplina cientifica en pleno de-
sarrollo en el mundo entero. El estudio de las estructuras celulares desde el
punto de vista de sus constituyentes moleculares, en particular las molécu-
las de proteinas y 4cidos nucleicos, ha sido una tendencia de la biologia mo-
derna, que ha permitido conocer el papel de cada organelo en el contexto de
la regulacion de la expresion genética.

En este libro se retine un importante cimulo de experiencias como re-
sultado de muchos afios de trabajo. También se abordan temas sobre la bio-
logia celular y molecular de algunos organismos cuyo estudio es de gran
importancia para la salud humana como las amibas.
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PROLOGO

Un apoyo invaluable para la presente obra es su pagina de Internet ela-
borada con material aportado por varios colaboradores de la presente obra,
asi como otros profesores-investigadores y estudiantes. En ella se podran
ver ademas de las imdgenes del libro, cuestionarios, animaciones y ligas a
otros sitios Web que permitiran al lector ampliar la informacién expuesta
en el libro y profundizar en los temas de su interés.

Estamos conscientes de que la vertiginosa generacién de nuevos resul-
tados cientificos, creara la necesidad de agregar esos hallazgos e inclusive
revisar algunos de los conceptos aqui expuestos en un tiempo razonable.
Sin embargo, es claro también que la publicacién de este primer libro, es-
tablece un punto de partida fundamental para que el lector hispano ha-
blante cuente con un medio para el futuro seguimiento de los avances de
mayor trascendencia en la biologia celular y molecular moderna. Futuras
versiones seguramente anadiran otros capitulos y autores que por el de-
sarrollo de la presente obra no hemos tenido la oportunidad de contar con
ellos.

Esperamos que el esfuerzo conjunto de todos los autores para ofrecer
este libro contribuya a un mejor conocimiento de la célula viva.

Luis Felipe Jiménez Garcia
Horacio Merchant Larios
coordinadores
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tic Gene Expression, International Review of Cytology.

Dr. Fernando Lépez Casillas

Investigador del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Es
doctor por la Universidad de Purdue en EE.UU. y realiz6 estancia
de posdoctorado en el Memorial Sloan-Kettering Cancer Center,
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Nueva York, EE.UU. Recientemente obtuvo un donativo del Ho-
ward Hughes Medical Institute International Research Scholar.

Dr. Francisco Vergara Silva

Obtuvo el grado de doctor en la UNAM. Su trabajo versa sobre el
papel de los genes del desarrollo en la biologia de las plantas triu-
ridales. Actualmente realiza una estancia posdoctoral en Suecia.

Dr. Francisco Xavier Soberéon Mainero

El doctor Soberdn es director del Instituto de Biotecnologia de
la UNAM. Obtuvo su doctorado en Investigacion Biomédica Ba-
sica. Desde su incorporacion a la UNAM en 1981, ha participado
en el desarrollo y consolidacion de la ingenieria genética y la
biotecnologia. A partir de 1984, fungiendo como secretario aca-
démico del mismo, inicia un grupo independiente en el area de
la ingenieria de proteinas. Realizé estancias de investigacion en
el Instituto City of Hope, en California, se especializé en la sin-
tesis quimica de oligonucleétidos y, posteriormente, en la Uni-
versidad de California en San Francisco. En los tltimos anos ha
cultivado el moderno enfoque de Evolucién Dirigida, en el am-
bito de la biocatalisis. Tiene mas de 65 publicaciones de investi-
gacion en revistas internacionales. Obtuvo en 1999 el Premio
Nacional de Quimica “Andrés Manuel del Rio”. Ha publicado sus
trabajos en revistas como Nucleic Acid Research, Protein Engi-
neering, Applied Biochemistry and Biotechnology, Enzyme and
Microbial Technology y Molecular Microbiology.

M. en C. Gabriel Lopez Velazquez

Es candidato al grado de doctor de la UNAM. Actualmente es in-
vestigador del Instituto Nacional de Pediatria. Su trabajo se cen-
tra actualmente sobre la triosa fosfato isomerasa. Ha publicado
en las revistas Histochemistry and Cell Biology, Archives of me-
dical Research, Biochemistry, Proteins.

Dr. Gerardo Hebert Vazquez Nin

Es profesor de la Facultad de Ciencias de la UNAM, en donde ob-
tuvo el grado de doctor. Actualmente es el coordinador del De-
partamento de Biologia Celular de la Facultad de Ciencias de la
UNAM. Obtuvo el Premio de Ciencias Naturales del Consejo De-
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partamental de Montevideo. Ha sido miembro del Cuerpo Edito-
rial de la revista Acta Anatomica y es profesor titular honorario
del Programa de Desarrollo de las Ciencias Bésicas del Ministe-
rio de Educacién y Cultura de la Universidad de la Republica
Oriental del Uruguay. Ha publicado articulos de investigacion
sobre el ntcleo celular en revistas como Journal of Ultrastruc-
tural Research, Biology of the Cell, Chromosoma, y un libro so-
bre microscopia electrénica.

Dra. Gladys lliana Cassab

Es investigadora del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, en
donde realiza investigacion sobre la influencia de proteinas de la
pared celular en el desarrollo de las plantas superiores y en el de-
sarrollo de raiz. Ha publicado en revistas como Nature, Journal
of Cell Biology, Methods in Enzymology, Annual Review of
Plant Physiology y Plant Molecular Biology.

Dra. Gloria Benitez-King

Obtuvo el doctorado en Biologia Celular en el Centro de Investi-
gacion y de Estudios Avanzados del IPN. Después realiz6 una es-
tancia de investigacion en el Departamento de Neurobiologia
Molecular de la Universidad Estatal de Utrech, Holanda. Es in-
vestigadora y jefe del Departamento de Neurofarmacologia del
Instituto Nacional de Psiquiatria. Es investigadora nacional. Ob-
tuvo el Premio de Psiquiatria Dr. Manuel Camelo Camacho en
1996. Su publicacion en la revista Experientia se considera una
cita clasica en el campo de la melatonina y como uno de los 38
trabajos mas citados en la década 1990-1999. Su linea de inves-
tigacion es el Estudio del Mecanismo de Accién de la Melatoni-
na: Modulacion del arreglo del citoesqueleto.

Dra. Guadalupe Trinidad Zavala Padilla

Obtuvo el grado de doctora por parte en la UNAM. Actualmente
desarrolla trabajo de investigacion en la Facultad de Ciencias de
la UNAM, estudiando la ultraestructura de diversas especies, con
énfasis en la estructura nuclear.

Dr. Horacio Merchant Larios

Bidlogo y doctor en ciencias de la UNAM. Realiz6 estudios pos-
doctorales en la Worcester Foundation for Experimental Biology
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en Estados Unidos y en el Harbor General Hospital de la Univer-
sidad de California, en Los Angeles. Investigador emérito de la
UNAM. Realiz6 estudios en Paris. Actualmente es jefe del De-
partamento de Biologia Celular y Fisiologia del Instituto de In-
vestigaciones Biomédicas de la UNAM. Fue miembro fundador y
primer presidente de la Sociedad Mexicana de Biologia Celular.
Pertenece a la Academia Mexicana de Ciencias. Ha sido profesor
invitado en universidades de Francia, Estados Unidos, Ingla-
terra, Chile, Brasil. En 2001 obtuvo el Premio Universidad Na-
cional de Investigacion en Ciencias Naturales. Ha publicado sus
resultados de investigacion en revistas como Experimental Cell
Research, Journal of Ultrastructural Research, Development,
Developmental Biology y Archives of Andrology. Es reconocido
internacionalmente como especialista en Biologia de la Re-
produccion.

Dra. Isaura Meza Goémez Palacio

Bidloga y doctora en Ciencias, la doctora Meza es pionera en Mé-
xico en el estudio del citoesqueleto, principalmente del de para-
sitos como la amiba. Fue fundadora y segunda presidenta de la
Sociedad Mexicana de Biologia Celular. También fue tesorera de
la Academia Mexicana de Ciencias y es investigadora nacional.

Dr. Jesus Cortés Hermosillo

Médico cirujano de la Universidad Auténoma de Zacatecas, rea-
liz6 una estancia posdoctoral en la Universidad de Yale trabajan-
do en RNA pequefios. Actualmente es profesor/investigador de
Bioquimica y Biologia Molecular de la U.A.Z. Ha publicado tra-
bajos en revistas como Journal of Rheumatology, la Revista
Mexicana de Reumatologia y el EMBO Journal.

Jesus Ramirez Santos
Realiza investigacion en el Instituto de Investigaciones Biomédi-
cas sobre diversos aspectos de la estructura del DNA en bacterias.
Dr. Jorge Manuel Vazquez Ramos
Es profesor titular de la Facultad de Quimica de la UNAM, Rea-

liz6 estudios de posgrado en el Reino Unido. Es miembro de la
Academia Mexicana de Ciencias. Su trabajo se centra en el me-
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tabolismo del DNA durante la germinacion de semillas de maiz,
las enzimas responsables y su caracterizacion, el inicio de la ger-
minacién y el ciclo celular, asi como las proteinas ciclinas/Cdks,
PCNAy la fase G1.

Dr. José Miguel Betancourt Rule

Obtuvo su doctorado en la UNAM. Actualmente es profesor de la
Universidad Auténoma Metropolitana. Su linea de investigacion
es la fertilizacion in vitro de mamiferos. Ha publicado en revis-
tas como Bioquimia, Archives of Andrology, Andrologia, Therio-
genology.

Dra. Liora Shoshani

Es investigadora del Centro de Investigacion y Estudios Avan-
zados, en donde realiza trabajo de investigacion sobre las sefa-
les y mecanismos que hacen que una célula se polarice y se
asocie con las vecinas a través de contactos celulares y, mas
especificamente, como se contacta, expresa bombas y canales
i6nicos de un tipo dado, y los ubica. Ha publicado en revistas
como Annual Review of Physiology, American Journal of Phy-
siology, Journal of Membrane Biology y European Journal of
Physiology.

Liz Izquierdo

Realizé investigacion de posgrado en el Instituto de Ecologia de
la UNAM sobre los mecanismos moleculares del desarrollo en
plantas.

Dra. Lorenza Gonzalez-Mariscal y Muriel

Es investigadora del Centro de Investigaciéon y Estudios Avanza-
dos, en donde realiza investigacion sobre regulacion del ensam-
ble y sellado de las uniones estrechas por sefnales extracelulares
y segundos mensajeros celulares y la identificacién y caracteri-
zacion bioquimica y molecular de proteinas asociadas a las unio-
nes estrechas. Es autora de trabajos publicados en el American
Journal of Physiology, y en el Journal of Membrane Biology,
que se consideran entre los mas citados en la literatura cientifi-
ca en los ultimos diez afios.
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Dra. Lourdes Teresa Agreano Moreno

Obtuvo el grado de doctora en la UNAM, en donde actualmente
desarrolla sus actividades académicas. Su trabajo de investiga-
cién trata sobre la ultraestructura de plantas y en especial sobre
las particulas nucleares relacionadas con la expresion genética.

Dr. Luis Felipe Jiménez Garcia

El doctor Luis Felipe Jiménez Garcia es profesor titular del De-
partamento de Biologia Celular de la Facultad de Ciencias de la
UNAM. Es bidlogo, maestro en ciencias y doctor en ciencias por
la UNAM. Realiz6 investigacion doctoral en el Baylor College of
Medicine del Centro Médico de Houston, Texas y trabajo pos-
doctoral en el Cold Spring Harbor Laboratory, de Nueva York.
Ha publicado varios articulos en revistas especializadas como
Journal of Cell Science, Cell, Molecular Biology of the Cell, Jour-
nal of Structural Biology y otras. También ha impartido nume-
rosos cursos en el drea de la Biologia Celular y de la Microsco-
pia. Es miembro fundador de la Sociedad Mexicana de Biologia
Celular y actualmente presidente de la misma. Fue presidente
de la Asociacién Mexicana de Microscopia. Ha organizado con-
gresos internacionales de microscopia y de biologia celular.
Pertenece a la Academia Mexicana de Ciencias. En 1998 obtuvo
la Distincién Universidad Nacional en Docencia en Ciencias Na-
turales. Fue coordinador de investigacion y coordinador gene-
ral del Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias de
la UNAM. Su trabajo se centra en la biologia celular y molecu-
lar del nacleo.

Dr. Luis Fernando Covarrubias Robles

Quimico, maestro y doctor en Ciencias Biomédicas, Postdocto-
ral Institute for Cancer Research. Trabaja sobre las células tron-
cales y su potencial diferenciativo, su relacion con los origenes
de cancer, la regulacion y el papel de la muerte celular en el de-
sarrollo embrionario y en enfermedades, regulacién de la proli-
feracion, la diferenciacion y la muerte celular con énfasis en los
mecanismos moleculares que coordinan estos procesos y el con-
trol de los procesos regenerativos en mamiferos. Obtuvo el Pre-
mio Weissman de la Academia de la Investigacion Cientifica en
1990. Es miembro de la Sociedad Mexicana de Biologia Celular,
de la Sociedad Mexicana de Bioquimica y de la Sociedad Mexica-
na de Biologia del Desarrollo, asi como de la Red de Medicina
Genomica de la Academia Mexicana de Ciencias.
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Luis Mendoza

Realiz6 estudios de posgrado en el Instituto de Ecologia de la
UNAM sobre aspectos tedricos de redes aplicadas al andlisis del
desarrollo de la flor y de la raiz.

Dr. Marcelino Cereijido Mattioli

Es investigador en fisiologia celular y molecular de membranas
bioldgicas en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanza-
dos. También es médico y doctor en medicina en Argentina. Ob-
tuvo el Premio a la mejor Tesis Doctoral en 1962 en la Facultad
de Ciencias Médicas de Buenos Aires. Después fue a Harvard Me-
dical School, primero como becario del Consejo Nacional de In-
vestigaciones Cientificas en Argentina (CNICT) y después como
International Postdoctoral Research Fellow del Public Health
Service de Estados Unidos. Fue profesor adjunto de Fisicoquimi-
ca de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires de 1964 a 1966. Obtuvo el Premio “ODOL” del
CNICT al mejor Cientifico en Biologia menor de 35 afios, en
1967. Fue director del Departamento de Biofisica del Centro de
Investigaciones Médicas Albert Einstein de 1972 a 1976 e inves-
tigador de carrera del CNICT. También fue Adjunct Professor del
Departament of Cell Biology, de la Universidad de Nueva York
(1975-1979). Miembro de la John Simmon Guggenheim Foun-
dation (1974). Actualmente es investigador nacional emérito.
Obtuvo la Distincién de la Secretaria de Educacion Pablica por
ser lider en la formacion de doctores (1992). Premio Internacio-
nal de Ciencias “Bernardo A. Houssay” de la Organizacién de Es-
tados Americanos (1993). Premio Internacional “Juchiman de
Plata”. Premio Nacional de Ciencias y Artes (1995). Miembro
de la American Society for Cell Biology, American Society of
Physiology (ex miembro del International Committee), Ameri-
can Biophysical Society, etc. Miembro del Editorial Board de
News in Physiological Sciences (1989-1998), del Cellular Phy-
siology and Biochemistry (desde 1990) y de otras publicaciones
cientificas. Es miembro de la Academia Mexicana de Ciencias, de
la Academia Mexicana de Medicina y de la Academia de Ciencias
de América Latina. Autor de un centenar de articulos cientificos
internacionales in extenso, 10 libros, que van desde algunos
cientificos publicados en Londres y en Nueva York, a otros de di-
vulgacion y ensayo publicados en castellano. Cuenta con mas de
cinco mil citas bibliogréficas documentadas por ISI. Ha publica-
do en revistas como Journal of Cell Biology, American Journal
of Physiology, Membrane Biology, Annual Review of Physio-
logy, v Journal of Membrane Biology.
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Dra. Maria de Lourdes Segura Valdez

Es bi6loga, especialista en Microscopia Electronica y Doctora en
Ciencias de la UNAM. Es profesora de licenciatura y posgrado
en biologia celular de la UNAM. Fue investigadora del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias. Su linea de trabajo tra-
ta sobre la Estructura y Organizacion del Nucleo celular por Mi-
croscopia de Fuerza Atémica. Ha publicado trabajos cientificos
en revistas como Biology of the Cell, Revista Latinoamericana
de Microbiologia, Experimental Cell Research, Molecular Bio-
logy of the Cell, American Journal of Pathology, Chest, Journal
of Structural Biology, Molecular.

Dra. Marieta Tuena Sangri

Investigadora emérita del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM e investigadora nacional emérita. Trabaja sobre los meca-
nismos de transduccién de energia por la ATP sintasa, su regu-
lacion y las interacciones solvente-proteina.

Dr. Mario Enrique Zurita Ortega

Es investigador del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Ob-
tuvo el grado de doctor en la UNAM vy recibi6 becas de la McArt-
hur Foundation Fellow y de la Pew Foundation Fellow para rea-
lizar posdoctorado en la Universidad de Stanford, EE.UU. y en la
Universidad de Harvard, Cambridge. Recientemente recibié un
donativo de la Howard Hughes Medical Institute International
Research Scholar. Ha publicado en revistas como Development,
Molecular Biology of the Cell, Toxicon, Nucleic Acids Drug De-
velopment, Journal of Experimental Biology FEBS Letters y
Molecular and General Genetics.

Dra. Martha Espinosa Cantellano

Investigadora del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional. Su trabajo trata sobre la bio-
logia celular de Entamoeba histolytica.

Dra. Martha Verdnica Ponce Castaneda

Actualmente realiza investigacion en el Centro Médico Siglo XXI
del Instituto Mexicano del Seguro Social. Sus estudios han ver-
sado sobre los mecanismos de transduccion de sefiales.
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M. en C. Miguel Angel Alcantara Ortigoza

Es médico cirujano de la UNAM, en donde actualmente es can-
didato a doctor. Actualmente es profesor de Genética Médica en
la Facultad de Medicina de la UNAM, e investigador asociado del
Instituto Nacional de Pediatria. Es miembro certificado del Con-
sejo Mexicano de Genética, Academia Nacional de Medicina.

Dr. Moisés Selman Lama

Es neumélogo con maestria en Biologia Molecular. Es investiga-
dor director de Investigacion del Instituto Nacional de Enferme-
dades Respiratorias e Investigador. Trabaja sobre las enfermeda-
des fibrosantes del pulmén, area en la que ha publicado mas de
100 articulos de investigacion, 18 capitulos de libros y dos li-
bros. Obtuvo el Premio de Investigacion Médica, “Dr. Jorge Ro-
senkranz” en 1985, el Premio “Aida Weiss” 1988 y 1990, el Pre-
mio Anual de Investigacién “Antonio Lopez Silanes S.”, 1989, el
Premio de Investigacion Fundacion Glaxo Wellcome, 1995, en
el area de investigacion basica, y en 1996, el Premio “Miguel
Otero” de Investigacion Clinica. Obtuvo también la Beca “John
Simon Guggenheim Memorial Foundation”, 1993, el Premio
“Salas Peyr6 1998”, Facultad de Medicina, UNAM.

Dra. Norma Angélica Moreno Mendoza

Obtuvo el grado de doctora de la UNAM. Posteriormente realiz6
una estancia posdoctoral en la Universidad de Oulu en Finlandia.
Actualmente es investigadora del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM. Su linea de investigacién es sobre los
mecanismos celulares y moleculares de la diferenciacion sexual
en vertebrados en donde ha publicado sus trabajos en revistas
como Journal of Comparative Neurology, Journal of Experi-
mental Zoology, Biology of Reproduction, Cancer, Developmen-
tal Biology, Molecular Reproduction and Development.

Dra. Olga Margarita Echeverria Martinez

Obtuvo el doctorado en la UNAM. Actualmente es profesora de la
Facultad de Ciencias de la UNAM en donde investiga sobre el
nucleo celular en interfase. Ha sido investigadora invitada del
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas de Espafia y de la Universidad de Lau-
sana, Suiza. Es cofundadora del laboratorio de Microscopia Elec-
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tronica de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Particip6 en la
creacion del Programa de Especialidad en Microscopia Electro-
nica de la UNAM. Ha publicado en revistas como Biology of the
Cell, Ultrastructural Pathology, y Chromosoma.

Dra. Patricia Leon Mejia

Es investigadora del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Obtuvo
el doctorado en la UNAM. Fue becaria de la Fundacién Pew para
realizar estudios posdoctorales en la Universidad de Harvard. Re-
cientemente obtuvo un Howard Hughes Medical Institute Inter-
national Research Scholar. Ha publicado sus trabajos en revistas
como Plant Cell, Journal of Biological Chemistry, Plant Physio-
logy, Genes & Development, Genetics, Annual Review of Plant
Physiology y Plant Molecular Biology.

Dra. Rosalinda Tapia-Lopez

Actualmente realiza investigacion en el Instituto de Ecologia de
la UNAM sobre los mecanismos moleculares del desarrollo de las
plantas.

Dra. Rosario Rodriguez Arnaiz

Es profesora de la Facultad de Ciencias de la UNAM, en donde ha
impartido mas de 50 cursos en la licenciatura y 20 en el posgra-
do en Ciencias Bioldgicas, asi como cursos de actualizacion pa-
ra profesores de bachillerato. Ha publicado 30 articulos de inves-
tigacion en revistas internacionales. Coordiné el proyecto del
actual plan de estudios de la licenciatura en biologia de la Facul-
tad de Ciencias de la UNAM y el proyecto de adecuacion del pos-
grado en ciencias bioldgicas de la UNAM. Ha publicado trabajos
cientificos en revistas como Mutation Research y Molecular and
General Genetics.

Dr. Rubén Gerardo Contreras

Investigador del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional. Su trabajo se centra en el es-
tudio de las propiedades fisiol6gicas de la membrana en los epi-
telios.
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Dra. Susana Castro-Obregon

Obtuvo su doctorado en la UNAM y actualmente realiza estudios
posdoctorales en el Instituto Buck en Estados Unidos. Ha sido
Pew Latinoamerican Fellow. Su trabajo trata de los mecanismos
de muerte celular durante el desarrollo, el envejecimiento y en-
fermedades asociadas. Sus resultados cientificos los ha publica-
do en revistas como Cell Death and Differentiation, y Journal of
Biological Chemistry.

M. en C. Yvonne Claudine Ducolomb Ramirez

Es bi6loga y candidata a doctora de la Universidad Auténoma
Metropolitana. Actualmente es profesora de la misma universi-
dad, en donde investiga sobre la Fertilizacién en Mamiferos. Ha
publicado en revistas como Zygote, Bioquimia y Andrologia.
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Imagenes de moléculas de DNA por microscopia de fuerza atémica. La imagen corresponde a moléculas del
plasmido pUC18, que se observan como lazos (flechas) sobre un soporte de mica.
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ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO, DNA

Jestus Ramirez Santos m Carmen Gomez Eichelmann

' Introduccion

El postulado principal de la teoria celular establece que toda célula se gene-
ra de una célula similar preexistente. Esta teoria formalizé la vieja observa-
cién de que la progenie de una especie bioldgica, al alcanzar el estado adul-
to, estd compuesta de individuos con caracteristicas similares a las de sus
progenitores. La idea de que todos los organismos estan formados por célu-
las la propuso por primera vez R. Hooke, alrededor de j1660!, al observar al
microscopio unos cortes finos de corcho. Sin embargo, la teoria celular,
como la conocemos actualmente, se fue construyendo a mediados del siglo
XIX, con base en las observaciones de varios investigadores. En 1838, M.
Schleiden encontré que los tejidos vegetales estan formados por células
y, unos cuantos afios después, T. Schwann extendié esta observacion a los
animales. La trascendencia de este conocimiento se comprendié en 1858,
cuando R. Virchow demostré que una célula no se genera espontineamen-
te, sino que proviene de otra célula igual.

Un afio después, en 1859, Charles Darwin inici6 una de las mayores re-
voluciones intelectuales en la historia de la biologia. La teoria de la evolu-
cién, propuesta por Darwin en su libro £/ origen de las especies, pretende
explicar el origen de la inmensa diversidad de los seres vivos. Esta teoria,
como la teoria celular, tiene que ver con la herencia; es decir, con la genera-
cién de organismos similares a sus progenitores. Darwin propuso dos ideas
principales: 1) los organismos actuales son descendientes modificados de
ancestros comunes, y 2) la fuerza principal que dirige los cambios evoluti-
vos de los organismos es la seleccion natural. Darwin interpretaba la evolu-
cién como un proceso dindmico entre dos fuerzas: la tendencia de los orga-
nismos a aumentar su nimero y a generar variantes al reproducirse —ya
que los descendientes no son idénticos a sus antecesores— y, por otro lado,
la seleccion natural de las variantes mejor adaptadas a su ambiente. Esta
teoria se ha modificado y enriquecido con conocimientos nuevos; sin em-
bargo, los postulados originales contintan siendo la base de los principales
estudios y polémicas de la biologia moderna.
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Las reglas de la transmision de las caracteristicas de la célula madre a
la célula hija y de los padres a los hijos, o herencia, no se entendieron cla-
ramente sino hasta principios del siglo XX. El monje G. Mendel estableci6
las leyes de la herencia en 1865, unos cuantos afos después de la publica-
cion del libro El origen de las especies; sin embargo, no se reconocié su im-
portancia sino hasta su “redescubrimiento” en 1905 por De Vries.

Los genetistas, como Mendel y De Vries, no estudiaban la molécula, es-
tudiaban cambios heredables en los organismos: color de las semillas, for-
ma de las flores, etc. Estos cambios visibles o fenotipos representan, a nivel
de organismo, cambios en la informacién genética. En la década de 1940, T.
H. Morgan, un genetista que eligi6 como modelo biol6gico de estudio a la
mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), dio un gran paso al identificar
a los cromosomas como las estructuras celulares que contienen la informa-
cion genética. Morgan descubrié que algunos cambios fenotipicos en las
moscas se correlacionaban con cambios morfolégicos en los cromosomas.
Ya que los cromosomas contienen principalmente dos clases de moléculas,
proteinas y acido desoxirribonucleico (DNA), la pregunta era, sen cudl de
estas moléculas se encuentra codificada la informacion genética? Esta pre-
gunta se contest6 en 1944, cuando O.T. Avery, C. MacLeod y M. McCarthy
demostraron que el DNA de la bacteria Pneumococcus pneumoniae conte-
nia la informacion genética. Avery y sus colaboradores aislaron, a partir de
una cepa patégena de P. pneumoniae, una cepa no patégena. Los ratones in-
yectados con la bacteria patégena, pero no con la no patégena, enfermaban
y morian. Esto sugeria que la bacteria no patégena habia perdido la informa-
cion genética relacionada con la patogenicidad. Para contestar a la pregunta
de cual molécula celular contiene la informacién genética, estos investiga-
dores disefiaron varios experimentos en los que se incubaron las bacterias
no patégenas con proteinas, polisacaridos y 4cidos nucleicos de las bacte-
rias patdgenas. Los resultados mostraron que, inicamente cuando las bac-
terias no patégenas se incubaban con DNA, éstas recuperaban la capacidad
de infectar a los ratones. En 1952, Martha Chase y A.D. Hershey demostra-
ron, con experimentos mas confiables, que la informacién genética de un
bacteriofago, o virus de la bacteria Escherichia coli, efectivamente se loca-
liza en el DNA.

Para sorpresa de los cientificos, si bien se conocia la estructura de las
proteinas con bastante detalle, se sabia poco sobre la estructura secunda-
ria del DNA. Dos investigadores, el inglés Francis Crick y el joven ameri-
cano James Watson, se lanzaron con gran prisa y decisién a recopilar y
analizar todo lo relacionado con la estructura quimica del DNA y los pa-
trones de difraccion de rayos X de esta molécula. En 1953, un afio después,
Watson y Crick lograron integrar un modelo de estructura secundaria para
el DNA y pasar a la historia con sus ya famosos articulos publicados en la
conocida revista Nafure (Watson y Crick, 1953). En estos articulos anota-
ron: “No escapa a nuestra atenciéon que el apareamiento especifico que
postulamos sugiere de inmediato un posible mecanismo de copia del ma-
terial genético”. Para muchos investigadores, la publicacién de los articu-
los de Watson y Crick marca el nacimiento de la biologia molecular y en
general el de la biologia moderna.
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A partir de 1953 se inici6 el estudio intensivo de los mecanismos mo-
leculares que permiten la duplicacién, reparacién, recombinacion y trans-
posicion del DNA y del procesamiento celular de la informacién genética
presente en esta molécula. Actualmente sabemos que la informacién gené-
tica de todas las células se encuentra en el DNA; sin embargo, en el caso de
algunos virus y bacteriofagos, ésta puede localizarse en moléculas de RNA.

La principal funcién del DNA es contener la informacion, que, al expre-
sarse de manera selectiva y regulada, permite generar una nueva célula
(organismos unicelulares) o un nuevo organismo, a partir de un 6vulo fe-
cundado por un espermatozoide (organismos multicelulares complejos). La
expresion de esta informacion también determina el patrén metabdlico ca-
racteristico de cada célula y de las condiciones especificas en que ésta se en-
cuentra. La informacion del DNA primero se transcribe; es decir, se copia
selectivamente a moléculas de RNA y posteriormente la informacion de al-
gunas de estas moléculas se traduce a proteinas.

En resumen, la informacién genética de las células se encuentra en el
DNA, se transcribe a moléculas de RNA y finalmente se traduce a proteinas.
Esta regla, o dogma central de la biologia molecular, se completé al descu-
brirse la transcriptasa reversa, una enzima que sintetiza DNA a partir de
una molécula de RNA (figura 1-1).

En este capitulo se presenta un resumen de los estudios de Mendel y
sus leyes de la herencia, la estructura quimica y la estructura secundaria del
DNA, el c6digo genético, la paradoja del valor C y la organizacién de las mo-
léculas de DNA en la célula.

‘ Leyes de la herencia (Mendel)

Las leyes basicas de la transferencia de la informacién genética fueron defi-
nidas por G. Mendel en 1865. El trabajo de Mendel, basado en la hibridacion
de plantas, fue fundamental para determinar el concepto de gen. Mendel
utiliz6 como modelo experimental para estudiar las leyes de la herencia a
cepas puras de plantas de chicharo (Pisum sativum), las cuales son ficiles

1

(DN_D Figura 1-1. “Dogma” central de la biologia molecular.

1. REPLICACION DEL DNA. Sintesis de una nueva molécu-
la de DNA de dos hebras, a partir de una molécula
molde.

2. TRANSCRIPCION DEL DNA. Sintesis de una hebra de
RNA complementaria a una de las dos hebras del
DNA.

3 3. TRANSCRIPCION REVERSA DEL RNA. Sintesis de una he-
bra de DNA complementaria a una molécula de RNA,
de una hebra.

4. TRADUCCION DEL RNA MENSAJERO. Sintesis de una

4 proteina a partir de la informacién codificada en un

RNA » Proteina RNA mensajero.
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En los organismos di-
ploides las copias ma-
terna y paterna de un
mismo gen se segre-
gan de forma separa-
da al formarse los ga-
metos.

de cultivar y cruzar. Para sus estudios estadisticos, este investigador selec-
ciono caracteristicas fenotipicas faciles de identificar como el color y la tex-
tura de las semillas.

Antes de describir los experimentos que llevaron a Mendel a postular las
leyes de la herencia, es importante definir dos términos: fenotipo y genoti-
po. A la apariencia de un organismo se le denomina fenotipo, mientras que
el genotipo se refiere a la constitucion genética. Por ejemplo, dos individuos
que presentan el mismo fenotipo pueden tener un genotipo diferente. Estos
conceptos quedaran mas claros al describir la primera ley de la herencia
(véase mas adelante).

En una primera serie de experimentos de cruzas entre plantas de chi-
charos, Mendel encontré que en la primera generacion, o generacion F1,
toda la progenie mostr6 solamente una de las dos caracteristicas alternati-
vas. Por ejemplo, todas las plantas producto de la cruza entre plantas de
chicharos de semillas amarillas y de semillas verdes fueron de semillas ama-
rillas. A las caracteristicas que aparecieron en la generacion F1, Mendel las
llamé caracteristicas dominantes (figura 1-2). Para responder a la pregunta
de qué habia pasado con las caracteristicas alternativas, Mendel dejo que las

Figura 1-2. Primera ley de
Mendel o principio de segre-
gacion. En este ejemplo se
muestra la segregacion de los
factores mendelianos en la
progenie de la generacién F1
y F2, después de la cruza de
plantas con dos alelos, siendo
los alelos dominantes (YY)
para las semillas amarillas y
los recesivos (yy) para las
semillas verdes. El fenotipo
de todos los individuos de la
F1 es amarillo, pero el genoti-
po es heterocigoto: Yy. En la
generacién F2, las células es-
permaticas y los évulos se
combinan al azar para gene-
rar una relacién de fenotipos
de 3 dominantes (amarillos) y
un recesivo (verdes).

Progenitores

e G

YY

(amarillo)

|

yy

(verde)

|

Gametos Y >< y
Generacioén F1 @
Yy
(amarillo)
& &
Generacion F2 & &

Proporciones fenotipicas
1/4YY + 2/4Yy = 3/4 amarillos
1/4yy = 1/4 verdes
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plantas de la F1 se autopolinizaran. Las caracteristicas que habian desapa-
recido en la F1 reaparecieron en la segunda generacién, o F2. Mendel llam6
a estas caracteristicas como recesivas y concluy6 que las caracteristicas he-
redadas eran determinadas por factores discretos, pero separables. Estos
factores necesitaban estar en las plantas de la F1 en forma de pares: un par
era heredado del progenitor materno y el otro del paterno. Los factores apa-
reados se separaban otra vez cuando las plantas de la generacién F1 pro-
ducian células sexuales maduras o gametos. Cada gameto contendria uno
solo de los miembros del par original. Asi, en su primera ley o principio
de segregacion, Mendel propuso: “Los dos miembros de un par de factores
se segregan separados en cada uno de los gametos, por lo que la mitad de
los gametos lleva un miembro de un par y la otra mitad de los gametos lle-
va al otro factor” (Curtis y Barnes, 1989).

Ahora sabemos que en los organismos diploides los genes se encuen-
tran en pares conocidos como alelos. Por ejemplo, el color de las semillas,
amarillo y verde, estd determinado por alelos diferentes. La manera como
una caracteristica se expresa estd determinada por la combinacién particu-
lar de los alelos presentes en cada organismo. Si los alelos son los mismos,
por ejemplo YY o yy, entonces se dice que el organismo es homocigoto pa-
ra esa caracteristica particular; si los dos alelos son diferentes, por ejemplo
Yy, entonces el organismo es heterocigoto para esa caracteristica. En el ca-
so de que Y sea dominante sobre y, una planta YY y otra Yy tendrian el mis-
mo fenotipo, pero diferente genotipo.

Cuando se forman los gametos, éstos contienen solamente un alelo de
cada gen determinado. Cuando los dos gametos se unen para formar el hue-
vo fertilizado, los alelos se aparean nuevamente. Si dos alelos de un par da-
do son iguales (homocigoto), la caracteristica que ellos determinan se pue-
de expresar. Si los alelos son diferentes (heterocigoto), uno de los alelos
puede ser dominante sobre el otro. Un alelo dominante es aquel que produ-
ce su caracteristica particular tanto en los hetero como en los homocigo-
tos. En heterocigotos, para algunas caracteristicas no hay dominancia ni re-
cesividad, sino codominancia. En la codominancia se expresan los dos alelos
del gen, lo que genera un fenotipo combinado. Por ejemplo, en la cruza de
plantas con flores rojas y blancas, cuando las caracteristicas de flor roja y
blanca no son dominantes ni recesivas, se pueden generar plantas con flo-
res de color rosa (Curtis y Barnes, 1989).

En una segunda serie de experimentos, Mendel estudi6 la cruza de plan-
tas que diferfan en dos caracteristicas. Por ejemplo, en la cruza entre plantas
con semillas lisas y amarillas y plantas con semillas rugosas y verdes, las ca-
racteristicas liso y amarillo son dominantes y las caracteristicas rugoso y
verde son recesivas. Como se esperaba, las semillas resultantes de la genera-
cion F1 fueron semillas lisas y amarillas. Cuando las plantas derivadas de es-
tas semillas se autopolinizaron, de las plantas resultantes una proporcién de
9/16 mostraron las dos caracteristicas dominantes (semillas lisas y amari-
llas), y solamente 1/16 mostraron caracteristicas recesivas (semillas rugosas
y verdes). El resto de las plantas se distribuyé de la siguiente manera: 3/16
fueron amarillas y rugosas y 3/16 fueron verdes y lisas; es decir, aparecieron
combinaciones nuevas de las dos caracteristicas (figura 1-3).

En los organismos ho-
mocigotos, las copias
materna y paterna de
un mismo gen son
iguales; en los hetero-
cigotos son diferentes.

Las caracteristicas ge-
néticas se segregan de
manera independiente.
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Figura 1-3. Segunda ley de

Mendel o principio de segrega-

cién independiente. En este

ejemplo se muestra la cruza de
individuos homocigotos, uno con

factores dominantes de semillas (b&q’
lisas (RR) y amarillas (YY) y el o £
otro de semillas rugosas (rr) y N

verdes (yy). En la generacion F1,
todos los descendientes son de
semillas amarillas y lisas. En la
generacién F2 la distribucién de
los factores en los gametos da
lugar a la combinacién de 16 ge-
notipos diferentes y 4 fenotipos.
La distribucion de los diferentes
genotipos se genera por una se-
gregacion independiente de los

factores.

Progenitores @ {::§

RRYY rryy
(liso, amarillo) (rugoso, verde)

.

Gametos Ry X ry

|

Generacion F1 @

RrYy
(liso, amarillo)

Generacién F2 2 %,

Proporciones fenotipicas
9 = liso, amarillo

3 =liso, verde

3 = rugoso, amarillo

1 =rugoso, verde

Estos resultados no contradicen a los resultados de la primera ley, ya que,
si las dos caracteristicas son consideradas independientemente, se mantiene
la proporcion de 3:1 entre las caracteristicas lisa y rugosa y color amarillo y
verde. Esto mostré que las caracteristicas de textura y color de las semillas se
comportaron como caracteristicas independientes una de la otra. A partir de
estas observaciones, Mendel postulé su segunda ley, o principio de segrega-
cion independiente. Este principio establece que, cuando los gametos se for-
man, los alelos de un gen para una caracteristica dada se segregan indepen-
dientemente de los alelos para otra caracteristica (Curtis y Barnes, 1989).

‘ Estructura quimica del DNA

Las células contienen varias macromoléculas, como son los polisacaridos, las
proteinas y los dcidos nucleicos. Estas macromoléculas pueden clasificarse co-
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mo polimeros; es decir, moléculas que tienen una unidad estructural que se
repite muchas veces. Los polisacaridos se forman por la unién de monosacari-
dos, las proteinas por la de aminoacidos y los dcidos nucleicos por la de nu-
cleétidos. Los acidos nucleicos son de dos clases: a) acido desoxirribonucleico
0 DNA, que tiene como unidad estructural al desoxirribonucleétido o desoxi-
nucleétido, y b) el acido ribonucleico o RNA, que tiene al ribonucleétido.

En esta seccion se presenta la estructura quimica y la estructura secun-
daria del DNA, mientras que en el capitulo 2 se revisa la estructura del RNA.

La molécula de DNA es un polimero que se forma por enlace covalente
de miles de desoxinucledtidos. EI desoxinucleétido, o unidad estructural del
DNA, contiene un acido fosforico, un aztcar de 5 4&tomos de carbono o pen-
tosa y una base nitrogenada. El DNA contiene 4 bases nitrogenadas: adeni-
na (A) y guanina (G), que derivan de la purina, y citosina (C) y timina (T),
que derivan de la pirimidina (figura 1-4). El enlace de la pentosa (que en el
caso del DNA es una desoxirribosa) y una base nitrogenada forma una mo-
lécula denominada deoxinucleésido. La unién de un acido fosférico a esta
molécula forma el desoxinucleétido (figura 1-4).

4ﬁwkﬁfl LY T

Citosina Timina Guanina Adenina

El DNA es un polimero
de desoxinucledtidos
unidos por enlaces
fosfodiéster.

v

Bases nitrogenadas

11
N
N ‘ \ Base
nitrogenada
X N
HoN N

OH
| 5'
HO—-P—-0O—-H,c _O
| 43 ot Desoxirribosa
OH
OH
Figura 1-4. Estructura quimica del DNA. La mo-
L v ! lécula base en el DNA es el desoxinucleotido.
Fosfato Un desoxinucleétido contiene una base nitro-
genada que puede ser citosina, timina, guanina
o adenina unida a un azucar (desoxirribosa) y
' % ! un acido fosférico unido a la desoxirribosa. En
Desoxinucleétido la molécula de desoxirribosa se numeran los

(Base + Desoxirribosa + Fosfato) atomos de los 5 carbonos que la constituyen.
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OH
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H.C Adenina |_ | Timina o CH,
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I
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' |
Figura 1-5. Posicién anti- (l)
paralela de las dos he-
bras de polidesoxinucle6- | (0] _
tidos en el DNA. En el H2C Guanina |=| Gitosina o/ CHe
DNA, las dos hebras de é
polidesoxinucleétidos es- Y |
tan orientadas de mane- ‘ OH O—=P—OH
ra que una hebra va en 3 |
direccién 5'a 3'y la otra
OH
de3'a5. 5

La molécula de DNA
estd formada por dos
hebras antiparalelas
unidas por puentes de
hidréogeno entre bases
complementarias, A-T
y C-G: modelo de Wat-
son y Crick.

Los desoxinucleétidos se unen para formar el polimero lineal, o polide-
soxinucleétido, en el cual el grupo fosfato en posicion 5' de la desoxirribo-
sa se une por un enlace éster con el hidroxilo 3' de la desoxirribosa del de-
soxinucleétido vecino, y asi sucesivamente. EI polimero forma una hebra
donde se alternan una desoxirribosa y un fosfato, mientras que las bases se
unen perpendicularmente a ésta (figura 1-5).

La proporcion relativa de cada una de las bases del DNA, asi como el or-
den o secuencia en que se encuentran, varia de organismo a organismo, ya
que la secuencia de bases, especifica para cada organismo, contiene la infor-
macion genética que define a ese organismo. Actualmente, existe la tecnolo-
gia que permite conocer la secuencia de bases de todo el DNA de un organis-
mo. Por ejemplo, ya se cuenta con las secuencias completas de mas de 60
procariontes, entre ellas, las de las bacterias Haemophilus influenzae y Esche-
richia coli y la de la arquea Methanococcus jannaschii (Fleischmann y cols.,
1995; Blattner y cols., 1997; Bult y cols., 1996). También, ya se tienen las se-
cuencias genémicas de algunos organismos eucariénticos como son las del
hongo Saccharomyces cerevisiae, la planta Arabidopsis thaliana, la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster y la del humano (Goffeau y cols., 1996; Kaul
y cols., 2000; Adams y cols., 2000; McPherson y cols., 2001; Venter y cols.,
2001). La informacién relacionada con los programas de secuenciacion de
procariontes puede consultarse en http:/www.tigr.org/tdb.

La estructura secundaria del DNA propuesta por Watson y Crick es una
hélice de giro a la derecha formada por dos hebras de polidesoxinucle6tidos
orientadas en sentido antiparalelo; es decir, el extremo 5' de una hebra que-
da frente al extremo 3' de la otra. Esto significa que, en uno de los extremos
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Surco
menor

Surco
mayor

3.6 nm

Figura 1-6. Estructura secundaria de la hélice de dos hebras

- de polidesoxinucleétidos en el DNA. La estructura secunda-
ria del DNA-B es una hélice de giro a la derecha formada
por dos hebras de polidesoxinucleétidos antiparalelos. En el
exterior de la hélice se alternan moléculas de desoxirribosa
y acido fosfoérico, mientras que las bases nitrogenadas se
proyectan perpendicularmente hacia el interior. Las bases se
unen por puentes de hidrogeno de manera especifica: ade-

2.0nm nina con timina y citosina con guanina.

de la molécula de DNA, una hebra tiene el acido fosférico que se une al car-
bono 5' de la desoxirribosa libre y en el otro extremo contiene la desoxirri-
bosa con el —OH 3' libre; la otra hebra tiene, frente al dcido fosférico 5', la
desoxirribosa con el —OH 3' libre y frente a la desoxirribosa con el —OH li-
bre, un acido fosforico 5' (figuras 1-4, 1-5y 1-6).

Las dos hebras se unen por puentes de hidrogeno que se establecen de
manera especifica o complementaria entre las bases de las dos hebras. Una
molécula de adenina se une, por dos puentes de hidrégeno, a una de timi-
na; y una de guanina se une por tres a una de citosina. En la parte exterior
de la hélice, se alternan moléculas de desoxirribosa y fosfato, mientras que
las bases se proyectan perpendicularmente hacia el interior (figura 1-6).

La hélice tiene alrededor de 10 pares de bases por vuelta y un didmetro
de 2 nm. La distribucion helicoidal de los desoxinucle6tidos determina la
formacion de una superficie exterior con un surco mayor ancho y uno me-
nor angosto (figura 1-6). Las 10 bases de una vuelta de hélice quedan ex-
puestas hacia el surco mayor, si se les observa desde un angulo, y hacia el
surco menot, cuando se les observa desde otro. Muchas de las proteinas que
interactian de manera especifica con ciertas secuencias de bases en el DNA
lo hacen a través del surco mayor, ya que en este surco las bases se encuen-
tran mas expuestas. Estas interacciones son muy importantes para la regu-
lacion de la expresion genética.

El DNA-B representa la estructura “ideal” del DNA, una estructura que se
obtiene al cristalizar el DNA con sodio como contra-ion y 92% de humedad.
El DNA-B, como lo describieron originalmente Watson y Crick, posiblemen-
te representa la estructura predominante en el DNA de las células, ya que los
patrones de difraccion de rayos X de DNA puro son similares a los que se ob-
tienen con el DNA presente en cabezas intactas de espermatozoides.
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El DNA es una mo-
lécula helicoidal que
puede adoptar es-
tructuras alternativas:
DNA-B, DNA-B curvo,
DNA-A, DNA-C, DNA-Z.

Antes de conocerse la estructura tridimensional del DNA, se sabia que
la molécula era polimoérfica; es decir, podia presentar mas de una forma. Los
ingleses Maurice Wilkins y Rosalind Franklin encontraron que, cuando el
DNA se cristalizaba en presencia de cantidades distintas de agua, se genera-
ban patrones de difraccion diferentes. Por ejemplo, en condiciones de baja
humedad (75%), el DNA-B presenta un cambio conformacional reversible a
una nueva estructura mas ancha y rigida, denominada DNA-A. Otra estruc-
tura alternativa del DNA es el DNA-C que se forma con sodio a una concen-
tracion elevada y una humedad intermedia entre la que se requiere para fa-
vorecer las estructuras DNA-A y DNA-B.

Ademas del DNA-A, DNA-B y DNA-C, existen otras conformaciones al-
ternativas para la hélice del DNA; sin embargo, es muy dificil probar cua-
les existen in vivo y, sobre todo, qué funcién cumple cada una de ellas
(Rich, 1993).

La hélice a la derecha del DNA puede no solamente presentar estruc-
turas alternativas, dependiendo del medio en que se encuentra, sino que
puede presentar curvaturas espontaneas en regiones con secuencias especi-
ficas. La flexibilidad y angulo de la curvatura varian, segin la secuencia.
Muchas secuencias que producen curvaturas pronunciadas contienen
varias adeninas seguidas (poliA); sin embargo, existen secuencias que no
contienen poliA y presentan curvaturas importantes (Allewell, 1988).

Las regiones de DNA curvo posiblemente son importantes para favore-
cer varios sucesos celulares, como son la replicacion, la expresion de algu-
nos genes y la compactacion de ciertas regiones del DNA (Pérez-Martin y
cols., 1994).

En 1979, A. Rich y sus colaboradores describieron una nueva e inespe-
rada estructura tridimensional del DNA: DNA-Z. Esta estructura se encon-
tré al estudiar por difraccion de rayos X los cristales de un fragmento de
DNA de 6 pares de nucleétidos con una secuencia de bases CGCGCG. Este
fragmento se sintetiz6 quimicamente. La nueva estructura es también una
hélice de dos cadenas antiparalelas y complementarias; sin embargo, mien-
tras la hélice del DNA-B gira suavemente a la derecha, la del DNA-Z gira en
cortes bruscos (zigzag) a la izquierda, y tiene un diametro menor y 12 pa-
res de bases por vuelta de hélice. En el DNA-Z las bases quedan mas expues-
tas que en el DNA-B (Wang y cols., 1979).

Posteriormente se encontr6 que cualquier fragmento de DNA con una
secuencia de bases donde se alternan purinas y pirimidinas puede adquirir la
configuracion Z. EI DNA-Z es una estructura inestable y facilmente adopta
la conformacion B (Nordheim y cols., 1982; Wang y cols., 1979). La presen-
cia de regiones de DNA-Z en el DNA celular se ha estudiado principalmente
con anticuerpos que reconocen y se unen especificamente al DNA-Z. Con es-
tos anticuerpos se demostro la presencia de regiones Z en varios organismos:
bacterias, mosca de la fruta, trigo y mamiferos. Otro enfoque que se utiliza
para estudiar al DNA-Z es la btasqueda de proteinas que se unen especifi-
camente a este DNA. A la fecha, se han descrito varias de estas proteinas,
como es la zuotina de levadura, la histona H-1 de mamifero y una proteina
de nacleo de células de pollo (Nordheim y cols., 1982; Zhuang y cols., 1992;
Wittig y cols., 1989).
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Los resultados de los estudios con DNA-Z sugieren que este DNA tiene
un papel importante en la transcripcion de la informacion genética y en de-
terminar la posicion de los nucleosomas (ver mas adelante), después de que
una region de DNA se transcribe.

El concepto previo de una molécula de DNA relativamente estable y
monoétona se ha sustituido por el de una molécula muy dinamica, con una
estructura plastica que se modifica de acuerdo con la secuencia de bases,
concentracion de iones, pH, temperatura, union de proteinas, tension es-
tructural de la hélice, etc.

. Codificacion de la informaciéon genética en el DNA

En el DNA de las células de un organismo se encuentra toda la informacién
genética que lo define. Un gen, es decir, una unidad de informacién genéti-
ca, contiene la informacién para la sintesis de una molécula de RNA que es
complementaria a una de las dos hebras del DNA. Los principales RNA ce-
lulares son el RNA ribosomal (rRNA), el RNA de transferencia (tRNA) y el
RNA mensajero (mRNA). Cada molécula de mRNA contiene la informacion
para la secuencia de aminodcidos de una proteina, mientras que las molécu-
las de rRNA y de tRNA forman parte de la maquinaria celular que traduce la
informacion de los mRNA a proteinas.

En resumen, la informacién para las moléculas de RNA y para las pro-
teinas presentes en una célula estd codificada en el DNA de ese organismo.

La informacién para la secuencia de aminoacidos de una proteina esta
codificada en el mRNA, en unidades independientes de tres bases llamadas
codones. La combinacion de cuatro letras, A, T, Cy Gen el DNA, 0 A, U, C
y G en el mRNA, en unidades de tres, puede generar 64 codones (4%). Los 64
codones y el significado de cada uno constituyen el cédigo genético (cuadro
1-1). Una proteina esta formada por la combinacién de alrededor de 20 ami-
noacidos diferentes, por lo que varios codones pueden codificar para un
mismo aminodcido. Por ejemplo, el aminoécido leucina (Leu) esta codifica-
do por los codones UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, y CUG (cuadro 1-1). Esta
propiedad se denomina “degeneracion” del c6digo genético. Tres de los 64
codones no codifican para un aminoacido, sino que funcionan como seal
de terminacion en la sintesis de proteinas (cuadro 1-1).

El cédigo genético es universal; la secuencia de aminoacidos de la pro-
teina de una bacteria y de la de una humana se encuentran codificadas en
el DNA por el mismo cddigo; sin embargo, por la degeneracion de éste, es
posible que un mismo aminodcido se encuentre preferentemente codifica-
do por un codoén en la bacteria y por otro en el humano. Si bien el codigo
es el mismo para todos los organismos, existen algunas excepciones. Por
ejemplo, en el DNA presente en las mitocondrias de la levadura y del huma-
no, el codén de terminacion UGA codifica para triptéfano.

Ademas del c6digo genético, que permite decodificar la informacion de
los mRNA para sintetizar proteinas, el DNA contiene informacién para re-
gular la expresion de los genes. Por ejemplo, en el DNA est4 la informacion
para marcar el sitio en el cual la enzima que transcribe a los genes, o RNA-

La informacién genéti-
ca codifica para todas
las moléculas de pro-
teina y RNA presentes
en un organismo.

La informacién genéti-
ca para las proteinas
estd codificada en tri-
pletes de bases o codo-
nes: cédigo genético.

El cédigo genético es
practicamente igual
para todos los orga-
nismos.
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Cuadro 1-1. Cédigo genético

Primera Tercera
posicion posicion
(5" Segunda posicién (3
u C A G

UUU Phe UCU Ser UAU Tyr UGU Cys u
U UUC Phe UCC Ser UAC Tyr UGC Cys C
UUA Leu UCA Ser UAA Término UGA Término A
UUG Leu UCG Ser UAG Término UGG Trp G
CUU Leu CCU Pro CAU His CGU Arg U
c CUC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg C
CUA Leu CCA Pro CAA GiIn CGA Arg A
CUG Leu CCG Pro CAG Gin CGG Arg G
AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser U
A AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser C
AUA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg A
AUG Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg G
GUU Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly U
G GUC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly C
GUA Val GCAAla GAA Glu GGA Gly A
GUG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly G

No todas las secuencias
presentes en el DNA
representan genes.

Nomenclatura de los aminoacidos: Ala, alanina; Arg, arginina; Asn, asparagina; Asp,
acido aspartico; Cys, cisteina; Glu, acido glutamico; GlIn, glutamina; Gly, glicina; His,
histidina; lle, isoleucina; Leu, leucina; Lys, lisina; Met, metionina; Phe, fenilalanina;
Pro, prolina; Ser, serina; Thr, treonina; Trp, triptéfano; Tyr, tirosina y Val, valina.

polimerasa, tiene que empezar y terminar de copiar, asi como la informa-
cion que determina cuando y cudntas copias hay que sintetizar. En general,
las secuencias de bases que contienen esta informacion son distintas para
diferentes organismos, por lo que no existe un codigo universal de secuen-
cias reguladoras.

El tamafio del genoma de los organismos
y la paradoja del valor C

La cantidad total de DNA presente en las células, o valor C, varia entre los
diferentes organismos. En los procariontes (bacterias y arqueas), el tamafio
de los genomas varia en un intervalo de aproximadamente 20 veces, de 6 X
10° pares de bases (pb) en algunos organismos parasitos intracelulares obli-
gados (micoplasmas), a mas de 107 pb en varias cianobacterias. En cambio,
en los eucariontes los valores C (cantidad de DNA contenida en un genoma
haploide) son mayores que en los procariontes, aunque hay excepciones. Por
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ejemplo, la levadura (Saccharomyces cerevisiae) tiene un genoma del ta-
maio del de las cianobacterias. La variacion en los valores C en eucariontes
es mucho mayor que en las bacterias. Esta variacién va de aproximadamen-
te 8 X 10%a7 X 10! ph, lo que representa un intervalo de diferencia de mas
de 80,000 veces. En particular, los protistas (amibas, euglenas, paramecios,
tripanosomas, entre otros) muestran una gran variacion en el valor C. Esta
variacion en el tamano del genoma entre los eucariontes no tiene relacion
directa con la complejidad del organismo o con el nimero de genes codifi-
cados en el genoma. Por ejemplo, varios protistas poseen mucho mas DNA
que los mamiferos. Por otra parte, organismos que parecen muy similares
en complejidad (moscas y langostas, cebolla y lirio, Paramecium aurelia y
P. caudatum) muestran una gran variedad en el valor C. A esta falta de re-
lacion entre los valores C y la complejidad del organismo se le conoce co-
mo la paradoja del valor C. Sin embargo, esta paradoja desaparece, si se
compara el nimero de genes y la complejidad de los organismos. En este
caso, si existe una relacién; por ejemplo, los organismos mas complejos
contienen un nimero mayor de genes que los mas sencillos. La paradoja C
significa que los genomas contienen, ademas de genes, es decir secuencias
que codifican para las moléculas de RNA y proteinas presentes en la célula,
otras secuencias. Efectivamente, los genomas contienen secuencias de DNA
de tamano variable (menos de 10 a miles de nucledtidos) que se encuentran
repetidas de cientos a miles de veces en los genomas. Estas secuencias pue-
den estar una a continuacion de otra o dispersas por todo el genoma. La
secuencia y el nimero de copias por genoma de estas secuencias repetidas
varian de organismo a organismo. Por ejemplo, en el genoma humano, la
secuencia repetida de 300 pb llamada Alu se encuentra repetida més de
300,000 veces, y la suma de todas las secuencias repetidas constituye apro-
ximadamente 35 a 45% del genoma (McPherson y cols., 2001; Venter y
cols., 2001). A la fecha, aunque hay hipétesis atractivas para explicar su ori-
gen y se han propuesto varios mecanismos moleculares para su amplifica-
cién (transposicion, retrotransposicion), no se conoce bien la funcion de
muchas de estas secuencias repetidas.

En el humano existen alrededor de 10 clases diferentes de secuencias
repetidas pequefas que representan aproximadamente 1% del DNA. Las co-
pias de una clase de estas secuencias son muy similares en cuanto a la se-
cuencia de bases, pero su namero varia de individuo a individuo. Esta ca-
racteristica permite identificar a cada individuo de manera similar a las
huellas digitales. Esta identificacién es muy precisa, si se utiliza la secuen-
cia repetida conocida como minisatélite. Esta se encuentra repetida de 20
a 50 veces, tiene un tamano de 15 a 100 pb y se localiza en regiones relati-
vamente pequefias de aproximadamente 1,000 a 5,000 pb. Cada humano pre-
senta un nimero y distribucion caracteristicos de estas secuencias, lo que
permite diferenciar incluso a hermanos (Jeffreys y cols., 1985). El andlisis
requiere de muy poco DNA, de manera que una gota de sangre o un poco de
semen es suficiente. Este método se utiliza actualmente en medicina legal
para la identificacion de criminales, de violadores o de personas, o restos de
personas, cuya identidad se desconoce.

Ciertas secuencias pe-
quenas repetidas del
DNA humano pueden
utilizarse con mas pre-
cision que las huellas
dactilares para la iden-
tificacion de personas.
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La molécula helicoidal
de DNA se organiza
dentro de las células
en estructuras super-
enrolladas.

Figura 1-7. Superenrollamiento plectonémico y toroidal del DNA.
Si se toma un eje imaginario que pasa por el centro a lo largo de
la hélice del DNA, el superenrollamiento plectonémico es aquel
en el que este eje forma a su vez una hélice en el espacio a). En
el superenrollamiento toroidal, el eje se enrolla alrededor de
una estructura cilindrica b).

‘ Organizacion de las moléculas de DNA en las células

Normalmente, las moléculas de DNA se encuentran en las células orga-
nizadas en estructuras compactas, en las que la hélice se encuentra bajo
una fuerte tension estructural. Esta tension determina que las moléculas
adopten una configuracion superenrollada. El superenrollamiento puede
ser de dos tipos: plectonémico y toroidal (Gémez-Eichelmann y Camacho-
Carranza, 1995). Si se toma un eje imaginario que pasa por el centro, a lo
largo de la hélice del DNA, el superenrollamiento plectonémico es aquel
en el que este eje forma, a su vez, una hélice en el espacio (figura 1-7a).
En el superenrollamiento toroidal, el eje se enrolla alrededor de proteinas
(figura 1-7b).

El grado de superenrollamiento plectonémico del DNA estd determi-
nado principalmente por la accién de enzimas llamadas topoisomerasas.
Las topoisomerasas cortan y ligan nuevamente las hebras del DNA, des-
pués de que éstas han cambiado su posicion en el espacio, lo que genera
un cambio en la topologia o estructura tridimensional de la molécula. Las
topoisomerasas son de dos clases: I y II. Las de clase I cortan una de las
dos hebras del DNA, no requieren ATP y causan el relajamiento progresi-
vo de las moléculas superenrolladas de DNA, mientras que las de clase II
requieren ATP, cortan las dos hebras del DNA y las ligan después de que
éstas rotan en el espacio, introduciendo supervueltas en el DNA. En el ca-
so de las bacterias, algunas de las topoisomerasas de clase II son capaces
de cambiar la posicién de las hebras, antes de unirlas nuevamente. Estas
enzimas se denominan girasas. Las otras topoisomerasas de clase II re-
quieren que el cambio espacial de las hebras del DNA se realice por un
mecanismo independiente; por ejemplo, la unién de proteinas al DNA. El
superenrollamiento toroidal se genera principalmente por la interaccion
de proteinas con carga positiva (basicas) con el DNA y la accién de las to-
poisomerasas, tanto de clase I como de II (Gémez-Eichelmann y Camacho-
Carranza, 1995).

////%
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El genoma de las bacterias frecuentemente se encuentra en una sola
molécula circular de DNA; sin embargo, hay bacterias con dos moléculas
circulares o con una o mas moléculas lineales. Cada molécula contiene una
region a partir de la cual se inicia su replicacién. Este DNA, como el DNA
de todas las células, tiene un tamano muy grande en relacién con el volu-
men que ocupa en la célula. Esto hace que el DNA bacteriano se encuentre
en las células en una estructura muy compacta denominada nucleoide. El
nucleoide contiene, ademds de la molécula de DNA condensada aproxima-
damente 1,000 veces, moléculas de RNA, enzimas como la RNA polimerasa
y las topoisomerasas y proteinas basicas (Gomez-Eichelmann y Camacho-
Carranza, 1995). En muchas bacterias, ademas de la o las moléculas de DNA
que contienen la informacién genética esencial y que se localizan en el nu-
cleoide, pueden encontrarse moléculas de DNA adicionales mas pequefias o
plasmidos. El tamafio pequefio de algunas de estas moléculas y la posibili-
dad de purificarlas, de adicionarles o quitarles fragmentos de DNA y de in-
troducirlas nuevamente a las bacterias, permitié el nacimiento de la inge-
nierfa genética.

El modelo actual de nucleoide mas completo es el de la bacteria E. co-
li. Este modelo propone que en la célula, la molécula circular de DNA ce-
rrada de 4.64 X 10 pb (aproximadamente, 4,300 genes) y de alrededor de 1
mm de longitud, se encuentra organizada en asas con superenrollamiento
plectonémico. Alrededor de 50% del DNA se encuentra, ademas, en super-
enrollamiento toroidal, alrededor de proteinas similares a las histonas de
células eucarionticas (Gomez-Eichelmann y Camacho-Carranza, 1995) (fi-
gura 1-8).

El nucleoide es el equivalente de la cromatina de células eucarionticas
(véase mas adelante). Sin embargo, esta estructura difiere de la cromatina
en dos caracteristicas principales: 1) las proteinas basicas (tipo histona) pre-
sentes en el nucleoide no forman estructuras regulares y compactas como
las histonas en los nucleosomas de la cromatina, sino que presentan una or-

En los procariontes, la
informaciéon genética
estd en una molécula
circular o lineal de
DNA, organizada en
el nucleoide.

Figura 1-8. Estructura del
nucleoide bacteriano.

La molécula de DNA de la
bacteria Escherichia coli
se organiza en asas inde-
pendientes con superen-
rollamiento plectonémi-
co. La unién de proteinas
tipo histona a esta estruc-
tura base genera, ademas,
regiones de superenrolla-
miento toroidal.
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Figura 1-9. Estructura de la cro-
matina en los cromosomas meta-
fasicos. Niveles de organizacién de
la molécula de DNA: 1) molécula
de DNA de 2 nm de didmetro; 2) el
DNA se enreda alrededor de un
octamero de histonas para formar
estructuras discretas de 10 nm de
didmetro o nucleosomas; 3) la his-
tona H1 compacta a los nucleoso-

Cromosoma

Solenoide
30 nm

mas y éstos forman una hélice o

solenoide de 30 nm de didmetro; 1 = S = DNA 2 nm

4) el solenoide se organiza en asas
muy compactas de 60 nm de dia-
metro y 300 nm de largo.

En los eucariontes, la
informacién genética
esta en varias molécu-
las lineales de DNA
presentes en la cro-
matina.

ganizacion menos compleja y se disocian mas facilmente del DNA; 2) la ten-
sion helicoidal que compacta al DNA del nucleoide es tanto de tipo plecto-
némico como toroidal (figura 1-8), mientras que en la cromatina, la tension
se produce principalmente por la interaccion DNA-histonas (superenrolla-
miento toroidal) (figura 1-9).

El nucleoide y la cromatina contienen, por tanto, el genoma del orga-
nismo; es decir, el DNA que contiene la informacion genética que lo define.
El término cromosoma generalmente se refiere a una molécula de DNA del
genoma. Las bacterias, en general, tienen su genoma en una sola molécu-
la, o cromosoma; mientras que, en los eucariontes, el genoma se encuentra
distribuido en varias moléculas de DNA o cromosomas.

El genoma de los eucariontes se localiza en un complejo molecular de
DNA, RNA y proteinas, conocido como cromatina. El DNA de la cromatina,
que en las células humanas se encuentra en 23 pares de moléculas lineales
o cromosomas diferentes, tiene una longitud total de mas de 1 metro. En
las células de humano, como en las células de todos los eucariontes, ademds
del DNA del ntcleo, hay moléculas adicionales de DNA en organelos como
son las mitocondrias y los cloroplastos.

Cada cromosoma tiene un centrémero, dos telémeros y varias regiones
de inicio para la replicaciéon. Los centromeros son regiones generalmente
compuestas de secuencias pequefas repetidas, que unen a las crométidas
hermanas al huso cromatico durante la mitosis. Los telémeros son secuen-
cias que se localizan en los extremos de cada cromosoma. Estas secuencias
son muy importantes para la replicacién de moléculas lineales de DNA.

Los cromosomas son unidades dindmicas cuya apariencia varia con la
etapa del ciclo celular. Durante la interfase, cuando el DNA se transcribe y
se replica, los cromosomas de la mayoria de las células forman una ma-
lla nuclear dispersa donde no es posible identificar a cada cromosoma.
En la fase de mitosis, los cromosomas forman estructuras mas compactas
que se unen al huso cromético donde es posible identificar a cada par de
Cromosomas.
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Estas moléculas de DNA tan largas se encuentran organizadas dentro
de las células en estructuras muy compactas, de manera que ocupan el vo-
lumen comparativamente pequefio del nicleo. A continuacién, se describen
brevemente los diferentes niveles de organizacién molecular del DNA en la
cromatina.

El primer nivel de condensaciéon del DNA se da por la interaccién del
DNA con unas proteinas basicas llamadas histonas. En general, las protei-
nas de la cromatina se dividen en tres clases principales: a) histonas nucleo-
somales: H2A, H2B, H3 y H4; b) histonas internucleosomales o H1, y ¢) pro-
tefnas no histonas. Las histonas tienen una gran proporcioén de residuos de
aminoacidos con carga positiva como arginina y lisina, lo que permite su
enlace electrostatico al DNA cargado negativamente. Las no histonas com-
prenden un namero grande de clases diferentes de proteinas; sin embargo,
en la cromatina se encuentran en menor proporcion que las histonas. Estas
proteinas son importantes para regular la expresion genética y para organi-
zar a la cromatina.

Las histonas nucleosomales se organizan en una estructura octamérica
que contiene dos copias de cada histona. Este octamero forma un centro al-
rededor del cual el DNA se enrolla de manera toroidal (dos vueltas de 83 pb),
para generar unidades discretas conocidas como nucleosomas (figura 1-9)
(Luger y cols., 1997). Los nucleosomas estan unidos entre si por puentes
de 20 a 80 pb, para formar lo que se conoce como “collar de perlas” o fibra de
10 nm (figura 1-9). En un segundo nivel de condensacion, la histona H1 (y
otras proteinas de tipo no histona) se enlaza al DNA que une a cada nucleoso-
ma, generando una estructura helicoidal de 30 nm de didmetro o solenoide.
Cada vuelta de un solenoide contiene seis nucleosomas con una molécula
de H1 asociada a cada unidad nucleosomal (figura 1-9). Posteriormente,
esta fibra se enrolla sobre si misma para formar una fibra mas gruesa de
cromatina, la que, a su vez, se organiza en asas (figura 1-9). Actualmente,
aunque aun se desconoce mucho de la organizacion de la cromatina, se em-
pieza a entender la organizacion de las fibras de solenoides y de las asas, du-
rante la interfase y la mitosis. Si los cromosomas metafdsicos (mitosis) se
tratan con detergentes polianionicos, se desprende la mayoria de las protei-
nas del DNA y se observa que la cromatina se descondensa y forma asas
enormes de aproximadamente 60 kb de DNA. Estas asas se encuentran uni-
das a una estructura proteica o esqueleto cromosomal cuya principal pro-
teina es la enzima topoisomerasa II. Las secuencias de DNA que se unen a
este esqueleto o SAR, son relativamente resistentes a enzimas que degradan
al DNA o DNAsas. Algunas secuencias SAR de Drosophila se unen de mane-
ra especifica a la topoisomerasa II, lo cual podria explicar el anclaje de las
asas de DNA al esqueleto cromosomal (Marsden y Laemmli, 1979; Mirko-
vitch y cols., 1984). Se ha propuesto también la presencia de un esqueleto
proteico, menos definido, en el nicleo interfasico. Esta estructura, conocida
como matriz nuclear, parece ser importante para mantener la organizacion
de los cromosomas dentro del ntcleo. Como en el caso de los cromosomas
metafasicos, las fibras de DNA de la cromatina de la célula en interfase pa-
recen estar unidas a la matriz nuclear a través de secuencias especificas o
MAR (Manuelidis, 1990).
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En resumen, en oposicion al concepto previo de un DNA practicamen-
te “desnudo” en las bacterias y a un DNA recubriendo a las proteinas en los
eucariontes, actualmente se considera que el DNA en todas las células se or-
ganiza como cromatina; es decir, como una estructura compacta y dinami-
ca formada de moléculas de DNA, proteina y RNA. Esta estructura compac-
ta tiene, sin embargo, la plasticidad suficiente para que se lleven a cabo las
funciones esenciales del DNA: replicacion, reparacion, recombinacion,
transposicion y segregacion del genoma, asi como para permitir la expre-
sion regulada de la informacion genética.
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CAPiTULO 2

ACIDO RIBONUCLEICO, RNA

Jesis Cortés Hermosillo

' Introduccion

El RNA es una molécula prebiética que existe desde hace aproximadamen-
te 3.8 millones de afios. Los estudios iniciales sobre el RNA se remontan a
la década de 1940 y, gracias a la utilizacién de diversas metodologias mo-
leculares que incluyen transcripcion in vitro, secuenciacion y expresion in
vivo e in vifro, asi como cristalografia de RNA entre otras, ha sido posible de-
finir que el RNA es una macromolécula polinucleotidica de una sola cadena,
que sigue una direccion en sentido 5' a 3', y se encuentra constituida por
elementos quimicos conocidos como bases nucleotidicas, que son del tipo
de la adenina, citosina, guanina y uracilo, asi como por azucar ribosa.

Se han identificado fundamentalmente tres grandes clases de RNA, el
RNA mensajero (mRNA), el cual representa de 3 a 5% del RNA total celular,
el RNA de transferencia (tRNA), con un porcentaje de 5 a 7% del RNA total
celular, el RNA ribosomal (rRNA), que es el méas abundante y cuyo porcen-
taje de RNA total celular oscila entre 85 a 90%; adicionalmente, un grupo
de RNA pequenos que pueden ser detectados en 1% del RNA total celular;
estos ultimos pueden ser de localizacién nuclear (snRNA), nucleolar
(snoRNA) y citoplasmica (scRNA).

Ha sido comprobado que los RNA son resultado de la copia o transcrip-
cion de un DNA gendémico que sirve como molde; esta copia es mediada
en sistemas procariontes por la accion de una enzima, la RNA polimerasa, en
tanto que en sistemas eucariontes participan tres clases diferentes de RNA po-
limerasas, las cuales sintetizan las diferentes clases de moléculas de RNA;
ademas, existen complejos moleculares de RNA que muestran una funcién
catalitica; estos complejos se conocen como ribozimas.

. Caracteristicas genéricas del RNA

Basandonos en la estructura del RNA, se puede apreciar que éste es quimi-
camente muy similar al DNA y contiene cldsicamente cuatro tipos de nu-

El RNA es una macro-
molécula polinucleo-
tidica de una sola ca-
dena, que sigue una
direccion en sentido 5'
a 3, y se encuentra
constituida por ele-
mentos quimicos co-
nocidos como bases
nucleotidicas, que son
del tipo de la adenina,
citosina, guanina y
uracilo, asi como por
azucar ribosa.

En sistemas eucarion-
tes participan tres cla-
ses diferentes de RNA
polimerasas, las cuales
sintetizan las diferen-
tes clases de molécu-
las de RNA.
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A diferencia del DNA
que es una doble ca-
dena, el RNA general-
mente es de una sola
cadena.

)

cleétidos unidos por enlaces fosfodiéster en direccion 3'- 5'. Dos diferencias
existen en la composicién quimica entre el DNA y el RNA; la primera es que
el azucar constitutivo del DNA es la desoxirribosa, en tanto que el RNA con-
tiene ribosa, la cual, a su vez, contiene un grupo hidréxilo (OH) adicional;
la segunda diferencia es que el RNA no contiene la base nucleotidica timi-
dinay, en su lugar, posee la base nucleotidica uracilo. A diferencia del DNA
que es una doble cadena, el RNA generalmente es de una sola cadena, a ex-
cepcion hecha por la estructura secundaria propia del RNA, la cual permite
la formacion de dobles cadenas por interacciones nucleotidicas o aparea-
miento de bases intracadena (Abrahams y cols., 1990; Antao y cols., 1991)
(figura 2-1).
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Caracteristicas estructurales y funcionales de las
RNA-polimerasas en sistemas procarionte y eucarionte

El proceso de la transcripcion de los organismos procariontes estd relacio-
nado con un solo tipo de RNA-polimerasa, la cual es responsable de la sin-
tesis del mRNA, rRNA y tRNA. Esta RNA-polimerasa se encuentra formada
por dos regiones, la region funcional de la enzima (sitio activo de la enzima),
constituida por cuatro subunidades, dos de tipo o, una de tipo By una B'; la
otra region es denominada factor o, constituida por una sola subunidad
denominada o. El enlace de estas dos regiones (la region funcional o sitio
activo y el factor o) constituye la enzima completa denominada también
holoenzima; sélo la enzima completa puede iniciar la transcripcion. El fac-
tor o es un factor proteico que se une al DNA en aproximadamente 50 a 80
nucleétidos, los cuales estan localizados hacia la izquierda del sitio de ini-
cio de la transcripcion. La region funcional de la enzima también se une al
DNA en aproximadamente 30 a 50 nucleétidos o pares de bases, localizados
tanto hacia la izquierda como a la derecha del sitio de iniciacion. Un elemen-
to importante de la transcripcion lo constituye el promotor, generalmente
localizado hacia la izquierda del sitio de iniciacion, en la region de —10 a —35
y estd constituido por secuencias altamente conservadas en la region 10,
denominada caja TATAAT, y en la region —35 conocida como caja TTGACA, asi
como el sitio propiamente de iniacién de la transcripcion; la RNA-polimera-
sa se mueve a lo largo del molde de DNA y sintetiza RNA, hasta que encuen-
tra una secuencia especifica de terminacion (Losick y Chamberlin, 1976;
Siebenlist y cols., 1980) (figura 2-2).

Sitio de inicio
de la transcripcién
_ l Factor ¢
[ | | | | | | | | Jlr L I
[T T T T T T T T | II
50 40 30 20 10 O 10 20 30
1 Holoenzima
Izquierda Derecha
Regioén funcional
sitio activo
Sitio de inicio Sitio de terminacion

Promotor

RNA naciente

Figura 2-2. Modelo de
accion de las RNA-
polimerasas.
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La RNA-polimerasa |
se encuentra localiza-
da en el nucleolo y su
producto de transcrip-
cioén es el pre-rRNA.

La RNA-polimerasa Il
participa en la trans-
cripciéon del pre-mRNA
o RNA heterogéneo
nuclear (hnRNA) y de
algunos tipos de pe-
quenos RNA.

La RNA-polimerasa Il
participa en la trans-
cripcion del pre-tRNA.

Las diferentes clases de RNA en sistema eucarionte son sintetizadas a
partir del DNA gendémico por medio del proceso de expresion genética de-
nominado transcripcion, el cual es la generacién de una sola cadena de RNA
idéntica a una de las cadenas del DNA. EI mecanismo de la transcripcion se
realiza por accion especifica de las RNA-polimerasas I, IT y ITI; estas enzimas
se localizan en diferentes compartimentos celulares y cada una de ellas trans-
cribe las distintas clases de moléculas de RNA.

La organizacion del DNA gendmico incluye secuencias especificas
denominadas promotores, sitios de iniciaciéon, motivos, sitios de amplifi-
cacion, secuencias especificas de transcripcién hacia la izquierda o a la
derecha del sitio de iniciacion, asi como sitios de terminacién de la trans-
cripcion.

La RNA-polimerasa I se encuentra localizada en el nucleolo y su produc-
to de transcripcion es el pre-rRNA. Su complejo de iniciacion requiere de la
identificacion de dos regiones gendmicas especificas, la primera identifica-
da como promotor central se localiza en la region —45 a +20, e incluye el si-
tio de iniciacion de la transcripcion, la segunda corresponde a la region de
control ubicada hacia la izquierda del sitio de iniciacién, entre =170 y =110
pares de bases; inicialmente, la RNA-polimerasa I interactia con estas dos
regiones, seguida de la adiciéon de un factor proteico, denominado UBFI,
que estabiliza la interaccién, lo que permitira la agregaciéon del factor pro-
teico adicional identificado como SLI; estd compuesta de 4 subunidades, a
la vez que incluye la proteina de enlace a la caja TATA (TBP). Esto, coo-
perativamente con el factor UBFI, estimulard el inicio de la transcripcion
del transcrito primario del pre-rRNA, finalizando este proceso al identi-
ficarse las secuencias de terminacién (Chambon, 1975; Dynlacht y cols.,
1991; Moss y Stefanovsky, 1995; Paule, 1994; Sollner-Webb y Tower, 1986)
(figura 2-2).

La RNA-polimerasa II participa en la transcripcion del pre-mRNA o
RNA heterogéneo nuclear (hnRNA) y de algunos tipos de pequefios RNA
(U1, U2, U3, U4, U5, etc.); para que la RNA-polimerasa II pueda iniciar el
proceso de sintesis de pre-mRNA, se requiere de factores auxiliares agrupa-
dos en el aparato de transcripcion basal; estos elementos de control, locali-
zados hacia la izquierda del sitio de iniciacién, son denominados caja TATA,
caja CAAT y TAF, entre otros. Estos elementos hacia la izquierda del sitio de
iniciacién deben interactuar inicialmente con factores proteicos que dan
comienzo al proceso de la transcripcion, conocidos como TBP (proteinas
de unioén al promotor), TAF (factores asociados a TBP), TF IT A, TF II B (fac-
tores de transcripcion de RNA-polimerasa II) y el TF II F que funciona como
helicasa, lo que permite el ensamblaje molecular de todos estos factores con
la doble cadena de DNA y favorecen la llegada de la RNA-polimerasa II. Este
gran complejo molecular asi formado es estabilizado por un Gltimo factor,
el TF I1 E, permitiendo el inicio de la sintesis del pre-mRNA (Conaway y Co-
naway, 1993; Ossipow y cols., 1995; Reinberg y Roeder, 1987; Usheva y
Shenk, 1994; Zawel y Reinberg, 1995; Young, 1991) (figura 2-2).

La RNA-polimerasa III participa en la transcripcion del pre-tRNA; ca-
racteristicamente, el DNA posee su secuencia especifica promotora interna-
mente, es decir, hacia la derecha del sitio de iniciacién, y hacia la izquierda
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del sitio de iniciacion se identifican las cajas A, B y C. También existen re-
giones especificas como la caja TATA, PSE y OCT; en este tipo de sintesis de
RNA, se requiere de la participacion de factores proteicos adicionales deno-
minados TFIIIA, TFIIIB y TFIIIC, los cuales permitiran la accién de la RNA-
polimerasa III, para el inicio de la sintesis de los pre-tRNA. La RNA-polime-
rasa III participa también en la transcripcién de algunos tipos de pequefios
RNA (U6, 7SK, 8-2, 7SL, Y1-5, etc.), los cuales poseen su promotor de trans-
cripcién hacia la izquierda del sitio de iniciacion y son denominados se-
cuencias TATA, PSE y OCT; particularmente, la secuencia TATA requiere
la unién del factor proteico TBP, que permitira el posicionamiento correc-
to de la RNA-polimerasa III, en el sitio de iniciacion de esta clase de mo-
léculas de RNA (Choy y Green, 1993; Gabrielsen y Sentenac, 1991; Geidus-
chek y Tochini-Valentini, 1988; Geiduschek y Kassvetis, 1992; Platt, 1986)
(figura 2-2).

‘ El RNA mensajero (MRNA) y su procesamiento

El mRNA varia en tamafio y composicion de bases; el orden de éstas refleja
con precision la informacion codificada en la secuencia del DNA genémico;
representa de 3 a 5% del RNA total celular; por otra parte, el tamario del
mRNA depende del tamafio del gen transcrito.

Por las caracteristicas propias de las células procariontes, el mRNA es
transcrito y traducido en el mismo compartimento; estos mRNA codifican
para varias proteinas, por lo que caracteristicamente son policistrénicos en
su region terminal 5'; se encuentra un grupo trifosfato y la region terminal
3' corresponde a la tiltima base del mRNA; este tipo de moléculas de mRNA
tiene una vida media de aproximadamente 5 min. Por otra parte, este tipo
de mRNA posee dos codones codificables que representan la secuencia de
aminoacidos que serd traducida; antes del codén de iniciacion existe un
segmento de polipurinas conocido como de Shine-Dalgarno (el cual es ex-
clusivo de células procariontes; por tanto, no existe en células eucariontes),
seguido del codon de iniciacion AUG y el codon de terminacion UAA; ade-
mas, por ser moléculas policistrénicas, poseen regiones intercistrénicas no
codificantes; algunas células procariontes no poseen regiones intercistroni-
cas, sino que la traduccion de este tipo de mRNA, también policistrénico,
estd regulado por aspectos conformacionales y de estructura secundaria de
los mRNA.

El mRNA de células eucariontes es de tipo monocistrénico, es decir, co-
difica para una sola proteina; es sintetizado en el nucleo y requiere de ser
transportado al citoplasma para su traduccion. Caracteristicamente, posee
en su region terminal 5' una caperuza (cap) metilada que puede ser mono-
metilada o hipermetilada. En este proceso de metilacion participan diferen-
tes enzimas, como pueden ser la guanina-7-metil-transferasa y la 2'-0O-me-
til-transferasa, entre otras. En la region terminal 3', el mRNA posee una
cadena o tallo de poli(A) de aproximadamente 200 nucleétidos de longitud,
la cual no es codificada por el DNA, pero su adicién se debe a la accién de la
poli(A)-polimerasa; el tallo de poli-A se asocia con su proteina de enlace,
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El procesamiento del
pre-mRNA ocurre en
el nucleoplasma y re-
quiere de la partici-
pacién de ribonucleo-
proteinas pequefas
nucleares (sSnRNP).

El procesamiento del
pre-mRNA, que invo-
lucra el corte y unién
de regiones codifican-
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dificantes o intrones
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Figura 2-3. Procesa-
miento del pre-mRNA
cis-splicing.

la ABP. La cadena de poli(A) le confiere estabilidad al mRNA, permitiendo
que éste pueda tener una vida media promedio de aproximadamente 4 ho-
ras (Gallie, 1991; Nevins, 1983; Sachs, 1993; Takgaki y cols., 1988; Whale y
Keller, 1992; Wickens, 1990a, 1990b).

El procesamiento del pre-mRNA ocurre en el nucleoplasma y requiere
de la participacion de ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNP);
una de las actividades principales que se llevan a cabo en el nucleoplasma
de las células eucariontes es la sintesis, el procesamiento, el transporte y la
exportacion al citoplasma del mRNA maduro. El procesamiento del pre-
mRNA, que involucra el corte y unién de regiones codificantes denomina-
das exones y la eliminacion de secuencias no codificantes o intrénicas (spli-
cing), se realiza en la unidad catalitica denominada espliceosoma, la cual
esta constituida por la interaccién coordinada de un grupo de snRNP que
contiene al menos cinco RNA pequenos nucleares (snRNA U1, U2, U4/U6 y
U5), los cuales son ayudados por la participacion de mdltiples factores pro-
teicos. La reaccion de cis-splicing ocurre por un mecanismo de dos pasos:
el primero involucra un ataque nucleofilico en la region del sitio de corte
5', por interaccion especifica hidroxilica 2' de un residuo de adenosina cer-
cano a la regién terminal 3' del intrén, lo que origina la liberacién del ex6n
1y un producto intermedio formado por el intrén-exén 2; en el segundo
paso, los dos exones son unidos por medio de un ataque nucleofilico, del
radical hidroxilo libre 3' del exén 1, al sitio de corte de la regién 3, permi-
tiendo que el intrén sea liberado y las secuencias exénicas se encuentren
unidas; debido a estos mecanismos de procesamiento, se liberan las secuen-
cias intrénicas no codificantes en un complejo denominado lazo (lariat)
(Reed y Maniatis, 1985; Sharp, 1985 y 1994) (figura 2-3).

Pre-mRNA
Exon 1 Exon 2
5 Primer paso 3
u .
G Exoén 2
Segundo paso J 3
Lazo
u
G
A AG
Exoén 1 Exén 2

5' 3
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Interacciones filogénicamente conservadas, que involucran aparea-
miento de bases entre el pre-mRNA y los snRNA, han permitido definir que
U1 y U5 snRNA estan involucrados en el reconocimiento del sitio de corte
en la region 5'y 3', en el procesamiento del pre-mRNA; asi mismo, con el
U2 snRNA ha sido posible demostrar un apareamiento de bases con el sitio
de separacion (branch) del pre-mRNA; este tipo de interacciones RNA-RNA
ocurre via apareamiento de bases, fundamentalmente del tipo clasico de
Watson y Crick (Cortés y cols., 1993; Madhani y Guthrie, 1992; Newman y
Norman, 1991; Zhuang y Weiner, 1986).

‘ El RNA ribosomal (rRNA) y su procesamiento

El rRNA, en cualquier organismo, no presenta variacion entre los diferen-
tes tejidos; es uniforme en tamafio y composicién de bases; su secuencia no
es representativa de los genomas que se le asocian; por tanto, el rRNA es in-
formativo y conformacional, ademas de que existen multiples pruebas géni-
cas y bioquimicas que sefialan que el rRNA es un elemento fundamental en
el mecanismo de la traduccion, ya que esta clase de RNA son elementos
constitutivos y conformacionales de los ribosomas. En el sistema procarionte
se han descrito el rRNA 23S, 16S y 5S; en tanto que las células eucariontes
contienen el rRNA 28S, 18S, 5.8S y 58S, éstos son inicialmente transcritos por
la RNA-polimerasa I, a partir de una misma molécula precursora, a excep-
cién del rRNA 58S, que es transcrito separadamente por la RNA-polimerasa
III. Los rRNA representan al menos las dos terceras partes del RNA celular
total (Bronwnlee y cols., 1968; Brosius y cols., 1978; Brosius y cols., 1980;
Noller, 1984).

El rRNA transcrito primario en eucariontes tiene una longitud aproxi-
mada de 13 kb, el cual es sometido a procesamiento para obtener las dife-
rentes moléculas de rRNA, que serdn transportadas al citoplasma y, con la
participacion de multiples factores proteicos, favorecer el autoensamblaje
de la maquinaria catalitica proteica citopldsmica conocida como ribosoma
(Noller, 1991).

Los transcritos primarios de rRNA estan constituidos por una regién 5',
que se identifica como espaciador transcrito externo 5' (ETS5') y se encuen-
tra junto a la regién gendmica que codifica para el rRNA 18S; inmediato a
éste, se encuentra el sitio denominado espaciador transcrito interno 1 (ITS1),
la region correspondiente al 5.8S, seguido del ITS2, el sitio de la region del
rRNA 28S y, finalmente, una regién ETS 3'. Los sitios precisos de corte, tanto
en la region 5' como en la 3' del rRNA, se pueden apreciar en la figura 2-4, don-
de, en forma ordenada y por una secuencia de episodios de procesamiento
del transcrito primario de rRNA, se obtienen los productos finales que co-
rresponden al rRNA 28S, 18S y 5.8S (figura 2-4). Este episodio ocurre en el
nucleolo, ya que en €l se encuentran, entre otros, un conjunto de DNA ri-
bosomales, transcritos de rRNA, productos intermedios del procesamiento
de rRNA, ribosomas en formacién y un grupo de complejos RNA-proteina co-
nocidos como sno-RNP; estos sno-RNP son esenciales para el procesamien-
to del transcrito primario de YRNA, e interacttian via apareamiento de bases,

En el sistema proca-
rionte se han descrito
el rRNA 23S, 16S y 5S;
en tanto que las célu-
las eucariontes contie-
nen el rRNA 28S, 18S,
5.85y 5S.
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Figura 2-4. Procesa-
miento del pre-rRNA
en sistema eucarionte.
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tanto con los ETS como con los ITS; una descripcion detallada de la accion
especifica de las snoRNP se revisard lineas mas adelante (Bowman y cols.,
1981, 1983; Hannon y cols., 1989; Peculis y Steitz, 1993; Shumard y Eichler,
1988; Sollner-Webb y cols., 1993).

‘ El RNA de transferencia (tRNA) y su procesamiento

Los RNA de transferencia poseen una longitud en su cadena que varia de 72
a 95 nucledtidos, lo que los convierte en los RNA mas pequefios. La princi-
pal funcién para esta clase de moléculas de RNA es la de activar aminoaci-
dos durante la sintesis de proteinas. Para realizar esta funcion, dos regiones
de los tRNA son importantes: el anticodén que interacttia con el codén del
mRNA y la region aceptora terminal 3'. La estructura secundaria clasica de
un tRNA 3'y la region aceptora tienen una forma de trébol y poseen tres
brazos, cada uno de los cuales consiste en un anillo de una sola cadena, for-
mado por apareamiento de bases (denominados tallos); uno de estos brazos
corresponde a la region del anticodén que interactida, via apareamiento de
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bases, con el codén del mRNA. Poseen en su extremo terminal 3' la region
aceptora terminal o de interaccién especifica con el aminoacido; asi, pode-
mos sefialar que el tRNA se une a un solo aminoécido, al cual se une cova-
lentemente; cuando esto ocurre, a este complejo molecular se le denomina
aminoacil-tRNA; existe al menos un tRNA para cada aminoécido. Por tanto,
los tRNA son aminodacidos especificos, por lo que su nomenclatura llevara
la abreviacion de tres letras del aminoacido de que se trate; asi, por ejem-
plo, el tRNA para el aminodcido metionina se representa como tRNAMet; e]
mecanismo del enlace covalente del tRNA con el aminoacido especifico es
catalizado por la enzima aminoacil-tRNA-sintetasa, de la que existen, al me-
nos, 20 tipos diferentes (Holley y cols., 1965; Moras, 1992; Soll y cols., 1966).

En los distintos compartimentos celulares pueden existir tRNA; asi, los
cloroplastos y mitocondrias de mamiferos contienen sus propios tRNA,
los cuales son diferentes a los citoplasmicos, en tanto que las mitocondrias
de plantas poseen tRNA que son de origen nuclear (Steinberg y cols., 1993).

En bacterias, los tRNA proceden de grandes moléculas precursoras o
transcritos primarios, los cuales pueden incluir hasta 21 moléculas de tRNA,
en tanto que, en el sistema eucarionte, los transcritos primarios parecen ser
monomeéricos y los promotores para la transcripcion de esta clase de mo-
léculas por la RNA-polimerasa III se encuentran localizados internamente
en el gen del tRNA. Algunos transcritos primarios de tRNA contienen intro-
nes, por lo que algunas exo y endonucleasas son requeridas para la elimina-
cion de las secuencias intrénicas y con el fin de contar con transcritos de
tRNA maduros, ademas de este mecanismo de maduracion del tRNA; el pro-
ceso de edicion de RNA parece estar fuertemente involucrado en la gene-
racion de diversidad de las clases de moléculas de tRNA, y asi, en algunos
casos de eucariontes superiores (genoma de la rata), contar con al menos
10 genes que codifican para el tRNA*P, mostrando algunos de ellos cam-
bios en la secuencia nucleotidica, cambios nucleotidicos que fueron gene-
rados postranscripcionalmente. Esto nos indica que el proceso de edicion
de RNA participa en forma determinante (Muto y cols., 1990).

Una caracteristica adicional de los tRNA es que poseen un alto conte-
nido de nucle6tidos modificados o distintos quimicamente a la adenina, ci-
tosina, guanina y uracilo; la presencia de estos nucleétidos modificados
parece tener relacion evolutiva, ya que en los tRNA de humanos se puede
encontrar hasta en 25% de bases modificadas, en tanto que en bacterias
existe menos porcentaje de variacion. El papel funcional de estos nucleéti-
dos modificados no es claro; sin embargo, han sido implicados como ele-
mentos de control en el reconocimiento por el codén (Bjork, 1992; Yokoya-
ma y Nishimura, 1993).

La RNAsa P representa la primera via catalitica real, demostrando que
un RNA de aproximadamente 400 nucledtidos era un componente de la
RNAsa P bacteriana y que éste podia cortar a su sustrato normal (el pre-
cursor del tRNA), en ausencia de su subunidad proteica de 14,000 kD. La
RNAsa P esta involucrada en la biosintesis del tRNA, catalizando una remo-
cién endonucleotidica de secuencias lider 5' de los precursores de tRNA
(pre-tRNA), lo que genera tRNA 5' maduros; en cada célula y en cada com-
partimento subcelular eucarionte donde se sintetiza tRNA, ha sido posible
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identificar a la RNAsa P. Esta clase de enzimas ha sido aislada en bacterias,
arqueas, levaduras, monos, ranas y humanos; posee dos regiones altamen-
te conservadas, una localizada entre las posiciones nucleotidicas 61-74 y
otra comprendida entre los nucleétidos 353-360 (Altman, 1990; Bartkie-
wicz y cols., 1989; Brown y Pace, 1992; Cech y cols., 1981; Guerrier-Takada
y cols., 1983) (figura 2-5).

Los RNA pequenos nucleares (snRNA), nucleolares
(snoRNA) y citoplasmicos (scRNA)

Los snRNA U1, U2, U4, U5, U6, U7, U1l y Ul2 se encuentran asociados con
el grupo de proteinas Sm y cuentan con estructuras secundarias evolutiva-
mente conservadas. Los snRNA son productos de la transcripcién de la
RNA-polimerasa II; poseen en su region 5' una caperuza, la cual es hiper-
metilada, del tipo 2,2,7,-trimetilguanosina (m3G); una excepcion la consti-
tuye el U6 snRNA, que es sintetizado por la RNA-polimerasa III; éste posee
una caperuza gamma-metilada. Todos los snRNA de clase Sm (excepto U6)
poseen una region de cadena simple con secuencia similar y altamente con-
servada, que corresponde al sitio de enlace para las proteinas Sm. En verte-
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brados, los snRNA son codificados por genes multicopia, en tanto que, en
levaduras, los genes de una sola copia para este tipo de moléculas han facili-
tado el desarrollo de ensayos funcionales. La primera prueba experimental
que involucré la participacion de los snRNA en el mecanismo de procesa-
miento de pre-mRNA (splicing) fue la complementariedad de bases entre el
snRNA Ul y el sitio de corte en la region 5' del pre-mRNA, e incluso inter-
acttia con la region 3'; un aspecto similar ha sido demostrado con el snRNA
US. El anélisis bioquimico de las interacciones moleculares que ocurren en-
tre el snRNA Ul y U5 con las secuencias exdnicas determina que ambos
snRNA estén directamente relacionados en la seleccion del sitio de corte o
procesamiento en la region 5'y 3' del pre-mRNA (Cortés y cols., 1993; Datta
y Weiner, 1991; Lerner y cols., 1980; Newman y Norman, 1991; Reich y
cols., 1992; Sharp, 1994).

El snRNA U7, también de clase Sm, es requerido para el procesamien-
to del pre-mRNA para histonas. El mRNA para histonas es ciclo celular-de-
pendiente, producido por corte endonucleolitico, en el que participan dos
elementos de cis-activacion; el primero lo constituye una horquilla locali-
zada antes del sitio de corte, mientras que el segundo estd formado por una
region de bases purinicas, generalmente localizada a no mas de 17 nucleé-
tidos después del sitio de corte, denominado HDE; la interaccion via aparea-
miento de bases del snRNA U7 con el HDE ha mostrado que este snRNA es
esencial para el procesamiento del pre-mRNA para histonas (Bond y cols.,
1991; Scharl y Steitz, 1994).

Recientemente se ha descrito que los snRNA U11 y U12 participan en el
corte de secuencias intrénicas especificas, tanto de la region 5' como en
el sitio intrénico y ramificacién de algunos tipos de pre-mRNA en humanos
(Wassarman y Steitz, 1984; Tarn y Steitz, 1995).

En mamiferos, los snoRNA U3, U8, U13, Ul4, U15, Ul6, U17, U18, U20,
U21, U22, U23, U24, U25, U26, U27, U28 y U29 son precipitados por el anti-
cuerpo fibrilarina (Fb); estos RNA de localizacion nucleolar poseen en su
extremo terminal 5' una caperuza 2,2,7-trimetilguanosina (m3G). El anali-
sis bioquimico de la estructura secundaria de los snoRNA ha permitido
identificar dos regiones comunes, denominadas cajas C y D, sugiriendo que
son sitios de union para proteinas comunes. Diversos ensayos experimenta-
les han definido que este tipo de snoRNA son requeridos para el procesa-
miento del transcrito primario de YRNA, interactuando directamente con el
ETS o con el ITS, y participando en la remocion de secuencias no codifican-
tes tanto en la region 5' como en el extremo terminal 3', ya sea del rRNA
28S, 18S o del 5.8S; este tipo de episodios de procesamiento de transcritos
primarios de YRNA han sido descritos tanto en levaduras como en el siste-
ma eucarionte superior (Baserga y cols., 1991; Li y cols., 1990; Savino y
Gerbi, 1990; Tyc y Steitz, 1989; Tycowski y cols., 1993).

Los RNA citoplasmicos hY1, hY3, hY4 y hY5, asociados con el autoan-
tigeno Ro de 60 kD, han sido adicionalmente identificados en el nucleo-
plasma, lo que ha permitido involucrarlos en el procesamiento del rRNA
5S; también han sido relacionados en transporte nucleo-citopldsmico; sin
embargo, su papel funcional no esta totalmente definido (O'Brien y Wolin,
1994; Wolin y Steitz, 1984).



34

PARTE | MOLECULAS INFORMACIONALES

De manera convencio-
nal, los RNA con acti-
vidad catalitica fueron
denominados  ribo-
zimas.

Los intrones autocatali-
ticos del grupo |, cons-
tituyeron los primeros
RNA con actividad de
ribozima descritos.

Los intrones autoca-
taliticos del grupo I
han sido encontrados
en algunos tipos de
hongos, mitocondrias
de plantas y en cloro-
plastos. Son particu-
larmente interesantes
debido a su posible
relaciéon evolutiva con
los intrones del pre-
mRNA, lo cual ha sido
inicialmente sugerido
por la descripcion de
similitudes en los me-
canismos del corte, eli-
minacion de intrones y
unién de regiones exoé-
nicas en el procesa-
miento del pre-mRNA.

Ribozimas

De manera convencional, los RNA con actividad catalitica fueron deno-
minados ribozimas. Estos RNA tienen la capacidad intrinseca de realizar
ruptura de enlaces y formar enlaces covalentes en reacciones que son teé-
ricamente reversibles. En estas reacciones de catélasis, no se cuenta con la
participacién de proteinas, aunque son reacciones quimicas dependientes
de magnesio; en forma genérica, se puede decir que las ribozimas son RNA
autocataliticos o con capacidad de catalisis, por lo cual, podemos conside-
rar al menos cuatro clases distintas de ribozimas o RNA cataliticos:

a)

Los intrones autocataliticos del grupo I, que constituyeron los primeros
RNA con actividad de ribozima descritos; poseen una longitud aproxi-
mada de 413 nucleétidos, estan presentes en rRNA, tRNA y genes que co-
difican para proteinas; han sido detectados en hongos, DNA mitocon-
drial, Tetrahymena, DNA de cloroplastos, bacteriofagos y eubacterias; su
conservacion evolutiva estructural fue definida por medio de compara-
ciones filogenéticas y caracteristicas especificas que han sido confirmadas
por ensayos de mutaciones y mapeo estructural in vivo e in vitro, lo que
ha permitido definir que los intrones autocataliticos del grupo I se en-
cuentran constituidos por nueve dominios estructurales, denominados
P1-P9, los cuales contienen los sitios de procesamiento 5'y 3'; asimis-
mo, cuentan con una secuencia guia interna (IGS), la cual se encuentra
localizada hacia adelante del sitio de procesamiento 5' y entre las se-
cuencias del sitio de procesamiento exénico. El sitio de procesamiento
5' es definido por el apareamiento de bases entre el dominio estructural
P1y la IGS en el exén 5', en tanto que la region de procesamiento 3' se
define por el apareamiento de bases entre P9 y la IGS, la cual involucra
los dos nucleétidos que preceden la G terminal del intrén. Su mecanis-
mo de accién para el procesamiento de intrones y exones involucra al
RNA intrénico que se une al nucleétido guanosina, autocatalizandose a
través de dos reacciones de transesterificacion; en la primera, el grupo
hidréxilo 3' terminal ataca al fosfato en el sitio de procesamiento 5', for-
mando un enlace fosfodiéster 3'5'. En la segunda reaccion, el hidréxilo
3' de la region exénica 5' ataca al fésforo del sitio de procesamiento 3',
autoliberdndose la region intrdnica; este grupo I de intrones autocata-
liticos ha sido clasificado en cuatro grandes subgrupos que van del IA al
ID (figura 2-6a) (Cech, 1990).

Los intrones autocataliticos del grupo II han sido encontrados en algu-
nos tipos de hongos, mitocondrias de plantas y en cloroplastos. Los in-
trones autocataliticos del grupo II son particularmente interesantes de-
bido a su posible relacion evolutiva con los intrones del pre-mRNA, lo
cual ha sido inicialmente sugerido por la descripcion de similitudes en
los mecanismos del corte, eliminacién de intrones y unién de regiones
exénicas en el procesamiento del pre-mRNA; el mecanismo de accién de
los intrones autocataliticos del grupo II ocurre de la siguiente manera:
en primer lugar, ocurre que la unién intrén-exén 5' es procesada y la
union 2' 5' se establece con el residuo A de la region de procesamiento
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3"y el primer nucleétido, generalmente una G de la regi6n de procesa-
miento 5'; asi, la unién 3' intrén-ex6n es procesada, permitiendo el enla-
ce de los dos exones y liberando al intrén en forma de lazo. La definicion
de la estructura secundaria ha permitido conocer que los intrones autoca-
taliticos del grupo II poseen seis dominios estructurales denotados del 1
al 6, entre los que se ubican dos tipos importantes de regiones, una cono-
cida como sitios de enlace al ex6n (EBS) y otra denominada sitio de enlace
al intrén (IBS); la interaccion y ataque nucleofilico entre estas dos regio-
nes es muy similar a lo descrito para el procesamiento del pre-mRNA, en
el que participan RNA pequenos de localizacién nuclear (U1, U2, U5 U2/U4
snRNA) (figura 2-6b) (Jacquier, 1990; Michel y cols., 1989).

Los dominios de RNA autocataliticos; este grupo se encuentra integrado
fundamentalmente por la clasica ribozima en cabeza de martillo; esta ri-
bozima presenta una forma de Y e incluye en su conformacién dos tallos
(1y 2), formando los brazos de la Y y un tercer tallo que constituye la
base. La region catalitica de la ribozima contiene dos dominios estruc-
turales, la secuencia consenso CUGA (nucleétidos en la posicion C3-A6)
y una repeticion de secuencias GA; esta aparente simplicidad estructural

Figura 2-6. Clases de
ribozimas.
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parece permitir su funcionamiento como enzima; la ribozima tipo en ca-
beza de martillo corta enlaces fosfodiéster, originando fosfatos ciclicos 2'
3" y una region hidroxilica 5' en una reaccién que es dependiente de
Mg?* (figura 2-6¢). Este tipo de ribozimas incluye fundamentalmente
cuatro tipos: i) la cldsica en cabeza de martillo, de aproximadamente 40
nucleé6tidos de longitud, detectada en viroides de plantas y RNA satélites,
y recientemente en bastantes generadas sintéticamente; ii) la de tipo
horquilla, de aproximadamente 55 nucleétidos de longitud, encontrada
en RNA satélites de plantas, asi como también en mdaltiples de ellas
generadas sintéticamente; iii) la delta de 85 nucledtidos de longitud,
que fue detectada como un elemento de RNA en la hepatitis delta; y
iv) neurospora, que representa un dominio de localizacién mitocondrial
(Cheong y cols., 1990; Ruffner y cols., 1990).

d) El altimo grupo de ribozimas descritas y clasificadas hasta el momento
corresponde al RNA de la RNAsa P, la cual, por estar involucrada en el
procesamiento de los precursores del tRNA, fue descrita previamente, tal
como se puede apreciar en la figura 2-5.

‘ Otras clases de moléculas de RNA

La mayor parte del DNA genémico de organismos eucariontes se replica con
base en una copia preexistente de un DNA precursor; en algunas ocasiones se
ha copiado de RNA a DNA, y uno de estos componentes genémicos importan-
tes es el DNA telomérico que, para su estabilidad, requiere de la participacion
de una enzima ribonucleoproteica, conocida como RNA o RNP-telomerasa.
La RNA-telomerasa es en esencia una ribonucleoproteina transcriptasa rever-
sa, en virtud de que adiciona DNA telomérico en los extremos terminales de
los cromosomas eucarionticos. La telomerasa contiene como componente
esencial un RNA. Es una transcriptasa reversa no clasica encontrada en un
gran numero de sistemas que incluye a los retrovirus, procariontes y euca-
riontes. La funcién biolégica de la RNA-telomerasa fue inicialmente descrita
en cromosomas eucariontes; sin ella, el cromosoma es inestable. EI compo-
nente importante de la RNA-telomerasa lo constituye una secuencia de nue-
ve nucleétidos (5'-CAACCCCAA-3'"), complementaria con las secuencias repe-
tidas teloméricas, sintetizadas por esta enzima. El mecanismo propuesto para
la sintesis de DNA telomérico por la RNA-telomerasa consiste en cuatro pa-
sos: 1, union de la secuencia identificada como iniciadora con la secuencia te-
lomérica, continuando la sintesis con el paso 2, o de polimerizacion, seguido,
a su vez, por el paso 3, que consiste en una translocacién y finalmente, de
nuevo en el paso 4, se lleva a cabo un proceso de polimerizacion (Blackburn
y Szostak, 1984; Greider y Blackburn, 1987, 1989).

La particula de reconocimiento de la sefial (SRP-RNA) inicialmente se
denomina 7-SL RNA, en funcién de su coeficiente de sedimentacion y para
distinguirla de la 7-SK RNA, con la que no guarda relacion. La SRP RNA se
combina con los ribosomas involucrados en la translocacion de proteinas, a
través de la membrana del reticulo endoplasmico; esta asociacion es tempo-
ral, puesto que, una vez que el complejo translocacional se ha formado, la
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SRP RNA deja al ribosoma. Sin embargo, no puede ser considerada como
una tercera subunidad ribosomal. La principal funcién de la SRP RNA es
asegurar una adecuada disposicion de las proteinas y probablemente esté
involucrada en alguno de los pasos indispensables para la regulacion de la
traduccion (Birnstiel y Schaufele, 1988; Rapaport, 1992).

Otra clase de molécula de RNA la constituye el sno-7-2-RNA, el cual es
de localizacién nucleolar, y esta asociado con la proteina Th; posee una lon-
gitud de 268 nucleétidos y es un gen de una sola copia, transcrito por la
RNA-polimerasa III. El sno-7-2-RNA parece ser idéntico a la Rnasa MRP,
la cual estd involucrada en la replicacion del DNA mitocondrial (Gold y
cols., 1989; Kiss y Filipowicks, 1992).

El 7SK RNA, también conocido como 7-3RNA, K RNA, snKRNA, esta
constituido por 331 nucleétidos y un grupo de proteinas que muestran un
coeficiente de sedimentacion de 12S; su alta conservacién evolutiva y abun-
dancia sugieren que su papel en la funcién celular sea importante; es trans-
crito por la RNA-polimerasa II. El gen que codifica para el 7SK RNA, al igual
que el gen para el snRNA U6, constituyen una subpoblacién en los genes de
clase III, en los que su promotor estd localizado en nucleétidos, antes del
sitio de iniciacion de la transcripcion, en lugar de ubicarse en la region co-
dificable. Los promotores para estos dos tipos de RNA contienen tres ele-
mentos en comun: a) Una secuencia proximal similar a la de los snRNA de
serie U, transcritos por la RNA-polimerasa II; b) una caja TATA, y ¢) una re-
gion amplificadora distal (Wassarman y Steitz, 1991).

Edicion de RNA

El término edicién de RNA debe comprenderse como un mecanismo com-
pletamente distinto al clasico procesamiento del pre-mRNA, debido a que
en el proceso de edicion cambia la informacién genética a nivel del mRNA,
ya que se pueden involucrar inserciones o deleciones nucleotidicas, asi
como la modificacién de nucleétidos codificados. Este mecanismo de edi-
cion ocurre fundamentalmente en ciertos mRNA, para crear codones de
iniciacion y terminacién. Este proceso ha sido identificado en cinetoplas-
tos, plantas y mamiferos. Para que la edicién del RNA ocurra, se requiere
de una secuencia molde, denominada RNAg, la cual tiene aproximada-
mente 10 nucleétidos de longitud y se hibrida con la region 5' terminal
del pre-mRNA, en un sitio definido. Este proceso en las mitocondrias de
tripanosomas puede incluso transferir informacién genética de un RNA a
otro (Benne y cols., 1986; Decker y Sollner-Webb, 1990; Harris y Hajduk,
1992; Seiwert, 1996).
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CAPiTULO 3

LAS PROTEINAS

Francisco Xavier Soberon Mainero

' Introduccion

En el presente capitulo se abordaran algunos de los aspectos mas relevan-
tes respecto a la relacion secuencia-estructura-funcion de las proteinas. El
tratamiento pretende centrarse en varios aspectos que se encuentran en la
frontera del conocimiento actual. Por lo tanto, ciertos topicos bien estable-
cidos sélo se describirdn en forma somera, tomando en cuenta que se en-
cuentran invariablemente presentes en los textos basicos de bioquimica y
biologia molecular.

Las proteinas como polimeros con funciones
especificas

La evolucién ha utilizado la virtualmente ilimitada capacidad de crear di-
versidad molecular, posible en los polimeros de secuencia especifica, para
satisfacer una gigantesca variedad de requerimientos funcionales. A partir
de la utilizacion de un repertorio de 20 aminoacidos, los seres vivos cons-
truyen macromoléculas de gran particularidad (en contraste con otras
estructuras poliméricas cuyas propiedades son periddicas): poseen una es-
tructura tridimensional especifica, despliegan actividades frecuentemente
evidentes y manifiestan propiedades fisicoquimicas definidas que han faci-
litado su identificacion y purificacion. Tal vez sea por estas razones que el
papel central de las proteinas en los sistemas biol6gicos ha sido reconocido
desde el siglo pasado, antes que el de otras macromoléculas bioldgicas.

La diversidad de funciones que desempefan las proteinas en los seres
vivos es en verdad amplia. Practicamente, toda transaccion biolégica mues-
tra, a nivel molecular, la intervencion de una o maés proteinas. Algunas
cadenas polipeptidicas forman glébulos compactos, solubles en agua (pro-
teinas globulares), otras se estructuran en fibras con propiedades de alta re-
sistencia o elasticidad (proteinas fibrosas), otras mas pueden embeberse en
los ambientes hidr6fobos de las membranas (proteinas membranales). En
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Se estima que en la es-
pecie humana existen
no menos de 35,000
genes, la mayoria de
los cuales codifican
para proteinas, por lo
que habria decenas
de miles de proteinas
diferentes involucra-
das en las funciones
biolégicas de un ma-
mifero.

(a)

Hendidura de union

Monémero B

Triosafosfato isomerasa
(de pollo)

términos generales, podemos dividir también a las proteinas en grandes
grupos funcionales, entre los que destacan aquellas que catalizan reaccio-
nes quimicas (enzimas) y aquellas que median sefalizacion molecular, sin
afectar la estructura covalente de las moléculas con las que interactGan
(factores). Se estima que en la especie humana existen no menos de 35,000
genes, la mayoria de los cuales codifican para proteinas, por lo que habria
decenas de miles de proteinas diferentes involucradas en las funciones bio-
l6gicas de un mamifero (tomando en cuenta que un solo gen puede codifi-
car para mas de una proteina mediante el proceso conocido como edicion
diferencial del RNA). Para cada uno de los tipos de proteinas referidas se
mencionaran algunos ejemplos que ilustran la impresionante versatilidad y
eficiencia que caracteriza a estos polimeros biolégicos.

Existen muchas enzimas que aceleran reacciones quimicas especificas
a un nivel maximo, sé6lo limitado por la velocidad de difusién del sustrato a
la region catalitica de la proteina. Desde las reacciones iniciales de degrada-
cién de compuestos alimentarios en el sistema digestivo, hasta la cons-
truccién, paso a paso, de las moléculas mas complejas, las enzimas ejecu-
tan las instrucciones plasmadas en el genoma para orquestar el flujo de
materia y energia que subyace en el funcionamiento de todo ser vivo.

Utilizando desde estructuras de aparente simplicidad, como la triosa
fosfato-isomerasa (figura 3-1a), hasta estructuras de gran tamafio y comple-
jidad, en donde se reclutan también metales y otras moléculas orgdnicas,
como en la nitrogenasa (figura 3-1b), en la naturaleza han surgido maqui-
nas cataliticas que han permitido afrontar el continuo reto adaptativo.

Fosfoglicolohidroxamato
(PGH)

Monémero A

Asa flexible para
unién de PGH

Glu 165 (base catalitica)

Figura 3-1. a) Triosafosfato isomerasa

de pollo.
b) Nitrogenasa.
c) Colagena.

Véase el encarte al final del libro donde
se incluye esta figura a color.

(c)
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Otro tema recurrente en el uso de proteinas es su uso para emitir y re-
cibir senales de todo tipo. En un nivel fundamental, moléculas de proteinas
se asocian al material genético y convierten condiciones ambientales en se-
fiales para activar o desactivar genes especificos, como en el caso del famo-
so represor de la via metabdlica para degradacion de lactosa. Un gran na-
mero de hormonas, tales como la insulina, tienen naturaleza proteica, asi
como la gran mayoria de los receptores que detectan las sefiales y las “trans-
ducen” hacia el interior de las células. Estos tltimos estan normalmente
constituidos por proteinas con componentes transmembranales.

La funcién de las proteinas también puede resultar de propiedades pe-
riddicas, de manera andloga a lo que ocurre con polimeros artificiales. Tal
es el caso de las proteinas fibrosas, que normalmente se conforman a partir
de repeticiones de secuencias sencillas y cortas. La queratina, constituti-
va de pelo y unas, y la coldgena, presente en tendones y tejido conectivo
(figura 3-1c), son ejemplos de proteinas fibrosas. En el caso de algunas
proteinas de los musculos, responsables de sus propiedades contrictiles,
se observa una combinacion de elementos cataliticos con componentes de
tipo fibrilar y se acopla la hidrdlisis de ATP con la generacién de energia
mecanica.

Tal vez uno de los ejemplos mas elocuentes de la versatilidad de fun-
ciones que se pueden presentar en las proteinas sea la enzima sintasa de
ATP, que participa en un proceso metabélico verdaderamente central.
Desde que se describié que el flujo de electrones desde las moléculas de
NAD hasta el oxigeno resultaba en la sintesis neta de ATP, surgi6é una pre-
gunta apremiante: ;c6mo ocurre el acoplamiento entre uno y otro fené-
menos? La teoria quimioosmética definié que la cadena respiratoria genera
una distribucién asimétrica de iones en uno y otro lado de la membrana,
y que el paso de protones a través de la sintasa de ATP resultaba en la ge-
neracion de esta molécula de alta energia. Pero es s6lo muy recientemen-
te cuando se definié el mecanismo de accion de la sintasa de ATP. Esta
enzima es transmembranal; la podriamos considerar como un canal i6ni-
co, selectivo para protones y, ademads, resulta en la generacion de ATP a
través de un proceso que involucra la formacién de energia mecanica: es
mediante el giro de varios componentes de la enzima que se da el proceso
de union de los sustratos y liberacion de los productos. Por estas razones,
a la sintasa de ATP se le ha llamado “nanomotor electroquimico-mecani-
co-quimico”.

La diversidad de funciones de las proteinas proviene, en tltima instan-
cia, de la interaccion concertada de los aminoacidos asociados en un orden
especificado por los genes. La proposicion de C. Anfinsen, en el sentido de
que la secuencia de aminodcidos de una proteina determina su estructura y
su funcion, constituye un punto de partida, atin perfectamente vigente,
para conceptualizar a estas macromoléculas. Para ayudar a desentranar el
papel que desempenan los monémeros constituyentes de las proteinas —los
aminoacidos— se puede partir de una clasificacién de éstos de acuerdo a
diversos atributos. Resulta imposible, sin embargo, arrojar luz sobre los di-
versos papeles que pueden desempefar los aminoacidos en la estructura-
cion o la funcionalidad de las proteinas, si se atiende a criterios Ginicos de

Moléculas de proteinas
se asocian al material
genético y convierten
condiciones ambien-
tales en sefales para
activar o desactivar ge-
nes especificos.

La queratina, constitu-
tiva de peloy ufias, y la
coldgena, presente en
tendones y tejido co-
nectivo son ejemplos
de proteinas fibrosas.

La diversidad de fun-
ciones de las proteinas
proviene, en ultima
instancia, de la interac-
cién concertada de los
aminoacidos asociados
en un orden especifica-
do por los genes.

Los monémeros cons-
tituyentes de las pro-
teinas son los amino-
acidos.
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clasificacion. En el cuadro 3-1 se muestra, en forma matricial, una lista
de los aminodacidos en la que se destacan sus propiedades en cuanto son
relevantes para diversos atributos de las proteinas. La identidad de un ami-
noécido particular puede cumplir una funcién esencialmente estructural,
una funcion catalitica o una funcién de reconocimiento molecular, o inclu-
sive, puede ser poco relevante en el contexto de una proteina dada. Una ob-
servacion importante es que, en las cadenas laterales del repertorio de 20
aminodacidos, existe una relativa diversidad en cuanto a su hidrofobicidad,
su tamano y sus propiedades fisicoquimicas. En las secciones sucesivas, se
intentard destacar el papel que desempenan estos atributos en diferentes

contextos.
Cuadro 3-1
Aminoacido
(Codigo de una letra) Hidrofobicidad Tamano Propiedades particulares
Glicina (G) No polar Muy pequeiio Maéaxima flexibilidad
Alanina (A) No polar Pequeio Abundante en proteinas
Valina (V) Hidrofébico Mediano Esencial en dieta humana.
Ramificado
Leucina (L) Muy hidrofébico Grande Esencial. Abundante
Isoleucina (l) Muy hidrofébico Grande Esencial. Ramificado.
Doble centro quiral
Metionina (M) Muy hidrofébico Grande Esencial. Escaso. Oxidable
Prolina (P) Hidrofébico Mediano Ciclico. Rigido
Fenilalanina (F) Hidrofébico (aromatico) Grande Esencial. Interacciones Van der
Waals especiales. Absorbe UV cercano
Triptofano (W) Hidrofébico (aromatico) Grande Esencial. Absorbe UV cercano.
Fluorescente. Escaso
Serina (S) Polar Pequefio Nucleofilico
Treonina (T) Polar Mediano Esencial. Doble centro quiral
Asparagina (N) Polar Grande Inestable a alta temperatura
Glutamina (Q) Polar Grande
Tirosina (Y) Polar Grande Grupo fendlico reactivo (pK; 10.46)
Cisteina (C) Polar Pequeno Nucleofilico. Puede formar puentes
disulfuro. Escaso (pKy 8.37)
Lisina (K) Cargado (+) Grande Esencial. Puede formar base de
Schiff (pK 10.54)
Arginina (R) Cargado (+) Grande Esencial (pK; 12.48)
Histidina (H) Puede estar cargado (+) Grande Esencial. Escaso. Interaccién versatil
por su pKj casi neutro (6.04)
Acido aspartico (D) Cargado (-) Grande Frecuentemente en el sitio activo
por su reactividad (pkg 3.9)
Acido glutamico (E) Cargado (-) Grande Similar a aspartico (pK 4.07)
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‘ Secuencia de proteinas y filogenia

Dado que la identidad de una proteina estd determinada por su secuencia de
aminoacidos, la determinacion de ésta ha resultado un objetivo de evidente
importancia. Los métodos experimentales que permiten lograrlo han esta-
do en continua transformacion y refinamiento desde los trabajos pioneros
de Frederic Sanger, en la década de 1950. El elegante método de degrada-
cion secuencial, a partir del extremo aminoterminal, mediante la accion del
reactivo de Edman (figura 3-2), continda siendo utilizado abundantemente
y ha permitido la derivacién de secuencia en un sinnimero de proteinas. En
la actualidad, sin embargo, el grueso de la informacién sobre secuencia de
proteinas proviene de su inferencia a partir de la secuencia nucleotidica de los
genes que las codifican. La naturaleza fisicoquimica de los polimeros infor-
macionales, es decir, los acidos nucleicos, en particular la simplicidad
proveniente de su composiciéon con sélo cuatro mondémeros diferentes, su
capacidad de asociacién por complementariedad de bases y sus propiedades
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La identidad de una
proteina esta determi-
nada por su secuencia
de aminoacidos.

En la actualidad, el
grueso de la informa-
cion sobre la secuen-
cia de proteinas pro-
viene de su inferencia
a partir de la secuencia
nucleotidica de los ge-

nes que las codifican.

Figura 3-2. Degradacion
de Edman.
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No siempre es posible
predecir con certeza
que una determinada
secuencia de DNA se
expresa realmente pa-
ra producir una pro-
teina.

Los métodos mas mo-
dernos para determi-
nar secuencia de pro-
teinas proveen una
gran simplicidad y efi-
ciencia. En particular,
la espectroscopia de
masas.

Figura 3-3. Resultado

de un experimento de
espectrometria de masas
en tandem, donde se
revela un segmento de
secuencia, mediante el
analisis sucesivo (tandem)
de especies peptidicas
separadas por su peso
molecular.

Véase el encarte al final
del libro donde se
incluye esta figura a
color.

replicativas, resultan en una mayor simplicidad y economia en la determina-
cion de la secuencia. Lo anterior no implica que los métodos de secuen-
ciacion directa de aminodacidos vayan a caer en desuso. Solamente se refiere
a la mayor parte de la informacion como tal. La necesidad de obtener datos
de secuencia directamente a partir de muestras de proteina continuard
siendo de vital importancia por varias razones. En primer lugar, no siempre
es posible predecir con certeza que una determinada secuencia de DNA se
expresa realmente para producir una proteina; los datos experimentales que
confirman la identidad de una proteina y su procedencia de un gen particu-
lar, resultan indispensables para avanzar firmemente. Por fortuna, un seg-
mento pequefio de secuencia directa puede bastar para este propédsito. Por
otra parte, las modificaciones que sufren las proteinas después de emerger
del proceso de traduccién requieren una definicién precisa de dénde inicia,
donde termina y, en algunos casos, donde se interrumpe y reinicia (por ac-
ci6én de proteasas especificas) la parte madura, funcional, presente realmen-
te en la célula. En este sentido, algunos de los métodos mas modernos
para determinar secuencia de proteinas proveen una gran simplicidad y efi-
ciencia. En particular, la espectroscopia de masas ha recibido un importante
impulso en los tiempos recientes. Esta técnica permite la identificacion del
peso molecular de compuestos con una extraordinaria precision y, a partir
de que se resolvio el problema de volatilizar las muestras de macromolécu-
las, mediante las técnicas denominadas electrospray y matrix assisted,
laser desorption ionization (MALDI), se ha multiplicado su uso en el anali-
sis de biomoléculas. La secuencia de aminoacidos puede ser derivada me-
diante la identificacion de los pesos moleculares de productos sucesivos de
degradacion de proteinas (figura 3-3), cada uno con un aminoacido menos,
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a partir de la diferencia exacta de peso molecular entre uno y otro (los pesos
moleculares de cada uno de los aminodacidos los identifican inequivocamente,
con la excepcion de leucina e isoleucina). Estas técnicas permiten, asimismo,
identificar modificaciones adicionales, como por ejemplo fosforilaciones.
Combinando una mejoria en la sensibilidad de la espectroscopia de masas
con los métodos actuales de separacion (cuadro 3-1) se pueden identificar
pequerios trechos de secuencia en cualquiera de los miles de proteinas pre-
sentes en una célula en una determinada condicion. Esta informacion, a su
vez, puede ser usada para localizar el gen que codifica a la proteina, sea de
manera experimental o mediante la exploracion de las bases de datos don-
de puede existir de antemano la secuencia nucleotidica.

A pesar de que tengamos la persuasion de que la secuencia de amino-
acidos (también conocida como estructura primaria) determina la estruc-
tura tridimensional y la funcién de una proteina, el conocimiento actual no
nos permite hacer la deduccién correspondiente. En el estudio de las pro-
teinas debemos recurrir a determinar experimentalmente también su estruc-
tura tridimensional (ver mdas adelante) y sus propiedades bioquimicas. En
forma inmediata, sin embargo, la vastisima base de conocimientos preexis-
tentes sobre un gran ndmero de proteinas nos permite hacer inferencias,
estructurales y funcionales, con base en el parecido que existe entre sus se-
cuencias. En efecto, el registro cuantitativo que implica una secuencia de
aminoacidos constituye una indicacion de su linaje evolutivo y nos puede
proveer, de inmediato, con la capacidad de hacer inferencias estructurales y
funcionales. Para lograr este objetivo se necesita disponer de métodos efi-
caces y sensibles para comparar unas secuencias con otras.

Para describir la utilizacion de informacion de secuencia considerare-
mos un conjunto de proteinas, las pertenecientes a la superfamilia de los re-
guladores bacterianos conocidos como unidores de estimuladores (enhan-
cer), en cuyo estudio hemos colaborado: quiza no constituyan el ejemplo
mas clasico, pero tendremos la ventaja de referirnos a un sistema que cono-
cemos con mayor profundidad, y ademas presentan caracteristicas ilustra-
tivas de las variables relevantes en la comparacion de secuencias. Iniciemos
el estudio basandonos en la proteina NifA, que es un regulador de la expre-
sién genética involucrado en la fijacién de nitrégeno. Se conocen varias se-
cuencias de NifA (todas ellas deducidas de las secuencias nucleotidicas res-
pectivas), provenientes de otras tantas especies bacterianas fijadoras de
nitrégeno (figura 3-4). Como se puede observar, un alineamiento de las se-
cuencias consiste en establecer una correspondencia de los residuos de ami-
noéacidos a lo largo de la proteina. En un gran namero de casos, los residuos
son iguales y, donde existen diferencias, es evidente que éstas surgieron por
la acumulacién de mutaciones. Es decir, con secuencias tan parecidas y la
conservacion de la funcién, tenemos la seguridad de que estas proteinas
provienen de una sola, identificable con la proteina presente en el ancestro
comun a los linajes bacterianos en estudio. Denotamos este concepto di-
ciendo que las proteinas son homologas. Vale la pena notar también que,
para lograr una maxima correspondencia de aminodacidos iguales, hay nece-
sidad de introducir inserciones y deleciones (indels), que corresponden a
episodios de mutacién en los que las bases del DNA no se sustituyeron, si-

Una secuencia de ami-
noacidos constituye
una indicaciéon de su
linaje evolutivo.

NifA, es un regulador
de la expresién gené-
tica involucrado en la
fijaciéon de nitrégeno.

Un alineamiento de
las secuencias consiste
en establecer una co-
rrespondencia de los
residuos de aminoaci-
dos a lo largo de la
proteina.

Con secuencias tan pa-
recidas y la conserva-
cion de la funcion, te-
nemos la seguridad
de que estas proteinas
provienen de una so-
la, identificable con la
proteina presente en
el ancestro comun a
los linajes bacterianos
en estudio. Denota-
mos este concepto di-
ciendo que las protei-
nas son homélogas.
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Figura 3-4.

a) Alineamiento de las
proteinas NifA.

b) Alineamiento de las
proteinas NtrC y de

las proteinas NifA con
NtrC.

¢) Organizacion de los
dominios estructurales
de NifA y NtrC.
Solamente el dominio
central es homologo.
Véase el encarte al final
del libro donde se
incluye esta figura a
color.

(@) n1ra rHTME
NIFA BRAJA
NIFA AZOBR
NIFA KLEPN

(b) NTRC_RHIME
NTRC_BRAJA
NTRC_AZOBR
NTRC_KLEPN

NIFA RHIME
NIFA BRAJA
NIFA AZOBR
NTFA_KLEPN
NTRC_RHIME
NTRC_BRAJA
NTRC_AZOBR
NTRC_KLEPN

NCPALSESLLESELFGHEKGAFTGATAQRVGRFESANGGTLLLDEIGEIPPAFQAKLLRVIQEGEFERV
NCAALPETVLESELFGHEKGAFTGAVSARKGRFELADKGTLFLDEIGEISPPFQAKLLRVLOEQEFERV
NCAALPESLLESELFGHEKGAFTGAQKDHKGRFELASGGTLFLDEIGDISPNFQAKLLRVLOEQEFERV
NCAALPDNLLESELFGHEKGAFTGAVRQRKGRFELADGGTLFLDEIGESSASFQAKLLRILOEGEMERV

NMAATIPRDLIESELFGHEKGAFTGAQTRSTGRFEQAEGGTLFLDEIGDMPMDAQTRLLRVLOQGEYTTV
NMAATIPRDLIESELFGHERGAFTGANTRASGRFEQAEGGTLFLDEIGDMPMEAQTRLLRVLOQGEYTTV
NMAAIPRELIESELFGHEKGAFTGATNRSTGRFEQAQGGTLFLDEIGDMPLEAQTRLIRVLOEGEYTTV
NMAATIPKDLIESELFGHEKGAFTGANTVRQGRFEQADGGTLFLDEIGDMPLDVQOTRLLRVLADGQFYRV

NCPALSESLLESELFGHEKGAFTGATAQRVGRFESANGGTLLLDEIGEIPPAFQAKLLRVLOEGEFERV
NCAALPETVLESELFGHEKGAFTGAVSARKGRFELADKGTLFLDEIGEISPPFQAKLLRVLOEQEFERV
NCAALPESLLESELFGHEKGAFTGAQKDHKGRFELASGGTLFLDEIGDISPNFQAKLLRVLOEQEFERV
NCAALPDNLLESELFGHEKGAFTGAVRQRKGRFELADGGTLFLDEIGESSASFQAKLLRILOEGEMERV
NMAATIPRDLIESELFGHEKGAFTGAQTRSTGRFEQAEGGTLFLDEIGDMPMDAQTRLLRVLOQGEYTTV
NMAATIPRDLIESELFGHERGAFTGANTRASGRFEQAEGGTLFLDEIGDMPMEAQTRLLRVLOQGEYTTV
NMAATPRELIESELFGHEKGAFTGATNRSTGRFEQAQGGTLFLDEIGDMPLEAQTRLLRVLOEGEYTTV
NMAAIPKDLIESELFGHEKGAFTGANTVRQGRFEQADGGTLFLDEIGDMPLDVQTRLLRVLADGQFYRV

O Nita

NH, COOH

f

Dominio
central

NtrC

NH, COOH

no que se

insertaron o eliminaron (cabe hacer notar que, en la actualidad,

los métodos para alinear secuencias con el nivel de parecido de NifA estin
perfectamente estandarizados y disponibles en cualquier juego de programas
para analisis de biologia molecular). Si extendemos el andlisis a proteinas
cuya funcién no es exactamente la misma, seguimos encontrando algunas
que se parecen, sin lugar a dudas. Este es el caso del regulador NtrC (involu-
crado en el control de metabolismo nitrogenado), por ejemplo, (figura 3-4b).
Las diferentes versiones de NtrC son entre si bastante parecidas, pero ade-
mas es indudable que NtrC y NifA tienen también algo en comun. Se puede
demostrar estadisticamente que un grado de identidad superior a 25%, en
trechos de unos 100 aminoacidos o mas, seria encontrado con una frecuen-
cia despreciable debido al azar (ver mds adelante). Asi, inferimos que NtrC
y NifA también son proteinas homologas. Existe una diferencia importante
entre ellas; sin embargo, NtrC y NifA cumplen funciones analogas, pero

diferentes

entre si. Es un caso similar al ejemplo clasico de la hemoglobi-

nay la mioglobina. Se denota entonces a las diferentes versiones de NifA co-
mo ortélogas entre siy, a su relacién con NtrC, como paraloga. Interpretamos
que NtrC y NifA provienen de una duplicacién genética anterior a la divergen-
cia de las bacterias que las contienen. Existen otras familias de proteinas pa-
ralogas a NifA y NtrC, que completan una superfamilia de proteinas homo-
logas (figura 3-4c). Otra observacion interesante es que la similitud entre
las proteinas de esta superfamilia no es uniforme en toda su longitud. El
analisis cuidadoso indica que solamente un conjunto central de aminoaci-
dos es comun a todas las proteinas descritas en la figura. En otras palabras,
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el linaje referido se localiza en lo que se llama dominio central de la protei-
na. Esta caracteristica de muchas proteinas, la de ser mosaicos constituidos
por segmentos de origen diferente, puede ser entendida desde una perspec-
tiva estructural (ver mas adelante), pero es frecuente que se pueda detectar
simplemente con el andlisis de secuencias.

Con el avance incesante en la acumulacién de datos de secuencia, no-
tablemente los que provienen del esfuerzo de secuenciacién de genomas
completos, disponemos en la actualidad de la secuencia de millones de
proteinas. Evidentemente, el analisis comparativo de estas secuencias re-
quiere de algoritmos eficientes y sistemas computacionales poderosos, y
es notable que el progreso de la informatica ha sido suficientemente rapi-
do para no sufrir ningan rezago respecto a la acumulacion de datos. Mas
aun, el desarrollo de la red informatica Internet permite en la actualidad
el acceso a recursos computacionales distribuidos en todo el mundo, lo
cual se traduce en una eficiencia y sencillez sin precedentes en la organi-
zacion y disponibilidad de datos y herramientas de analisis. En el cuadro
3-2 se listan algunas de las bases de datos electrénicas donde se acopian
secuencias y estructuras de proteinas disponibles en la actualidad (que
probablemente no sea vigente por mucho tiempo), asi como el tipo de
procesamiento y analisis previo de los datos. Sin duda, el campo de la bioin-
formatica es un area efervescente y de gran importancia en el analisis de
proteinas.

‘ La estructura tridimensional

Como ya establecimos al principio del capitulo, la funcién de las protei-
nas, su eficiencia y especificidad de interaccion dependen de la conforma-
cion que adoptan, es decir, de las contorsiones espontaneas de la cadena
lineal de aminoacidos, en lo que se conoce como estructura terciaria o
conformacion nativa. Una molécula tipica de proteina consta de varios
cientos de aminoacidos, por lo que constituye un complejisimo sistema
con varios miles de &tomos. La determinacién experimental de la posicion
relativa de estos dtomos en el espacio requiri6 el desarrollo y adaptacion
de las técnicas de cristalografia de rayos X. La solucién de la primera estruc-
tura de proteina tomé a Max Perutz mds de 20 afios. Hoy en dia, la solu-
cion de una estructura nueva puede ocurrir en unos cuantos meses (0 in-
cluso dias, en el contexto de los proyectos de alta eficiencia en la llamada
“gendmica estructural”), pero sigue constituyendo un logro extraordina-
rio, por la belleza de las técnicas y por la cantidad de informacién que rin-
de. En los altimos anos se ha logrado, asimismo, incorporar la técnica de
resonancia magnética nuclear (NMR) al arsenal de herramientas para la
determinacion de estructuras proteicas. Producto de los esfuerzos de cris-
talégrafos y espectroscopistas, disponemos de varios miles de estructuras
tridimensionales independientes, con las que podemos realizar estudios com-
parativos y derivar nociones generales sobre la arquitectura de estas bio-
moléculas, asi como acercarnos desde otra perspectiva al estudio de la
evolucién molecular.

La acumulacion de
datos de secuencia,
notablemente los que
provienen del esfuer-
zo de secuenciacion
de genomas comple-
tos, disponemos en la
actualidad de la se-
cuencia de millones
de proteinas.

La bioinformatica es
un area efervescente
y de gran importancia
en el andlisis de pro-
teinas.

La funcion de las pro-
teinas, depende de
la conformaciéon que
adoptan.
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Cuadro 3-2
Operacion Detalles
Busqueda en bases de datos FASTA searches

de secuencia

BLITZ Smith-Waterman Searches
PROSITE searches

BLAST searches
Entrez (word searches)

Brookhaven National Laboratory Genome
Sequences Facility

Sequences alignment and modellin
system
IBCP (France) FASTA search

Asignacién de dominios

Prodom
Pfam

Alineamiento multiple
de secuencias

IBCP (France) Multalin Server
IBCP (France) Clustalw Server
IBCP (France) Combined
Multalin/Clustalw

MSA (USA) Server

BCM Multiple Sequence Alignment
ClustalW Server (USA)

Modelamiento comparativo
o por “homologia”

SWISSMODEL

WHAT IF (G. Vriend, EMBL, Heidelberg)
MODELLER (A. Sali, Rockefeller
University)

MODELLER Mirror FTP site

The NIH Molecular Modeling Home Page

Predicciéon de estructura
secundaria

Métodos que utilizan alineamiento multiples
DSC King & Sternberg (this server)
PREDATORFrischman & Argos (EMBL)

PHD home page Rost & Sander, EMBL,
Germany

SSPREDMehta,Heringa & Argos, EMBL,
Germany

ZPRED Server Zvelebil et. al., Ludwing, U.K.
Métodos que utilizan secuencias individuales:
SOPM Gcourjon & Deleage, IBCP, France)
nnPredict Cohen et al., UCSF, USA.

BMERC PSA Server Boston University,

USA

SSP (Nearest,-neighbor) Solovyev and
Salamoy, Bylor College, USA.

Reconocimiento
de plegamiento

TOPITS Rost, EMBL

UCLA-DOE Structre Prediction Server
Fishcer & Eisengberg, UCLA

123D Zimmer & Alexandrov

Analisis de familias de
plegamiento y alineamiento
de estructuras secundarias

SCOP: Structural Classification of Proteins
CATH: Protein Structure Classification
DALI server for protein 3D structure
searching

NIH PDB at a glance classification
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Empecemos por describir, someramente, las caracteristicas sobresa-
lientes de las dos técnicas experimentales utilizadas para acercarse a la es-
tructura tridimensional de biomoléculas, poniendo especial énfasis en sus
cualidades complementarias y también en sus limitaciones.

La técnica de difraccion de rayos X se fundamenta en la interaccion de
las moléculas en estudio con radiacion electromagnética de longitud de onda
suficientemente pequena, para poder revelar los detalles de un objeto a nivel
de resolucion atémica. Esto se puede lograr siempre y cuando se consigan
cristales verdaderos de los compuestos en estudio, en razén de que reque-
rimos una muestra con suficiente material para generar una sefial detec-
table y debido a que la derivacion de los datos necesita que las moléculas
estén precisamente orientadas respecto al haz de rayos X. Un cristal cumple
con estas caracteristicas. La informacion presente en un conjunto de patro-
nes de difraccion, colectados en diversas orientaciones del cristal, consti-
tuye el juego de datos basicos para la inferencia de la estructura. En este
punto surgen dos importantes consideraciones respecto a la calidad de los
datos: por una parte, hasta qué resolucion fue posible colectar datos; y por
otra, qué tan completa fue la coleccién de estos datos. En un paso subse-
cuente, se requiere derivar las fases de cada reflexion, parametros indispen-
sables para la determinacion de la estructura, y que no se pueden obtener
directamente de los patrones de difraccion. Este proceso puede ser dificil o
imposible, y normalmente involucra la obtencién de derivados del cristal
en los que se asocien unos pocos atomos pesados; sin embargo, en los casos en
que se dispone de una estructura muy similar, se puede intentar la técnica
de reemplazo molecular, en la que se utiliza la estructura previamente de-
terminada como base para obtener las fases. En una etapa final, se construye
un modelo molecular alrededor de la densidad electronica experimental y
se refina el modelo en un procedimiento recursivo. En este punto encontra-
mos el otro elemento importante en la calidad de una estructura cristalo-
grafica, el llamado factor R, que indica la adecuacion del modelo a los datos
experimentales. En términos generales, se puede considerar que la resolu-
cién atomica (en la que se distinguen claramente las formas y posiciones de
las cadenas laterales de aminodcidos, se pueden medir distancias precisas,
deducir puentes de hidrégeno, etc.) empieza alrededor de los 2 o 2.5 angs-
troms y con un factor R de menos de 20%. La técnica de cristalografia de
rayos X rinde informacion detallada y directa sobre la estructura y, aunque
se obtiene a partir de condiciones que pueden ser alejadas de las fisiol6gi-
cas (por ejemplo, presencia de cosolventes y precipitantes), se ha observado
por multitud de datos que refleja muy cercanamente la conformacién bio-
légicamente relevante.

En afios mas recientes, la espectroscopia de resonancia magnética nu-
clear ha podido emplearse para la deduccion de estructuras macromolecu-
lares. Esta capacidad deriva de los avances en los equipos, con nuevas fuen-
tes de campo magnético que dependen de superconductores, asi como de la
incrementada capacidad computacional para el control del experimento y
para la coleccion y procesamiento de los datos. Experimentos de NMR de
dos, tres y cuatro dimensiones (cada dimensién significa una condicién
experimental dada), permiten la medicion de distancias entre atomos (hi-

La espectroscopia de
resonancia magnéti-
ca nuclear ha podido
emplearse para la de-
duccién de estructuras
macromoleculares.
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Con rayos X se han po-
dido resolver estructu-
ras de mucho mayor
tamano (mas de 1000
aminoacidos), mien-
tras que la NMR esta li-
mitada a un maximo
de unos 200 residuos,
pero sin necesidad de
obtener cristales.

La llamada estructura
secundaria se refiere
a la observaciéon recu-
rrente de segmentos
de cadena polipepti-
dica con estructura
periodica.

drégeno, o bien is6topos de masa impar de nitrégeno o carbono), sea a
través del espacio (experimentos tipo NOESY, utilizando efecto nuclear
Overhauser) o a través de los enlaces quimicos (experimentos tipo COSY,
espectroscopia correlacionada). Con un namero suficiente de estas distancias
aproximadas, es posible construir modelos en los que se intente satisfacer a
todas las distancias simultineamente, y que también satisfagan todos los
constrenimientos adicionales, tales como distancias y angulos de enlace
que tendria una estereoquimica correcta de la cadena polipeptidica. Los
modelos derivados de NMR tienen la ventaja de realizarse en solucién, por
lo que se evitan las pequefias distorsiones que induce la malla cristalografi-
ca. Ademads, proveen informacion respecto a qué zonas de la proteina tienen
mayor movilidad que otras, nuevamente en un estado mas natural que el de
un cristal. Quiza la mas importante ventaja de la técnica de NMR es que no
requiere la cristalizacion previa de la proteina, por lo que se han podido re-
solver estructuras que habian resultado recalcitrantes a la determinacién
por rayos X.

Las ventajas y desventajas de la cristalografia de rayos X y la resonancia
magnética nuclear en la determinacion de estructuras macromoleculares
les confieren atributos complementarios: con rayos X se han podido resol-
ver estructuras de mucho mayor tamafio (mas de 1,000 aminoacidos), mien-
tras que la NMR esta limitada a un maximo de unos 200 residuos, pero sin
necesidad de obtener cristales; el detalle de una estructura cristalografica
de alta resolucion se complementa con la capacidad de la NMR de proveer
informacién sobre la dinamica de las proteinas (ver, por ejemplo, la secciéon
sobre plegamiento de proteinas).

La informacion estructural de la que disponemos permite hacer una
serie de observaciones y generalizaciones respecto a la arquitectura proteica.
Dado que la mayoria de las estructuras resueltas a partir de cristales Gnicos
y de NMR corresponden a proteinas globulares, la discusion mas rica se
puede dar al referirse a este tipo de proteinas. Existe, de cualquier modo,
una buena cantidad de informacion estructural sobre proteinas fibrosas y
han empezado a aparecer los primeros representantes de proteinas mem-
branales con estructura detallada. En todos los casos, podemos describir la
anatomia proteica de una manera jerarquica (figura 3-5a).

La llamada estructura secundaria se refiere a la observacion recurrente
de segmentos de cadena polipeptidica con estructura periédica. Segmentos
que contienen la célebre hélice alfa o las estructuras de ldminas beta-plega-
das representan casi siempre un porcentaje importante del total de una ca-
dena polipeptidica en estado nativo. Estas estructuras secundarias se aso-
cian entre si de diversas maneras, en donde también podemos distinguir
temas recurrentes. Un motivo estructural (o estructura supersecundaria)
frecuente consiste, por ejemplo, en dos hebras beta, que corren paralelas, y
se unen a través de una hélice alfa, todo esto en una topologia de mano de-
recha (una estructura de este tipo se marca con el nimero 6 en la figura
3-5b). La yuxtaposicién de estructuras secundarias y supersecundarias
conforma glébulos con un conjunto de residuos ocultos al solvente, que
identificamos como estructura terciaria. En la seccion sobre plegamiento
de proteinas exploraremos las razones fisicoquimicas que nos permiten
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explicar, aunque sea a posteriori, las razones probables para esta anatomia.
En cualquier caso, la observaciéon de numerosas estructuras muestra de
inmediato que, conforme una cadena polipeptidica se hace mads larga, la
estructuracion tridimensional no sigue un patrén monétono para formar
glébulos cada vez mas grandes. Lo que se observa es una segregacion en
dominios, es decir, unidades estructurales mas o menos independientes. La
identificacion de estructuras supersecundarias y dominios, desde el punto
de vista estructural, seguramente corresponde a un conjunto de condicio-
namientos fisicoquimicos, pero, igualmente importante, denota en muchos
casos un linaje evolutivo. Es evidente, por la inspeccién de secuencias de
muchas proteinas (como se ejemplificé arriba), que los dominios son ver-
daderas unidades evolutivas. La actividad de una proteina puede provenir de
la interaccién de dominios que comprenden, cada uno, una parte mas o me-
nos independiente de la funcién. En un terreno mas especulativo, dominios
proteicos esencialmente distintos, algunas de cuyas estructuras superse-
cundarias son muy similares, podrian haber sido ensamblados a partir de
elementos comunes (minigenes) en las etapas mas iniciales de la evolu-
cion molecular (que en algunos casos pueden corresponder con los exones
en la estructura de los genes, figura 3-5b y capitulo 1). La probabilidad de
formar entidades con estructura nativa y funciones novedosas a partir de ele-
mentos preexistentes es mucho mayor que la de obtener cada actividad nueva
a partir de secuencias al azar.

En numerosas ocasiones, los elementos globulares que se asocian para
constituir la proteina funcional completa no provienen de una sola cadena
polipeptidica. La asociacion espontdanea de varios polipéptidos da origen a la
llamada estructura cuaternaria, en donde cada polipéptido se denomina sub-
unidad. La evolucién ha producido diversos arreglos, hermosamente simé-

Figura 3-5. a), b), ¢) y d). Collage de
subestructuras de una proteina y ejemplo
de una estructura cuaternaria y estruc-
tura de una proteina fibrosa.

Véase el encarte al final del libro donde
se incluye esta figura a color.

Los dominios son uni-
dades estructurales
mas o menos indepen-
dientes.

Los dominios son ver-
daderas unidades evo-
lutivas.

La asociacién esponta-
nea de varios poli-
péptidos da origen a
la llamada estructura
cuaternaria, en donde
cada polipéptido se
denomina subunidad.
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Las proteinas fibrosas
tienen en comun es-
tar constituidas por
secuencias monotonas
o repetitivas.

tricos, de subunidades idénticas o diferentes, para construir proteinas mul-
timéricas. Existe un valor adaptativo en este tipo de configuraciones, nota-
blemente la capacidad de comunicar los efectos de la interaccion molecu-
lar, en una de las subunidades, a otras de la proteina multimérica, para
lograr una regulacién muy fina de su actividad (figura 3-5c).

Las proteinas fibrosas tienen en comun estar constituidas por secuen-
cias mondtonas o repetitivas, incapaces de determinar una conformacion
nativa globular, pero muy eficientes en asociarse, de manera longitudinal,
en fibras cuyas propiedades dependen de su composicion. Esta situacion es
similar a la que se observa en los materiales fibrosos manufacturados por la
industria quimica. Las propiedades del nilén dependen fundamentalmente
de su peso molecular y del tipo de monémeros empleados. En el caso de las
biomoléculas fibrosas, estas propiedades pueden ser controladas por ligeras,
pero muy especificas diferencias de secuencia, codificadas en los genes res-
pectivos. En los ejemplos clasicos de proteinas fibrosas notamos estas ca-
racteristicas (figura 3-5d y cuadro 3-3).

Cuadro 3-3
Proteina Repeticion Propiedades
o-queratina Pseudorepeticion de 7 Se estructura en hélices o
aminoacidos enrolladas entre si. Forma
parte del pelo, uias, etc.
Fribroina de la (Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala) , Forma laminas beta, en las
seda que se intercalan los grupos
metilo de alanina con los
huecos de la glicina
Colagena Variantes de (Gly-Pro-Hyp), | Se estructura en triples
donde Hyp denota superhélices de hélices
hodroxiprolina izquierdas. Forma parte
de tendones y otros tejidos
conectivos

Las proteinas membranales constituyen un grupo de interés determi-
nante, en razén a la importancia de sus funciones y su implicacién en in-
numerables procesos fisioldgicos normales y patolégicos. Las membranas
bioldgicas estan constituidas en proporcion significativa por proteinas, con
la caracteristica notable de establecer un ambiente anfipatico (con zonas hi-
drofobas e hidrofilicas) y un efecto posicional (o vectorial, donde existe
adentro y afuera). Las proteinas mas fuertemente asociadas a las membra-
nas (proteinas integrales) estan constituidas o contienen un componente
que atraviesa la membrana de lado a lado. Asi, constituyen elementos cen-
trales en la comunicacion celular. Los canales idonicos, diversos receptores
de factores y hormonas, y las proteinas encargadas de la adherencia y la
movilidad de la célula, son proteinas membranales. Las estructuras crista-
lograficas de un punado de proteinas integrales de membrana (figura 3-6)
confirman que éstas se constituyen de los mismos elementos de estructura
secundaria (hélices o y laminas B), que en estos casos presentan una alta
hidrofobicidad y son mas estables embebidas en la membrana. La necesidad
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Figura 3-6. Centro reactivo fotosintético (proteina membranal).
Véase el encarte al final del libro donde se incluye esta figura a color.

de conocer un nimero mucho mayor de estructuras de proteinas membra-
nales se puede resaltar, si tomamos en cuenta que alrededor de 25% de las
proteinas predichas a partir del analisis de genomas completos son protei-
nas de este tipo. Por otro lado, parece ser que la capacidad de prediccion es-
tructural gruesa, para proteinas membranales, es mas sencilla y confiable
que para proteinas globulares.

‘ Plegamiento de proteinas

En esta seccion discutiremos algunos de los principios que subyacen en la
adopcion de una conformacién nativa en las proteinas, asi como la manera
en que alcanzan esta conformacion, a partir de su biosintesis en los riboso-
mas, o de un estado experimental desnaturalizado. La investigacion en este
campo podria situarse en dos grandes aspectos o preguntas, que podriamos
identificar con la termodindmica y la cinética, respectivamente, del ple-
gamiento de proteinas: ;cudl es la naturaleza y la magnitud de las interac-
ciones no covalentes que determinan como se conforma una proteina? ;En
qué orden o secuencia temporal se establecen estas interacciones, de tal
manera que las proteinas adquieran su conformacién nativa en tiempos
compatibles con su funcién biolégica?

Respecto a la primera pregunta, estd claro que, al aproximarnos a su
solucién, contaremos con la herramienta adecuada para analizar las es-
tructuras determinadas experimentalmente, asi como sus interacciones
con otras proteinas y ligandos pequefios. Adicionalmente, responder a es-
ta pregunta es una condicién necesaria para poder predecir, con base en
principios fundamentales, la conformacién nativa de una proteina, a par-
tir de su secuencia.
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La segunda pregunta surge de la observacion que hoy llamamos la pa-
radoja de Levinthal. Si consideramos que cada aminoacido puede adoptar
10 conformaciones distintas (un calculo conservador), entonces para una
proteina pequefa, de 100 aminoacidos, se requeriria visitar 10'° diferentes
conformaciones para agotar su espacio conformacional. Este es un nime-
ro astronémico de conformaciones que, en los tiempos del movimiento
molecular, la proteina de 100 aminoacidos no podria visitar en un tiempo
equivalente a la edad del universo. La mayoria de las proteinas se pliegan
(adquieren su conformacién nativa) en intervalos que van desde milise-
gundos hasta unos cuantos segundos. La busqueda de solucién para esta
paradoja constituye el efervescente campo del plegamiento de proteinas.
Forzosamente, deben existir vias de plegamiento o etapas en las que ciertas
interacciones, que se forman rapidamente, condicionan las etapas subse-
cuentes. De nuevo, la comprension de este proceso tiene grandes implicacio-
nes y constituye una herramienta promisoria (quiza indispensable) para
lograr la prediccién de estructura a partir de secuencia, atendiendo a
principios fundamentales.

La asociacion de los aminoéacidos, en la estructura polimérica lineal de
las proteinas, a través del enlace peptidico, establece un primer conjunto
de condiciones que deben tomarse en cuenta para comprender sus propieda-
des. La funcién amida del enlace peptidico, por su cardcter parcial de doble
enlace, se estructura de manera plana y se puede configurar como cis o
trans (figura 3-7). Aunque asumimos fundadamente que los enlaces pepti-
dicos se forman siempre frans en el ribosoma, existen proteinas cuya con-
formacion nativa contiene alguno o algunos enlaces peptidicos en configu-
racion cis. Otra observacion importante es que una funcién amida contiene
un proton enlazado al nitrégeno y dos pares de electrones libres en el oxi-
geno, cuya capacidad de establecer puentes de hidr6geno determina la esta-
bilidad relativa de ciertas conformaciones donde se forman este tipo de en-
laces. La formacion de estructuras secundarias (es decir, periddicas) es
probablemente la mejor manera de mantener satisfechos los puentes de hi-
drégeno, que en un polipéptido extendido se formarian con el agua y que en
la conformacion nativa se encuentran en su interior.

La formacién de una estructura nativa (que en realidad significa un
conjunto de conformaciones que fluctian ligeramente alrededor de una

Enlace
peptidico

Grupo trans-peptidico
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estructura promedio) depende de la secuencia de aminoacidos, debido a
que la naturaleza fisicoquimica de éstos contribuye a establecer un con-
junto de interacciones especificas. En este sentido, debemos observar que
existen aminoacidos hidréfobos e hidrofilicos, grandes y chicos, capaces
de formar puentes de hidrogeno e interacciones electrostaticas. Entre to-
das las interacciones posibles para las cadenas laterales de los amino-
acidos, existe buena evidencia para suponer que la mas importante para
determinar la estructura proteica es la interaccién hidr6foba. Podemos
imaginar a una cadena polipeptidica como un largo collar que contiene,
en algunas de sus posiciones, gotitas de aceite y, en otras, entidades so-
lubles en agua. Al colocar tal filamento en agua, las gotitas de aceite ten-
derian a colapsarse para formar gotas mas grandes, contorsionando en
consecuencia a la cadena. Las interacciones hidréfobas serian la fuerza
motriz de la contorsion, pero implicarian el ocultamiento de los enlaces
peptidicos, por lo que un colapso hidréfobo, en el que se mantienen los
puentes de hidrégeno, por medio de estructuras secundarias, seria mas
estable. Asimismo, las interacciones en el interior de la proteina nativa
contribuiran a su estabilidad en la medida en que “embonen” 6ptimamen-
te, es decir, que dejen pocos espacios vacios. Por altimo, la presencia de
cadenas laterales que completan puentes de hidrégeno que no se pudie-
ron satisfacer en la estructura secundaria, asi como otras que contribu-
yen a la solubilidad (por ejemplo, quedando con carga electrostatica en la
superficie), serfan otros factores importantes para obtener una estructu-
ra nativa especifica y estable.

La descripcion anterior se refiere a conceptos cualitativos bastante bien
aceptados en relacion a los parametros fisicoquimicos que intervienen en el
plegamiento de proteinas. Evidentemente, para poder utilizar estos con-
ceptos en el proceso de prediccion de estructura, se requiere contar con el
componente cuantitativo y preciso de las magnitudes de estos parametros,
aunado a una capacidad fuerte de simular el proceso mismo de plega-
miento. En este sentido, es bien reconocido que un analisis local, entre los
aminodcidos vecinos mas proximos, s6lo permite anticipar, con una confia-
bilidad méxima de 70%, incluso la estructura secundaria de las proteinas.
Lo anterior se debe probablemente a la influencia de elementos distantes de
la cadena polipeptidica en la conformacion de muchos de los elementos
de estructura secundaria. Es decir, las interacciones entre unos y otros seg-
mentos, no adyacentes, de una proteina, determinan la adopcién de una u
otra conformacion en el nivel de estructura secundaria. Por otro lado, se
reconoce que la energia libre asociada al plegamiento nativo de la mayo-
ria de las proteinas es de una magnitud relativamente modesta (menos de
15 Kcal/mol), pero que resulta de la diferencia entre un gran nimero de com-
ponentes que contribuyen a desestabilizarla (notablemente, una disminu-
cion drastica de la entropia de la cadena polipeptidica) y otros que contri-
buyen a estabilizarla. Asi, la suma algebraica de numerosos términos tiene
el efecto de amplificar cualquier error sistematico y, en todo caso, de esta-
blecer una situacion en la que la relacion entre el ruido y la senal es poco
favorable. En cualquier caso, cabe destacar que la concepcion del proceso
de plegamiento, es decir, la existencia y naturaleza de los intermediarios

Las interacciones entre
unos y otros segmen-
tos, no adyacentes, de
una proteina, determi-
nan la adopcion de
una u otra conforma-
cién en el nivel de es-
tructura secundaria.
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que determinan que éste se pueda dar en un tiempo compatible con la vida
celular, ha experimentado un progreso sostenido durante las tltimas décadas.
En particular, el trabajo mas reciente parece indicar que, ademas de seleccio-
narse secuencias de proteinas compatibles con una determinada estructura
y funcion nativas, la seleccion natural pudiera operar constantemente en
la “plegabilidad” de estas secuencias, es decir, en que sean precisamente
capaces de plegarse en tiempos relativamente cortos. Experimentos re-
cientes de simulacion sugieren que las proteinas naturales se pliegan rapi-
damente porque su “paisaje” energético es tal que existe una tendencia mas
o0 menos continua a transitar hacia la estructura nativa, partiendo desde
innumerables conformaciones alternativas con menor grado de estructu-
racion. Este paisaje se podria conceptualizar como un embudo relativa-
mente liso en donde el camino es descendente desde cualquier posicion, y
donde la conformacion nativa estd en el fondo del embudo. Queda por re-
solver la aplicacion efectiva de esta conceptualizacion a los algoritmos de
simulacién de plegamiento en sistemas complejos mas parecidos a las pro-
teinas naturales.

Por todo lo anterior, se puede anticipar que la solucién rigurosa del
problema del plegamiento de proteinas se encuentra ain muy distante, y
que habremos de conformarnos con descripciones cualitativas y modelos
empiricos durante un buen nimero de afnos.

‘ Reconocimiento molecular y catalisis

Las estructuras nativas de las proteinas determinan que la cadena polipep-
tidica presente arreglos o constelaciones de residuos de aminoécido, en
posiciones definidas en el espacio tridimensional. Mas atin, determinadas
regiones de la superficie de una proteina pueden contener densidades de
carga electrostatica influidas por la estructura completa de la proteina (por
ejemplo, por los macrodipolos presentes en las hélices o). Asi mismo, la
red de interacciones entre los diversos elementos de estructura determinan
mayor o menor flexibilidad en segmentos especificos de la cadena polipep-
tidica. La superficie de una proteina globular, con sus hendiduras y movi-
mientos locales, constituye un tapiz en el que la naturaleza puede dibujar
innumerables patrones. Estos patrones especificos de entidades hidréfobas
o con carga electrostatica, donadoras o aceptoras de puentes de hidrégeno,
permiten establecer una complementariedad, en forma y propiedades, con
moléculas grandes y pequenas; determinan la capacidad de reconocimiento
molecular. Los mismos principios que explican el plegamiento de las pro-
tefnas en sus estructuras nativas son aplicables a las interacciones que de-
finen el reconocimiento especifico de otras moléculas.

Las proteinas son capaces de exhibir una especificidad exquisita. Un
canal i6nico puede distinguir un ion sodio de un ion potasio, con afini-
dades que difieren en varios 6rdenes de magnitud. Similarmente, otras
proteinas transportadoras discriminan perfectamente entre los aniones
fosfato y sulfato. La mayoria de las polimerasas de acidos nucleicos detec-
tan simultaneamente la identidad del monémero (para acido ribo o de-
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soxirribonucleico, que difiere del otro por un grupo OH en posicién 2') y
su complementariedad con la secuencia molde. Sin embargo, es importan-
te resaltar que la seleccion natural actta para establecer la especificidad
de las proteinas s6lo en los puntos en que esto es funcionalmente Gtil. En
el Gltimo ejemplo mencionado, es interesante notar que muchas de estas
polimerasas pueden también utilizar monémeros que difieren en la posi-
cion 3', o que presentan una molécula de biotina (casi del mismo tama-
fio que el mondmero en si), sin reflejar una pérdida tan fuerte en su afi-
nidad. Simplemente, no ha existido una presion selectiva para establecer
interacciones especificas con estas areas del sustrato, probablemente
porque en las condiciones naturales no existen moléculas con las cuales
confundirse.

La ya mencionada flexibilidad inherente a las proteinas, al tiempo que
las hace muy versétiles, constituye un importante reto para el andlisis del
reconocimiento molecular, en la medida en que puede existir una adecua-
cién inducida (induced fit), en la que la complementariedad de las formas
entre una proteina y su ligando no existe de antemano, sino que se estable-
ce al darse las primeras interacciones.

En todo caso, los constantes avances en la comprension y simulacién
de las interacciones moleculares auguran una creciente capacidad para
utilizar la informacion estructural de proteinas con el fin de comprender
también sus interacciones con otras sustancias y como elemento clave
para el disefio de farmacos con base en la molécula blanco.

Relacion secuencia-estructura-funcion
(la “prediccion” de estructura y funcién)

La conviccion de que la secuencia de aminoacidos determina la estructura
tridimensional de las proteinas genera de inmediato un deseo ferviente de
predecir estructura a partir de secuencia; este problema constituye lo que
algunos han llamado un segundo cédigo genético, puesto que la funcion de
los genes se expresa, primero, en la secuencia de las proteinas, de acuerdo
con el codigo genético, pero la funcion sélo surge de la estructura que las
proteinas adoptan, y que deberia ser posible derivar a partir de la secuencia.
Mas adn, incluso la estructura en si misma no revela directamente la fun-
cién de la proteina, por lo que el problema verdadero de deducir funcién a
partir de secuencia es todavia mas complicado. Es evidente que, en tanto la
estructura y la funcion de las moléculas depende de sus propiedades fisico-
quimicas, la comprension cabal de estas propiedades y de los principios que
las relacionan deberia ser suficiente para transitar de una secuencia a una
funcion, y viceversa. La realidad actual es que el problema de la relacion se-
cuencia-estructura-funcion en proteinas estd a una gran distancia de ser re-
suelto, a pesar de los constantes avances, conceptuales y metodolégicos,
que se hacen en el campo.

Vale la pena tratar aqui, sin embargo, algunas de las maneras como se
ha abordado este problema, y el tipo de logros que se han alcanzado hasta
el momento.
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Abundando en un concepto de gran utilidad que se mencioné antes,
un sencillo calculo nos revela que el nimero de posibles secuencias de
proteinas distintas, digamos con un tamano de 100 aminoacidos, es igual
a 201 un ndmero a todas luces gigantesco. Como conclusion, podemos
ver ficilmente que la probabilidad de obtener, por un proceso azaroso, dos
secuencias de 100 aminodacidos idénticas es despreciablemente pequena.
Por este mismo principio, la probabilidad de que dos secuencias con un
parecido detectable, pero no idénticas, hayan surgido independientemen-
te, resulta despreciable en segmentos relativamente largos de proteinas
(digamos, 100 aminoacidos) con mas de 25% de residuos idénticos (o
bien, j75% de residuos distintos!). Esta nocion puede no ser muy intuitiva,
pero subyace en uno de los conceptos mas poderosos del analisis funcional
de proteinas en la actualidad: la inferencia de funcién por homologia. Si
contamos con la secuencia de una proteina, de la cual desconocemos su
funcién, el primer paso obligado es la inspeccién de las bases de datos de
secuencia, para detectar alguna otra secuencia con suficiente parecido. Si
se encuentra tal secuencia, de inmediato podemos inferir que la funcién
de nuestra proteina problema estd relacionada (incluso cercanamente)
con la proteina homoéloga detectada. Se puede decir que hemos resuelto
el problema de “predecir” funcién, a partir de la secuencia. Y, paradéjica-
mente, esta identificacion puede prescindir de la estructura, puesto que
tenemos conocimiento funcional de muchas proteinas de las que desco-
nocemos la estructura.

En la actualidad, estos métodos para analizar la secuencia de proteinas
(deducida de la secuencia nucleotidica de los genes que las codifican) han
cobrado extraordinaria relevancia en el contexto de los proyectos gendmi-
cos. A partir de la propuesta y puesta en marcha del proyecto del genoma
humano (que se esperaba terminar en el ano 2005 pero cuyo primer borra-
dor se adelant6 y se publicé en el 2001), también se han ido terminando las
secuencias completas de los genomas de organismos mas pequefios, y se
dispone asi del catalogo completo de los genes que los constituyen. El pa-
pel de las herramientas computacionales de andlisis se ha tornado cada dia
mas crucial. Podemos observar con satisfaccién que la investigacién moder-
na acerca de las proteinas se da en un contexto en el que inevitablemente
tendrian que haber estado, dentro del gran principio unificador en biologia:
la evolucion.
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‘ Introduccion

Los avances técnicos han permitido a los investigadores abordar preguntas
que pretenden explicar como una célula adquiere y mantiene una identidad
genética propia. El centro de dichas preguntas consiste en conocer el papel
que desempenan los complejos multiproteicos en conjunto con el DNA, en
el ndcleo de una célula eucarionte. Esta es una de las preguntas mas rele-
vantes dentro de la biologia moderna.

En las dltimas décadas, se ha generado un abundante conocimiento re-
lacionado con la regulacion transcripcional tejido-especifica de los genes
(McKnight y Yamamoto, 1992; McKnight, 1996; Lemon y Tjian, 2000).
Dicha regulacion genética estd mediada a través de interacciones entre se-
cuencias reguladoras especificas en el DNA y factores transcripcionales
especificos de un tejido o de una etapa, en el desarrollo de un organismo,
en el cual debe expresarse un gen.

Como elementos basicos de regulacion se han definido los promotores
que representan regiones en el DNA cercanas al sitio de inicio de la trans-
cripcion de un gen, donde la accién coordinada de mudltiples factores pro-
teicos colaboran para reclutar a las diferentes RNA-polimerasas, formando
el complejo de iniciacion y, asi, transcribir un gen. En los organismos eu-
cariontes existen tres tipos de RNA-polimerasas. En particular, la RNA-poli-
merasa II es la responsable de la transcripcion de la mayoria de los genes
que codifican para proteinas (Struhl, 1996). A su vez, toda esta informacion
se encuentra contenida en los cromosomas. Por otra parte, ademas de los
promotores existen otros elementos dentro del DNA que tienen capacidad
de modular la actividad transcripcional de un gen. Estos elementos son ca-
paces de modular positiva o negativamente la accién de un promotor y, con-
secuentemente, regular la tasa de expresion de un gen. Estos elementos han
sido denominados “estimuladores” (enhancers) y “silenciadores” (silen-
cers), siendo los primeros fomentadores de la transcripcién, mientras que
los segundos abaten la expresion de un gen. Ademas, en diversos sistemas
genéticos se han identificado regiones de regulacién a distancia. El caso

La regulacion genética
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mas estudiado es el de los genes de la globina en humano, en el cual, un
grupo de genes se expresan en tiempo y espacio por elementos de regula-
cion situados a gran distancia. De los elementos de regulacion a distancia
surge la pregunta que como pueden ser funcionales y como pueden influir
en la expresion diferencial de un gen. De lo anterior, se presenta una de las
hipétesis mas aceptadas, aunque, a la fecha, son pocas las evidencias expe-
rimentales que apoyan a la misma. Esta hipétesis propone que los sitios de
hipersensibilidad que pueden tener funciones reguladoras tipo estimulador
o silenciador ejercen su accion sobre el promotor del gen a regular, median-
te la formacion de asas cromatinianas, es decir, mediante la generacion de
estructuras tridimensionales que acercan estos elementos de regulacién lo-
calizados a distancia con los promotores individuales, y mediante un juego,
o mejor dicho, una combinacion de factores de transcripcion, se pueda re-
gular de manera especifica la expresion del gen en cuestion.

Los cromosomas representan las estructuras mas grandes, visibles fisi-
camente, que contienen la informacién genética de una célula. Una de las
mas interesantes propiedades de los cromosomas es la compactacion del
DNA en células de origen eucarionte antes de su division. Se sabe que el ge-
noma humano, por ejemplo, esta constituido por 3,300 millones de pares de
bases, comprendidos en alrededor de 2 metros lineales de DNA. De lo ante-
rior surge la pregunta: ;.Como es posible que un gen pueda ser accesible a
la maquinaria transcripcional, es decir, que la cromatina pueda compactar-
se y descompactarse de manera regulada, en el momento apropiado, a lo
largo de la vida de una célula? Hoy en dia, el control de la expresion genética
no puede entenderse si no se toma en cuenta el contexto cromosémico y
nuclear de una célula. Existen evidencias bioquimicas y genéticas que indi-
can que la estructura de la cromatina desempena un papel activo en la
transcripcion (Felsenfeld, 1996; Lemon y Tjian 2000; West y cols., 2002).

La estructura de la cromatina relacionada con estos genes también
posee una organizacion regulada de manera tejido-especifica (Van Holde,
1989). En la actualidad se han podido definir experimentalmente dominios
genéticos, compuestos por unos o varios genes, que son transcripcional-
mente activos. Esto se ha definido mediante la accesibilidad y sensibilidad
al corte del DNA, por parte de endonucleasas como la DNasa I, lo cual su-
giere que en dicha region del DNA existe accesibilidad derivada de una es-
tructura de la cromatina mas laxa o descompactada. De lo anterior, junto
con evidencias citolégicas, surge la idea de que el genoma eucarionte se
encuentra organizado en dominios activos e inactivos transcripcionalmen-
te, definidos los primeros como regiones de eucromatina, mientras que los
segundos son conocidos como zonas de heterocromatina (Van Holde, 1989;
Levy-Wilson y Fortier, 1989; Felsenfeld, 1996; West y cols., 2002). Resulta
relevante sefialar que la regulacion de los episodios relacionados con la des-
compactacion de la cromatina deben ser los primeros procesos que van a
determinar que un factor o un grupo de factores transcripcionales puedan
de manera especifica interactuar con sus secuencias blanco en el DNA e in-
fluir en la expresion transcripcional del gen que va a ser regulado. Por lo
tanto, la estructuracion del DNA en cromatina puede claramente ser consi-
derada como un mecanismo fino de regulacion, previo al proceso transcrip-



CAPITULO 4 CONTROL DE LA EXPRESION GENETICA EN EUCARIONTES

65

cional, y que debe desempenar un papel particular en la especificidad de ex-
presion de un gen (Felsenfeld, 1996).

En la actualidad, no podemos imaginar la regulacién de la expresion
genética sin antes mirar el contexto cromosémico en el cual un gen o un
grupo de genes se encuentra (Struhl, 1996). Los cromosomas tienen la in-
formacion necesaria que permite, de manera totalmente regulada, prender
0 apagar un gen, controlar su propia duplicacién, reparacién y empaqueta-
miento en el interior del nicleo. A su vez, no podemos olvidar que la cro-
matina debe proveer la informacion necesaria para llevar a cabo el comple-
jo movimiento y migracion que deben realizar los cromosomas durante la
mitosis y la meiosis.

El conocimiento generado en la actualidad en cuanto a la expresion di-
ferencial de los genes, a lo largo del desarrollo y la estructura de la croma-
tina, nos lleva a poner en evidencia nuevos niveles de regulacion de la ex-
presion genética. De lo anterior surge el interés por conocer mas a fondo
esta relacion para entender mejor, en un contexto cromosémico y, por lo
tanto, méas apegado a lo natural, cémo un gen se expresa de manera diferen-
cial a lo largo del tiempo y del espacio. En este capitulo estudiaremos c6mo
se lleva a cabo el inicio de la transcripcion en células de origen eucarionte,
completdndolo con algunos aspectos de la estructura de la cromatina y or-
ganizacion nuclear que tienen una relacion con la regulacion diferencial de
la expresion genética, a lo largo del desarrollo.

La transcripcion por parte de las diferentes
RNA-polimerasas

La regulacion coordinada, en tiempo y espacio, de la expresion de los genes
es esencial para un adecuado crecimiento y desarrollo de un organismo. No
resulta sorprendente imaginar la importancia que tiene la transcripcion de
genes que codifican para proteinas como un proceso altamente regulado.
Un gran namero de laboratorios de investigacién en todo el mundo se ocu-
pan del estudio de la maquinaria molecular responsable de la sintesis del
RNA mensajero (mRNA), en células eucariontes.

En la mayoria de los promotores, la polimerasa realiza varias rondas de
iniciacién de manera abortiva, produciendo pequefios transcritos, antes
de escaparse, tomar el molde e iniciar la sintesis de un transcrito comple-
to. El movimiento que realiza la polimerasa, alejandose del sitio de inicio de
la transcripcion, se conoce como el episodio de promoter clearance o aber-
tura del promotor. La mayoria de estos episodios estan relacionados con las
secuencias de DNA que conforman al promotor y a las interacciones con
factores transcripcionales. Ademads, existen los elementos de regulacion a
distancia, como los estimuladores y los silenciadores, que modulan cada
uno de estos episodios, incrementando o disminuyendo la tasa transcripcio-
nal (Buratowski y Sharp, 1992; Blackwood y Kadonaga, 1998).

En células eucariontes, la transcripcion se realiza con base en la acti-
vidad de tres diferentes tipos de polimerasas, las RNA-polimerasas I, I y III,
cada una de las cuales transcribe diferentes grupos de genes. Los genes de
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cada uno de estos grupos tienen, en su region promotora, al menos dos
elementos: los elementos que constituyen el promotor basal y los elemen-
tos moduladores o proximales del promotor (Smales, 2001). Los elementos
basales del promotor son necesarios y suficientes para determinar la espe-
cificidad de una de las RNA-polimerasas, ademas de dirigir niveles bajos o
basales de transcripcion. Los elementos basales del promotor son en un
inicio reconocidos por un grupo especifico de factores de transcripcion,
los cuales tienen la funcion de reclutar y concentrar a la RNA-polimerasa
necesaria para la transcripcion del gen. Dada la presencia en una célula de
tres tipos distintos de RNA-polimerasas, la especificidad en el recluta-
miento estd dada por combinaciones particulares de factores transcripcio-
nales, ademas de diferentes secuencias blanco en el DNA. Por su parte, los
elementos moduladores incrementan o reducen los niveles basales de
transcripcion de manera especifica. A continuacion describiremos las di-
ferentes polimerasas con sus correspondientes secuencias reguladoras o
promotoras, poniendo cierto énfasis en la RNA-polimerasa II y sus facto-
res asociados.

La transcripcion por medio de la RNA-polimerasa |

La RNA-polimerasa I (Pol I) se encarga de transcribir los genes ribosomales
5.8S, 18S y 28S (rRNA). Los genes ribosomales son los que codifican para
rRNA que, al ensamblarse con proteinas de la célula eucarionte, conforman
al ribosoma, organelo celular responsable de la traduccion del RNA mensa-
jero y sintesis o formacion de proteinas celulares (figura 4-1).

58S  28S IGS 18S 58S  28S IGS 18S 5.8S  28S

Hll 1 Hll 1 Hll —

Estimuladores

Estimuladores

Figura 4-1. Organizacion gendémica de las repetidas ribosomales y la region espaciado-
ra intergenética (IGS). Los elementos de regulacion localizados en la regién espacia-
dora intergenética son complejos e incluyen una serie de elementos como terminado-
res (term) que aseguran la independencia transcripcional de cada unidad ribosomal.
Hay una serie de estimuladores con sus respectivos promotores, conocidos como pro-
motores espaciadores (SP), el elemento “rio arriba” del promotor (UPE) y finalmente
el centro o core del promotor. Todos estos elementos aseguran una expresion 6ptima
de los genes ribosomales.



CAPITULO 4 CONTROL DE LA EXPRESION GENETICA EN EUCARIONTES

67

Los promotores que reconocen a la RNA-polimerasa I dirigen la trans-
cripcion de la mayoria de los genes ribosomales (rRNA); por lo general, no
contienen caja TATA (Roeder 1992; Paule y White, 2000). A su vez, los pro-
motores ribosomales humanos se componen de un elemento central que
traslapa el sitio de inicio de la transcripcion y de un elemento de control
“rio arriba” del inicio (upstream control element o UCE), localizado a —100
pares de bases (pb) del sitio de inicio y fomenta los niveles de transcripcion
de 10 a 100 veces (figura 4-1). La transcripcion de estos genes ribosomales
requiere, ademds de la RNA-polimerasa I, de la acciéon concertada de dos
factores peptidicos: el factor UBF (upstream binding factor) y el factor se-
lectivo 1 0 SL1, el cual incluye a la proteina TBP (Roeder, 1992; Paule y Whi-
te, 2000). UBF ha sido purificado y su DNA complementario (DNAc) aislado
y caracterizado, tanto en humano como en Xenopus. Este factor se une de
manera especifica al elemento central, pero también al elemento UCE de los
promotores ribosomales. Por su parte, SL1 se une de manera cooperativa
con el UBF. Lo anterior ha dado pie a proponer que UBF se une primero al
DNA, lo que provoca o induce el reclutamiento de SL1: estas interacciones
incrementan considerablemente la formacién del complejo de iniciacion y,
por lo tanto, la accién de la RNA-polimerasa I. En humano, el factor SL1 es-
ta constituido por la asociacion entre TBP y un grupo de TAF de 48, 63 y
110 kDa que, como veremos mas adelante, son factores accesorios que for-
man parte del complejo de iniciacién (Comai y cols., 1992; Paule y White,
2000). Al parecer, las TAF son esenciales para las funciones del factor SL1,
ya que estas funciones no pueden ser reemplazadas por la TBP sola. Aqui se
sugiere que la asociacion SL1-TAF es importante para reclutar a la TBP en
promotores para la RNA-polimerasa I, a través de interacciones proteina-
proteina con el UBF y con el mismo DNA. Se propone que las interaccio-
nes proteina-proteina con el UBF pueden inducir cambios conformacionales
en el complejo SL1, favoreciendo la accion de TBP o alguna de las TAF, pa-
ra asi unirse al DNA.

La transcripcion por medio de la RNA-polimerasa Il

La enzima RNA-polimerasa II (Pol II) transcribe la gran mayoria de los genes
que codifican para proteinas celulares, al igual que algunos genes denomina-
dos pequefios RNA nucleares o small nuclear RNA o snRNA o pRNAn. Estos
altimos son pequeiios RNA que conforman el complejo de procesamiento
necesario para madurar un RNA premensajero a RNA mensajero maduro que
seran transportados posteriormente del nuicleo al citoplasma.

En la actualidad se conocen, al menos, 70 diferentes proteinas que en
forma de subunidades funcionan de manera concertada para regular la
transcripcion por parte de la RNA-polimerasa II (Lemon y Tjian, 2000). Al
parecer, muchas de estas proteinas, conocidas como factores de transcrip-
cién, interacttian entre ellas de manera especifica para favorecer la activi-
dad transcripcional de un gen.

Con base en técnicas de bioquimica, y en particular gracias al fraccio-
namiento por cromatografia, ha sido posible purificar y copurificar los
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factores de transcripcién antes mencionados. De esta manera, por una parte,
con la ayuda de sistemas experimentales in vifro, mediante el uso de la levadu-
ra 'y la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, se han podido realizar ex-
perimentos de genética que han permitido complementar las observaciones
bioquimicas e ir identificando los factores especificos para cada una de las
RNA-polimerasas y, en particular, para la RNA-polimerasa II (Albright y
Tjian, 2000). El ejemplo mas claro es el aislamiento a partir de células de
cuatro principales fracciones de proteinas nucleares, denominadas A, B, E,
F,HyD, FyE (figura 4-2). A partir de estas fracciones se ha podido demos-
trar que la RNA-polimerasa II requiere de las fracciones A, By D. De éstas,
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Figura 4-2. Modelo general para el inicio de la transcripcién por parte de la RNA-poli-
merasa |l. Este modelo apoya la idea de un ensamblaje secuencial de la maquinaria
basal de la transcripcion. Recordemos que TFIID esta compuesto por TBP y una serie
de TAF. Una vez asociado TFIID, se incorporan TFIIA y IIB los que, al parecer, determi-
nan distancia y orientacion para el ensamblaje de la RNA-polimerasa Il escoltada por
TFIIF al complejo de preiniciacion de la transcripcion. Cabe seialar que el complejo
mediador-srb viene acoplado a la RNA-polimerasa Il en su regién C-terminal (CTD).
Posteriormente se incorporan TFIIE y IIH, este Gltimo de suma importancia, dado que,
en presencia de ATP y nucleétidos TFIIH, fosforila a la region CTD de la RNA-polimera-
sa |l permitiendo asi el inicio de la elongacién y, por lo tanto, la sintesis del RNA.
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la fraccion D, denominada TFIID, es una de las mas importantes, dado que
tiene la capacidad de unirse a la secuencia TATA, conocida como caja TATA,
secuencia que se encuentra presente en la gran mayoria de los promotores
transcritos por la RNA-polimerasa II (Buratowski y Sharp, 1992; Lemon y
Tjian, 2000; Orphanides y Reinberg, 2002). La transcripcién por esta poli-
merasa comienza cuando la secuencia TATA, localizada en el centro de la re-
gi6n promotora, es reconocida por un factor transcripcional llamado TATA-
box binding protein o TBP. A su vez, la TBP es uno de los componentes del
complejo multiproteico conocido como TFIID (Roeder, 1998). La accién
reguladora del complejo TFIID depende de la accién coordinada de otros
factores transcripcionales conocidos como TAFs (TBP associated factors). La
actividad de las TAFs permite de una manera muy organizada la funcion de
otros seis complejos y, de esta manera, se forma el complejo de iniciacion
que a su vez permite reclutar a la RNA-polimerasa II e iniciar la transcrip-
cion. La formacion del complejo de iniciacién es un episodio extremada-
mente complejo donde participan mdltiples factores peptidicos mediante
interacciones DNA-proteina y proteina-proteina.

La subunidad funcional de la RNA-polimerasa II es capaz de catalizar
las sintesis de RNA, pero es incapaz por si sola de inducir de manera espe-
cifica la transcripcion de un gen. Son factores accesorios o factores de
transcripcién también llamados GTF (general transcription factors) de los
cuales se han definido TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y TFIIH, los que,
en conjunto con la RNA-polimerasa I, le dan la posibilidad de reconocer e
iniciar de manera especifica la transcripcion de un gen (Zawel y Reinberg,
1995; Roeder, 1998; Lemon y Tjian, 2000). En la actualidad, resulta dificil
imaginar la estructura de este complejo. Limitantes técnicas no permiten
resolver la estructura tridimensional de estos complejos, lo cual seria de
gran ayuda para definir las interacciones entre componentes e incluso el
orden de dichas interacciones. Por ejemplo, TFIID (compuesto por al me-
nos 9 polipéptidos), TFIIE (por 2), TFIIF (por 2) y TFIIH (por 8) (Reinberg
y cols., 1998).

Dentro de los genes transcritos por la RNA-polimerasa II existen dife-
rentes tipos de promotores. Por ejemplo, no todos los promotores de genes
transcritos por la RNA-polimerasa II tienen una caja TATA y un elemento
iniciador. Ademas, las secuencias nucleotidicas de estos elementos, al igual
que la distancia entre ellos, varia considerablemente. El hecho de que la
parte central de este tipo de promotores tenga tal variabilidad sugiere que
las interacciones entre factores transcripcionales y las secuencias de DNA
de los promotores varian de promotor a promotor.

Las reglas generales que guian la actividad de estos promotores y la
RNA-polimerasa II estaran dadas cuando se defina de manera precisa como
son y en qué orden se llevan a cabo las interacciones DNA-proteina, en las
diversas modalidades de promotores (Smales, 2001). Por lo tanto, las partes
centrales de dos promotores no son, por lo general, idénticas, y hasta aqui
resulta razonable postular que una o varias subunidades de la maquinaria
transcripcional basal se unen a distintos elementos de dichos promotores,
generando una alta variabilidad de respuesta. Recientemente, se ha apoya-
do la idea de que, ademas de la aportacion por parte de los factores de trans-
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cripcion a la regulacion transcripcional, la propia arquitectura de los pro-
motores representa un componente mas dentro de la regulacion de la ex-
presion de un gen.

La caja TATA

Los promotores para RNA mensajeros comunes se dividen en dos subgru-
pos generales: los que tienen la caja TATA y los que no la tienen. En los
promotores, ademas de la caja TATA, con frecuencia existen las llamadas se-
cuencias iniciadoras que se localizan cercanas al sitio de inicio de la trans-
cripcion. Al parecer, la caja TATA, junto con las secuencias iniciadoras, es la
responsable de reclutar a la TBP, formando un complejo con el TFIID. Ex-
perimentos in vitro han mostrado que la TBP, de manera individual, tiene
la capacidad de interactuar con los componentes basicos de la maquinaria
transcripcional.

Uno de los elementos del promotor mas estudiado es la caja TATA, la
cual se localiza comtnmente “rio arriba” del sitio de inicio de la transcrip-
cion (entre =25y —30 pb), pero no de todos los genes eucariontes transcritos
por la RNA-polimerasa II. Una de las mas importantes evidencias relaciona-
das con la importancia de la caja TATA es el descubrimiento de la unién de
TFIID a esta secuencia. Estudios mas detallados mostraron que una de las
subunidades de TFIID, la proteina que se une a la secuencia TATA, es la pro-
tefna conocida como TBP. Se ha demostrado que TFIID es un complejo
multipeptidico compuesto por al menos 9 subunidades, TBP y los factores
asociados a TBP, conocidos como TAF (Goodrich y Tjian, 1994; Albright y
Tjian, 2000). Estudios relacionados con TFIID en Drosophila sugieren que
al menos dos subunidades interactian con el DNA, teniendo una masa mo-
lecular de 60 y 150 kDa, respectivamente (Gilmour y cols., 1990; Albright y
Tjian, 2000). La clonacion del DNAc de la TAF, de 150 kDa, permiti6 reali-
zar experimentos que demostraron la capacidad del dTAFII150 para unirse
al DNA, en la region cercana al sitio de inicio de la transcripcion del promo-
tor tardio de adenovirus tipo 2(Ad2) (Verrijzer y cols., 1994). Por otra par-
te, la formacion parcial de un complejo TFIID, compuesto inicamente por
TBP, dTAFII150 y dTAFII250, dirigi6, de manera selectiva, altos niveles
transcripcionales utilizando un promotor canénico (Verrijzer y cols., 1995).
Es importante senalar que TBP, de manera individual, es incapaz de inducir
el inicio de la transcripcién. Existen maltiples evidencias que sefialan que
TFIID contiene al menos dos proteinas que se unen al DNA, la TBP y la TA-
FII150, las cuales acttan en la regién promotora y causan un efecto impor-
tante en el inicio de la transcripcion.

Transcripcion a partir de promotores sin caja TATA
La transcripcion de promotores de mRNA que no tienen caja TATA depen-

den basicamente del elemento Inr (initiator sequence) o secuencia de ini-
cio, la cual traslapa el sitio de inicio de la transcripcion. Por lo general, las
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secuencias Inr no comparten una homologia en diferentes promotores, por
lo que se piensa que existen diferentes familias de Inr. En el modelo presen-
tado en la figura 4-2, apreciamos cémo proteinas especificas de la secuen-
cia Inr (llamadas IBP) se unen en una primera instancia a esta secuencia
realizando funciones similares a las de TBP, es decir, reclutando factores
para el complejo de iniciacién (Hernandez, 1993). En la actualidad, se han
caracterizado varios factores tipo IBP (Hernandez, 1993). En realidad poco
se sabe sobre el orden y los factores que conforman al complejo de inicia-
cion en este tipo de promotores.

Mecanismos de activacion

Varios son los pasos que deben tomarse en consideracion para la formacion
del complejo de iniciacién. En particular, los activadores en frans deben fo-
mentar el inicio de la transcripcion, facilitando la interaccién de TBP con
la caja TATA, acelerando el reconocimiento, por parte de factores de trans-
cripcién, al promotor o incrementando la estabilidad de TBP a variantes de
afinidad de la caja TATA, lo cual incrementa el nimero de complejos de ini-
ciacion (Struhl, 1996).

El conjunto de episodios que llevan a la formacién del complejo de ini-
ciacion incluye como primer paso la unién de TBP, en forma de TFIID, a la
caja TATA. Dicha interaccion puede ser favorecida por TFIIA, el cual inter-
actta con TBP en tres residuos de lisina localizados en la region repetida
basica de TBP (Buratowski y Zhou, 1992; Lee y cols., 1992; Orphanides y
cols., 1996; Reinberg y cols., 1998). Una vez que la TBP se une a la caja
TATA, TFIIB seguida por la RNA-polimerasa II, la cual se encuentra asociada
a TFIIF, se unen en conjunto al complejo de iniciacion (figura 4-2). Después
de la union de la RNA-polimerasa II con TFIIF, TFIIE, TFIIH y TFI1J, se in-
corporan al complejo de iniciacion. Es en ese punto donde la transcripcion
puede dar inicio, siempre y cuando el complejo esté en presencia de trifos-
fatos ribonucleétidos, pero una modificacion postraduccional de la RNA-po-
limerasa II es imprescindible para iniciar la transcripcién (Zawel y Rein-
berg, 1995).

El extremo carboxilo-terminal (C-terminal) de la RNA-polimerasa II es-
ta constituido por un motivo repetido que puede ser altamente fosforilable
(Dahmus, 1994). Se sabe que TBP interacttia tinicamente con la forma fos-
forilada de la RNA-polimerasa II, que es la forma en la cual la polimerasa
tiene la capacidad de entrar al complejo de iniciacién (Ushevay cols., 1992).
La forma de la polimerasa que se encuentra involucrada en la elongacion
transcripcional es la fosforilada, la cual predomina para el inicio de la trans-
cripcién, a partir de un promotor (Dahmus, 1994; Orphanides y cols., 1996),
lo cual, en parte, parece estar dado por la disrupcién de la interaccion con
la TBP (Usheva y cols., 1992). Mas recientemente se ha demostrado que la
region C-terminal no sélo es el blanco de la fosforilacién por parte de
TFIIH, sino también de otro conjunto modulador conocido como media-
dor/srb, el cual contribuye en funciones moduladoras de la transcripcion,
pero también tiene interacciones con remodeladores de la estructura de la
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cromatina, la cual se ve asi asociada a la maquinaria transcripcional (Orpha-
nides y cols., 1996; Orphanides y Reinberg, 2002).

El dominio carboxilo-terminal de la RNA-polimerasa Il

A partir del descubrimiento, clonacion y secuenciaciéon de la subunidad
grande de la RNA-polimerasa II, se ha puesto en evidencia la importancia
del dominio carboxilo-terminal. Una de las primeras observaciones demos-
tré que el dominio C-terminal es esencial para la funcion de la RNA-polime-
rasa II in vivo. Este mismo dominio se encuentra, de manera ciclica, cova-
lentemente modificado, fosforilindose fuertemente en la regiéon C-terminal
(conocida como CTD), durante el proceso de inicio de la transcripcion, pa-
ra después hipofosforilarse justo antes de la iniciacién de la transcripcion
(figura 4-2). Este dominio resulta un buen sustrato para una variedad de
CDK (ciclinas dependientes de cinasas) y, de esta forma, tiene un vinculo
con la regulacion en la progresion del ciclo celular (Orphanides y Reinberg,
2002).

Uno de los factores generales de transcripcion que se encuentra estre-
chamente ligado a la region C-terminal de la RNA-polimerasa II es TFIIH.
Miembro del complejo de iniciacion, es el responsable de la fosforilacion de la
region C-terminal de la RNA-polimerasa II y tiene una actividad de helicasa
en sentido 5'-3'y 3'-5'. Dentro de las funciones de TFIIH se ha descubierto que
una de las subunidades del TFIIH, la subunidad de 89 kDa, corresponde a la
proteina ERCC3, encargada de reparar el DNA, es decir, de corregir errores
en la secuencia de DNA; por lo tanto, el proceso de transcripcion parece es-
tar acoplado a la reparacion del mismo DNA (Schaeffer y cols., 1993). La
proteina ERCC3 es una DNA-helicasa, la cual tiene un papel esencial en el
proceso de nucleotide escission repair (Weeda y cols., 1990). Esta no es la
tnica proteina del complejo TFIIH involucrada en la reparacién. Se han
caracterizado también otras subunidades de TFIIH con esta funcion. Esto
implica una doble funcién del complejo TFIIH: la relacionada con la trans-
cripcién y la de reparacion del DNA (Friedberg 1996; Sancar, 1996). Por otra
parte, se ha visto que TFIIH es el blanco molecular para ciertos activadores.
Una posibilidad es que la interaccion entre un activador, o incluso un repre-
sor, con TFIIH, induzca cambios conformacionales en el DNA, derivados de
la actividad de la helicasa de TFIIH, y forme un complejo abierto, causando
un aumento o disminucion de la transcripcion, a partir de un promotor.

Recientemente se han identificado nuevas interacciones entre el domi-
nio C-terminal y los factores de transcripcion TFIIE, TFIIF y TFIIH, con su
actividad CDK (McNight, 1996; Orphanides y Reinberg, 2002). Uno de los pa-
sos es la asociacion entre la RNA-polimerasa II y su dominio C-terminal no
fosforilado, con el complejo de proteinas SRB. Sobre la base de esta obser-
vacion, se ha dado en llamar a la RNA-polimerasa Il y sus factores asociados
la holoenzima (Orphanides y cols., 1996). Esta holoenzima, formada por
varias subunidades, tiene la caracteristica de responder a la acciéon de ac-
tivadores, ademas de ser el componente central para el proceso de inicio de
la transcripcion. Las proteinas SRB, también conocidas como mediadores,
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son las que se asocian a la polimerasa, completando la formacion de la ho-
loenzima (Koleske y Young, 1994; Orphanides y cols., 1996). Por lo general,
la secuencia de ciertas proteinas SRB no tiene homologia alguna con otras
proteinas conocidas. Pero resulta claro que las proteinas SRB son esencia-
les para la actividad transcripcional, por parte de la RNA-polimerasa II. Al
nuevo complejo formado por la RNA-polimerasa II y SRB se le afiade una
serie de factores de transcripcion generales tipo TFIIB, TFIIH, TFIIE y TFIIF
(McKnight, 1996). Por otra parte, actualmente no ha podido demostrarse de
manera experimental una relacion entre los complejos SRB/mediador/RNA-
polimerasa II y TBP/TFIID, de manera independiente al promotor (figura
4-2). Es decir, la convergencia funcional de estos dos complejos estd aparen-
temente dictada por el promotor. Después de la convergencia mencionada,
se induce la fosforilacion del dominio C-terminal de la RNA-polimerasa II,
con la consecuente liberacién del complejo SRB (figura 4-2). Lo que se pro-
pone es que la liberacion del complejo SRB da la sefial para la formacién del
complejo de preiniciacion de la transcripcion de manera estable. El siguien-
te paso esta dictado por una masiva fosforilacién de la regiéon C-terminal,
disociando al complejo de preiniciacién y generando la transicién en la cual
la RNA-polimerasa II se involucra plenamente en el episodio de elongacion;
a su vez, se liberan los cofactores transcripcionales. Las sefiales que provo-
can la fosforilacién del dominio C-terminal son atin desconocidas. Pero in-
teracciones con los factores de transcripcién, como TFIIB o TFIIH, pueden
por una parte fomentar cambios conformacionales, pero también modular
las fosforilacion de la region C-terminal. Otras caracteristicas interesantes
de esta fosforilacion consiste en que esta modificacién postraduccional
flucttia extraordinariamente a lo largo del proceso de transcripcion. La fos-
forilacion esta dada por dos distintas CDK, siendo el C-terminal un sustra-
to propicio para CDK, de la familia de las serina-treonina-cinasas. De lo an-
terior, surge una observacion interesante relacionada con las CDK. Dado
que éstas representan un componente fundamental en la progresion del ci-
clo celular, sus actividades pudieran tener un papel maestro en la regula-
cién transcripcional. A su vez, estas observaciones sugieren que pudiera
existir un vinculo, més estrecho de lo que pudiera imaginarse, entre las
moléculas reguladoras del ciclo celular y la maquinaria transcripcional.

La RNA-polimerasa Il y TBP

A partir del aislamiento de TFIID y la posterior clonacién y caracterizacion
del DNAc de la proteina que se une a la caja TATA, denominada TBP por TA-
TA-box-binding protein, se aislaron homologos en multiples organismos
(Hernandez, 1993). Como en levadura, en Drosophila y en humano, TBP es
una pequefia proteina de 38 kDa. Estudios funcionales han demostrado la
capacidad de TBP, al igual que TFIID, de mediar una activacién basal de
la transcripcion por la RNA-polimerasa II. Pero, a diferencia de TFIID, TBP
no tiene la capacidad de respuesta a activadores transcripcionales (Pugh y
Tjian, 1991). De la observacion anterior surge la hip6tesis que sugiere que,
ademas de la funcién de TBP, se requiere de otros factores presentes en el
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complejo TFIID, los cuales se conocen como coactivadores (Pugh y Tjian,
1991; Albright y Tjian, 2000). Analisis bioquimicos revelan que TFIID es un
complejo multi-peptidico compuesto por TBP y un grupo de factores aso-
ciados, conocidos como TAF por TBP-associated factors. De lo anterior se
deduce que las funciones de coactivadores estan dadas por las diferentes
TAF. Aparentemente, TBP como una subunidad de TFIID es exclusiva para
genes transcritos por la RNA-polimerasa II. Lo anterior no es valido, dado
que, para los tres tipos de polimerasas, existen sus excepciones. Una de las
variantes mas notorias es la de los promotores de genes que codifican para
los pequefios RNA nucleares (small nuclear RNA) o snRNA, involucrados en
el procesamiento de otras moléculas de RNA. La mayoria de estos genes se
transcriben por medio de la RNA-polimerasa II, pero existen algunas excep-
ciones, como el gen U6 snRNA que es transcrito por la RNA-polimerasa III.
A partir de maltiples observaciones se ha podido concluir que TBP no es ex-
clusivamente un factor transcripcional para la RNA-polimerasa II, de lo que
se desprende que TBP puede estar involucrada en la transcripcién mediada
por los tres tipos de RNA-polimerasas (Hernandez, 1993). El requerimiento
universal de TBP ha sido demostrado y confirmado en levadura, donde mu-
taciones en TBP tienen consecuencias en la transcripcién mediada por las
tres polimerasas (Cormack y Struhl, 1992). Por lo tanto, TBP es parte inte-
gral del complejo de iniciacion para promotores de las tres RNA-polimera-
sas, incluyendo o no la caja TATA. Una de las hipétesis que surgen en rela-
cién con TBP es que su accion en los distintos promotores se lleva a cabo
por vias alternas, aunque relacionadas, con la finalidad de reclutar de ma-
nera especifica cada una de las polimerasas.

Como se mencioné anteriormente, el DNAc que codifica para la TBP ha
sido clonado y caracterizado en un gran niimero de organismos. Un estudio
comparativo de las diferentes secuencias de aminodacidos de TBP ha mostra-
do la presencia de un dominio amino-terminal (N-terminal) no conservado,
mientras que el dominio C-terminal esta altamente conservado, en el cual
se localizan, de manera consistente, dos copias de una repetida, imperfecta,
directa, de 61-62 aminoacidos. También, entre estas dos repetidas se locali-
zan repetidas cortas, con residuos de aminoacidos bésicos. La parte central
del dominio C-terminal de la mayoria de las secuencias de TBP conocidas
tiene mas de 75% de identidad a nivel de sus secuencias peptidicas. Toda es-
ta parte central constituye un amplio dominio de unién al DNA, el cual in-
teractta con éste en forma de un monémero, localizandose el contacto en
el surco menor del DNA e induciendo una deformacion del DNA alrededor
de la secuencia TATA (Horikoshi y cols., 1990; Starr y Hawley, 1991; Her-
nandez, 1993).

La estructura de una de las TBP, la TBP-2 de Arabidopsis thaliana, ha
sido cristalizada y determinada a una resolucién de 2.6 A (Nikolov y cols.,
1992). La estructura tridimensional mostré que el dominio central posee
una elegante simetria que forma, en el dominio de unién al DNA, una es-
tructura de sillin, donde la simetria estd proporcionada por las repetidas di-
rectas. Dada la gran similitud en secuencia, se espera que, a nivel estructu-
ral, exista una gran conservacion entre las distintas TBP. Esta estructura en
sillin es suficientemente amplia para pensar en, ademas de la union al DNA,
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interacciones proteina-proteina. Hay que recordar que TBP acttia en un con-
texto de maltiples interacciones con TFIID y sus TAF asociadas.

Los activadores y coactivadores

Los activadores y/o coactivadores desempefian un papel muy importante
en la regulacién de la RNA-polimerasa II, dado que confieren una alta afini-
dad y especificidad hacia secuencias particulares de DNA en la regién pro-
motora. El centrarse en atraer a la polimerasa puede ser realizado a través
de multiples interacciones proteina-proteina, interacciones que involucran,
principalmente, a los activadores. Por otra parte, TBP se encuentra asocia-
da a numerosas proteinas. Junto con la polimerasa, se forma un complejo
multipeptidico, en el cual, los activadores desempenan un papel impor-
tante, ya que las interacciones proteina-proteina pueden inducir cambios
conformacionales, lo que genera, a su vez, nuevas o diferentes interaccio-
nes. Por otra parte, y como veremos mds adelante, los activadores tienen la
capacidad de reclutar cofactores (tanto positivos como negativos), los cua-
les tienen efectos directos en la remodelacion de la estructura de la cro-
matina, imprescindible para la activacion transcripcional (Gamble y Freed-
man, 2002).

Las interacciones proteina-proteina, llevadas a cabo por los coactivado-
res y/o correpresores, son las que hacen que los activadores realicen sus
funciones, funciones que incluso pueden ser a distancia, a través de la ac-
cién de elementos de regulacion tipo estimuladores o silenciadores, el pri-
mero favoreciendo la actividad transcripcional y el segundo reprimiéndola.
De lo anterior, se desprende una observacion que nos lleva a considerar los
diferentes niveles de regulacion, dentro del proceso de inicio de la trans-
cripcion y, sobre todo, de su plasticidad y complejidad.

Existen activadores y coactivadores eucariontes con la capacidad de inte-
ractuar con miembros de la maquinaria basal de la transcripcion, como TFIID
(a través de las distintas TAF), TFIIB, TFIIF y TFIIH (Zawel y Reinberg, 1995;
Triezenberg, 1995; Lemon y Tjian, 2000). Ademas de los activadores, se han
definido a los coactivadores, como, por ejemplo, el cofactor positivo 4 o PC4,
Dr2, entre otros, cuya funcion es la de modular de manera atin mas fina la ac-
tivacion transcripcional (Zawel y Reinberg, 1995; Triezenberg, 1995; Lemon
y Tjian, 2000). Es cuando se llevan a cabo interacciones entre activadores y
coactivadores, que puede darse una remodelacion de la estructura de la cro-
matina, la cual permitird, subsecuentemente, la incorporacion de la maqui-
naria basal de transcripcion. Las TAF son moléculas que interactian con
coactivadores y se ha demostrado que estas interacciones contribuyen de ma-
nera importante a la activacion. De esta forma, podemos imaginar que TFIID
puede ser un centro con multiples capacidades de respuesta a distintos tipos
de senales, tanto extra como intracelulares, induciendo variabilidad en las
formas de activacion transcripcional y dando, por una parte, una mayor espe-
cificidad y, por otra, una rapida respuesta.

En la actualidad, existen evidencias directas que sefalan que la unién o
contacto entre activadores y factores generales de transcripcion, junto con
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La tercera clase de
RNA-polimerasa es la
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bosomal 55 rRNA vy
algunos otros peque-
nos RNAs nucleares
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el remodelamiento de la estructura de la cromatina, son uno de los prime-
ros episodios de activacion transcripcional. Pero aqui surge una pregunta:
¢de qué forma estos contactos, generalmente proteina-proteina, pueden
inducir un aumento en los niveles de transcripcién, a partir de un promo-
tor? A continuacion, consideramos algunos de los mecanismos generales
propuestos para explicar este tipo de activaciéon. Una primera posibilidad
es la que contempla que los activadores reclutan y concentran factores ge-
nerales de transcripcion directamente a la regiéon promotora. Por ejemplo,
se ha demostrado qué activadores pueden atraer a TFIID, TFIID/TFIIA y
TFIIB a regiones promotoras (Goodrich y cols., 1996). A su vez, este meca-
nismo pudiera favorecer a promotores con secuencias alejadas de los con-
sensos 0, incluso, en ausencia de caja TATA. Una segunda posibilidad es que
las interacciones entre activador y factor transcripcional general modifi-
quen la conformacion ya existente, es decir, generen cambios en el comple-
jo de preiniciacién (Orphanides y Reinberg, 2002). Este tipo de cambios
conformacionales puede traer como consecuencia la agrupacion de nuevos
factores, y asi favorecer el inicio de la transcripcion de manera diferencial.
La tercera posibilidad es el efecto de los activadores y coactivadores en el re-
clutamiento de la maquinaria necesaria para remodelar la estructura de la
cromatina, como por ejemplo, las acetilasas de histonas y los complejos de
remodelaje ATP-dependientes (Orphanides y Reinberg, 2002; Narlikar y
cols., 2002). En resumen, la acciéon de cofactores que afectan la activacion
transcripcional tanto de manera positiva como negativa se visualiza como
un juego sutil de interacciones y reclutamiento de componentes adiciona-
les que deben remover la estructura represora de la cromatina para que, en
el punto culminante, la maquinaria basal de transcripcion, con los factores
generales de transcripcion y la RNA-polimerasa, puedan tener acceso, de
manera tiempo y tejido-especifico, a su promotor y lograr asi la activacién
y expresion de un gen.

La RNA-polimerasa Il

La tercera clase de RNA-polimerasa es la tipo III (Pol III) que transcribe los
genes para los RNAs de transferencia (tRNA), al igual que el gen ribosomal
5S rRNA y algunos otros pequefnos RNAs nucleares (snRNA).

Los promotores que son reconocidos por la RNA-polimerasa III se divi-
den en tres clases (Geiduschek y Kassavetis, 1992; Paule y White, 2000). La
clase 1y 2 son promotores sin caja TATA y tienen una region interna de con-
trol llamada ICR para el caso del gen ribosomal 5S rRNA, y las cajas Ay B
para RNA de transferencia, los genes 7SL y los genes virales tales como
Ad2, VAI y VAII (figura 4-3). Por su parte, los promotores clase 3 han sido
caracterizados en genes que codifican para pequefios RNA nucleares en ver-
tebrados y en genes para RNA citoplasmaticos, entre los cuales se incluyen
U6, 7Sk, hY1 y hY3, H1 y MRP/Th (Hernandez, 1993; Paule y White, 2000).
La transcripcion a partir de promotores con y sin caja TATA, por parte de la
RNA-polimerasa III, requiere de TBP asociada a distintos complejos y no in-
teractuando directamente con el DNA.
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Figura 4-3. Esquema de las tres clases
de promotores transcritos por la RNA-
polimerasa Ill. En cada caso, el sitio de
inicio de la transcripcion se indica co-
mo +1, al igual que el sitio de termina-
cién (Tn). IE: elemento intermedio;
PSE: elemento de la secuencia proximal
y DSE: elemento de la secuencia distal.
De manera interesante para los pro-
motores de la clase 1y 2, se ha demos-
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El principal elemento de regulacion para genes transcritos por la
RNA-polimerasa III se localiza dentro de la secuencia de DNA en que va a
ser transcrito y se conoce como region interna de control o ICR. Este tipo
de elemento se encuentra en promotores para genes de la clase 1y 2. Para
los genes clase 3, el elemento de regulacion se encuentra “rio arriba” del
inicio de la transcripciéon. Dentro de esta region interna de control, existen
las cajas Ay B que son secuencias de unién a TFIIIA para los genes clase 1
y TFIIIC para los genes clase 2 (figura 4-3). La separacion o distancia entre
las cajas Ay B, en los genes clase 1y 2, es critica y pequefias variaciones en
distancia afectan dramdaticamente su actividad (Geiduschek y Kassavetis,
1992; Paule y White, 2000). Los promotores de genes clase 3, cuyos elemen-
tos de regulacion se localizan arriba del sitio de inicio de la transcripcion,
tienen un interés particular. Este tipo de promotores tienen una doble fun-
cién, dado que tienen elementos comunes a la RNA-polimerasa II y III. En
este caso, el promotor estd organizado en una secuencia similar a la caja
TATA, un elemento proximal conocido como PSE, el cual se localiza a -56
pb, en relacién con el inicio de la transcripciéon y un elemento distal, DSE,
caracteristico de los genes 7SK y U6 snRNA, en vertebrados (Geiduschek y
Kassavetis, 1992; Paule y White, 2000).

‘ Los elementos de regulacion

Los estimuladores y silenciadores

Los estimuladores son considerados elementos de regulacién que pueden
fomentar los niveles de transcripcion de un gen, a partir de un promotor.
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Los silenciadores se de-
finen de manera simi-
lar a los estimuladores,
sélo que su efecto, en
lugar de aumentar la
actividad transcripcio-
nal, la disminuye.

Por definicion, se sabe que la accion de este tipo de elementos de regulacion
se da de manera independiente de su orientacion y de su localizacion, es de-
cir, en el costado 5' 0 3', en relacion al gen. Su accion puede darse a distan-
cia, desde unos cuantos pares de bases, en el caso de la levadura, hasta 100
kb o0 mas en Drosophila (Blackwood y Kadonaga, 1998; Bulger y Groudine,
1999). Los estimuladores pueden tener una especificidad diferencial; esto
quiere decir que los estimuladores pueden ser tejido-especificos y activarse
en etapas claves del desarrollo de un organismo. Su funcién estd dada por
las interacciones que se generan entre un fragmento de DNA y factores de
transcripcion especificos. Estos factores son los que pueden darle la marca
particular a un estimulador, con base en interacciones tejido y tiempo-
especificos, en combinacion con factores generales o ubicuos. Con base en
estas interacciones, se dice que un estimulador posee una organizacion
modular donde cada médulo corresponde a una interaccién tnica DNA-
proteina (Recillas Targa y cols., 1993; Blackwood y Kadonaga, 1998). Un
estimulador puede estar constituido por un médulo o varios médulos. El
segundo caso, su distribuciéon y combinatoria generan una respuesta re-
guladora altamente especifica. Por otra parte, un elemento tipo estimula-
dor dificilmente puede ser identificado con base en su secuencia nucleo-
tidica.

Por su parte, los silenciadores se definen de manera similar a los es-
timuladores, s6lo que su efecto, en lugar de aumentar la actividad trans-
cripcional, el silenciador la disminuye. En la realidad, tampoco existen se-
cuencias consenso que permitan definir un elemento tipo estimulador o
silenciador. La identificacion y caracterizacion de este tipo de elementos de
regulacion se hace mediante experimentos que revelan regiones abiertas en
la cromatina, basados en el corte por parte de endonucleasas como la DNa-
sa I (busqueda de sitios de hipersensibilidad al corte, por parte de la DNasa
I) o con base en ensayos funcionales donde se analiza, sea en células en cul-
tivo o en animales transgenéticos, el aumento en la actividad transcripcio-
nal de un gen reportero (un gen cuya actividad transcripcional pueda ser
cuantificada). De esta manera, generando fragmentos de DNA de diversos
tamarios fusionados al gen reportero, es posible, con relativa facilidad, iden-
tificar en qué fragmento de DNA se observa una actividad reguladora que
afecta los niveles de expresion del gen reportero. Cuando el elemento es-
timulador se localiza en regiones alejadas del gen al cual regula, entonces,
la estrategia experimental, mediante la generacion de fragmentos de DNA,
no es la mas practica. Una alternativa experimental aconsejable, sobre todo
para la busqueda de este tipo de elementos en grandes zonas del genoma, es
la identificacion de sitios de corte en la doble cadena del DNA, por parte
de la endonucleasa DNasa I. Esta enzima, como veremos mas adelante, rea-
liza un corte en la doble cadena, en particular en el surco mayor del DNA,
siempre y cuando esa region se encuentre en una estructura de la cromati-
na suficientemente relajada y con una organizacion de los nucleosomas
mas laxa. El razonamiento tedrico nos lleva a esperar que en las zonas con
mayor acceso a la DNasa I, puedan llevarse a cabo la unién de factores pro-
teicos a sus secuencias blanco en forma de mddulos que, en combinatorias
altamente especificas, van a conformar un estimulador o un silenciador. La
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prediccion tedrica ha tenido gran éxito, dado que, mediante esta estrategia
experimental, se han podido definir un gran niimero de elementos de regu-
lacion (Bulger y Groudine, 1999). Un ejemplo claro de lo anterior es el con-
junto de sitios de hipersensibilidad a la DNasa I (HD), identificados en el
grupo de genes de la globina en humano, los cuales se localizan entre 8 y
35 kb, “rio arriba” del primer gen del dominio y que se denomina LCR, por
Locus Control Region, que mas adelante describiremos en detalle (Grosveld
y cols., 1987; Bulger y Groudine, 1999).

A continuacion, haremos una transicion para analizar algunos aspectos
estructurales de la cromatina, como son los nucleosomas y sus distintos ni-
veles de estructuracion, las secuencias tipo MAR o SAR, al igual que los ele-
mentos que delimitan o definen dominios cromosémicos. Esta parte intenta
dar una vision estructural de la cromatina que serd integrada en el contex-
to de la regulacion transcripcional. Recordemos que tanto los promotores
como los estimuladores o silenciadores se encuentran dentro del contexto
de la estructura represora de la cromatina y que, para que estos elementos
puedan ser funcionales, es necesario remodelar dicha estructura (Recillas-
Targa y Razin, 2001).

‘ Los nucleosomas

Los nucleosomas constituyen el primer nivel de compactacion de la croma-
tina dentro del ntcleo. Actualmente, se conoce la estructura nucleosomal
que interactta con el DNA a una resolucién de 2.8 A (Luger y cols., 1997).
El nucleosoma se encuentra compuesto por un grupo de proteinas basicas
llamadas histonas que se agrupan formando un octamero, el cual abarca al-
rededor de 146 pb de DNA. Las histonas se agrupan por pares (H3/H4 y
H2A/H2B) (Arents y Moudrianakis, 1993; Wolffe, 1995; Luger y cols., 1997).
Por otra parte, la histona H1 se une al DNA en la region internucleosomal,
aunque también se ha sugerido su interaccién con el nucleosoma, justo a
la salida de la doble hebra del DNA. Se ha postulado que la histona H1, co-
nocida también como H5, es la responsable de contribuir a la formacién de
niveles mas elevados de compactacion del genoma, empezando por la fibra
de 30 nm o solenoide, la cual, por cierto, se sugiere que es el molde real
donde se debe llevar a cabo la remodelacién de la estructura de la croma-
tina para poder, posteriormente, iniciar la transcripciéon (Wolffe, 1993;
Bulger y Groudine, 1999). Finalmente, es la formacion de estas fibras lo que
induce un mayor grado de compactacion de la cromatina en el interior del
nuicleo.

La organizacion del octdmero de histonas

Las cuatro histonas H3, H4, H2A y H2B poseen entre si interacciones alta-
mente selectivas. Cada una de estas histonas posee una region amino-ter-
minal flexible que sobresale de la estructura global del octamero, mientras
que la region carboxilo-terminal esta involucrada en las interacciones entre
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histonas en el interior del nucleosoma. La histona H2A forma un heterodi-
mero con la histona H2B, mientras que la H3 forma un heterodimero con
la histona H4. A nivel estructural, la interfase entre histonas y cada uno de
los heterodimeros es muy similar, formando un motivo estructural com-
pacto (Arents y cols., 1991; Luger y cols., 1997). Los dominios C-terminales
de cada una de las histonas tienen una conformacién peptidica tipo hélice
o.. Dichas hélices participan activamente en los contactos intermoleculares.
Dos de las moléculas que conforman cada una de las cuatro histonas se en-
cuentran presentes en cada nucleosoma, teniendo dichas histonas una orga-
nizacion tripartita, en donde el tetramero central de histonas, el dimero
H3/H4 y el dimero H2A/H2B, son estables tinicamente en condiciones fisio-
l6gicas y particularmente en presencia del DNA.

Interacciones del DNA con el octamero de histonas

El anélisis de la estructura de la cromatina mediante la utilizacién de nu-
cleasas (enzimas que cortan el DNA) ha aportado informacién relacionada
con la estructura y distribucién de estas nucleoproteinas y sus interaccio-
nes con el DNA. En particular, han sido relevantes los resultados arrojados
por la digestion de la cromatina por la nucleasa micrococal, lo que ha per-
mitido definir el fragmento de DNA que abarca un nucleosoma; por lo tan-
to, permite determinar la posicion de dicho nucleosoma, en funcién de una
secuencia de DNA. Esta fue de 146 pb de DNA, confirmado recientemente
con la estructura a 2.8 A, donde la molécula de DNA se enrolla al octamero
de histonas, dando casi dos vueltas completas (Pruss y cols., 1995; Luger y
cols., 1997). Molecularmente, se ha definido que la conformacién del DNA
alrededor del nucleosoma se modifica en particular, en relacién con la tor-
sion del DNA, sobre todo, si se compara con el DNA libre en solucién (Ha-
yes y cols., 1991a, b). Cuando el DNA se encuentra asociado al nucleosoma,
la periodicidad de la doble hélice o es de 10.7 pb por vuelta, mientras que
el DNA libre tiene una periodicidad de 10 pb por vuelta. Esta estructuracion
del DNA asociada al nucleosoma parece favorecer las interacciones con si-
tios especificos en el octamero de histonas y, a su vez, en ciertos casos ex-
poner al DNA, en la cara externa del nucleosoma, secuencias de unién a
factores de transcripcion. Lo anterior esta dado basicamente por los cam-
bios de periodicidad en la helicoidicidad de 10.7 pb por vuelta del DNA
(Arents y Moudrianakis, 1993). Por otra parte, cuando se realizan modifi-
caciones en el octamero de histonas, en particular, cuando se elimina la
region N-terminal de las histonas, no se presentan cambios importantes
en la estructura del DNA (Hayes y cols., 1991a, b). A su vez, la interaccion
del DNA con los nucleosomas no es uniforme, es decir, que para una vuel-
ta del DNA, alrededor del nucleosoma, existen diferentes angulos y doble-
ces del DNA. Estas diferencias son las que van a servir para determinar
zonas especificas de interaccion entre el DNA y las histonas. Por otra par-
te, se ha demostrado claramente que el octimero de histonas ejerce un
dominio estructural sobre el DNA (Hayes y cols., 1991a, b). Lo anterior su-
giere que, para cualquier molécula de DNA, sin importar su estructura en
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solucion, se inducird una misma modificacion estructural, una vez que se
asocie al octamero de histonas.

Estudios pioneros realizados por Mirzadekov y colaboradores demos-
traron mediante técnicas de entrecruzamiento (crosslinking), es decir, de
congelamiento de las interacciones entre el DNA y las proteinas, que el DNA
realiza sus contactos con el dominio C-terminal de las histonas (Ebralidse
y cols., 1988; Luger y cols., 1997). De estos estudios se desprenden impor-
tantes observaciones relacionadas con la estructura nucleosomal y sus in-
teracciones con el DNA. Por ejemplo, se ha demostrado que 30 pb de DNA
interacttian directamente con la histona H4. El dominio N-terminal de la
histona H4 es responsable de inducir una importante curvatura en el DNA
(Ebralidse y cols., 1988). EI dimero de histonas (H2A/H2B) interactta con
el DNA, siendo la histona H2A la tGnica histona que tiene un dominio N y
C-terminales basicos, donde el C-terminal es el que interactia con el DNA.
Finalmente, el tetramero (H3/H4) interactta con 120 pb de DNA (Dong y Van
Holde, 1991; Luger y cols., 1997). Dentro de estas 120 pb de DNA, hay zo-
nas de contacto con el extremo C-terminal de la H2A y con la histona H2B
en un fragmento de 40-60 pb. La estabilidad de las interacciones del dime-
ro de histonas (H2A/H2B) con el tetramero (H3/H4) depende del manteni-
miento de extensos contactos con el DNA. En resumen, la flexibilidad del
dominio N-terminal, las multiples interacciones entre cada histona y los
contactos con el DNA sugieren que el conjunto forma una estructura alta-
mente compacta.

Las histonas conectoras, los nucleosomas
y las fibras cromatinianas

Los sitios de corte generados por la nucleasa micrococal en un DNA cubier-
to por nucleosomas en células somaticas mostraron la generacién de frag-
mentos de 180-190 pb, en promedio. Este tamafio de fragmento se ha dado
en llamar “repetidas nucleosomales”. La caracterizacion de proteinas aso-
ciadas al DNA, en un complejo formado entre nucleosomas y DNA, durante
la digestion de la cromatina mediante esta nucleasa revel6 la presencia de
un quinto tipo de histona. Esta nueva histona se conoce como la histona H1
o H5 y su presencia fue demostrada cuando, al reducir la distancia entre los
nucleosomas, la histona H1 se perdia o se disociaba del DNA. Un analisis
mas detallado mostré que la histona H1, denominada también histona co-
nectora, protege un fragmento adicional de DNA de 20 pb, contiguo al frag-
mento de 146 pb, que abarca el enrollamiento del nucleosoma.

La histona conectora posee tres dominios estructurales: los extremos
N y C-terminales se encuentran flanqueados por un dominio globular cen-
tral. Se ha demostrado que la region globular de la histona H1 es la que
contacta al DNA (Allan y cols., 1980). Se ha propuesto un modelo que trata
de explicar la funcionalidad del dominio globular de la histona H1, con
base en su localizacion entre dos nucleosomas, dado que cada una de las ca-
denas del DNA, provenientes de la entrada y la salida del nucleosoma tienen
contacto con la histona H1. El tercer contacto se realiza directamente con
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el surco menor del DNA orientado en el sentido opuesto, en relacién con el
nucleosoma (Allan y cols., 1980).

La estructura del dominio globular de la histona conectora H5 (GH5)
ha sido determinada (Ramakrishnan y cols., 1993). Esta estructura mostré
una importante similitud entre la histona H5 y el dominio de unién al DNA
del factor transcripcional HNF-3 (Clark y cols., 1993). HNF-3 tiene afinidad
para unirse al surco mayor del DNA en forma de un mondémero, inducien-
do un doblez hacia si mismo. Los aminoacidos clave para el reconoci-
miento del DNA por parte del factor transcripcional HNF-3 estan totalmen-
te conservados entre HNF-3 y la histona H5, lo cual sugiere fuertemente
que el dominio globular de H5 contacta al DNA del nucleosoma de una
forma similar. Lo anterior coincide con el hecho de que el residuo histi-
dina 25 de la histona H5 es la que contacta el DNA del nucleosoma (Mir-
kovitch y cols., 1984). Por el momento, no se sabe si es una histona H1 o
si se forma un dimero de H1, el cual se une al DNA. Existe la posibilidad de
tener mas interacciones de las histonas conectoras con otras histonas co-
nectoras del nucleosoma adyacente, lo que hace proponer la hipétesis de
que con base en las histonas conectoras podemos esperar un arreglo de los
nucleosomas que induce un alto grado de organizacion de las fibras cro-
matinianas.

La acetilacion y desacetilacion de las histonas:
el cédigo de histonas

Las estructuras relacionadas con la cromatina, al igual que la estabilidad de
estas mismas, determinan aparentemente cuando y en qué lugar los nu-
cleosomas pueden realizar su funcién represora o, por otro lado, tener una
funcion indirecta de activador transcripcional (Schild y cols., 1993).

Mutaciones en forma individual de las histonas generan modificaciones
importantes en la organizacion de la cromatina en el ntcleo de una célula
eucarionte, teniendo como consecuencia directa cambios, de manera selec-
tiva, de la expresion de los genes. La mencionada selectividad depende de la
formacion de complejos multiproteicos que modulan la cromatina y dan las
sefiales de especificidad (Lemon y Tjian, 2000). De lo anterior se ha pro-
puesto que las modificaciones de las histonas y, por lo tanto, de los nucleo-
somas, constituyen episodios dindmicos.

La manera de entender dicha dinamica es a través de las modificacio-
nes postraduccionales que sufren las regiones amino-terminales de las his-
tonas. Los residuos que componen estas regiones resultan ser el blanco de
modificaciones postraduccionales tales como la acetilacion, la metilacion,
la fosforilacién, entre otras (Wolffe, 1995). En particular, la acetilacion de
los residuos lisina en las regiones amino-terminales de las histonas contri-
buye a neutralizar la carga neta de las histonas, favoreciendo un relajamien-
to de la estructura nucleosomal y, por lo tanto, en la interacciéon con el
DNA. Esto trae como consecuencia una estructura de la cromatina mas re-
lajada que favorece la actividad transcripcional. Por el contrario, la desa-
cetilacion de las histonas genera una estructura de la cromatina compacta
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y, por lo tanto, represora para la actividad transcripcional. Este tipo de mo-
dificaciones esta dirigido por dos familias de enzimas, las acetil-transferasas
de histonas, conocidas como HAT (histone acetyl-transferases) y por las de-
sacetil-transferasas de histonas o HDAC (histone deacetyl-transferases),
respectivamente. Cabe sefalar en este contexto la relevancia que tienen los
activadores y cofactores en la remodelacion de la estructura de la cromati-
na, dado que, a pesar de no tener la capacidad de modificar la estructura de
la cromatina, son los responsables de manera especifica de reclutar a las
HAT o HDAC a regiones de control, como los promotores, y favorecer o re-
primir la activacion transcripcional (Lemon y Tjian, 2000).

En resumen, las caracteristicas moleculares de la acetilacién y desaceti-
lacion de las histonas son una muestra de cémo la estructura de la cro-
matina y su relacién con la regulacion de la expresién genética es un proceso
dinamico.

En la actualidad, podemos esperar que otro tipo de enzimas puedan te-
ner la capacidad de modificar directa o indirectamente la estructura de la
cromatina. En efecto, recientemente los grupos de Allis y Jenuwein demos-
traron que la metilacion diferencial de la histona H3 trae consecuencias
tanto positivas como negativas, en cuanto a la estructura de la cromatina,
en ciertos promotores (Rea y cols., 2000). En particular, la metilacién de la
lisina 4 de la region amino-terminal de la histona H3 se ve asociada con
la activacion transcripcional (Rea y cols., 2000). Por el contrario, el descu-
brimiento de la proteina SUV39H1 en humano y Suv39h1 en ratén, con una
actividad de metil-transferasa especifica para la lisina 9, de la regién amino-
terminal de la histona H3, trajo consigo la demostracion de que dicha mo-
dificacién postraduccional provoca el reclutamiento de la heterochromatin
profein 1, conocida como HP1 (Reay cols., 2000). Este episodio tiene como
consecuencia que la modificacién postraduccional de la histona H3 por la
metilacion de la lisina 9 provoque la formacion de una estructura tipo he-
terocromatina, que se sabe es altamente compacta e inaccesible a la maqui-
naria transcripcional. Un ejemplo de lo anterior estd dado en el promotor
de la ciclina E, donde se ha demostrado que la unién del factor E2, el cual
interactia con la proteina de retinoblastoma, puede a su vez reclutar a
SUV39H, es decir, a metil-transferasa de histonas, y metilar la lisina 9 de la
region amino-terminal de la histona H3, permitiendo asi la formacion de
heterocromatina a través de la interaccion de HP1 en dicho promotor (Niel-
sen y cols., 2001).

En resumen, éstos son algunos ejemplos de las modificaciones que su-
fren las histonas, las cuales ponen en evidencia la comunicacion entre pro-
teinas que constituyen la arquitectura de la cromatina, como son las histo-
nas y sus modificaciones postraduccionales, y moléculas reguladoras del
ciclo celular, y son componentes esenciales de la vida del ntcleo de una cé-
lula eucarionte. Con base en lo anterior y en el gran nimero de combina-
torias en cuanto a dichas modificaciones, Allis propuso que las regiones
amino-terminales de las histonas son el blanco de un cédigo de histonas
que genera una gran plasticidad de respuesta a nivel de la estructura de la
cromatina, con consecuencias directas en diversos procesos nucleares
(Strahl y Allis, 2000).

La acetilaciéon y desa-
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Complejos de remodelaje ATP-dependiente

Una alternativa dentro de la regulacion epigenética es la accién de los com-
plejos de remodelaje dependientes de ATP y cuya funcién es la de desplazar,
reorganizar, desorganizar y deslizar a los nucleosomas (Narlikar y cols.,
2002). Como consecuencia de dicha actividad, es posible el acceso a sus
secuencias blanco para una gama importante de factores de transcripcion,
que incluso comprende al complejo minimo de preiniciacién de la trans-
cripcion (Narlikar y cols., 2002). Estos complejos poseen varias subunida-
des que incluyen, en algunos casos, 16 componentes, entre los cuales destaca
la subunidad con actividad de ATPasa. Actualmente, datos experimentales
muestran que este tipo de complejos puede actuar sinérgicamente con otras
modificaciones como la acetilacion y desacetilacion de histonas, y que su
funcién tiene un orden secuencial especifico. Una vez mas nos encontramos
ante un ejemplo donde, sin que ocurran mutaciones en la secuencia de
DNA, se presente una regulacion de tipo epigenético que va a favorecer o in-
hibir la actividad transcripcional.

Evidencias experimentales recientes sugieren que algunas subunidades
de estos complejos de remodelaje pueden actuar como supresores tumorales.
También pueden participar activando o reprimiendo ciertos oncogenes y/o
genes supresores de tumores (Klochendler-Yeivin y cols., 2002). Por lo tanto,
estos complejos en su origen asociados exclusivamente a la funcién de remo-
delaje de la cromatina también se relacionan con procesos tumorales.

La metilacion del DNA

La metilacion del DNA consiste en la incorporacién de un grupo metilo en
la posicion 5 de la citosina, en el dinucle6tido CpG. Actualmente, se cono-
cen tres enzimas responsables de la metilacion del DNA: la Dnmt1, Dnmt3a
y Dnmt3b. Estas enzimas son esenciales para la vida celular y son respon-
sables tanto de la metilacién conocida como de novo, como de la de mante-
nimiento (Bestor, 2000; Bird, 2002).

La modificacion epigenética a través de la metilacion tiene que ver con
represion o silenciamiento de la expresion genética. Como se mencioné an-
teriormente, la interferencia es uno de los modelos que explican cémo un
DNA metilado puede regular negativamente la expresién de un gen. Esta es
la visién mas sencilla y consiste simplemente en la incapacidad por parte de
un factor transcripcional, usualmente critico, para la expresién de un gen,
para unirse al DNA en su secuencia de reconocimiento, dado que el o los
grupos metilo localizados en los dinucleétidos CpG impiden directamente
dicha unién. Un ejemplo tipico es la incapacidad del factor CTCF para unir-
se a sus secuencias blanco en el alelo paterno de la region diferencial de me-
tilacion del locus Igf2/H19, mientras que, en el alelo materno CTCF puede
unirse, dado que sus secuencias de reconocimiento en el DNA, ricas en CpG,
no se encuentran metiladas (West y cols., 2002).

El segundo modelo es mas complejo y participan en él un grupo de pro-
teinas llamadas MeCP con la particularidad de poder unirse al DNA metilado.
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Lo anterior implica que no requieren secuencias especificas de unién al DNA,
como los factores de transcripcion. La unién de estas proteinas al DNA me-
tilado trae consigo la interaccion secuencial de otras proteinas, basicamente
por contactos proteina-proteina (Bird, 2002). Uno de los factores relevantes
es el correpresor mSin3, el cual, a su vez, mediante otras interacciones,
tiene la capacidad de reclutar a desacetilasas de histonas (HDAC). Toda esta
serie secuencial de interacciones tiene como objetivo final el inducir una es-
tructura de la cromatina altamente compacta y, por lo tanto, refractaria pa-
ra la activacion transcripcional.

Actualmente existen distintas estrategias metodolégicas a nivel molecu-
lar para el estudio de la metilacién del DNA. La mas comun es median-
te el uso de enzimas de restriccién que reconocen a la secuencia CCGG
sensibles e insensibles a la metilacion, como lo son Hap I y Msp I. Una al-
ternativa mas sensible y que permite definir qué dinucle6tidos CpG se en-
cuentran metilados, es mediante el tratamiento del DNA genémico con bi-
sulfito de sodio, la amplificacion por PCR del DNA genémico modificado
y la subsecuente secuenciacion del DNA para determinar a nivel de un so-
lo nucleétido qué bases se encuentran metiladas (Singal y Ginder, 1999).
Para determinar la interaccion de las proteinas MeCP, se utiliza la inmuno-
precipitacion de cromatina con anticuerpos que reconocen estas protei-
nas. Brevemente, la interaccion entre estas proteinas y el DNA metilado
puede ser congelada mediante el uso de formaldehido para, posteriormen-
te, inmunoprecipitar con anticuerpos especificos, y el DNA de la fraccion
inmunoprecipitada se purifica para ser amplificada por PCR (Magdinier
y Wolffe, 2001). Finalmente, el estado de metilacién puede ser revertido
mediante el uso de inhibidores de la metilacién como la 5-azacitidina o la
5-azadicitidina, las cuales son andlogas de la citidina que, al incorporarse
al DNA posduplicado, no pueden ser metilados por las metiltransferasas
de histonas.

Elementos de organizacion y topologia
de la cromatina

Actualmente se ha acumulado una serie importante de evidencias que indi-
can que distintas regiones de la cromatina poseen propiedades diferentes y
que dichas propiedades, igual que los elementos de regulacion, aunque a ni-
vel previo, tienen una influencia muy importante en la expresion diferen-
cial de los genes. Dichas evidencias sugieren, a su vez, que la cromatina se
encuentra estructural y funcionalmente organizada en dominios (Vazquez
y cols., 1993; Recillas Targa y Razin, 2001). Una de las preguntas con ma-
yor actualidad en esta drea de estudio es: ;qué define un dominio cromati-
niano transcripcionalmente activo? A continuacion describiremos algunos
de los elementos estructurales que desempenan un papel en la formacion de
dominios cromatinianos, con efecto directo sobre la regulacion de la expre-
sion genética. De manera general, podemos citar cuatro tipos de elementos
estructurales y funcionales de la cromatina con la capacidad de definir un
dominio: i) los sitios de hipersensibilidad a la DNasa I; ii) los elementos ti-
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po LCR (locus control region) compuestos por uno o mas sitios de hiper-
sensibilidad; iii) las secuencias tipo MAR/SAR que tienen la capacidad de
unirse a la matriz nuclear; y iv) los delimitadores o insulafors que contri-
buyen a definir y mantener un dominio.

Los sitios de hipersensibilidad

Las regiones en el DNA donde la estructura de la cromatina permite el ac-
ceso a la accion de la endonucleasa DNasa I se definen como sitios de hiper-
sensibilidad a la DNasa I. Por lo general, estas regiones abarcan, de manera
local, fragmentos de DNA de 200 a 600 pb, donde el DNA se encuentra en
una estructura laxa de la cromatina, con incluso una menor densidad de
nucleosomas. Consecuentemente, estas regiones son accesibles a los facto-
res de transcripcion y, por ello, pueden unirse a sus secuencias blanco en el
DNA. Como podemos imaginar, las interacciones DNA-proteina no serian
posibles si la cromatina se encontrara constitutivamente en un alto grado
de compactacién. Es por esta razén que el acceso fisico y su consecuente
funcién de corte sobre la doble cadena del DNA por parte de la DNasa I per-
mite definir regiones “abiertas” en la cromatina. Con base en estas caracte-
risticas, sabemos que los elementos de regulacion tales como promo-
tores, silenciadores, LCR y delimitadores (insulators) estan localizados en
fragmentos de DNA hipersensibles al corte por parte de la DNasa I. También
se ha visto que, en regiones donde se lleva a cabo la duplicacién del DNA, se
han identificado sitios de hipersensibilidad. El comiin denominador en to-
dos los casos anteriores es la presencia en el DNA de sitios de unién a fac-
tores peptidicos, necesarios para las funciones de regulacion de la expresion
de los genes. Existen distintos tipos de sitios de hipersensibilidad, como
los sitios tejido-especifico, linaje celular-dependientes, los especificos a una
etapa del desarrollo o los sitios de hipersensibilidad constitutivos. De lo an-
terior podemos deducir que la busqueda e identificacion de sitios de hiper-
sensibilidad a la DNasa I es una estrategia experimental atractiva que nos
permite localizar, en grandes extensiones de DNA, elementos de regulacion
de todo tipo. Recientemente, Boyes y Felsenfeld han definido, para el caso
del sitio de hipersensibilidad que se localiza en el estimulador /e de los
genes B-globina de pollo, que la formacién del sitio de hipersensibilidad es
dependiente de la accién de los factores eritroide-especificos, sumandose
posteriormente la accion de factores de transcripcion generales (Boyes y
Felsenfeld, 1996). Esta es la primera demostracién en la cual aparentemen-
te son los factores de transcripcion especificos y los generales los que gene-
ran un sitio de hipersensibilidad. Lo anterior no nos explica atin cudl es el
mecanismo por el cual se forma un sitio de hipersensibilidad. Una posibili-
dad es mediante la acetilacion de histonas y/o la accién de complejos de re-
modelaje ATP-dependientes, como SWI/SNF o NURF (Boyes y Felsenfeld,
1996; Narlikar y cols., 2002). Por otra parte, Felsenfeld ha cuantificado la
formacion de estos sitios mediante digestiones con enzimas de restriccion
localizadas en el propio sitio de hipersensibilidad. Como podemos imaginar,
mientras mas compactada esté la estructura de la cromatina menos acceso
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tendra la enzima de restriccion para cortar en sus secuencias de reconoci-
miento, lo que refleja directamente el grado de formacion del sitio de hiper-
sensibilidad y, en consecuencia, el grado de apertura a la cromatina. Final-
mente, se ha propuesto un modelo en el cual la formacién de los sitios de
hipersensibilidad es un episodio estocastico, en el cual mutaciones que re-
ducen el nimero de uniones de factores de transcripcion, primero tejido-
especifico y después generales, reducen la probabilidad de que estos mismos
factores prevalezcan sobre la interaccion de los nucleosomas y, de esta for-
ma, mantengan esa region de la cromatina “abierta”.

Las secuencias tipo MAR/SAR

Estas secuencias de DNA se definen como secuencias genémicas que tienen
la capacidad de unirse preferencialmente a la matriz nuclear, después de ha-
ber extraido el DNA genémico con alta sal, 5M NaCl o con el detergente di-
yodosalicilato de litio (Mirkovitch y cols., 1984; Farache y cols., 1990). El
término MAR y SAR es equivalente, y se refieren a: matrix attachment re-
gions y scaffold-associated regions, respectivamente. El DNA asi extraido es
posteriormente digerido con la endonucleasa DNasa I con la idea de elimi-
nar todo el DNA genémico que no se encuentra protegido por la interaccion
con la matriz nuclear. Un tratamiento con proteinasa K y RNasa completa
la extraccion, y la fraccion de genoma, asi recuperado, serd el que se encon-
traba asociado a la matriz nuclear (Cockerill y Garrard, 1986; Laemmli y
cols., 1992; Hart y Laemmli, 1998). Actualmente se ha podido definir la se-
cuencia nucleotidica de fragmentos de DNA, interactuando con la matriz
nuclear en multiples organismos (Cockerill y Garrard, 1986; Hart y Laemm-
li, 1998). De manera general, estas secuencias tipo MAR son secuencias de
DNA, al menos 70% ricas en A + T. Una caracteristica es la ausencia de una
secuencia consenso identificable por un estudio en las bases de datos por
computadora. Las secuencias MAR estan probablemente dadas por una es-
tructuracion particular del DNA, favorecida por su abundancia en nucleéti-
dos A + T (Laemmli y cols., 1992; Hart y Laemmli, 1998). Boulikas, por su
parte, analizando las secuencias nucleétidicas de MAR conocidas, identifico
en repetidas ocasiones los motivos ATTA y ATTTA, los cuales pudieran ayu-
dar de manera cooperativa a las funciones de interaccién con la matriz
nuclear, ademas de que estas secuencias se han identificado también en ori-
genes de duplicacion (Boulikas, 1992, 1993). Entre los motivos que se han
identificado en estas secuencias MAR se encuentra el consenso para la
union de la topoisomerasa II. La presencia de la secuencia de reconocimien-
to a la topoisomerasa II es otra de las caracteristicas de las secuencias tipo
MAR (Cockerill y Garrard, 1986; Laemmli y cols., 1992). Por otra parte, la
importancia de las repetidas A + T se ha confirmado experimentalmente
utilizando la distamicina, una droga citotoxica que se une con alta afinidad
a los trechos de adeninas, en particular en las secuencias tipo MAR (Laemm-
liy cols., 1992). La titulacion selectiva de los trechos de adeninas en las se-
cuencias tipo MAR, empleando distamicina, impide las interacciones entre
las MAR, las proteinas que se unen a las secuencias MAR y a la matriz nu-

Las secuencias MAR/
SAR se definen como
secuencias gendémicas
que tienen la capaci-
dad de unirse prefe-
rencialmente a la ma-
triz nuclear, después
de haber extraido el
DNA gendmico.
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Los LCR se definen co-
mo un elemento de re-
gulaciéon formado por
un sitio o un grupo de
sitios de hipersensibili-
dad a la DNasa .

clear. Dos de las proteinas que se unen a las secuencias MAR son la topoi-
somerasa I1 y la proteina ARBP (aftachment region-binding protein) de 110
kDa (Von Kries y cols., 1991). Se ha propuesto que estas proteinas colabo-
ran en la topologia de la cromatina que se deriva de la interaccién con las
secuencias tipo MAR. En particular, una vez que se da la estructuracion
de la cromatina, en asas o loops, se genera una alta tension provocada por
la torsion de la doble hélice o de la cadena del DNA. Consecuentemente, esta
torsién debe ser aliviada por la accién de la topoisomerasa II, la cual hace
un corte proteolitico y libera la superhelicoidicidad (o torsién) del DNA,
permitiendo una estructuracion topoldgica favorable, mediada en parte por
las secuencias MAR y sus interacciones con la matriz nuclear. Con estos an-
tecedentes, se ha propuesto que la conformacion topoldgica favorable de la
cromatina, a la cual nos referimos anteriormente, no es nada mas que la for-
macion de asas o loops cromatinianos. Se ha propuesto que la formacion de
estas asas cromatinianas ocurre en la base de ellas, en donde se localizan las
interacciones entre las secuencias MAR y la matriz nuclear. Funcionalmen-
te, se han propuesto al menos dos propiedades para estas asas. La primera
es la de definir dominios genéticos y/o dominios estructurales en la croma-
tina. En cuanto a la segunda, estos dominios favorecen topoldgicamente las
interacciones a distancia (como veremos mas adelante), de modo que des-
compacta la estructura de la cromatina, facilitando el acceso a factores de
transcripcion y, en suma, todo lo anterior repercute en un dominio funcio-
nalmente activo donde se favorece la expresion diferencial de un gen o un
grupo de genes.

Ahora bien, la pregunta es: jejercen las secuencias tipo MAR una in-
fluencia sobre la expresion genética? Secuencias MAR que flanquean un gen
reportero tanto homoélogo como heterélogo pueden estimular la actividad
transcripcional por un factor que va de 10 a 20 veces (Laemmli y cols.,
1992; Phi-Van y Stratling, 1996; Bonifer, 2000). Cabe sefalar que este tipo
de observaciones solo se dan cuando el vector reportero se encuentra inte-
grado al genoma. Esto difiere de un ensayo para estudiar la funcionalidad
de un elemento estimulador. Por otra parte, resulta interesante sefialar que
en la mayoria de las regiones dentro de la cromatina donde se localizan se-
cuencias MAR, se colocalizan tanto elementos estructurales como de regu-
lacion. Un ejemplo de lo anterior es el grupo de gen o-globina de pollo don-
de, colocalizando secuencias MAR, se encuentran sitios de hipersensibilidad
ala DNasa I y la nucleasa S1, como un elemento estimulador, sitios de cor-
te a la topoisomerasa II, entre otros (Farache y cols., 1990; Recillas Targa y
cols., 1995). De lo anterior podemos concluir que las regiones intergenéticas
son un candidato indiscutible a ser tomadas en cuenta seriamente, con ba-
se en la gran cantidad de elementos tanto estructurales de la cromatina co-
mo de regulacion.

Los elementos LCR

Los LCR se definen como un elemento de regulacién formado por un sitio
o un grupo de sitios de hipersensibilidad a la DNasa I, cuya funcién es ne-
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cesaria para la expresion regulada de un gen o grupo de genes (Bulger y
Groudine, 1999). Originalmente el LCR fue definido en el dominio genético
que agrupa a los genes de la globina humana; ademas, en la actualidad se
han definido otros LCR (Bonifer, 2000). Para el grupo de genes 3-globina de
humano se han definido 7 sitios de hipersensibilidad a la DNasa I (Bulger y
Groudine, 1999). Ensayos funcionales, tanto en células en cultivo como en
animales transgenéticos, demostraron la capacidad del LCR para dirigir la
expresion de un gen reportero, integrado al genoma, de manera dependien-
te del namero de copias e independiente del sitio de integracion (Grosveld
y cols., 1987). Lo anterior permite proponer dos funciones principales para
los LCR: 1) la de fomentar la actividad transcripcional de manera similar
a los estimuladores, y 2) la de contribuir a la apertura de la estructura de la
cromatina a nivel del dominio (Bulger y Groudine, 1999). Un gran nimero
de laboratorios se dedican al estudio de los mecanismos de accién de los
LCR. De estos estudios se han derivado cuatro modelos: 1) el modelo de loo-
ping o formacion de una asa que fomenta la interaccién especifica en tiem-
po y en espacio de los factores asociados al LCR con los de cada uno de los
promotores, 2) el modelo de fracking o encarrilamiento propone que la ma-
quinaria transcripcional se concentra en el LCR y, a través del DNA, tiene
acceso a los promotores por medio de interacciones especificas, 3) el mode-
lo de los transcritos intergenéticos. Este modelo se basa en la demostracion
de que en las regiones intergenéticas del grupo de genes B-globina huma-
no existen transcritos (RNA) que no codifican para ningtn producto, pero
que su presencia se asocia a una apertura especifica de la cromatina en el
dominio, favoreciendo la regulacién del mismo; y finalmente, 4) el modelo
de linking o de relevo. Este modelo se basa en datos genéticos obtenidos en
Drosophila y propone que las interacciones a distancia entre el LCR y los
promotores se ve facilitada por interacciones proteina-proteina, generando
un relevo en las sefales (Bulger y Groudine, 1999). Resulta evidente que el
estudio basico de este tipo de elementos estructurales y funcionales de la
cromatina aportan conocimiento sobre la organizacion y regulacién del
genoma.

Dominios y delimitadores (insulators)

Otros de los elementos que pueden ser considerados como posibles entida-
des cromatinianas que definen los limites de un dominio son las secuencias
delimitadoras o insulators (West y cols., 2002). Estas secuencias fueron por
primera vez definidas por Kellum y Schedl en 1991. Estos investigadores
mostraron que delimitando al locus del gen Asp70 de Drosophila melano-
gaster se encuentran dos secuencias de DNA hipersensibles a la DNasa I 'y
que se les denomind scs y scs’ por specialized chromatin structures, las
cuales protegen al locus hsp70 del medio local de la cromatina (Kellum y
Schedl, 1991; 1992). De manera tedrica, se propone a los insulators como
elementos estructurales de la cromatina que favorecen la formacién y man-
tenimiento de manera regulada de un dominio transcripcionalmente activo
(West y cols., 2002). A nivel funcional, los insulators se definen mediante

Los insulators son ele-
mentos estructurales
de la cromatina que
favorecen la forma-
cién y mantenimien-
to de manera regu-
lada de un dominio
transcripcionalmente
activo.
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dos propiedades, aunque no todos los insulators poseen ambas. La primera
propiedad consiste en la capacidad de estas secuencias de DNA y sus facto-
res asociados para bloquear la accion de un estimulador sobre su promotor,
Unicamente cuando la secuencia insulator se localice entre el estimulador
y el promotor (Wolffe, 1994; Gerasimova y Corces, 1996; Bell y cols., 1999;
Recillas Targa y cols., 1999). La segunda propiedad tiene que ver con la
capacidad por parte del insulatfor para proteger a un transgenético del efecto
de posicion que causan los distintos medios de la cromatina en el interior del
nucleo. Lo anterior trae como consecuencia una expresion mas homogénea
y sostenida a lo largo del tiempo por parte de un transgenético, siempre y
cuando éste se encuentre enmarcado por secuencias tipo insulator (Pikaart
y cols., 1998; Recillas Targa y cols., 2002).

El insulator mejor caracterizado es el que se encuentra en el limite 5'
del grupo de genes B-globina de pollo (figura 4-4). Originalmente definido
como un sitio constitutivo de hipersensibilidad, se ha demostrado que re-
presenta un sitio de clara transicién entre un dominio donde la cromatina
se encuentra abierta (el dominio B-globina) y una region altamente com-
pacta (Cheng y cols., 1993; Recillas Targa, 2000; West y cols., 2002). El
grupo de Felsenfeld ha demostrado que un fragmento de 1.2 kb que com-
prende a dicho sitio de hipersensibilidad posee las dos propiedades que ca-
racterizan a los insulators, es decir, tiene la capacidad de bloquear a un
estimulador sobre su promotor, tanto en transfecciones estables como tran-
sitorias (Bell y cols., 1999; Recillas Targa y cols., 1999). Por otra parte, es

Insulator Insulator
5'HS4 3'HS
LCR

A1,

|
|
) Bre

16 kb Cromatina Estimulador
compacta

Figura 4-4. Esquema del dominio S-globina de pollo. Los limites de este dominio
eritroide-especifico son definidos por dos elementos tipo insulator. De manera intere-
sante, a cada uno de los insulators se le asocia el factor nuclear CTCF, lo cual genera
una posible especulacion en términos de una interaccion fisica y formacién de un
asa cromatiniana entre los extremos del dominio B-globina de pollo (West y cols.,
Recillas Targa y cols., 2002). El dominio B-globina estd compuesto por un gen que se
expresa en la etapa fetal (p), dos genes adultos (B" y p*) y un gen embrionario (g) que
se transcriben diferencialmente a lo largo del desarrollo (Recillas Targa, 2000). “Rio
arriba” en relacion con el limite 5' del dominio, se identificaron 16 kb de cromatina
condensada, altamente metilada e inaccesible al corte por parte de la DNasa | (Prioleau
y cols., 1999). Posteriormente se encontré un gen que codifica para un receptor de fola-
to (FR) con un patréon de expresion eritroide, pero curiosamente en una etapa de dife-
renciacion eritroide previa a los genes B-globina. Por su parte, “rio abajo” en relacion
con el extremo 3' del dominio, se identificd uno de los genes que codifican para un
receptor olfatorio (OR) con un aparente patron de expresion restringido al cerebro
(Saitoh y cols., 2000).
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capaz de proteger a diversos genes reporteros del efecto de posicion en
distintos organismos y en lineas celulares (Pikaart y cols., 1998; West y
cols., 2002; Recillas Targa y cols., 2002). Estudios mas detallados permitie-
ron definir los dominios aledafios al grupo de genes -globina de pollo. En
el costado 5' se identificé una region de 16 kb de cromatina condensada v,
“rio arriba”, un gen que codifica para uno de los receptores del folato (fi-
gura 4-4; Prioleau y cols., 1999). De manera interesante, el gen de receptor
de folato es eritroide-especifico y se expresa en una etapa previa de diferen-
ciacién de los genes B-globina (Prioleau y cols., 1999). En el costado 3', en
relacion con el dominio B-globina, se identificé otro sitio constitutivo de
hipersensibilidad (Saitoh y cols., 2000). “Rio abajo” se identific6 al siguien-
te dominio constituido por un gen que codifica para un receptor olfatorio
con un programa de expresion especifico de cerebro. De manera inespera-
da, el sitio constitutivo de hipersensibilidad resulté ser un insulator con s6-
lo una de las propiedades: la de bloqueo de estimulador (Saitoh y cols.,
2000; Recillas Targa y cols., 2002). Un punto adicional es que la actividad
de bloqueo de estimulador es dependiente del factor nuclear CTCF, el cual
se encuentra i vivo en ambos limites del dominio B-globina de pollo (Re-
cillas Targa y cols., 2002). Todas estas caracteristicas representan el primer
ejemplo de la organizacion del genoma en dominios (West y cols., 2002). En
resumen, para el grupo de gen B-globina de pollo se encuentran claramen-
te delimitados en un dominio definido por insulators, lo cual valida par-
cialmente las ideas propuestas en relacién con su funcién. Claro esta que
faltan mas experimentos in vivo que confirmen la actividad de los insula-
tors en la formacion y mantenimiento de un dominio. Finalmente, resulta
dificil pensar que todos los dominios o todos los genes necesiten de elemen-
tos tipo insulator para su expresion. Es probable que existan regiones en el
genoma que por su distribucién y caracteristicas propias no necesiten ser
tan claramente delimitadas. Desde un punto de vista aplicado, los insulators
y su actividad de proteccion contra el efecto de posicion parecen ser una po-
sibilidad real para su uso en vectores disefiados para terapia genética (Reci-
llas Targa, 2000; Recillas Targa y cols., 2002; West y cols., 2002).

. El nucleo y la expresidon genética
Territorios

Hace algiin tiempo se pensaba en el niicleo como una estructura en donde
la transcripcion, la replicacion y todas las actividades de procesamiento del
RNA, se llevaban a cabo en cualquier lugar de éste. Actualmente se tiene
otra concepcion. Se sabe que el nicleo tiene una estructura tridimensional
y que esta estructura se adapta a distintas circunstancias, como por ejem-
plo, en respuesta a diferentes tipos de estrés o durante las distintas etapas
del ciclo celular para facilitar las funciones celulares, nucleares y de se-
gregacion.

En un ndcleo en interfase, los cromosomas estan organizados en zo-
nas/regiones llamados territorios cromosomales, los cuales, basados en mode-
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los propuestos por varios grupos, sugieren que se encuentran separados por
canales llamados dominios intercromosomales. En esta etapa del ciclo ce-
lular, los cromosomas son altamente dindmicos y se ha visto que los genes
activos transcripcionalmente se encuentran mas cerca de los canales inter-
cromosomales aledanos a la superficie de los territorios y con una mayor
superficie de contacto con éstos. Se ha comprobado que los cromosomas se
mueven dentro de su territorio y se ha propuesto que la explicacion a este
movimiento estd determinada por la abundancia de factores involucrados
en el procesamiento, la transcripcion y la replicacion en focos localiza-
dos aledafios a estos territorios. Para explicar este concepto, existe un ejem-
plo clasico que demuestra el movimiento o reclutamiento de genes a una
region en las células B de raton que es rica en una proteina llamada Ikaros.
Esta proteina es capaz de inactivar a los genes a través de su relocalizacion
a una region centromérica de heterocromatina. Mientras que los genes que
necesitan ser transcritos permanecen en zonas favorables del nucleoplas-
ma, Ikaros recluta a los genes que deben ser reprimidos a sitios de hete-
rocromatina para inactivarlos (Lamond y Earnshaw, 1998). Esta represion
involucra el movimiento de loci especificos a un compartimiento nuclear
donde son silenciados activamente.

En levaduras se ha observado que los complejos que participan en el si-
lenciamiento genético, particularmente la familia de las proteinas SIR, se
localizan en los telémeros cerca de la periferia nuclear donde se encuentran
en compartimentos. Se han identificado por lo menos dos proteinas que
ayudan a que esto ocurra: una de ellas es el complejo Ku, el cual, al ser mu-
tado en cualquiera de sus dos subunidades, impide la posicién perinuclear
del telémero. Ademads, se ha demostrado que la represion de genes reporte-
ros baja a medida que se alejan de los telémeros (donde estdn concentrados
los complejos represores). Estas evidencias apoyan y asocian el concepto de
territorios y dominios. En Drosophila, se ha descrito un modelo en el cual
se asocian los insulators y los elementos de respuesta Polycomb (Pc-G); estos
altimos, involucrados en la represion de genes, pueden actuar en frans para
mediar la represiéon y lo hacen a través de interacciones proteina-DNA y
proteina-proteina con miembros de la familia Polycomb, en zonas definidas
dentro del nacleo. Se ha propuesto que la organizacion y actividad de los
insulators es influida por los elementos Pc-G, al establecer dominios sub-
nucleares. Corces y colaboradores han demostrado una clara correlacion
entre la presencia del insulator gypsy y una localizacion subnuclear cercana
y en la periferia del ntcleo. Las evidencias van mas alla, dado que demos-
traron que Su(Hw), el componente central de la accién del insulator gypsy,
colocaliza con una alta frecuencia con la proteina laminina, componente
estructural de la membrana nuclear (Gerasimova y cols., 2000).

Las evidencias mencionadas demuestran que en el nicleo debe existir
una organizacion tal que permita la correcta regulacion de /oci indepen-
dientes, facilitando el remodelaje de la cromatina, ya sea para que se active
0 se reprima la transcripcién en un momento determinado del desarrollo y
que los limites de los dominios sean elementos importantes para que esta
organizacion se lleve a cabo de manera mas eficiente. Ademas, los nuevos
datos surgidos de estudios citolégicos apoyan la idea de la necesidad de te-
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ner elementos estructurales, ya sean membrana o matriz nuclear, para el
anclaje de secuencias que favorezca una topologia 6ptima, y asi llevar a ca-
bo la expresion de los genes contenidos en un dominio. Actualmente se han
hecho estudios en los cuales se ha logrado comprobar que, ademas de los
insulators, los estimuladores también contribuyen a la organizacion de los do-
minios dentro de un contexto cromosémico relocalizandolos lejos de regio-
nes altamente represoras. A continuacion se presentan las evidencias.

Relocalizacion

Recientemente, dos grupos de investigacion independientes analizaron la
posibilidad de que los estimuladores y los LCR contribuyan también a la re-
gulacién del dominio al relocalizarlo lejos de regiones de heterocromatina
en el interior del ndcleo. En el primer trabajo se tomé a uno de los sitios de
hipersensibilidad, especificamente el 5'HS2 del /ocus B-globina humano, el
cual anteriormente habia sido caracterizado como un estimulador y en el que
se identificaron varios sitios de unién a factores transcripcionales como
GATA-1, NF-E2, AP1 y EKLF, y se realizaron mutaciones en sitios especifi-
cos para la unién a estos factores, aboliendo su union. La meta de este es-
tudio era tratar de contestar dos preguntas: primero, si la interrupcion de
la unién de factores abolia la actividad del estimulador y, segundo, si estas
interrupciones afectaban la localizacion subnuclear de un transgén.

Se valieron de una técnica de recombinacién homoéloga para integrar a
un transgén cuya expresion era dirigida por el HS2 completo o con las di-
versas mutaciones en los sitios de unién a factores, actuando en una regién
cercana al centromero. Visualizaron al transgén en todos los casos median-
te una técnica de FISH (hibridacién in sifu fluorescente) y comprobaron su
expresion; cuando el estimulador se encontraba intacto, de una manera es-
tadisticamente significativa, demostraron que el transgén era relocalizado
lejos del centromero y se expresaba adecuadamente, lo que no pasaba en
presencia del estimulador mutado. Concluyeron que se requiere un estimu-
lador funcional tanto para suprimir el silenciamiento genético como para
relocalizar a un gen lejos de la heterocromatina centromérica durante la in-
terfase. Y que la supresion del silenciamiento requiere de la relocalizacion
del transgén, lejos de las regiones de la heterocromatina (Francastel y
cols., 1999).

Con base en estos resultados, se propuso un modelo en el cual los fac-
tores que se unen al estimulador posiblemente acttan reclutando y trans-
locando al transgén a compartimentos nucleares o territorios donde existen
factores y elementos basales de la transcripcion en grandes concentracio-
nes, por sus interacciones con éstos. A su vez, no se descarta la posibilidad
de que alguno de los factores del estimulador reclute a complejos de aceti-
lacién, metilacion o de remodelaje de la cromatina completando el ciclo
regulador que lleve a la expresion regulada de un gen.

En el segundo trabajo, se analizé la posibilidad de que el LCR también
estuviese involucrado en la apertura de la cromatina y en la activacion
transcripcional. El grupo de Groudine se valié de lineas celulares que te-
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nian, por un lado, al LCR completo del locus B-globina (con los 5 sitios de
hipersensibilidad) y, por otro, la delecién presente en la talasemia hispani-
ca AHS1-HS5, y una linea celular donde ellos generaron una delecién mas
pequefia que abarcaba AHS2-5. Por medio de FISH analizaron si la ausen-
cia del LCR afectaba a la determinacion del locus y encontraron que ésta,
en las lineas con el locus silvestre y las que tenian la delecion AHS2-5, se
realizaba lejos del centrémero y tenia a las histonas H3 y H4 hiperacetila-
das a lo largo del locus (Schiibeler y cols., 2000). Estos datos indicaban que
en realidad el LCR no era necesario para la localizacién del locus, lejos de
la heterocromatina centromérica, ya que la linea celular con la delecion
parcial del LCR (AHS2-5), también se localizaba lejos del centrémero, y
ademads la sensibilidad al corte por la DNasa I se mantenia. Por otra parte,
la hiperacetilacién de las histonas H3 y H4 es caracteristica de un locus
B-globina que esta abierto. Anteriormente, se habia pensado que ésta era
una caracteristica que dependia del LCR, pero con los datos anteriores se
demostr6 que el LCR no es necesario para esta acetilacién. Por ello, infi-
rieron que para la determinacién del locus, lejos de la heterocromatina
centromérica, mediaba una estructura més abierta y una hiperacetilacion
generalizadas del locus, y que estas actividades eran independientes del
LCR. Por otro lado, la acetilacion de H3 cerca del LCR en el locus silvestre,
que es transcripcionalmente activo, es mucho mayor cuando el LCR se en-
contraba intacto. Estos datos sugirieron que el LCR no actia directamente
en mantener una estructura abierta de la cromatina, ni ayuda a alejar al /o-
cus de entornos heterocromaticos y, por lo tanto, represores, mas, sin em-
bargo, podria actuar a otro nivel para regular la expresion del locus.

Esto crea una controversia en cuanto a lo que se conoce del LCR, ya
que, en estudios realizados por Proudfoot (1997) y de manera indepen-
diente por Fraser (2000) y colaboradores, se demostré la presencia de trans-
critos intergenéticos, los cuales son dependientes de la integridad del LCR
(Ashe y cols., 1997; Bulger y Groudine, 1999; Gribnau y cols., 2000). Estos
dos grupos han propuesto que los transcritos intergenéticos contribuyen a
la apertura de la cromatina, ya que se encuentran presentes a lo largo del
locus, son estadio-especificos y s6lo se encuentran en células donde el locus
es expresado, es decir, células eritroides. Una de las explicaciones de los re-
sultados que indican que el LCR no es necesario para la apertura del domi-
nio, es que la regulacion de la expresion del locus se da en varias etapas y
posiblemente niveles, y que la combinacién de los diferentes factores de-
sempefia un papel importante para la regulacion del locus. Actualmente, se
estan realizando diversos estudios para resolver esta controversia.

. Conclusiones y perspectivas

Durante muchos afios la transcripcion y la estructura de la cromatina
fueron considerados como dos tépicos de investigacién independientes.
Recientemente, nuestra visiéon ha cambiado y ahora podemos constatar
coémo la regulacion de la expresion de los genes depende plenamente de la
estructura de la cromatina. En el presente capitulo hemos tratado de dar
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una visién simplificada e integral de lo que son las RNA-polimerasas y el ini-
cio de la transcripcion. Decidimos presentar este vital proceso dentro de la
vida de una célula en su contexto natural que es el de la cromatina. En lo
que se refiere al inicio de la transcripcion, en las Gltimas décadas se han
identificado, purificado y clonado un gran namero de factores, en particu-
lar factores ligados directamente a la actividad relacionada con el inicio de
la transcripcion por parte de la RNA-polimerasa II. Uno de los grandes avan-
ces en este campo ha sido el poder reconstituir el episodio de la transcrip-
ciéon mediante preparaciones homogéneas o cercanas a homogeneidad de
dichos componentes. Por otra parte, este tipo de estrategia experimental ha
sido complementada con estudios genéticos, en particular, en Drosophila (la
mosca de la fruta) y la levadura Saccharomyces cerevisiae. Esta combina-
cion de estrategias ha permitido una diseccion detallada de los mecanismos
por los cuales los factores de transcripcion regulan la expresion de genes
que codifican para proteinas funcionales. Muchos de los experimentos que
han definido partes esenciales de estos mecanismos han sido realizados in
vitro, es decir, en condiciones externas al contexto real de una célula. Se
han podido complementar dichas observaciones con experimentos reali-
zados in vivo, es decir, en un organismo completo, como por ejemplo, la
levadura. En un futuro, las lineas de investigaciéon que pudieran aportar
mayores avances en el conocimiento sobre los mecanismos de activacion
transcripcional pueden ser basicamente dos. El primero, un analisis muy
detallado y fino de diversos promotores y de sus componentes, al igual que
otros elementos de regulacion. Y segundo, los contactos macromoleculares
responsables de dirigir la transcripcion, a partir de promotores para la RNA-
polimerasa II. De esta manera, se han podido conjuntar ambos tipos de
observaciones para lograr un avance significativo en cémo se forma el com-
plejo de preiniciacion y el de iniciacion de la transcripcion. A pesar de todos
los logros, ain queda mucho por entender.

Desde el punto de vista de la estructura de la cromatina y su efecto so-
bre la expresion genética, al parecer las investigaciones a futuro tienden a
centrarse en tres tipos de enfoques: en las modificaciones de los componen-
tes basicos de la cromatina (cédigo de histonas), en estudios citologicos y
estudios aplicables como la terapia genética. En los primeros, las modificacio-
nes epigenéticas del genoma, es decir, los cambios en la expresion de genes
sin que ocurran mutaciones en la secuencia de DNA, y que comprende las
modificaciones de las histonas, los complejos de remodelaje ATP-depen-
dientes y la metilacién del DNA, son areas de estudio de gran futuro. En los
segundos se tendra que dilucidar la relacion entre los elementos de regula-
cién de los dominios y los territorios cromosomales; al parecer, podemos
imaginar una relacién entre los insulators, MAR, estimuladores y LCR, con
la relocalizacion de los dominios a sitios donde pueden ser transcritos
con mayor eficiencia y, topolégicamente, lejos o cerca (segiin sea requeri-
do) de regiones potencialmente represoras dentro del niicleo. Esto ayudaria
a entender mejor lo que hasta ahora ha permanecido como una caja negra:
la manera c6mo la arquitectura del niicleo favorece la formacién de domi-
nios y a tener una idea mas clara de lo que ocurre realmente in vivo, en
cuanto a la dindmica de la regulacion de la expresion genética. Dentro de los
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estudios aplicables estaria el analisis de los insulators y secuencias MAR co-
mo elementos con una importancia fundamental en la terapia genética.
Como se mencioné anteriormente, el insulator 5'HS4 del locus B-globina
de pollo estd siendo utilizado para flanquear transgenes con resultados fa-
vorables. Podemos decir que éste es un claro ejemplo de como los estudios
realizados en ciencia basica apoyan a la ciencia aplicada en medicina.
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Los genes homeoéticos constituyen un grupo de secuencias codificantes de fac-
tores de transcripcion que participan en numerosos episodios regulatorios de
la diferenciacion de territorios celulares que, en los adultos de una amplia di-
versidad de especies de plantas y animales, dan lugar a estructuras morfo-
logicas de gran interés desde el punto de vista taxondmico, sistematico y
ecoldgico. En virtud de las relaciones filogenéticas de Homo sapiens, el desa-
rrollo ontogenético de muchas estructuras anatomicas del cuerpo humano de-
pende de ellos de manera fundamental, por lo que su estudio también es de in-
terés médico. El descubrimiento de los principios generales de su actividad en
diferentes sistemas modelo y especies selectas en ambos grupos de eucariontes
multicelulares, ha tenido una influencia particular en la biologia evolutiva con-
temporanea. Estos principios sustentan una base firme para establecer relacio-
nes tedricas correctas entre las caracteristicas estructurales y funcionales de
los genomas, los mecanismos epigenéticos determinados por ellas y los proce-
sos involucrados en el desarrollo ontogenético, en el contexto proporcionado
por el patr6n de divergencia de las especies, a lo largo del tiempo (Carroll y cols.
2001; Arthur, 2002). Sin duda, el entendimiento de aspectos fundamentales de
la biologia celular también se ha visto enriquecido de manera importante por
los hallazgos moleculares alrededor de estos loci genéticos, toda vez que éstos
indican que la elaboracion morfol6gica que ha acompanado a dicha diversifica-
cion organismica estd basada en una impresionante conservacion de mecanis-
mos celulares (Gerhart y Kirschner, 1997).

‘ Aspectos histoéricos sobre el concepto de homeosis

Bateson: el inicio

The first question which the Study of Variation may be expected to answer re-
lates to the origin of that Discontinuity of which Species is the objective ex-

Los genes homeoticos
constituyen un grupo
de secuencias codifi-
cantes de factores de
transcripcion.
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En este libro se presen-
ta el término homeosis
como una modifica-
cién del concepto de
“metamorfia”, que ha-
bia sido empleado pre-
viamente por M.T.
Masters para referirse
a las anormalidades en
la formacion de algu-
nos tejidos y érganos.

pression. Such Discontinuity is not in the environment; may it not, then, be in
the living thing itself?

William Bateson, Materials (1894), p. 17.

En Materials for the Study of Variation, su obra de 1894, el investigador
norteamericano William Bateson hizo uno de los recuentos generales mas
importantes de los modos en que la variacion en la morfologia de los orga-
nismos —anteriormente comprendida por Darwin (1859) como la base de
una teoria sobre el origen de las especies— se presenta como un fenémeno
de repeticion serial y de organizacion de lo complejo, con base en unidades
discontinuas. En este libro se presenta el término Aomeosis como una
modificacion del concepto de “metamorfia”, que habia sido empleado pre-
viamente por M.T. Masters para referirse a las anormalidades en la forma-
cion de algunos tejidos y 6rganos; en palabras de Bateson, aquellas instan-
cias en que “...el ojo de un crustaceo es sustituido por una pata, o un pétalo
por un estambre...”. Este investigador veia la necesidad de usar una nueva
palabra para definir el rasgo general de sus observaciones al respecto, pues,

(...) the essential phenomenon is not that there has merely been a change, but
that something has been changed into the likeness of something else (p. 85).

El interés de Bateson en el estudio de los mecanismos que construyen las ca-
racteristicas invariables de cada clase de organismo, a lo largo de las genera-
ciones, lo llev6 a darse cuenta de que los métodos embriol6gicos tendrian
que orientarse por los principios de la incipiente teoria evolutiva. Con
ello, seria posible superar las limitaciones que esa aproximacién mecani-
cista habia encontrado a principios del siglo XX para explicar la diversidad
de la vida. El método de experimentacién naturalmente complementario
a esta busqueda seria redescubierto unos cuantos afios después de la pu-
blicacion de Materials: nos referimos a la genética, también bautizada por
Bateson.

Después del reconocimiento universal de la importancia de los hallaz-
gos de Mendel, la vision batesoniana pudo haber desembocado en un pro-
grama concreto de investigacion unificada. Pero, por desgracia, tanto la ge-
nética como la embriologia desarrollarian a partir de las décadas de 1920 y
1930 sus propias lineas de evidencia, sus propios experimentos paradigma-
ticos, sus propios sistemas modelo, sus propias publicaciones y sus propios
vocabularios (Gilbert y cols., 1996). En vista del inmenso poder de su enfo-
que, genetistas como T.H. Morgan se pronunciaron fuertemente por esta
separaciéon. Como una de varias consecuencias de esta postura, un grupo
sobresaliente de bidlogos y matematicos redefini6 la evolucion, hacia el fi-
nal de la década de 1940, como “el resultado de los cambios en las frecuen-
cias genéticas” (Dobzhansky, 1937). Alrededor de esta premisa fundamen-
tal, estos investigadores constituyeron lo que conocemos actualmente
como la Sintesis Moderna (Smocovitis, 1996), asumiendo que los mecanis-
mos genéticos constituian la pieza de evidencia que le habia hecho falta a
Darwin, y dejando fuera de dicha sintesis a la embriologia. A pesar de las
voces disidentes de un pufiado de heterodoxos, esta caracterizacion de la
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evolucion como un epifenémeno de la genética de poblaciones permane-
ci6 practicamente sin modificaciones durante cuarenta anos, al menos
(ver, por ejemplo, Dobzhansky y cols., 1977; Gould, 1983).

‘ Las primeras investigaciones experimentales

Evidentemente, no todos los estudios genéticos realizados a partir de en-
tonces se concibieron como maneras de descubrir los mecanismos involu-
crados en la dinamica de los alelos en las poblaciones. En particular, la li-
nea de investigacion que sacaba ventaja de las bondades de Drosophila
melanogaster —el sistema modelo inaugurado por el grupo de Morgan—
habria de proporcionar los elementos para el descubrimiento, varias déca-
das mas tarde, de la base material de las alteraciones homeoéticas naturales
descritas por Bateson. Estos experimentos se basaban fundamentalmente
en el uso de agentes mutagénicos que producian efectos fenotipicos visi-
bles en las moscas. Entre la gran variedad de sustancias empleadas en ellos,
los mejores inductores de mutaciones resultaron ser los vapores de éter, el
acido borico y los boratos de sodio y el 5-fluorouracilo, pues sus efectos eran
facilmente reproducibles (Ouweneel, 1976).

Con el tiempo, los investigadores notaron la adecuacion del concepto de
homeosis en la descripcion del fenotipo resultante en muchas de las lineas
mutantes y éstas fueron llamadas homedtficas en consecuencia. Para enton-
ces, era también evidente que las transformaciones en la diferenciacién de 6r-
ganos enteros de la mosca, y de algunos otros artrépodos que comenzaban a
explorarse experimentalmente, seguian patrones muy interesantes. En algu-
nos casos, la homeosis entre las principales estructuras afectadas (los discos
imaginales correspondientes a patas, antenas, labios, genitales, ojos, alas, hal-
terios, abdomen y mesotorax), resultaba ser bidireccional, pero en otros tni-
camente procedia en un sentido. Asimismo, con el tiempo se encontré que
ciertos tratamientos con calor, rayos X, luz ultravioleta y neutrones por bom-
bardeo resultaban en fenotipos batesonianos. Las fenocopias homedticas, co-
mo se les llamo a estas mutaciones fenotipicas, no parecian tener la misma
base genética que las homeosis naturales y las primeras homeosis experimen-
tales, y se les consideraba como relacionadas a los fendmenos de transdeter-
minacion (Hadorn, 1968) y metaplasia (Yamada, 1972).

Goldschmidt, Waddington y Davidson:
la importancia de la embriologia

¢Como explicar la homeosis? ;Por qué el mismo resultado fenotipico expe-
rimental podia alcanzarse por medios aparentemente tan dispares como
mutaciones directas en el material hereditario y cambios de temperatura?
Asimismo, ¢por qué a veces se trata de un proceso espontaneo, como obser-
vé Bateson?

La primera hipotesis explicativa sobre la homeosis basada en un me-
canismo explicito de diferenciacién celular fue propuesta por Richard
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Goldschmidt en 1938. En su libro de 1940, The Material Basis of Evolution,
este personaje lanz6 un serio ataque en contra de la Sintesis Moderna, la
ortodoxia reinante en la biologia evolutiva, que menospreciaba el papel cru-
cial del desarrollo embrionario en la diversificacion organismica. Los argu-
mentos de Goldschmidt hacian referencia explicita a los fenotipos homeoti-
cos y se basaban en experiencia personal, como lo demuestra su monografia
sobre el mutante podoptera en Drosophila (Goldschmidt y cols., 1951), en el
cual se observa el crecimiento de patas en el lugar que normalmente habria
alas. Goldschmidt sugeria que, en diferentes momentos durante el desarro-
llo de las larvas, una serie de “sustancias evocadoras” eran liberadas, deter-
minando el destino adulto de aquellos discos imaginales que estaban “ma-
duros” para tal proceso. Los evocadores, eminentemente extrinsecos segun
este modelo, circularian por la hemolinfa y afectarian Gnicamente las célu-
las de aquellas estructuras que ya habian alcanzado un estado de competen-
cia. Esta hip6tesis mecanistica, sin embargo, estaba basada en evidencia
preliminar y resulté ser errénea. Experimentos posteriores demostrarian
que los discos imaginales pueden concluir su etapa larvaria separados de la
irrigacion hemolinfética, y que los discos homedticos previamente estable-
cidos como tales podian desarrollarse de manera auténoma dentro de lar-
vas huéspedes silvestres (Ouweneel, 1976).

En general, las contribuciones de Goldschmidt relacionadas con los
mecanismos del desarrollo embrionario cayeron en el olvido durante afos
debido a su insistencia en rechazar el modelo morganiano de los genes co-
mo “cuentas de collar” (Dietrich, 2000a). Como es bien sabido, esta visién
de los genes se acept6 universalmente a partir de las investigaciones sobre
la naturaleza quimica del material hereditario que se derivaron del trabajo
de Watson, Crick y sus colegas cristalografos y bioquimicos de bacteriéfa-
gos. En paralelo, sus ideas generales sobre el proceso evolutivo —en espe-
cial, su definicién de las macromutaciones como modificaciones fenotipicas
discontinuas que son el resultado de cambios a gran escala en procesos em-
briolégicos (Dietrich, 1992)— fueron constantemente combatidas e inclu-
so ridiculizadas por los principales arquitectos de la Sintesis (particular-
mente por el ornit6logo aleman Ernst Mayr; ver, por ejemplo, Mayr, 1942 y
1997). Ir6nicamente, el curso que actualmente lleva la reconstruccion de la
biologia evolutiva, a partir de la incorporacién de los hallazgos moleculares
sobre los genes homedticos (Vergara-Silva y Alvarez-Buylla, 2001; Vergara-
Silva, 2002) y muchas otras evidencias embriolégicas modernas han pro-
movido recientemente un serio reexamen de la importancia de su trabajo
(Dietrich, 1995). Este analisis ha desembocado en el reconocimiento de su
lugar como uno de los pioneros en los esfuerzos por integrar a la genética,
la embriologia y la evolucién (Dietrich, 2000b).

De manera totalmente independiente, el embridlogo inglés Conrad
Waddington también sugirié a los evolucionistas de la Sintesis voltear la
atencion hacia la ontogenia, y fue el autor de la segunda hipétesis relevan-
te sobre los posibles mecanismos de la homeosis (Waddington, 1940 y 1966).
Guiado por la evidencia previa a su propio trabajo en Drosophila, donde
saltaba a la vista que los evocadores eran muy posiblemente de naturaleza
intrinseca, este investigador pensaba que la causa de las transformaciones
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estaba en los mecanismos epigenéticos que operan dentro de los discos mis-
mos (Waddington, 1942).

Uno de los aspectos que encontraba mas llamativo en los 6rganos ho-
meobticos era su cardcter entero y discreto, en virtud del cual nunca presen-
tan una identidad intermedia, asi como el hecho de que se ven modificados
por otras mutaciones del mismo modo que los 6rganos normales que crecen
en los lugares caracteristicos del taxon natural. Por esta razon, él se imagina-
ba que las vias de diferenciacién de las diferentes estructuras morfoldgicas
eran también discretas y que los genes respectivos (cualesquiera que éstos
fueran) formaban sistemas genéticos coherentes e intensamente canalizados,
que a su vez se activarian en un campo de células embrionarias gracias a la
actividad temprana de un “gen maestro”. Evidentemente, para Waddington
los mejores candidatos para cumplir dicha funcién eran los genes homedti-
cos (Waddington, 1953). La nocién de canalizacién —actualizada reciente-
mente por Wilkins (1997) como “la estabilizaciéon de vias embriolégicas
mediante factores genéticos multiples dentro del genoma”— es una de las he-
rencias perdurables del pensamiento de Waddington. Sin duda, su compren-
sién adn espera estudios futuros que la relacionen apropiadamente con los
conocimientos modernos sobre pleiotropia de Joci cuantitativos y otros as-
pectos de la genética molecular contemporanea (Gibson y Wagner, 2000).

Los trabajos de Roy Britten y Eric Davidson merecen una mencioén por
su relacion con la busqueda propuesta en los textos de Waddington. En los
modelos de estos autores ya no se hablaba de “estructuras morfolégicas” en
general, sino especificamente de algunos de los segmentos de Drosophila
que tradicionalmente mostraban la potencialidad de transformarse homeé-
ticamente (Britten y Davidson, 1969). En resumen, dichos modelos postu-
laban que para cada una de cuatro diferentes regiones del plan corporal de
Drosophila —el metatérax (o tercer segmento toracico, T3), dividido en sus
porciones anterior y posterior, y los segmentos abdominales primero y se-
gundo (Al y A2, respectivamente)— existia un conjunto particular de “gdenes
expresores” activados por una proteina alostérica (P) producida por alguno
de los miembros del “juego de genes maestros integradores” (Davidson y
Britten, 1971). Esta proteina tendria cuatro estados funcionales para la ac-
tivacion de cada uno de los conjuntos diferentes de expresores. Esta defini-
cion de estados se llevaria a cabo mediante la asociacién de moléculas in-
ductoras (I) a tres sitios alostéricos dentro de P. El elemento novedoso en
esta idea es la postulacion de un gradiente de I; en diferentes regiones del
embrion, P se asociaria con una, dos o tres moléculas I y de ese modo acti-
varia al grupo de genes expresores correpondiente. En este punto de la in-
vestigacion sobre el fendmeno, ya se preveia que el aislamiento de un RNA
mensajero (MRNA) correspondiente a alguno de los genes, cuya mutacion
estaba claramente involucrada en los cambios de identidad de los segmen-
tos, podria ser de mucha ayuda para definir los porqués de la homeosis. Sin
embargo, los conocimientos necesarios para llevar esto a cabo —como, por
ejemplo, el mapeo de los cromosomas de las glandulas salivales— atin no
existian de manera completa.

Varios afios después, con el advenimiento de las tecnologias propias de
la biologia molecular —y gracias a algunos de los descubrimientos tratados
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mas adelante en el presente capitulo— las ideas de Davidson tomaron la
forma de una teoria sofisticada sobre la manera en la que el desarrollo esta
codificado en el DNA, a través de las ediciones de 1976 y 1986 de su libro
Gene Activity in Development. A Gltimas fechas, Davidson ha desarrollado
un marco conceptual idiosincrasico —basado principalmente en sus pro-
pias investigaciones en el erizo de mar (ver, por ejemplo, Arnone y David-
son, 1997)— para entender la manera en que redes regulatorias complejas
han participado en aspectos del desarrollo embrionario, que en su opinién han
sido criticos durante la evolucion de los metazoarios (Davidson, 2001). Es
posible que su paradigma se vuelva ain mas importante para las investiga-
ciones futuras, hechas ya en el contexto de la secuenciaciéon de genomas
completos (Davidson y cols., 2002).

‘ Las ideas de Lewis Wolpert

De manera simultanea con las contribuciones de Davidson, se propusieron
otros mecanismos para explicar mecanisticamente el proceso natural de di-
ferenciacion, que se veia afectado mediante la mutacion experimental de
los genes homedticos. Entre estos mecanismos sobresale el de los gradien-
tes quimicos. Esta propuesta tenfa una larga historia, que comenz6 con el
trabajo de Boveri y Driesch, publicado a principios del siglo, pero no habia
estado acompanada de experimentos bien disefiados que permitieran probar
su existencia. En los modelos ya mencionados arriba que hacian uso de la
idea de un gradiente, la homeosis en sentido estricto no estaba bien diferen-
ciada de la actividad de tales gradientes hipotéticos. Esta situacion cambid,
sin embargo, con el trabajo de Lewis Wolpert, otro embriélogo britanico
quien habria de proponer, en la forma de un modelo entero y coherente, un
mecanismo universal para la traduccion de la informacion genética en pa-
trones espaciales de diferenciacion: la ahora célebre informacion posicional
(Wolpert, 1969, 1971 y 1994; Lawrence, 1992). Su modelo es un ejemplo de
la transformacién de una proposicion ambigua en una idea fértil, y su con-
secuencia principal es la distincion entre las bases del fen6meno homedti-
co como tal y las fases del desarrollo embrionario previas e indispensables
para la definicién de la modularidad de los planes corporales (Wolpert,
1996).

El mecanismo propuesto por Wolpert se basaba en la especificacién de
la posicion de las células con respecto a uno o mas “puntos de referencia”
en un sistema en desarrollo. Como en todo modelo, el concepto central
contaba con sus auxiliares. Asi, por ejemplo, un campo fue definido por es-
te autor como el conjunto de células que tiene especificada su informacién
posicional con respecto a los mismos puntos de referencia, y la polaridad
como la direccion en la cual la informacion posicional es medida o especi-
ficada. La versiéon mds famosa del modelo de Wolpert es su solucién al pro-
blema de como generar el patron de colores de la bandera francesa, a partir
de una hilera de tamano indefinido, compuesta por células indiferenciadas
y totipotenciales (Wolpert, 1971). Esta solucion postula simplemente que
las células de uno de los extremos de la hilera (por ejemplo, el izquierdo)
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responden a una concentracion alta del morfégeno desarrollando el color
azul; conforme ésta va disminuyendo, se acerca a un umbral de concentra-
cion a partir del cual las siguientes células —las del centro— responden de
modo diferente formando el color blanco. Finalmente, un segundo umbral
es alcanzado y traspasado, y las células que quedan delante de él desarrollan
entonces el color rojo. La aplicacién conjunta de los principios definidos en
este ejemplo al organismo real resulta en una guia susceptible de confir-
marse empiricamente, segun la cual los discos imaginales de Drosophila se-
rian diferentes no en la especificacion sino en la inferpretacion de la infor-
macion posicional (Wolpert, 1994).

El organismo que habria de proporcionar los datos experimentales ne-
cesarios para justificar la relevancia bioldgica del concepto de informacion
posicional seria la misma mosca de la fruta en una serie de investigaciones
conducidas por Christiane Nisslein-Volhard y Eric Wieschaus (Nisslein-
Volhard y Wieschaus, 1980). Experimentos de mutagénesis realizados por
estos autores desde finales de la década de 1970, demostraron la existencia de
una serie de genes de origen materno cuyos productos funcionan exacta-
mente como los morfégenos de Wolpert se comportarian (Lawrence, 1992).
Los mRNA de los genes maternos son especialmente importantes en este
sistema bioldgico de informacién posicional, pues su actividad establece
una serie de interacciones jerarquicas con los genes propios del cigoto, sub-
dividiendo al embrion en unidades metaméricas cada vez mas pequenas a lo
largo del eje anteroposterior, hasta llegar al nimero y forma caracteristicos
del adulto. A los genes responsables de esta fase del desarrollo se les cono-
ceria a partir de entonces como genes de polaridad del huevo y su distincién
con respecto a los homeo6ticos quedé entonces corroborada de manera defi-
nitiva (Lawrence, 1992; Gerhart y Kirschner, 1997; Carroll y cols., 2001).

Como fruto de la investigacion sobre los morfégenos de polaridad del
huevo, se descubriria posteriormente que los gradientes de dichas sustan-
cias controlan las primeras fases de la determinacién de las cuatro distincio-
nes fundamentales dentro del plan corporal de Drosophila: dorsal contra
ventral, endodermo contra mesodermo y ectodermo, células germinales
contra células somaticas y anterior contra posterior (Niisslein-Volhard y cols.,
1987; Nisslein-Volhard, 1991; Lawrence, 1992). También se encontré que,
entre la actividad de los genes de polaridad del huevo y los homeéticos, se
encuentran niveles jerdrquicos intermedios de genes a los cuales ahora
conocemos como genes de segmentacion (St. Johnston y Niisslein-Volhard,
1992). Baste reiterar entonces que la importancia de mencionar dicho tra-
bajo aqui radica en que se trata de la comprobacion experimental del co-
rolario principal del modelo de Wolpert: debido a que en los mutantes de
polaridad del huevo se alteran las seflales de posicién a las cuales responden
posteriormente las células embrionarias, es posible deducir que los genes
homeoticos no son los responsables de dichas sefales (Gerhart y Kirschner,
1997, Gilbert, 2000, Carroll y cols., 2001). Por la misma razén, es posible
inferir que el proceso epigenético esencial en el desarrollo, desenmascara-
do simultaneamente por las dos clases de mutantes, se compone de dos par-
tes: la generacion de las fronteras de los campos y la determinacién interna
de sus identidades. Corresponderia a dos de los mas importantes genetistas
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del siglo XX entender cabalmente la naturaleza de la segunda parte del pro-
ceso, es decir, la parte estrictamente homedtica y exponerla del modo que
se acepta universalmente.

Edward B. Lewis: de los mapeos cromosémicos
a los modelos evolutivos

Edward B. Lewis, alumno de la segunda generacion de la escuela de Morgan
(Winchester, 1996), fue uno entre varios de los investigadores que elabora-
ron hipétesis sobre los mecanismos genético-embriolégicos en Drosophila
con base en los fenotipos homedticos. De hecho, él también elabor6 una hi-
poétesis preliminar basada en gradientes para explicar la homeosis (Lewis,
1963). Sin embargo, a su profundo conocimiento sobre la localizacién cro-
mosomica de los /loci que codificaban para los genes homeoéticos de la mosca,
el genetista norteamericano afiadi6 de manera explicita una consideracion
de la filogenia de los organismos relevantes —el grupo taxonémico de los
insectos— a la ontogenia del sistema modelo. Efectivamente, Lewis fue el
primer investigador que ordend los datos de la genética en Drosophila con
los que entonces se contaba, con el objeto de construir una especulacion so-
bre la existencia de cambios en la expresion de los genes homedticos en los
artropodos a lo largo de la evolucién (Lewis, 1963 y 1978).

Las investigaciones de Lewis se enfocaban en la regién del cromosoma
tres de Drosophila que conocemos con el nombre de complejo bithorax
(BX-C). EI nombre de la region proviene de uno de los fenotipos homeoti-
cos clasicos, generado mediante la mutacion de Ultrabithorax, uno de los
tres genes que lo componen. En las moscas mutantes para este locus, el pa-
rasegmento 4 —abreviado P4, y correspondiente a la parte posterior de T1
y la anterior de T2, donde crecen las alas— se duplica en el lugar que co-
rresponderia normalmente a P5, donde normalmente crecen los halterios o
balanceadores, dando como resultado una mosca con cuatro alas. Lewis
habia notado ademas que la eliminacién del complejo en su totalidad pro-
ducia una transformacién homeoética generalizada, en la que todos los seg-
mentos a partir de T3 se parecian a T2. Con estas evidencias, Lewis propuso
en 1978 el modelo que le valdria la obtencion del Premio Nobel de Medici-
na que, en 1995, comparti6 con Niisslein-Volhard y Wieschaus. En este mo-
delo se postulaba que BX-C deberia contener al menos un gen para cada
segmento por debajo de T2. Esto significaba que el desarrollo de T3 involu-
craria la activacion de todos los genes caracteristicos de T2 —“el nivel ba-
sal”—, ademas de la participacion de uno o mas genes responsables de las
peculiaridades de T3. De manera similar, el desarrollo del primer segmento
abdominal requeriria a su vez la expresion de los genes de T3, mas aquellos
especificos de Al, y asi sucesivamente, hasta llegar a A8 (Lewis, 1978; Gil-
bert, 1988; figura 5-1).

En correspondencia con los fenotipos mutantes, y con base en las rela-
ciones filogenéticas aceptadas para los diferentes tipos de insectos, Lewis
propuso que algunos de los genes adicionales que se iban activando duran-
te la ontogenia para suprimir las patas de los segmentos abdominales y for-
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Figura 5-1. Representacién esquematica del modelo
de Edward B. Lewis acerca de la regulacién genética
del complejo bithorax y sus consecuencias sobre la
especificacion de identidades en los segmentos de
Drosophila. El sequndo segmento toracico (T2) es
considerado el “estado basal”. Para cada segmento
posterior a éste, es activado un gen adicional. En el
ultimo segmento, todos los genes estan activos.
T3 A2 A4 AG A8 Modificado de Gilbert (1988). Ver el texto para una
Al A3 A5 A7 explicacion mas extensa.

mar halterios en posicion posterior a las alas, eran los mismos que durante
la filogenia habfan aparecido para crear el plan corporal de un diptero, a
partir, primero, de artrépodos ancestrales milipedos y, posteriormente, de
insectos voladores con cuatro alas (Lewis, 1978 y 1998). La caracteristica
mas notable de este modelo —a saber, su conexion directa entre la funcién
de los genes y el origen de estructuras morfol6gicas distribuidas de modo
diferencial en las especies (Vergara-Silva, 2002)— es de fundamental impor-
tancia por haber animado a otros investigadores a pensar que tal vez el fe-
némeno homeoético era universal, no sélo en los términos morfol6gicos en
los que habia sido documentado por Bateson, sino también en sentido mo-
lecular. En la actualidad, se reconoce ademas que el trabajo de Lewis en su
conjunto ha proporcionado herramientas indispensables para comprender
el desarrollo embrionario de Drosophila, en el contexto de la genémica
comparada (Rubin y Lewis, 2000).

Antonio Garcia-Bellido y el papel fundamental
de las células

Mientras esto sucedia en Estados Unidos, el genetista espafnol Antonio
Garcia-Bellido realizé contribuciones complementarias de enorme tras-
cendencia para la comprension de los mecanismos que determinan la di-
ferenciacion de los campos de células en Drosophila (Garcia-Bellido, 1968 y
1975). Sus contribuciones se derivaron de sus experimentos con la mutacién
engrailed (Garcia-Bellido, 1998). Actualmente sabemos que la expresion del
locus correspondiente a dicha mutacién es muy importante para la division
dentro de cada segmento de las porciones anterior y posterior, que son las
verdaderas fronteras de los parasegmentos. A principios de la década de
1970, €l y sus colaboradores observaron que, en respuesta a una sefializa-
cioén posicional de naturaleza atn desconocida, grupos enteros y clonales de
células formaban una regién cohesiva que no se mezclaba con regiones
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adyacentes ni permitia la entrada de células extrafas. Estas regiones, que
bautiz6 como compartimentos, comenzaban con una sola célula que se di-
vidia hasta formar la region entera (Garcia-Bellido y cols., 1973 y 1979).

Este investigador, quien durante una temporada colaboré con Lewis
(Garcia-Bellido y Lewis, 1976) habia observado ademas que las mutaciones
homeoticas obtenidas por otros genetistas transformaban dominios de cé-
lulas que eran exactamente iguales en composicién a los compartimentos
definidos en el fenotipo silvestre de sus moscas. Con base en estas eviden-
cias, propuso entonces que cada célula fundadora y sus descendientes
expresaban una combinacion tnica y particular (no necesariamente progre-
siva con respecto a un estado basal, como decia Lewis) de “genes (homeoti-
cos) selectores”, que se mantiene fija a lo largo del proceso de generacion
del campo, y que puede interpretarse como un “domicilio genético” (Gar-
cia-Bellido, 1981). Esta interpretacién equivaldria a una codificacion bina-
ria, es decir, consistiria en activaciones o inactivaciones de los genes como
Unicas alternativas, suficientes y necesarias. Este proceso de decision bina-
ria podria repetirse mas tarde en el desarrollo, cuando, de acuerdo con la
ontogenia natural de los organismos, fuera necesario subdividir ain mas un
campo para formar una subestructura morfolégicamente diferente de sus
vecinas. Las elegantes concepciones de Garcia-Bellido han perdurado prac-
ticamente sin modificaciones hasta la fecha (ver, por ejemplo, Lawrence y
Struhl, 1996) como la mejor manera abstracta de representar la actividad
conjunta de genes para la especificacion de la diferenciacion celular, y su
trabajo experimental se considera fundamental para la articulaciéon del
“dogma central de la formacion de patrones tisulares” (Irvine y Rauskolb,
2001). Las contribuciones de Garcia-Bellido son de gran interés para los
bidlogos celulares estudiosos de los mecanismos que subyacen al desarrollo
embrionario, pero sus ideas sobre el proceso evolutivo —aunque menos co-
nocidas— también son dignas de atencioén (ver, por ejemplo, Garcia-Belli-
do, 1984).

‘ El estado de la investigacion antes de 1984

En resumen, la investigacion sobre la funcién de los genes de polaridad del
huevo y los genes de segmentacion con el tiempo demostré que la expre-
sion del segundo grupo de secuencias es necesaria y suficiente para deter-
minar, independientemente de la influencia materna, las fronteras de las re-
giones naturales de transcripcion de los genes homedticos selectores en
sentido estricto (Akam, 1987; Ingham, 1988). Asi pues, estos tltimos pudie-
ron definirse inequivocamente a partir de entonces —con base en la eviden-
cia genética— como aquellos que estan principalmente involucrados en es-
tablecer la identidad definitiva de las diferentes regiones previamente
individualizadas en el embrion de Drosophila y posteriormente en el cuer-
po del futuro adulto (Garcia-Bellido, 1975; Garcia-Bellido y cols., 1979). Co-
mo hemos visto, el mapeo genético de los homedticos empezé en la época
de Lewis, y su resultado final habia reafirmado, aun antes de conocer su na-
turaleza molecular, que estos loci estan organizados en dos complejos con-
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tiguos sobre el cromosoma 3 correspondientes a la region 84 a 89. Estos
complejos son el ya mencionado BX-C y un segundo complejo conocido co-
mo Antennapedia (ANT-C; Lawrence, 1992).

Ultrabithorax (Ubx), abdominal A (abdA) y abdominal B (AbdB) son los
genes que componen el primer complejo, mientras que ANT-C consiste de
cinco unidades de transcripcion —labial (lab), proboscipedia (pbd), defor-
med (Dfd), sex combs reduced (Scr) y Anfennapedia (Antp; McGinnis y
Krumlauf, 1992; Gilbert, 2000). Las propiedades funcionales basicas de es-
tos grupos de genes, estudiadas durante décadas con metodologias pura-
mente genéticas, se habian ratificado ya en 1978, en el trabajo clasico de Le-
wis (ver también Lewis, 1998): BX-C controla las diferencias entre los
segmentos abdominales y toracicos, mientras que ANT-C determina las que
existen entre las regiones cefalica y toracica. Con Garcia-Bellido, de mane-
ra complementaria se habia confirmado, ademas, que cada gen homeético
selector tiene un dominio caracteristico de accion, que se define como la re-
gion del cuerpo que se transforma homeé6ticamente como resultado de la
mutacién en ese gen. Finalmente, también se habia establecido que las
fronteras espaciales de estas regiones coinciden perfectamente con los limi-
tes de los parasegmentos, definidos a su vez por la actividad de dos subcla-
ses de genes de segmentacion: los genes pair-rule y los genes de polaridad
de segmentos (Gerhart y Kirschner, 1997; Carroll y cols., 2001).

Con la ventaja que proporciona la retrospectiva que ahora podemos ha-
cer de la historia de la genética del desarrollo, es facil comprender que mu-
chos investigadores sospechaban que la jerarquia genética establecida entre
todos los tipos distintos de genes de formacion de patrones deberia basarse
en alguna caracteristica funcional basica y comun a todas o al menos a la
mayoria de las proteinas codificadas. En otras palabras, los productos de los
genes de formacion de patrones, y de los homeo6ticos en particular, deberian
tener la capacidad de regular, de algin modo, a un nimero potencialmente
gigantesco de genes, muchos de los cuales cumplirian las funciones bio-
quimicas basicas en las células. Garcia-Bellido habia bautizado ya a estos
altimos como “genes realizadores” (Garcia-Bellido, 1975 y 1984) y aun
antes habian sido considerados por Britten y Davidson con el nombre de
“genes expresores”. A pesar de las incisivas intuiciones y de las cualidades
de los modelos genéticos propuestos por estos autores, sin embargo, el des-
cubrimiento final de la base molecular de la funcién de los genes homeati-
cos y sus implicaciones en términos filogenéticos habrian de resultar com-
pletamente inesperadas.

Aspectos estructurales y funcionales de los loci
homedticos en plantas y animales

El descubrimiento de la caja homeotica

En una serie de trabajos publicados en el simbélico afio de 1984 (aunque ya
anunciados previamente en congresos durante 1983), los grupos de inves-
tigacion de Walter Gehring (en Suiza) y de Matthew Scott (en Estados Uni-
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dos), comunicaron el aislamiento y secuenciacién de los primeros represen-
tantes de los genes componentes de los complejos homedticos (Gehring,
1994; McGinnis, 1994). Estas investigaciones se sustentaron en el trabajo
sistematico de mapeo de Lewis y del grupo de Thomas Kauffman (Kauffman
y cols., 1980), asi como en las técnicas de caminata sobre cromosomas de-
sarrolladas en el laboratorio de David Hogness (Bender y cols., 1983) y en
las técnicas de hibridizacién de acidos nucleicos. La experiencia de estos
investigadores en el campo de la homeosis era amplia: todos ellos habian
participado desde tiempo atrds en la clonacion de las regiones de mayor im-
portancia en los cromosomas politénicos, de acuerdo con el mapeo genéti-
co de ANT-C. En dos de estos articulos (McGinnis y cols., 1984; Scott y
Weiner, 1984), los genes caracterizados provenian de Drosophila, pero en
un tercero (realizado en el sapo Xenopus laevis; Carrasco y cols., 1984) se
mostraba, por primera vez, que los genes involucrados en los procesos em-
briol6gicos mediante los cuales se establecen las identidades de las partes
corporales caracteristicas de un insecto, son miembros de la misma familia
de genes que cumplen una funcién similar en un anfibio.

Después de hacer una comparacion de las secuencias de ciertos frag-
mentos cuidadosamente mapeados de Antp, Ubx y fushi tarazu (ftz), Geh-
ring y sus colaboradores notaron que todas ellas compartian una region
muy similar de aproximadamente 180 pares de bases de longitud, bautiza-
da primero por este investigador como “H” y posteriormente con el nombre
de homeobox (caja homedtica), con que se le conoce universalmente (Du-
boule, 1994). En s6lo unos cuantos afos a partir de la caracterizacién de
esos primeros genes homeobox, se han encontrado ya un nimero cercano
a 700 secuencias provenientes de animales con marcos abiertos de lectura
que presentan una region homeobox homéloga por descendencia comun
(Spirov y cols., 2002). Si bien las funciones embrioldgicas especificas de es-
tos genes divergen en distintos aspectos, conforme se muestrea la filogenia
de los eucariontes multicelulares (Carroll y cols., 2001), se ha demostrado
que su distribucién abarca no sélo al reino animal entero sino también a las
plantas, los hongos y muy probablemente algunas especies de bacterias
(Buirglin, 1994, 2001).

La caja homeodtica codifica para un segmento polipeptidico de 60 ami-
noacidos, al cual consecuentemente se le conoce como ~omeodominio. Una
vez identificados los primeros homeodominios en términos puramente es-
tructurales, rapidamente se postulé una hipétesis de trabajo segun la cual
los productos de los genes homeoticos serian justamente proteinas regula-
torias, cuya actividad normal en las células seria la de comportarse como
factores de transcripcion que se asociarian a secuencias cis-regulatorias es-
pecificas de sus genes blanco (Gehring, 1985 y 1994). La evidencia funda-
mental para construir esta hipétesis consistié en la notable similitud en-
contrada entre los homeodominios conocidos a la fecha y algunos motivos
caracteristicos de proteinas regulatorias de procariontes, en especial, el mo-
tivo hélice-vuelta-hélice de las proteinas MAT a-1 y alfa-2, que determinan
el tipo de apareamiento en la levadura (Laughon y Scott, 1984; Gehring y
cols., 1994). En virtud de que este motivo es precisamente una regién de
asociacion al DNA, Gehring supuso que el homeodominio tambien lo seria.
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Como deciamos en lineas anteriores, una gran cantidad de datos ha con-
firmado esta hipédtesis (McGinnis y Krumlauf, 1992; Pabo y Sauer, 1992;
Gehring y cols., 1994) para el caso de los productos de los genes homeoti-
cos e incluso la ha extendido a los morfégenos que organizan la polaridad
del huevo y los episodios iniciales de la segmentacion.

Las secuencias con homeodominios se agrupan en mas de 200 grupos
homoélogos o pardlogos (Spirov y cols., 2002). Algunas de estas clases estan
definidas con base en criterios adicionales, entre los que se cuentan los ti-
pos de region que flanquean a la caja, la posicién de los intrones y la asocia-
cién con otros dominios (Gehring y cols., 1994). Asi pues, se incluyen en
dicha clasificacion algunas agrupaciones de genes —como los Pax y los
POU— que, ademas de contener una caja homeoética reconocible como tal,
incluyen regiones adicionales de asociacién a DNA, asi como aquellos gru-
pos que representan a los genes homeobox que no estan organizados en
complejos cromosémicos ordenados (De Robertis, 1994). Los componentes
principales del homeodominio son tres hélices o plegadas alrededor de un
centro hidrofébico y un brazo N-terminal flexible (Otting y cols., 1990); en
el caso del homeodominio de la proteina ANTP, también se puede recono-
cer una cuarta hélice flexible (Qian y cols., 1993). Las hélices 2 y 3 forman
el motivo hélice-vuelta-hélice ya mencionado (Qian y cols., 1989; Gehring
y cols., 1994), y se ha visto que las tres hélices se ordenan tinicamente cuan-
do la proteina se pega al DNA (Wolberger, 1996).

La informacién anterior proviene de estudios estructurales realizados
con resonancia magnética nuclear (NMR) y cristalografia de rayos X de los
complejos formados por el DNA y homeoproteinas escogidas, complemen-
tados en algunos casos con mutaciones puntuales en la secuencia de la ca-
ja homedtica (revisados en Laughon, 1991; Gehring y cols., 1994; Sharkey
y cols., 1997). Estos trabajos han establecido ademas que los residuos de
aminoacidos que participan en la formacion del complejo —en particular,
en el reconocimiento especifico de las bases en ambas cadenas del DNA—
estan ubicados en la hélice 3 (Gehring, 1992). La secuencia de consenso
obtenida por Birglin (1994) de la comparaciéon de 346 homeodominios
contiene siete posiciones que son invariantes en mas de 95% de los casos;
se trata de L16, F20, W48 y F49, correspondientes al centro hidrofébico, y
R5, N51 y R53, que se asocian directamente al DNA. En el homeodominio
de ANTP, por ejemplo, es claro que estos sitios estan distribuidos en las cua-
tro hélices. La primera abarca los residuos 10 a 21, la segunda va del 28 al
38y la tercera de los residuos 42 al 52. Como ya se indic6, esta proteina con-
tiene una cuarta hélice (residuos 53 a 59), mas desordenada y flexible, que
es inexistente en otros factores de transcripcion, como FTZ, codificada por
uno de los genes de segmentaciéon mas importantes y mejor estudiados
(Qian 'y cols., 1994), o bien que es continua con la tercera, como sucede en
MAT alfa-2 (Wolberger y cols., 1991). A pesar de estas diferencias, los estu-
dios llevados a cabo con estas técnicas han indicado que éstas tres protei-
nas, mas el producto de engrailed (Kissinger y cols., 1990; Draganescu y
Tullius, 1998), se unen al DNA de manera muy similar.

Los homeodominios mencionados anteriormente y otros (ver, por
ejemplo, Klemm y cols., 1994) se pegan al DNA como monémeros y lo ha-
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cen de manera especialmente favorable a secuencias de DNA que contienen
el tetranucledtido ATTA, llamado también motivo central. La interaccion
requiere de la insercion de la tercera hélice en el surco mayor, el brazo
N-terminal en el menor y de contactos entre el asa que une a las hélices 2 y
3 con el esqueleto del DNA. En opinion de algunos autores, las regiones de
DNA que pegan homeodominios se pueden considerar de alta, media y baja
afinidad, pues en algunos casos, en ausencia del sitio que contiene el tetra-
nucleétido en el estimulador disminuye la especificidad en la asociacion de
la proteina, aunque la funcion de este elemento activador no se vea afecta-
da de manera detectable (Gehring y cols., 1994). Junto con estas evidencias
que involucran la asociacion de subunidades Ginicas, recientemente se ha
establecido que las interacciones proteina-proteina desempenan un papel
importante en la modulacion de la actividad de los homeodominios en con-
diciones fisiologicas (Wolberger, 1996). De hecho, los monémeros sélo tienen
100 veces mas afinidad por sitios especificos del DNA (de alta afinidad) en re-
lacién a sitios no especificos (de media y baja afinidad; Laughon, 1991). Algu-
nas homeoproteinas se unen al DNA como dimeros formados por subunidades
iguales o diferentes en una asociacion cooperativa, pues la afinidad aparen-
te de cualquiera de ellas al DNA es mayor si se forma el dimero (Wilson y
Desplan, 1995; Passner y cols., 1999). Las estructuras cristalinas del homo-
dimero del homeodominio codificado por paired (Wilson y cols., 1995) y las
del heterodimero de MAT a-1/alfa-2 (Liy cols., 1995) han sido importantes
evidencias en favor de lo anterior. En el caso de esta altima estructura, se
ha visto que cada subunidad se une a secuencias operadoras de DNA distin-
tas —los nucledtidos TGT estan conservados en el sitio de alfa-2, y la se-
cuencia CATC lo esta en el sitio de a-1.

Finalmente, otros estudios de NMR y simulacién de dindmicas molecu-
lares, también en ANTP, indican que el agua solvente yace en una cavidad
que forma la interfase entre la hélice de reconocimiento del homeodominio
y las bases del surco mayor del DNA de doble cadena (Billeter y cols., 1993,
Fraenkel y Pabo, 1998). Uno de los Gltimos homeodominios en estudiarse
como cristal ha demostrado la participacion conjunta del solvente y las in-
teracciones entre homeodominios en la dindmica molecular de los mismos:
la asociacién de la proteina EVEN SKIPPED —también codificada por un
gen de segmentacion— al DNA es en realidad el pegado de dos homeodomi-
nios sobre caras opuestas de una sola vuelta de B-DNA, con puentes de hi-
drégeno mediados por moléculas de agua en la interfase entre las bases y la
hélice de reconocimiento (Hirsch y Aggarwal, 1995).

‘ Biologia comparativa de los genes homeobox

Una cantidad enorme de estudios realizados en afios recientes en varias
especies de animales con muy diferentes planes béasicos de organizacién
corporal ha permitido establecer que no sélo el desarrollo de Drosophila
estd mediado por genes reguladores que poseen secuencias de asociacion
al DNA, a través de las cuales controlan la expresion de otros genes (Slack
y cols., 1993; Carroll, 1995; Carroll y cols., 2001). Al mismo tiempo, dichas
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de Drosophila, mas alla de las secuencias nucleotidicas: en los genomas de
vertebrados estudiados en detalle, se encuentran cuatro “racimos” (clusters)
o complejos cromosémicos conocidos como Hox, que corresponden a
BX-C y ANT-C (denominados conjuntamente HOM-C por algunos auto-
res) y que estan distribuidos en cuatro cromosomas distintos (McGinnis
y Krumlauf, 1992; Maconochie y cols., 1996) como producto de tres ron-
das de duplicacion y la pérdida de cuatro racimos (Bailey y cols., 1997) ocu-
rridas a lo largo de los tltimos cientos de millones de afios de evolucion
(figura 5-2).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
c —| 1 1 — .
vertebrados R
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Figura 5-2. Evolucion de los genes Hox en los metazoarios. La distribucion de los genes Hox en diversos grupos de
animales se muestra con cuadros organizados en columnas, que corresponden a los diferentes grupos paralogos
descritos (derecha). Asimismo, se representa la clasificacién de los mismos en anteriores (blanco), centrales (gris
claro) y posteriores (gris oscuro). Esta distribucidn se correlaciona con una reconstruccion filogenética reciente
(izquierda). Sobre esta ultima, se han mapeado cinco episodios importantes en la historia evolutiva de la familia
multigénica: (A) expansion de los genes Hox centrales; (B) expansion de los genes Hox posteriores; (C) episodios
de tetraploidizacién gendémica; (D) origen de los genes Ubx y Abd-B (caracterizados originalmente en Drosophila);
finalmente, origen de los genes Lox5, Lox2/4y Post1/2 (caracterizados originalmente en los anélidos). Modificado
de Carroll y cols., 2001.
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A pesar de que la razon por la cual los genes Hox estan agregados en ra-
cimos sigue siendo misteriosa (Mann, 1997), este arreglo cromosémico da
lugar a propiedades notables, como la colinearidad. Este rasgo funcional
consiste en la correspondencia entre la posicién de cada locus pertenecien-
te a los complejos sobre cada cromosoma y el orden en el cual cada uno de
ellos es expresado a lo largo del eje anteroposterior. Esto significa que los
genes que se encuentran en el extremo 3' se expresan en la region anterior
del embridén, y que sus fronteras de localizacion espacial se van recorriendo
hacia atras del cuerpo, conforme se avanza sobre el cromosoma hacia el ex-
tremo 5'. Asimismo, dicha correspondencia incluye también la temporali-
dad de la expresion (los genes anteriores se expresan primero, los posterio-
res se expresan de forma tardia). Un elemento adicional de similitud entre
los genes homeoticos homeobox provenientes de las especies estudiadas, es
la correlacion que existe entre la responsividad al 4cido retinoico, que tan-
to en invertebrados como en vertebrados consiste en una alta sensibilidad
mostrada por los genes del extremo 3'y un grado bajo de respuesta por los
genes 5' (Duboule, 1994). Gracias a la conclusién de algunos proyectos de
secuenciacion de genomas completos —por ejemplo, el de Drosophila
(Adams y cols., 2000) y el del nematodo Caenorhabditis elegans (Kappen,
2000)— actualmente es posible estimar con gran confiabilidad el nimero
de genes pertenecientes a la familia homeobox presentes en diferentes cla-
das de animales (Finnerty y Martindale, 1998; De Rosa y cols., 1999). Estas
estimaciones se han visto complementadas por el hallazgo de grupos de ge-
nes homeobox que también forman racimos pero que no pertenecen a los
complejos Hox; entre ellos sobresale el complejo ParaHox, descubierto ori-
ginalmente en Amphioxus (Brooke y cols., 1998) y posteriormente caracte-
rizado en los cnidarios (Finnerty y Martindale, 1999).

La aproximacion comparativa ha permitido descubrir diferencias im-
portantes en la funcién bioldgica de algunos genes homedéticos animales.
En virtud de numerosas observaciones que indican que la extensa conser-
vacion de secuencia entre diferentes genes Hox no necesariamente se
extiende a todos sus efectos sobre la especificacion de la identidad de partes
corporales, actualmente se tiene una visién equilibrada del peso que debe
adjudicarse a los genes involucrados en el desarrollo embrionario en la ela-
boracion de hipétesis de homologia entre estructuras (Abouheif y cols.,
1997; Wray y Abouheif, 1998). Por ejemplo, tanto en Drosophila como en
Tribolium castaneum (otro insecto intensamente estudiado desde el punto
de vista genético-molecular; ver, por ejemplo, Brown y cols., 1999), los ge-
nes homeoéticos son los determinantes de la identidad de patas, alas y an-
tenas, y de ellos depende su localizacion en los segmentos correctos (Akam,
1987 y 1995), pero el complejo de genes homeobox de C. elegans controla
unicamente la identidad de linajes celulares particulares a lo largo del eje
anteroposterior (Salser y Kenyon, 1994). Esta misma especie presenta un
gen (egl-5) cercanamente relacionado con AbdB, el cual a su vez es el gen
mas emparentado con el grupo funcional de genes homeobox de los verte-
brados, que es activado de manera secuencial durante el desarrollo de las
extremidades (Morgan y Tabin, 1993; Capdevila e Izpista-Belmonte, 2001).
Sin embargo, como los nematodos carecen de ellas, es muy probable que el
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gen ancestral de esta subfamilia haya antecedido al origen de las extre-
midades como tales, y que dicho gen haya cumplido en un principio con
funciones diferentes de la especificacién de dichas estructuras (Shubin y
cols., 1997).

Entre los ejemplos mas interesantes y discutidos al respecto de la asig-
nacion de funciones diferenciales a lo largo de la evolucién para los genes
con cajas homedticas y sus consecuencias sobre la estimacion de hipétesis
de homologia se encuentra el caso del locus Pax6 y su homélogo eyeless
(ey), provenientes del raton y la mosca, respectivamente. Estos genes pare-
cen ser centrales en la actividad de una red regulatoria que controla la mor-
fogénesis del ojo en varios grupos de animales con estructuras oculares di-
vergentes (Gehring e Ikeo, 1999; Treisman, 1999); entre otras funciones, ey
es capaz de inducir el desarrollo de ojos ectépicos cuando se expresa en si-
tios donde normalmente no le corresponde (Halder y cols., 1995). Un se-
gundo grupo de evidencias en favor de esta hipétesis se relaciona con la
conservacion de secuencias y funciones en el humano (Quiring y cols.,
1994), los nemertinos (Loosli y cols., 1996), los cefalépodos (Tomarev y
cols., 1997) y el anfioxo (Glardon y cols., 1998); asimismo, se ha demostra-
do que la via de sefalizacion que controla la expresién de ey y que es orga-
nizada por el gen Nofch esta conservada tanto en la rana como en la mosca
(Onuma y cols., 2002).

Otros hallazgos, sin embargo, apuntan a que la participacion central de
los homélogos de Pax6 en la ontogenia del ojo no es tan generalizada —por
ejemplo, el desarrollo por regeneracion de los ojos en las planarias es Pax6-
independiente (Pineda y cols., 2002). Por este motivo, algunos autores ac-
tualmente piensan que, en el ancestro comun de protostomados y deuteros-
tomados —que no tenia ain ojos complejos, sino Gnicamente receptores
fotosensibles—, el homologo de Pax6 estaba dedicado a determinar el des-
tino de células sensoriales en tejido ectodermal, pero no de especificar ojos
como tales (Nilsson, 1996). Recientemente, Arendt y Wittbrodt (2001) han
sugerido que Urbilateria —el ancestro comun hipotético de todos los ani-
males bilaterales— ya poseia ojos simples, pero mientras la homologia de
los ojos cerebrales en Protostomia puede sustentarse, es probable que di-
chas estructuras no provengan de un ancestro comtn —al menos, la com-
paracién hecha entre animales cordados y no cordados. El caso de los genes
Pax y la determinacion de la identidad de estructuras oculares ilustra, pues,
que los genes homedticos no hacen exactamente lo mismo en todas las
especies en las cuales su funcién se ha estudiado en detalle. No obstante, es-
to no elimina la validez del consenso actual que afirma que los genes ho-
medticos, en virtud de sus funciones celulares, siempre han participado en
algan aspecto del desarrollo de los planes corporales (Knoll y Carroll, 1999;
Carroll y cols., 2001).

La aplicacién generalizada de una de las técnicas mas comunes de la
biologia molecular —la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)— ha
permitido la deteccién de genes Hox en cientos de especies, algunas de las
cuales nunca serdn accesibles a la aplicaciéon de metodologias genéticas
convencionales (ver, por ejemplo, De Rosa y cols., 1999). Aunque a veces
la PCR no proporciona informacion inequivoca respecto al nimero de ge-
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nes presente, las bisquedas realizadas con esta técnica en muy diversos
genomas, interpretadas adicionalmente con evidencias paleobioldgicas,
han demostrado que la presencia de genes Hox precede a la aparicién de
los animales como tales (Valentine y cols., 1996; Erwin y cols., 1997; Va-
lentine y cols., 1999) y que existe una correlacion general entre el nime-
ro de genes Hox estimado y la complejidad de los planes corporales (Ge-
llon y McGinnis, 1998). Con ayuda de esta técnica, se sabe que el racimo
de genes homedticos homeobox de C. elegans tiene cuatro genes debido a
pérdidas masivas ocasionadas por la condicion de parasitismo (Kenyon,
1994), pero que en general todos los protostomados estudiados a la fecha
presentan un solo racimo de genes Hox (Finnerty y Martindale, 1998; fi-
gura 5-2).

En contraste, la situacién en los cordados (Holland y Garcia-Fernandez,
1996) es diversa: los mamiferos tienen 39 genes, repartidos en los 13 (Mc-
Ginnis y Krumlauf, 1992; Maconochie y cols., 1996) o 14 (Pollard y Holland,
2000; Popovici y cols., 2001) grupos de genes pardlogos a los miembros de
BX-C y ANT-C; algunos peces tienen genes adicionales debido a duplicacio-
nes génicas exclusivas (Amores y cols., 1998), mientras que el anfioxo tiene
s6lo un complejo (Ferrier y cols., 2000). EI panorama general al respecto in-
dica que cada phAylum o clase taxonémica en la que se han caracterizado los
complejos Hox exhibe un patrén tinico de duplicacion o pérdida de genes,
relativo a otros phyla y clases (Finnerty y Martindale, 1998; Martindale y
Kourakis, 1999; De Rosa y cols., 1999); si bien cada uno de los complejos de
los vertebrados es diferente de los demads, se ha podido rastrear de manera
consistente su origen a un racimo ancestral inico (Bailey y cols., 1997;
Ferrier y Holland, 2001).

Finalmente, es importante recalcar que actualmente la interpretacion
correcta de la informacién que proporcionan la PCR y las técnicas genéti-
cas y embrioldgicas tradicionales sobre los genes homedticos homeobox
depende de modo indispensable del uso de las herramientas de la sistema-
tica, especialmente de la cladistica (Carroll y cols., 2001; Arthur, 2002). Es-
ta relacion entre dreas diversas que confluyen en la biologia evolutiva esta
plenamente justificada: finalmente, son estos genes los principales respon-
sables de la determinacion de la identidad de las estructuras morfol6gicas
caracteristicas de cada grupo, las cuales a su vez han sido tradicionalmente
la fuente de caracteres de la sistemaética en el pasado. De modo sobresalien-
te, los datos de secuencia de genes Hox no s6lo han podido ser mapeados en
reconstrucciones obtenidas con /oci independientes, sino que ellos mismos
han contribuido para la modificacién de las hipétesis filogenéticas tradicio-
nales de los animales en su conjunto (ver, por ejemplo, Adoutte y cols.,
1999; De Rosa y cols., 1999; figura 5-2). La adicién de evidencias sobre las
modalidades de evolucién molecular de los genes Hox (ver, por ejemplo,
Schubert y cols., 1993; Gauchat y cols., 2000) a los andlisis anteriores esta
apoyando la unificacion de la genética molecular del desarrollo con las otras
areas de la biologia relacionadas con el estudio de la macroevolucién: tal
unificacién es, en nuestra opinién, la inevitable culminacién de las obser-
vaciones de Bateson y una via para la superacién de las limitaciones de la
teoria evolutiva tradicional (Vergara-Silva, 2002).



CAPITULO 5 GENES HOMEOTICOS Y MECANISMOS MOLECULARES DE DIFERENCIACION CELULAR

121

Las plantas también tienen /oci homeéticos:
la familia MADS-box

El resumen que hemos hecho de la historia del descubrimiento de los ge-
nes homeoéticos en los animales, y la descripcién de algunos de los aspectos
moleculares mas relevantes sobre ellos, bien pueden crear la impresion de
que los términos homedtico y homeobox son sinénimos, y que la reunion
de la genética, la embriologia y la sistematica s6lo pueden ayudar a resolver
preguntas acerca del origen y diversificacion de los metazoarios. Lo anterior
esta lejos de ser cierto: la aplicacion de la metodologia genético-molecular
a algunas especies modelo de dicotiledoneas —Arabidopsis thaliana y An-
tirrhinum majus, en especial— ha permitido el hallazgo de una segunda fa-
milia multigenética, cuyas funciones conjuntas bien pueden considerarse
analogas a las de los genes homedticos en los animales. Al igual que los
genes homeobox, la agrupacion de genes MADS-box (Theissen y cols., 2000;
Vergara-Silva y cols., 2000) tiene una amplia distribucién taxonémica, e in-
cluso, ademas de su papel fundamental en la morfogénesis de las estructu-
ras de las plantas terrestres, algunas de las proteinas codificadas por estos
genes participan en la respuesta a feromonas y en el metabolismo de argi-
nina en levadura (Herskowitz, 1989; Dubois y Messenguy, 1991), asi como
en el desarrollo de los tejidos musculares en animales (Buckingham, 1994).

La familia multigenética MADS-box deriva su nombre de las iniciales de
sus cuatro miembros fundadores —MCM1 (proveniente de Saccharomy-
ces; Jarvis y cols., 1989), AGAMOUS (AG; un gen hallado en Arabidopsis; Ya-
nofsky y cols., 1990), DEFICIENS (que se encuentra en Antirrhinum;
Sommer y cols., 1990) y SERUM RESPONSE FACTOR (SRF; un gen del
humano, Norman y cols., 1988)—, y agrupa a las secuencias codificadoras
de factores de transcripcion que presentan un dominio formado por 60 ami-
noacidos denominado MADS (Schwarz-Sommer y cols., 1990). En un prin-
cipio, se consideraba que la unidad minima de unién especifica al DNA
estaba constituida por este dominio —el mas conservado de toda la protei-
na— mas 30 a 40 aminodacidos en la region carboxilo-terminal (Mueller y
Nordheim, 1991). Gracias al trabajo cristalografico realizado con la protei-
na codificada por SRF, se sabe ahora que el dominio MADS se pliega en
un motivo estructural nuevo para la interaccién con el DNA y para la dime-
rizacion que consiste en un rizo enrollado antiparalelo de dos hélices o an-
fipaticas, cada una proveniente de una subunidad diferente (Pellegrini y
cols., 1995).

Al igual que los homeodominios, el dominio MADS presenta una serie
de sitios muy conservados dentro de su secuencia. El recuento de 107 pro-
teinas pertenecientes a plantas, hongos y animales ha permitido identificar
que 111, K23, R24, K30, K31, E34 y L.38 son residuos absolutamente inva-
riantes, asi como 9 residuos mas, donde los cambios de aminoacido han si-
do muy raros y conservativos, y finalmente 16 sitios de cambios no conser-
vativos en menos de 5% de los casos (Theissen y cols., 1996).

Las proteinas con dominios MADS de plantas son de naturaleza modu-
lar. Ademas de este dominio, existe en ellas una regioén parcialmente con-
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servada, de aproximadamente 70 residuos, denominada K (por su similitud
con el dominio de rizo enrollado presente en la queratina), que se localiza
en la direccion 3' con respecto al dominio MADS y se separa de esta Gltima
por una region de secuencia muy variable denominada I (infermediary) o L
(linker). Aunque la secuencia de aminoacidos de la region K no esta muy
conservada, su estructura secundaria si lo estd (Ma y cols., 1991; Purugga-
nan y cols., 1995). Por altimo, las regiones mas variables en términos de
tamafio y secuencia —tanto en animales como en plantas y hongos—
corresponden a la regiéon amino y carboxilo-terminal. De éstas, la primera
region s6lo se halla en un pequeno grupo de proteinas MADS, pues en la
mayoria de ellas el codon de metionina de inicio coincide exactamente con
el principio de la region del mismo nombre, mientras que en todas ellas se
encuentra el extremo carboxilo (Theissen y cols., 1996).

Empleando la informacién del genoma completo de Arabidopsis (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000) y el de especies selectas de animales,
en nuestro laboratorio hemos podido reconstruir la historia evolutiva de la
familia de los genes MADS-box en los eucariontes. En particular, hemos de-
mostrado que, antes de la divergencia de los animales y las plantas, ocurri6
al menos una duplicacién de los genes MADS-box que dio lugar a dos lina-
jes —los genes Tipo I y los Tipo II— dentro de la familia (Alvarez-Buylla y
cols., 2000a). Estos dos tipos de genes corresponden, respectivamente, a dos
agrupaciones de /oci animales conocidas como tipo SRF y tipo MEF, ningu-
na de las cuales tiene funciones homeoéticas. Por un lado, los genes de ani-
males tipo SRF se agrupan con un gran namero de genes de plantas de los
cuales atin no conocemos su funcion. Por el otro, es interesante notar que
los genes tipo MEF —entre los que se encuentran genes que regulan la di-
ferenciacién del corazén y otros musculos estriados— forman un grupo
monofilético con un grupo grande de genes MADS-box de plantas, dentro
del cual se encuentran los genes homedticos florales.

Es comun que las proteinas con dominio MADS sean activas como
pares, tanto homodimeros como heterodimeros (Riechmann y cols., 1996b;
Riechmann y Meyerowitz, 1997; Winter y cols., 2002). Se ha establecido,
por ejemplo, que los productos de los genes APETALA3 (AP3) y PISTILLA-
TA (PI), caracterizados en Arabidopsis (Jack y cols., 1992 y 1994; Goto y
Meyerowitz, 1994; Bouhidel e Irish, 1996) pueden formar heterodimeros,
asi como sus contrapartes en Anthirrinum (las proteinas deficiens y globo-
sa) que requieren especificamente del dominio K, ademas del MADS, para
interactuar (Davies y cols., 1996). Todas estas proteinas son fundamentales
para la determinacion de la identidad de algunos de los 6rganos florales ca-
racteristicos de las especies correspondientes. Trabajos recientes han de-
mostrado, sin embargo, que no s6lo los dominios MADS y K desempefian
un papel en la funcién celular normal de los factores de transcripcion flora-
les. La construccion de genes hibridos acoplada con algunos experimentos
de expresion ectépica en plantas transgenéticas de Arabidopsis han demos-
trado que el tnico dominio que siempre participa en la determinacién de la
especificidad funcional de las proteinas es la region I (Krizek y Meyerowitz,
1996). Probablemente, esto se deba a que dicho dominio se requiere para la
interaccion con otras proteinas accesorias que formarian entonces un com-
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plejo maltiple de proteinas-DNA que activa la transcripciéon (Riechmann y
Meyerowitz, 1996a).

Tal como ha sucedido con las proteinas con homeodominios, diversas
estrategias experimentales han permitido demostrar que existe una secuen-
cia conservada en los promotores y otras regiones activadoras de los genes
blanco de las proteinas con dominio MADS y funciones homedticas, a la
cual éstas se asocian con diferentes grados de afinidad. Dicha secuencia de
nucleétidos es un motivo palindrémico denominado caja CArG, que consis-
te en la secuencia consenso CC(A/T)6GG (Shore y Sharrocks, 1995). Si bien
es comun que se piense que la especificidad funcional de los factores de
transcripcion reside basicamente en su especificidad de asociacion al DNA,
se ha observado que muchas proteinas MADS-box reconocen practicamen-
te los mismos sitios CArG en el DNA (Nurrish y Treisman, 1995; Huang y
cols., 1995) a pesar de que su efecto en el desarrollo sea muy diferente
(Riechmann y Meyerowitz, 1997). Curiosamente, esta paraddjica situacion
se ha venido descubriendo también para las proteinas homeoéticas con ho-
meodominios de los animales (Gross y McGinnis, 1996).

La importancia de determinar las causas de la especificidad de los fac-
tores de transcripcion codificados por genes homeobox y MADS-box en es-
tos términos es enorme: en principio, ésta es la inica manera de acceder al
siguiente nivel de las interacciones regulatorias en el desarrollo, es decir, el
de los genes realizadores (ver, por ejemplo, Parcy y cols., 1998; Benfey y
Weigel, 2001). Por esta razon, una gran parte de los proyectos de investiga-
cién sobre la base molecular de la homeosis —tanto en animales como en
plantas— ahora se enfocan en la caracterizacién de procesos que, junto con
la regulacion de la transcripcion per se, controlen de manera fina la activi-
dad de las proteinas homedticas dentro de las células (Gerhart y Kirschner,
1997). Entre los procesos descubiertos durante estos proyectos sobresalen
la degradacion selectiva de las proteinas mismas, el transporte del citoplas-
ma al nacleo, el movimiento de célula a célula y otras modificaciones pos-
transcripcionales y postraduccionales como la fosforilacién, asi como la
participacion de proteinas accesorias y cofactores en los complejos activa-
dores de la transcripcion, ya mencionada arriba, se perfila como la regla
(Graba y cols, 1997; Riechmann y Meyerowitz, 1997; Egea Gutiérrez-Corti-
nes y Davies, 2001).

Los genes MADS-box y la evoluciéon de las
estructuras reproductivas de las plantas terrestres

El rapido avance en la caracterizacion molecular de las proteinas con domi-
nio MADS de las plantas ha puesto las bases para la comparacion de los de-
talles moleculares de la funciéon de ésta y otras familias de factores de trans-
cripcién que también son importantes durante el desarrollo ontogenético
(Riechmann y cols., 2000). A su vez, estos analisis comparativos han creado
la posibilidad de analizar los episodios evolutivos mas importantes en la his-
toria de las plantas terrestres en términos de la expresion de los genes du-
rante el desarrollo, a semejanza de lo realizado para el reino animal (Cronk,
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Figura 5-3. Flor silvestre
de Arabidopsis thaliana,
sistema modelo en
genética molecular del
desarrollo. Se muestran
de afuera hacia adentro
los cuatro tipos de
érganos que forman
este 6rgano caracteristico
de las angiospermas:
sépalos, pétalos, estam-
bres y carpelos.

2001). También, esta nueva manera de entender los procesos evolutivos ve-
getales es guiada por el conocimiento que se obtiene en los sistemas mode-
lo. Tanto en Arabidopsis como en Antirrhinum, la estructura cuya morfo-
génesis se conoce mejor en términos moleculares es la flor —la estructura
reproductiva diagnostica de la clada de las angiospermas. Dilucidar las ra-
zones del origen de esta novedad evolutiva es uno de los problemas clasicos
de la biologia desde tiempos de Darwin, quien le llamaba “el misterio abo-
minable” (Crepet, 1998).

Las flores silvestres hermafroditas —es decir, las que presentan si-
multineamente 6rganos masculinos y femeninos— de Arabidopsis y An-
tirrhinum se componen de cuatro verticilos concéntricos, dispuestos en
la siguiente secuencia desde la periferia hasta el centro: sépalos, pétalos,
estambres y carpelos (figura 5-3). Un namero considerable de mutaciones
en genes que codifican para facto-
res de transcripciéon de la familia
MADS-box cambian el arreglo de los
6rganos florales de manera homeo-
tica, y se ha encontrado que sus co-
. rrespondientes genes se requieren
8 4 para una o mas de tres diferentes
funciones: (1) el control directo de la
identidad de los 6rganos, probable-
mente mediado por la activacién de
los genes realizadores caracteristicos
de las células de cada 6rgano, (2) la
regulacion espacial de la expresion
de los genes que controlan la identi-
dad del érgano, que puede entender-
se como la regulacion de la posicion,
y (3) la induccién inicial de los genes
que especifican la identidad de los 6rganos. Los genes del primer tipo —de
identidad de los 6rganos— son equivalentes a los genes homeoéticos selec-
tores de los animales, y el producto de sus mutaciones es una drastica mo-
dificacion de la formula floral. Por su parte, los genes con la segunda acti-
vidad se llaman catastrales, porque establecen limites espaciales para los
genes anteriores, impidiendo su expresion ectépica. Por dltimo, los genes
que inducen positivamente a los del primer tipo se llaman genes de identi-
dad meristematica, porque la ausencia de su actividad causa una conversion
parcial o completa de las flores hacia vastagos vegetativos (Weigel y Meye-
rowitz, 1994; Weigel, 1995; Yanofsky, 1995).

Las mutaciones en los genes de identidad de los 6rganos son especial-
mente interesantes. Estas caen en tres clases diferentes, cada una de las
cuales altera la identidad de los 6rganos en dos verticilos adyacentes, de
acuerdo con el modelo combinatorio conocido universalmente como ABC
(Coen y Meyerowitz, 1991; Meyerowitz, 1994; figura 5-4). Este modelo es
un resumen de la evidencia genética y molecular sobre el desarrollo floral
en los dos sistemas modelo ya mencionados. Segin el modelo ABC, a cada
una de las tres funciones de identidad de 6rganos, A, By C, le corresponde
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una clase de genes particular. La inactivacion de los genes de la clase A,
es decir, la pérdida de la funcién marcada con la misma letra, causa la trans-
formacion de los sépalos en carpelos y de los pétalos en estambres. En los
mutantes de pérdida de la funcién B, los pétalos son reemplazados por mas
sépalos y los estambres por mas carpelos. Finalmente, la pérdida de la acti-
vidad C transforma a los estambres (tercer verticilo) en pétalos y a los car-
pelos (cuarto verticilo) en sépalos. En el contexto del mismo modelo, el es-
tudio de los dobles mutantes posibles ha revelado que la actividad B es
independiente de Ay C, y que cuando desaparece la funcién C de las célu-
las que formaran los verticilos 3 y 4, A se expresa ectopicamente en esas
mismas células y viceversa —es decir, las actividades A y C se inhiben mu-
tuamente. Finalmente, el modelo también establece que los efectos de las
diferentes actividades son independientes de su posicién relativa dentro de
la flor (Alvarez-Buylla, 2002). Sin duda, el modelo ABC se ha convertido
en la mejor herramienta predictiva de los patrones de expresion de los

Figura 5-4. Modelo ABC de
desarrollo floral. Se muestra
la expresién de los genes
de las funciones A, By C

en el tipo silvestre y los
mutantes florales que resul-
tan cuando se desactivan o
mutan una o mas de estas
funciones. Ver texto para
una explicacion detallada.
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genes MADS-box en practicamente todas las flores de las angiospermas co-
nocidas, asi como en las estructuras reproductivas de las gimnospermas
(Vergara-Silva y cols., 2000).

Recientemente, se ha comunicado la existencia de un nuevo grupo fun-
cional de genes de la familia MADS-box que tiene especial relevancia para
profundizar en el conocimiento de los mecanismos de especificacion de la
identidad de los 6rganos florales. Este conjunto de genes, agrupados en un
clado monofilético, se ha denominado SEPALLATA (SEP), porque la muta-
cién simultanea de todos ellos resulta en una conversion de los cuatro tipos
de 6rganos florales a sépalos (Pelaz y cols., 2001). Adicionalmente, la so-
breexpresion de estos genes, en combinacion con la de los ABC, origina la
transformacion de hojas de la roseta u hojas caulinares en diferentes 6rga-
nos florales, dependiendo de los genes ABC coexpresados. Por ejemplo, si se
sobreexpresan dos de los tres genes SEP con los genes Ay B, se transforman
hojas en pétalos (Pelaz y cols., 2000), pero la combinacién de cualquier par
de SEPy los genes de las funciones B y C especifica la diferenciacion de es-
tambres o carpelos (Honma y Goto, 2001; Pelaz y cols., 2001).

Las evidencias resumidas arriba indican que los genes SEP son indis-
pensables para redirigir el programa de desarrollo de hojas a 6rganos flo-
rales. Si bien se sabia ya que los genes ABC eran indispensables para el de-
sarrollo de los 6rganos de la flor, ahora sabemos que estos genes no son
suficientes y que requieren de la funcién conjunta de los genes SEP. Estos
interesantes genes MADS-box, sin embargo, no regulan transcripcional-
mente a los genes ABC. De hecho, la localizacién de sus mRNA es normal
en los mutantes de los SEP. Experimentos recientes han permitido demos-
trar, en contraste, que éstos actian de manera redundante en la formacién
de cuartetos de proteinas junto con diferentes productos proteicos de los
genes ABC, para asi pegarse a sitios de los promotores de los genes blanco
que regulan (Honma y Goto, 2001). Estos genes blanco no se han identifi-
cado aun, pero sabemos ahora que los genes ABC necesitan interactuar con
los genes SEP para funcionar como factores transcripcionales. Con estos
datos se ha integrado lo que se conoce como el “modelo de los cuartetos”
del desarrollo floral, que plantea que los genes ABC acttan en tetrame-
ros como factores de transcripcion (Theissen y Saedler, 2001). Datos em-
piricos en Antirrhinum, donde los genes ort6logos de los SEP han sido
llamados “intermediarios de identidad”, también apoyan este modelo (Egea-
Cortines, 1999; Gutiérrez-Cortines y Davies, 2000).

Las etapas de la ontogenia de las plantas que ocurren previamente al
desarrollo floral son notablemente plasticas, y responden constantemente a
factores ambientales como la luz y la temperatura. A nivel molecular, ya se
tiene informacion acerca de las conexiones entre diferentes redes de regu-
lacién transcripcional que controlan la floracion y las vias de transduccion
de sefiales que responden a estos factores ambientales (ver, por ejemplo,
Blazquez, 2000). Sin embargo, en términos bioquimicos es poco lo que se
sabe acerca de otros factores que no pertenecen a la familia de proteinas con
dominio MADS y que podrian regular la funcién transcripcional y pos-
transcripcional de éstas. En relacion a este interesante aspecto de la onto-
genia vegetal, en nuestro laboratorio hemos emprendido una busqueda de
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proteinas que puedan regular postranscripcionalmente a los genes MADS-
box durante el desarrollo floral y que con el tiempo se puedan convertir en
herramientas moleculares para entender la manera en que se regula el de-
sarrollo vegetal por las condiciones externas. Hasta el momento, hemos ais-
lado dos proteinas: una de ellas es rica en motivos de leucina y la otra es una
fosfatasa. Ambas interactdan in vitro de manera especifica con AG, que es el
gen correspondiente a la funcién C en Arabidopsis (Gamboa y cols., 2002).
Este es el primer informe de proteinas codificadas por genes que no son de
la famila MADS-box que interactian con una proteina con dominio MADS.
Las proteinas ricas en motivos de leucina se han asociado a funciones del
desarrollo y funcionan como cinasas y/o como receptores (ver, por ejemplo,
Clark y cols., 1997). Ahora nos queda averiguar la funcién de esta nueva
proteina que bautizamos FLORI.

Asi como en Drosophila, en Arabidopsis también existen genes que
regulan la actividad de los genes homedticos selectores. Entre ellos, se
encuentran los genes CONSTANS (CO; Putterill y cols., 1995) y GIGANTEA
(GI; Fowler y cols., 1999), que junto con otros /oci se conocen como genes
de floracion tardia (Weigel y Meyerowitz, 1994; Blazquez, 2000). Estos ge-
nes, a su vez, regulan la actividad transcripcional de los genes de identidad
de meristemo LEAFY (LFY), APETALAI (AP1), CAULIFLOWER (CAL) y
TERMINAL FLOWER 1 (TFLI; Weigel y Meyerowitz, 1994; Coupland, 1995;
Blazquez, 2000). Estos altimos son los que controlan la actividad de los
genes catastrales CLAVATAI (CLV1), LEUNIG (LUG) y UNUSUAL FLORAL
ORGANS (UFO; Levin y Meyerowitz, 1995; Liu y Meyerowitz, 1995; Blazquez,
2000). Por dltimo, tanto los genes de identidad de meristemo como los
catastrales regulan la expresién de los genes de identidad de 6rgano
APETALA2 (AP2), AP3, PI y AG (Weigel y Meyerowitz, 1994). Este esquema
temporal de expresion tiene sus particularidades, sin embargo; por ejemplo,
el gen SUPERMAN (SUP) se activa después que los genes de identidad de 6r-
gano, a pesar de ser considerado formalmente como un gen catastral (Sakai
y cols., 1995). Por su parte, el gen API realiza funciones de especificacion
de la identidad del meristemo floral, ademas de determinar la identidad de
sépalos y pétalos (Weigel, 1995).

El trabajo en angiospermas que no son sistemas modelo —basado en
técnicas de biologia molecular similares a las empleadas en animales para
muestrear en especies donde no se puede hacer genética— ha permitido la
caracterizacion de decenas de genes MADS-box que también estan involu-
crados en la morfogénesis de las estructuras reproductivas correspondien-
tes. Entre estas especies podemos contar al arroz (Oryza sativa, Chung y
cols., 1994), la coliflor (Brassica napus, Mandel y cols., 1992), el maiz (Zea
mays, Schmidt y cols., 1993; Ambrose y cols., 2000), la papa (Solanum tu-
berosum, Kang y Hannapel, 1995), la petunia (Pefunia hybrida, Angenent
y cols., 1992; Immink y cols., 1999 y 2002), Rumex acetosa (Ainsworth y
cols., 1995), el tabaco (Nicotiana tabacum, Mandel y cols., 1994) y el toma-
te (Lycopersicon esculentum, Pnueli y cols., 1994), asi como algunas dico-
tiledoneas basales (Kramer y cols., 1998; Kramer e Irish, 1999).

Por otra parte, en gimnospermas como la conifera Picea abies (Tandre y
cols., 1995; Tandre y cols., 1998; Stindstrom y cols., 1999) y las gnetales Gne-
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tum parvifolium (Shindo y cols., 1999) y Gnetum gnemon (Winter y cols.,
1999) ya se han encontrado secuencias con caja MADS ortélogas de los genes
homeoticos florales canénicos. Este altimo estudio, ademas de sugerir que la
conservacion de aspectos importantes de la regulacién genética de la morfo-
génesis de rganos reproductivos se extiende mas alla de las angiospermas, ha
reforzado los cambios que ha sufrido recientemente la hip6tesis de relaciones
filogenéticas mas aceptada para la clada de las espermatofitas (Winter y cols.,
1999). El mas notable de estos cambios es la agrupacion de gimnospermas y
angiospermas como grupos monofiléticos y hermanos entre si (ver, por ejem-
plo, Chaw y cols., 2000). A este respecto, no sélo los genes MADS-box han si-
do de utilidad, sino también los que codifican a los factores de transcripcion
del tipo LFY. En especial, se ha encontrado que las gimnospermas poseen un
gen adicional perteneciente a esta familia denominado NEEDLY (NLY; Mou-
radov y cols., 1998). La distribucion de este locus en las gimnospermas apo-
ya la monofilia de este grupo (Frohlich y Parker, 2000).

Los trabajos de evolucion molecular de la clada de genes MADS-box
(Purugannan y cols., 1995; Purugganan, 1997; Purugannan, 2000) han pre-
dicho que los tiempos de aparicion de las subfamilias con funciones du-
rante el desarrollo son mas antiguos que la aparicion de las estructuras
morfolégicas cuya ontogenia controlan. Esto supondria que los helechos,
las briofitas y otros linajes vegetales también poseerian genes MADS-box
con distintos grados de parentesco con los loci home6ticos florales. Esta ex-
pectativa se ha corroborado en ambos grupos de plantas terrestres (ver, por
ejemplo, Miinster y cols., 1997; Ashton y Krogan, 2000; Svensson y cols.,
2000), e incluso ya se han encontrado representantes de la familia en algu-
nos grupos de algas cercanamente relacionados a las primeras plantas te-
rrestres: las carofitas (Tanabe y cols., 1999).

Otra contribucién de nuestro laboratorio al estudio de la familia multi-
genética MADS-box en plantas esta relacionada con la coopcion de funciones
para algunos de los genes MADS-box en Arabidopsis, enfatizando que no to-
dos ellos son florales y homeéticos (Alvarez-Buylla y cols., 2000b). Recien-
temente encontramos que hay cladas de genes de esta familia que agrupan
a loci que se expresan de manera especifica o primordial en tejidos vegeta-
tivos. Al mapear los patrones de expresion sobre la filogenia de los genes
MADS-box, nos dimos cuenta de que los genes ancestrales hipotéticos te-
nian patrones de expresion generalizados, los cuales evolucionaron hacia
dominios espaciales de expresion mas especificos, tanto en estructuras re-
productivas como vegetativas. Los estudios preliminares de los genes que se
expresan de manera primordial en raiz sugieren que éstos no tienen funcio-
nes homeoticas (Burgeff y cols., 2002). AGn nos queda un largo camino para
entender a plenitud la funcién de estos genes MADS-box durante el desa-
rrollo de la raiz.

‘ Redes de regulacion genética

Como hemos visto, el descubrimiento de los genes homedticos ha ayudado
enormemente en el entendimiento de la relacién entre los genes, el desarrollo
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ontogenético y la evolucion de estructuras complejas en los organismos
multicelulares. Tanto en animales como en plantas, las mutaciones homeo-
ticas son facilmente distinguibles en términos generales, y se han podido
explicar con base en modelos sencillos de combinaciones de actividades de
un pufiado de genes, muchos de ellos pertenecientes tinicamente a dos fa-
milias multigenéticas que codifican para factores de transcripcion: los genes
homeobox y los genes MADS-box. Sin embargo, anélisis mas profundos de
los mecanismos moleculares y celulares que subyacen a los mismos mutan-
tes homeoticos, asi como a la amplia variedad de tamanos, formas y colores
de los diferentes tipos de planes corporales y érganos que los constituyen,
estan demostrando consistentemente que hay muchos mas genes e interac-
ciones regulatorias involucrados en la morfogénesis de las estructuras com-
plejas (Gerhart y Kirschner, 1997).

Tomemos como ejemplo la flor. Mutantes nulos de AG, que constituyen
la funcion C en el modelo ABC expuesto en lineas anteriores, tienen restos de
tejido carpelar; en ellos las mutaciones homedticas no son totales. Esto indi-
ca que hay otros genes importantes en determinar la diferenciacién en el
cuarto verticilo de las flores. A pesar de su utilidad, los modelos genéticos cla-
sicos que hemos revisado tienen limitaciones, porque son estaticos y no in-
corporan propuestas que integren los mecanismos e interacciones regulato-
rias dinamicas de los genes caracterizados hasta ahora. Por ejemplo, aunque
se sabe qué mutaciones en AG son las responsables de anular, en gran medi-
da, la funcion C, este gen cumple otras funciones, pues tiene interacciones re-
gulatorias con muchos mas genes. En base a la experiencia acumulada duran-
te décadas de investigacion empirica, es razonable estimar que el tiempo que
tomaria llevar a cabo estudios detallados de todas estas interacciones adicio-
nales podria ser demasiado largo como para que nuestra generacién pudiera
ver sus resultados. Entre otras, ésta es una fuerte razon por la que el interés
por aplicar herramientas formales y computacionales que permitan hacer in-
ferencias funcionales integrativas acerca de tales interacciones esta crecien-
do a una gran velocidad. De hecho, esta inquietud generalizada alimenta de
modo importante la empresa cientifica multinacional que se conoce como
genémica comparativa —dentro de la cual se incluye, por supuesto, Arabi-
dopsis (Riechmann y cols., 2000, The Arabidopsis Genome Initiative, 2000)—
asi como la puesta al dia de la teoria de sistemas para los organismos mode-
lo en la era molecular (ver, por ejemplo, Kitano, 2002).

La existencia de multiples relaciones transcripcionales entre los genes
tiene como consecuencia inmediata que la actividad transcripcional de uno
o varios genes puede modificar la dinamica transcripcional de genes invo-
lucrados en mas de una via de regulacion. Esta regulacion cruzada entre
distintos grupos de genes tiene como resultado el que la magnitud de una
modificacién genotipica no corresponda a la magnitud del cambio fenotipi-
co asociado; en otras palabras, la relacién genotipo-fenotipo se vuelve no li-
neal (ver, por ejemplo, Moreno, 1994). Traducido al contexto de la diferen-
ciacion celular, esto es equivalente a la antigua y paraddjica observacion de
que, mientras que los organismos poseen diferentes tipos celulares, éstos
son especificados a partir del mismo genotipo. ;Cémo puede explicarse es-
to? Para entender el fendmeno, es importante explorar qué tipo de arquitec-
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Las redes de regula-
cion genética se es-
tablecen cuando los
productos de algunos
genes controlan la
transcripcion de otros
genes, cuyos produc-
tos, a su vez, regulan
la expresion de otros
genes.

tura de interacciones podria permitir la aparicion de los tipos de perfiles de
actividades genéticas que caracterizan a cada uno de los diversos tipos ce-
lulares.

En la actualidad se reconoce que la arquitectura adecuada para resolver
el problema anterior puede ser obtenida a partir de la modelacién formal de
las redes de regulacion genética (ver, por ejemplo, Mjolsness y cols., 1991;
Clarket y cols., 1993; Thieffry y cols., 1993; Zuckerkandl, 1994; Salazar-Ciu-
dad y cols., 2001). En la naturaleza, dichas redes se establecen cuando los
productos de algunos genes controlan la transcripcion de otros genes, cu-
yos productos, a su vez, regulan la expresion de otros genes. Las redes de
regulacion, a diferencia de una “cascada” o una jerarquia, presentan ademas
la posibilidad de retroalimentacion, directa o indirecta. La retroalimenta-
cion funciona de manera andloga a lo que sucede en las rutas metabdlicas,
en donde la produccion de un sustrato regula la tasa de su misma produc-
cion, o en los casos en que el producto de cierto gen puede regular indirec-
tamente su propia transcripcion.

Existe una vasta literatura sobre la constitucién y propiedades de las re-
des formales que representarian a las redes genéticas reales. Uno de los te6-
ricos mas sobresalientes en el drea es Stuart Kauffman, un médico intere-
sado desde la década de 1970 en aplicar herramientas formales como el
algebra de Boole al hallazgo de restricciones estructurales a los modos en
que ocurre el desarrollo embrionario en diferentes organismos. Curiosamen-
te, su trabajo comenz6 como una interpretacion de los mismos mutantes
homedticos que analizaba Garcia-Bellido (ver, por ejemplo, Kauffman, 1971,
1973, 1975, 1981 y 1987). A partir de sus contribuciones se han definido los
rasgos fundamentales que las redes formales deben tener para aplicarse al
estudio de la ontogenia y la citodiferenciacion.

Las redes de regulacion genética modeladas matematicamente estan
constituidas por elementos (nodos) interconectados, y cada nodo tiene la ca-
pacidad de adquirir més de un estado de activacion. El estado de activacion
de un nodo en particular es una funcién del estado de activacion del conjun-
to de los nodos de los cuales recibe algin estimulo. No existen restricciones
sobre el tipo de funcién que determina la activacion de los nodos, pero por
su simplicidad en muchas ocasiones se ha preferido la postulacion de redes
con elementos que sélo pueden adquirir dos estados de activacién. Estas
son las llamadas redes booleanas en sentido estricto (Kauffman, 1993).

En la idealizacion de los genes como nodos en una red, la tasa de trans-
cripcién puede interpretarse como el estado de activacién de los nodos. Al
mismo tiempo, se puede proponer que los genes siempre se encuentran en
uno de dos estados posibles: “apagados”, es decir con una tasa transcripcio-
nal de cero, o “encendidos”, con una tasa constante positiva de transcrip-
cion. La ventaja de modelar a grupos de genes como redes es que se puede
aprovechar el amplio conocimiento que se tiene de las dinamicas de activa-
cion de los genes. Las redes son sistemas dinamicos que pueden adquirir di-
versos patrones de activacion. Esto permite modelar a diferentes dinamicas
de activacién/inactivacién de los nodos de una red como si ésta fuera gené-
tica. Dado que los diferentes tipos celulares de un mismo organismo pue-
den distinguirse morfolégica y/o bioquimicamente (por lo cual es posible
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identificar a cada tipo celular con un patréon particular de activacién gené-
tica, aunque todos los tipos celulares compartan el mismo genotipo), si se
modela al genoma de un organismo como una red constituida por todos los
genes relevantes para un proceso dado —por ejemplo, la floracion— y se
identifica a cada estado de activacién de la red como el patrén de expresion
genética de algun tipo celular en particular, entonces la dindmica de activa-
cion de la red puede interpretarse como el proceso de diferenciacion celu-
lar (Kauffman, 1993).

En la figura 5-5 damos un ejemplo sencillo de una red regulatoria. En
ella existen dos genes —A y B— cada uno de los cuales tiene un umbral de
activacion —Ha y Hc, respectivamente. Si un gen es activado con un valor
mayor a su umbral, este gen se activa y se transcribe. Las flechas repre-
sentan las interacciones entre los genes, que pueden ser positivas (acti-
vaciones) o negativas (inhibiciones). En el ejemplo numérico se muestra
que, si iniciamos la red prendiendo al gen A, éste activa a B con un valor
de 2; como 2 >-1, B se activa. Luego, en virtud de la existencia de un asa de
retroalimentacion positiva de 1, B se queda prendido permanentemente.
Esto resulta en una inhibicién de A con valor de —2. Como este valor es
menor a 1, que es el umbral de A, este Gltimo queda permanentemente
apagado. En este ejemplo sencillo, el estado de la red en que A estad apaga-
do y encendido es un estado de activacion estable que se conoce como
atractor de punto fijo. Estos atractores representan los estados de activa-
cion estables caracteristicos de distintos tipos celulares. Al conjunto de es-
tados de activacion iniciales que llevan a cada uno de los atractores, les

T=0 T=1 T

L}
n
_|
L}
w
—
I
N

|
\S]
-
|
N
-
|
\S]
-
|
\S]
-

Punto estable
(atractor de punto fijo)

Figura 5-5. Dindmica de activacion de una red booleana sencilla. Los circulos represen-
tan los nodos de la red que en el caso de redes de regulacién genética representan ge-
nes y las lineas representan las interacciones entre los genes: las flechas son activaciones
y las lineas romas son represiones. A partir del tiempo tres se llega a un estado de acti-
vacién estable o atractor de punto fijo. Los distintos atractores de una red particular se
interpretan como distintos tipos celulares. Ver texto para una explicacion mas detallada.
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llamamos cuencas de atraccion. Es cierto que las redes genéticas modela-
bles con datos reales resultan mucho mas complicadas que la sencilla red
del ejemplo anterior, pero los principios para encontrar sus atractores de
punto de fijo —que corresponden a los distintos tipos celulares— son los
mismos.

Con la representacion de los genes involucrados en la morfogénesis co-
mo redes de regulacion, se abren nuevas perspectivas para el estudio de la
relacion genotipo-fenotipo. Como se ha hablado en otras partes de este ca-
pitulo, los genes homeéticos desempenan un papel fundamental en la mor-
fogénesis de muchas estructuras anatémicas. Por otra parte, se sabe que el
origen de las familas de genes homeoéticos (homeobox, MADS-box) provie-
nen de maltiples duplicaciones genéticas. ;Qué efecto tienen sobre la dina-
mica de activacion genética la duplicacion, o incluso la delecion, de miem-
bros de una familia multigenética? ;Qué efecto tienen sobre la morfogénesis
esas mismas duplicaciones y deleciones? Utilizado el formalismo de redes
para responder a la primera pregunta (Wagner, 1996), se ha encontrado que
en ciertas condiciones la aparicién o desaparicion de grupos de genes no
tiene efectos aparentes sobre la dindmica de activacion. Este tipo de resul-
tados no son obvios; las redes han sido posiblemente la herramienta mas
adecuada para atacarla.

En el laboratorio hemos utilizado la gran cantidad de resultados ex-
perimentales sobre la expresion de grupos de genes que intervienen en
la morfogénesis floral para proponer un modelo de red que incluye a 11
de los genes de morfogénesis floral de Arabidopsis (Mendoza y Alvarez-
Buylla, 1998; Mendoza y cols., 1999; figura 5-6). Dicho modelo, que plan-
tea un enfoque mecanistico de los procesos de activacion de genes invo-
lucrados en la morfogénesis floral, constituye la parte central de un modelo
mas general que describe y predice la morfologia de plantas mutantes, asi
como su respuesta morfolégica a los cambios del fotoperiodo en el que
crecen las plantas. Es importante hacer notar que, aunque existen cerca
de 60 proteinas con el motivo MADS, los 11 genes correspondientes que
se utilizan en el modelo de red son todos aquellos que tienen un efecto
reconocible sobre el fenotipo y la gran mayoria de ellos son genes ho-
medticos.

En nuestra interpretacion, la flor de Arabidopsis equivale a un médu-
lo fenotipico, al cual le corresponde otro médulo de cardcter genotipico:
la red de 11 genes. Hemos encontrado que la implementacion de esta red
predice seis estados estables; de manera notable, cuatro de ellos corres-
ponden a los cuatro estados de activacion del modelo ABC. El quinto es-
tado corresponde a células que no estan competentes para diferenciarse
en células de meristemos florales, que corresponderia a las células antes
de la floracion, mientras que el sexto estado de activacién no se encuen-
tra en plantas silvestres. Estos resultados apuntan a que estos modelos di-
namicos pueden constituirse en herramientas ttiles para integrar las fun-
ciones de los genes del desarrollo floral y postular hipétesis acerca de su
evolucién. Con analisis de simulaciones, también hemos visto que hay
genes cuyos cambios tienen efectos en los estados estables predichos,
mientras que hay otros genes que no afectan los estados estables de la red.
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Como una prediccion derivada de lo anterior, esperamos que genes del
primer grupo estén mas restringidos funcionalmente que los segundos y,
por lo tanto, suponemos que existird mayor variacién nucleotidica entre
genes ortologos aislados de diferentes especies del segundo grupo en com-
paracion con genes del primer grupo.

Una de las consecuencias de mas largo alcance de los resultados de la
aplicacion de los modelos dinamicos al estudio de la morfogénesis y la di-
ferenciacion celular es el hecho de que cualquier gen particular no es el
responsable solitario del desarrollo de una estructura o complejo. En con-
traste, los modelos sugieren que lo que ocurre en la naturaleza es la ge-
neracion de estados de activacion estables como resultado del comporta-
miento dindmico de redes de interacciones genéticas complejas (Goodwin
y cols., 1993). Pero, entonces, shasta donde importan los genes y su natu-
raleza molecular? ;Cual es la importancia de los enfoques holisticos en
biologia? Sin duda, en los pr6ximos aflos presenciaremos grandes avances
experimentales, te6ricos y computacionales que nos acerquen a compren-
der mejor los complejos sistemas bioldgicos y sus alteraciones. Mas alla de
la comprension basica, este avance repercutira en aplicaciones que pro-
vean con una mayor capacidad para prevenir y curar enfermedades y —es-
peramos— también en la prevencion de la destruccion de las especies en
los ambientes naturales.

Figura 5-6. Red de
regulaciéon genética del
desarrollo floral. Ver
figura 5-5 y texto para
una explicaciéon mas
detallada.
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Conclusion: las plantas y animales como
elaboraciones naturales independientes del
desarrollo ontogenético y la diferenciaciéon celular

Como hemos visto a lo largo de este capitulo, el estudio de los mecanismos
de desarrollo de las plantas con una perspectiva genético-molecular, em-
briolégica y principalmente evolutiva nos permitird hacer comparaciones
con lo encontrado en sistemas animales. El enfoque comparativo es im-
prescindible para poder responder a preguntas basicas de la biologia. Por
ejemplo, (puede el desarrollo multicelular evolucionar de nuevo? ;Cuantas
veces lo ha hecho? ;Son las bases moleculares del desarrollo en plantas y
animales diferentes o comunes? ;Cudles aspectos del desarrollo de plantas
y animales son comunes y cuéles son diferentes? (Meyerowitz, 1997). Si
partimos de la base de que ambos linajes se originaron de un ancestro uni-
celular comun, pero que en el camino evolutivo a la multicelularidad en
ambos linajes hubo una larga historia independiente de unicelulares y mul-
ticelulares con diferentes grados de complejidad, uno supondria que los
mecanismos de regulacion a nivel celular sean comunes, pero que los me-
canismos de interaccion entre células sean diferentes. En realidad, esto es
lo que se encuentra cuando se comparan plantas y animales (Meyerowitz,
2002).

La respuesta a estas preguntas revelara aspectos importantes de la
l6gica del desarrollo como un fenémeno biol6gico general e indicaria los
tipos de restricciones que ha habido en la evolucién de los mecanismos
de desarrollo en los grandes grupos de multicelulares de la Tierra, muy
probablemente determinada histéricamente por su origen comun. Si tal
l6gica puede ser dilucidada con el formalismo de redes, como hemos ar-
gumentado, y al mismo tiempo los episodios evolutivos tnicos pueden
ser identificados con las técnicas actuales de la sistematica, la suma de
este conocimiento a lo que ahora sabemos sobre el control genético de la
morfogénesis con seguridad permitira realizar una nueva sintesis evolu-
tiva en la cual, ademas de comprender las fuerzas que actiian sobre la va-
riacion, entendamos cabalmente la naturaleza misma de ella y las razones
de su origen.
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Ultraestructura de elementos citoplasmicos en donde se observan estructuras celulares como cisternas apiladas
y elementos tubovesiculares del aparato de Golgi, mitocondrias, reticulo endoplasmico rugoso y membrana
plasmatica.



CAPiTULO 6

LA MEMBRANA CELULAR

Marcelino Cereijido Mattioli m Rubén Gerardo Contreras Patiiio
Liora Shoshani m Arturo Ponce Balderas

' Introduccion

Por mas de un siglo, la membrana celular no fue mas que una suposicion.
Pero, para explicar la necesidad tedrica que llevé a suponer que existe una
membrana, debemos recordar que un osmémetro es un dispositivo de dos
camaras acuosas separadas por una membrana semipermeable, que per-
mite pasar a las pequefias moléculas de agua, pero no a las mas grandes
del soluto. A mediados del siglo XIX, al observar que las células se hinchan
cuando son sumergidas en soluciones hipoténicas y se contraen y arrugan
al ser banadas en hiperténicas, los bidlogos las asemejaron a osméme-
tros, analogia que por supuesto requeria que estuvieran rodeadas por una
membrana semipermeable. Los detractores comprendieron la necesidad
tedrica de una membrana, pero objetaron que nadie la habia visto. Tenien-
do en cuenta que la membrana mide 10 nm de espesor y, por lo tanto, no
se puede ver con un microscopio 6ptico, la objecién no sorprende. Mas
aun, cuando después de la Segunda Guerra Mundial (1939 a 1945) se em-
plearon microscopios electrénicos, s6lo se pudo “ver” la membrana celular
después de fijarla y tefiirla con tetréxido de osmio (0sO,), porque, cortada
perpendicularmente, aparece como un par de rayitas negras paralelas, que
asemejan vias de tren. Pero ni asi se convencieron algunos bidlogos, pues
atribuyeron esa imagen a un artefacto producido por la precipitacion del
osmio.

Ya a principios de este siglo, Gortel y Grendel tomaron glébulos rojos,
los vaciaron de hemoglobina, disolvieron lo que quedé de ellos (“fantas-
mas”) con solventes de lipidos y lo esparcieron sobre una superficie de agua
con lo que, claro estd, se formé una mancha (figura 6-1) (Cereijido y Rotun-
no, 1971). Esas manchas se deben a que las moléculas de los lipidos de la
membrana son anfipaticos (una punta de la molécula busca sumergirse en el
aguay a la otra la repele), y forman una mancha de una molécula de espesor
que tiene aproximadamente el doble de 4rea (2a) que la de los glébulos rojos
(a) de los que se extrajeron los lipidos o, para expresarlo de otra manera,

La membrana mide

10 nm de espesor.

151




152

PARTE Il ESTRUCTURAS CELULARES

Lipidos 2a
=0

Figura 6-1. Origen de la idea de que la membrana celular es una bicapa lipidica.
Gortel y Grendel tomaron cierta cantidad de glébulos rojos, que en su conjunto
tenian un area a y le extrajeron los lipidos. Al ser puestos sobre una superficie de agua
(centro) formaron una mancha (sombreado) cuya area era el doble de la de los glébu-
los (2a), en la que cada una de las moléculas de lipidos sumergié su cabeza hidrofilica
(circulo) en el agua, y orientd su cadena hidrofébica hacia el aire (arriba derecha). Esto
llevé a suponer que las membranas consisten en dos capas monomoleculares de lipidos
orientados como se muestra en la parte inferior derecha: una hojuela expone sus
grupos hidrofilicos hacia el agua intracelular, la otra hacia el agua extracelular, y
ambas esconden sus colas hidrofdbicas en el seno de la membrana.

alcanzaria para envolver dos veces a cada eritrocito. Surgio asi el primer
modelo de membrana celular: una capa bilipidica como se ilustra a la de-
recha de la figura 6-1. Ademads, se hizo la suposicién, por demas obvia, de
que cada lipido esconderia su mitad hidrofébica en el seno de la membra-
na y expondria su porcién hidrofilica al agua citoplasmatica o a la extra-
celular.

Ciertos hechos apoyaban dicho modelo y otros que lo hacian insatisfac-
torio. Veamos algunos de los que tienen valor didactico porque fueron for-
jando las ideas actuales.

e Observaciones a favor. Si se toma una probeta con 50 mililitros de
agua y 50 de aceite, se agrega cierta sustancia, se agita y se espera a
que se separen ambas fases, se puede encontrar que esta sustancia se
disolvi6 exclusivamente en el agua (hidrofilica), exclusivamente en el
aceite (hidrofébica) o se reparti6 en cierta proporcion (coeficiente de
particion). Repitiendo esa prueba con diversos tipos de sustancias, se
encontr6 que aquellas que tienen mayor capacidad de disolverse en
lipido penetran en las células (permeabilidad) con mayor facilidad,
tal y como si debieran atravesar la barrera de lipidos que propone el
modelo.

e Observaciones en contra. 1) Se encontr6 que las moléculas de tama-
o muy pequefio (por ejemplo, urea, eritritol) penetran en la célula con
mucha mayor facilidad! de la que permitia esperar de su solubilidad en

1La observacién de que ciertas sustancias penetran mas facilmente de lo que cabe esperar de
su solubilidad en lipidos, gener6 el concepto de “difusion facilitada”. Luego se encontré que
esta “facilitacion” se debe a la existencia de poros, canales, acarrreadores, bombas, sistemas
de exocitosis, pinocitosis, etcétera, que hacen innecesaria la antigua nomenclatura de “difu-
si6n facilitada”.
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lipidos. Esto provocé una modificacién del modelo de capa bilipidica:
debe haber poros, explicaron, por los cuales las moléculas pequefias
se pueden colar. Para probarlo, midieron la permeabilidad de molécu-
las de diversos tamafios como si, para estimar el tamafio de un orifi-
cio en la pared, uno tratara de pasar municiones, canicas, pelotas de
ping-pong, tenis, baseball, futbol... Asi estimados, los poros resulta-
ron tener unos 0.5 nm de radio. 2) La segunda objecién derivé de una
situacion andloga a la que causaria el observar que las pelotas de tenis
no pasan... salvo que sean verdes, pues, de pronto, un tipo de amino-
acido tiene una permeabilidad diez mil veces mayor que la de otro de
igual tamano. 3) Para que una molécula de glucosa abandone el agua
extracelular, se disuelva en los lipidos de la membrana y penetre en
el agua citoplasmica, necesita una energia considerable para despe-
gar las moléculas de agua unidas a sus oxhidrilos. Esta energia es tan
alta que seria practicamente imposible que la glucosa penetre a una
célula, conclusion por demas conflictiva, pues es uno de los metabo-
litos mas comunes. Esta paradoja requiri6, una vez mas, que se mo-
dificara el modelo.

De modo que la historia de la membrana celular es una larga sucesién
de modelos, hallazgo de excepciones y proposicion de modificaciones. El
analisis de los mecanismos de translocacion de sustancias a través de
membranas requirié estudios de flujos? en funcién de la concentracién de una
sustancia, en presencia de moléculas competidoras, de otras que no com-
piten, pero se pegan a la membrana y modifican la permeabilidad, inhibidores
metabdlicos, hormonas, a diversas temperaturas, y recursos bioquimicos
como son la destruccién y separacion de componentes subcelulares, extrac-
cién de la membrana con solventes, detergentes, presencia de urea, utili-
zacion de anticuerpos para marcar determinado componente, etcétera. Asi
se lleg6 a tener una idea de como es y cémo funciona esa membrana celu-
lar que, asi y todo, no se puede “ver”.

‘ Estructura de la membrana celular

Hidrofilia vs hidrofobia

Tomada globalmente, la molécula de agua es eléctricamente neutra, pero la
region de su oxigeno es negativa y la de sus hidrégenos, positiva. Esto hace
que, cuando se acerca a un cation, por ejemplo, el Na* o el K*, el agua se le
pegue por su oxigeno y que, por el contrario, cuando se acerca a un anion,
por ejemplo, el Cl-, se pegue por la zona de los hidr6genos. También hace

2El flujo (J) es la cantidad de una sustancia que pasa por unidad de tiempo (seg), por unidad
de 4rea (cm?) y por unidad de fuerza impulsora (potencial electroquimico). Este potencial
surge de la diferencia de concentracién (AC) de esa sustancia, entre ambos lados de la mem-
brana (moles) y, si la sustancia tiene carga eléctrica neta, se agrega el potencial eléctrico en-
tre ambas caras (Ay en mV).



154

PARTE Il ESTRUCTURAS CELULARES

Los lipidos de las mem-
branas celulares tienen
regiones hidrofilicas e
hidrofébicas.

Figura 6-2.

que las moléculas de agua acerquen las cargas de unas a las opuestas de las
otras y construyan una estructura cristalina (hielo). Pero por encima de cero
grado de temperatura, la vibracién, rotacién y choque entre moléculas des-
truye la estructura y por eso el agua es liquida. Cuando la atraccién eléctri-
ca que ejerce un ion, sujeta a las moléculas de agua a su superficie, éstas se
quedan relativamente quietas y la uniéon que pueden hacer con otras mo-
léculas de agua es mas firme. Esto provoca que cada ion se desplace con una
“cascara” de agua organizada en una estructura que, si bien no tiene la re-
gularidad del hielo, se le asemeja bastante.

Pero, aunque un soluto no sea idénico, es decir, no tenga cargas eléctri-
cas que atraigan moléculas de agua, asi y todo les apantalla los choques que
podrian llegar desde su lado (figura 6-2a). Esto hace que alrededor de dichos
solutos se formen estructuras de agua, con una organizacién mas elabora-
da que las del agua en el seno de la solucion (figura 6-2b). Desde el punto
de vista entrépico, resulta entonces mas favorable que esos solutos sean eli-
minados de la solucién y permitan que el agua que se organizo, por estar
protegida de los choques, se desorganice. La “hidrofobia” de los lipidos, que
los lleva a no mezclarse con el agua, no es mas que un ardid que evita
que el agua se organice alrededor de sus moléculas en cuanto se meten en
el seno del agua. Pero si la molécula de soluto tiene regiones hidrofilicas
que la retienen, asi y todo en el seno de la solucion, se seguira paseando con
su region hidrofébica cubierta de “hielo” (figura 6-2c). Se puede dar el ca-
so de que la molécula de soluto pueda contorsionarse, de manera tal, que
esconda sus regiones hidrofébicas que, de lo contrario, permitirian organi-
zar estructuras de “hielo”. Tal es el caso de la albimina (figura 6-2d) que
por eso es soluble en agua. El caso de la figura 6-2c puede dar lugar a que dos
de tales moléculas se unan por sus regiones hidrofébicas y eviten que se les
forme “hielo” (figura 6-2e). Esta union se conoce con el nombre de “puen-
te hidrofébico” y, aunque es de baja energia, tiene una gran importancia
bioldgica.

Como las moléculas de los lipidos de las membranas celulares tienen re-
giones hidrofilicas e hidrof6bicas, dan lugar a nuevas situaciones de las que
explicaremos dos. La primera se presenta cuando la zona hidrofilica es relati-
vamente mas voluminosa que las colas, en cuyo caso las moléculas forman
esferitas con la cabeza orientada hacia el agua y las colas hidrofébicas escon-
didas en su seno (micelas)(figura 6-2f). La segunda se origina cuando las

o, «— ?
o -0 °
o
> Lo” \




CAPITULO 6 LA MEMBRANA CELULAR

155

(a)

(b) @
G

colas hidrofébicas son muy voluminosas, no pueden ser escondidas en el seno
de micelas y forman espontidneamente capas como se ilustra en la figura 6-2g.
Esta es, precisamente, la caracteristica de las membranas bioldgicas.

Para entender la estructura de las membranas celulares conviene intro-
ducir algunas nociones mas: 1) Para atraer moléculas de agua, un soluto no
necesita tener cargas eléctricas. Puede hacerlo porque en su superficie aso-
man grupos quimicos que unen moléculas de agua por su oxhidrilo o por
sus hidrégenos. Estas uniones se llaman “puentes de hidrégeno” y son mas
dificiles de romper que los “puentes hidrofobicos”. Es claro que estos puen-
tes no s6lo se pueden establecer entre un soluto y el agua, sino entre las
moléculas de agua o entre los solutos. 2) Si el soluto tiene una carga eléc-
trica, va a preferir unirse a un segundo que tenga una carga eléctrica opues-
ta. Este tipo de union se llama “electrostatica” y es mas fuerte que los puen-
tes de hidrégeno. 3) A veces estas cargas de signo opuesto se encuentran
en una misma molécula (figura 6-3a), pero si de pronto aparecen iones que
resultan ser mas preferidos, la unién intramolecular se desprende y la
molécula en si cambia de configuracion (figura 6-3b). 4) La atraccién elec-
trostatica se describe por la Ley de Coulomb, es decir, decae con el cua-
drado de la distancia. Pero hay otro tipo de uniones, que se establecen, por
ejemplo, entre las porciones hidrofébicas de los lipidos, llamadas fuerzas de
Van der Waals, que decaen con la quinta potencia de la distancia, es decir,
un pequeno alejamiento las desvanece. Este caso es muy importante para
entender las membranas biolégicas, porque cuando dos lipidos tienen sus
uniones saturadas (-C-C-C-C-) sus colas hidrof6bicas son rectas (figura 6-4a),
y se mantienen juntas y firmemente unidas. Pero cuando tienen insatura-

Figura 6-3.

Figura 6-4. Cuando los lipidos son satura-
dos (una sola ligadura entre Cy C), sus

\C c \C <L> c cadenas son rectas y se pueden empacar
/S / / (c) muy densamente a). Cuando entre dos
C.C C C carbonos hay una insaturacion (-C=C-)
o N 888 & iacad ce o
cC C c ¢ éd b a cadena no es recta y no se puede apa-
/S / / | rear con la vecina b). Como la atraccién
C\C C c entre las cadenas es inversamente propor-
C\C \C C¢ ciona_lla la quinta p,otencia d_e la distancia,
/S / J / la unién entre moléculas vecinas resulta
C\C C C (d) ser muy débil. Cuando una membrana
C\C NN | | | | | | | | tiene lipidos de cadena corta e insaturada
/ / /C/C ), su estructura resulta muy laxa y per-

meable. Por el contrario, cuando son
saturados y largos, la estructura es muy
O compacta y poco permeable d).
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Figura 6-5. Componentes
esenciales de una
molécula de fosfolipido.

ciones (-C-C=C-C-), las cadenas hidrofébicas presentan un angulo en la do-
ble ligadura, no resultan paralelas, se alejan y la fuerza de Van der Waals no
las mantienen unidas. Es claro que, cuando los lipidos de una membrana
son largos (tienen muchos carbonos) y estan saturados, es mas densa, com-
pacta y dificil de atravesar (figura 6-4d) que cuando los tiene insaturados y
cortos (figura 6-4c). La osmolaridad del Mar Muerto es tan alta que puede
chuparle el agua a las células y matarlas. Pero asi y todo, no es estéril, porque
contiene bacterias cuyas membranas estan hechas de lipidos muy largos y
saturados, que no sélo se unen estrechamente con los de sus comparieros de
monocapa, sino que se imbrican y pegan con las colas de los de la hojuela
opuesta.

El componente lipidico de las membranas

Los lipidos de las membranas bioldgicas tienen generalmente 16, 18 o 20
carbonos de largo y presentan de 0 a 3 dobles ligaduras. Los mas sencillos
son los acidos grasos, que consisten en una larga cadena hidrocarbonada
unida a un grupo acido (-COOH). Uno, dos o tres de estos acidos grasos se
pueden unir a los grupos hidroxilos del glicerol. Este conjunto se puede
unir a su vez a un fosfato (que autoriza a llamarlos fosfolipidos) y, a su tra-
vés, a una base, que suele ser una serina, o una etanolamina, o una colina
(que por eso se llaman fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilco-
lina) (figura 6-5). Las membranas de los eucariontes contienen ademaés
colesterol y algunos de sus derivados, que por supuesto se relacionan con el
agua a través de su grupo oxhidrilo y esconden sus partes hidrofébicas en
el seno de la membrana.

Finalmente, conviene puntualizar que las diversas especies lipidicas no
estan igualmente representadas en ambas hojuelas de la bicapa. Asi, en la
membrana de los eritrocitos, la fosfatidilcolina se encuentra principalmen-
te en la hojuela extracelular y la fosfatidilserina en la citoplasmica.

El componente proteico de las membranas

Como el dios Proteo de la mitologia griega tenia la facultad de conocer el
futuro, era continuamente asediado por los curiosos. Pero él tenia, ademas,

Cadenas lipidicas Glicerol
c c c c c c c
\N/\N/\N/N/\N/\/ Fostato Base
c c [¢ [¢ ¢ ¢ 0
c c c c c c c Il
\N/\N/\N/\N/\N/\/ — P=0
c c c c c c I_
0
g \ & g
e T
Hidrofébico Hidrofilico



CAPITULO 6 LA MEMBRANA CELULAR

157

la capacidad de adoptar formas diferentes y conseguia despistarlos. Por eso,
cuando a principios de siglo los bioquimicos encontraban ciertos tipos de
moléculas cuyas propiedades cambiaban de acuerdo con las fuentes de las
que las extraian, a los procedimientos y solventes que usaban los llamaron
“proteinas”. Esta circunstancia es particularmente aleccionadora en el caso
de las proteinas de membranas.

Los conceptos ilustrados en las figuras 6-2 y 6-3 ya preludian las razo-
nes de este polimorfismo molecular, pues la conformacion de las proteinas
depende de los tipos de ambiente en que estan, los iones y detergentes pre-
sentes en la solucion de extraccion, el pH, etc. Pero en el caso de las protei-
nas de membrana se agregan otros factores, pues el mero hecho de tener
que extraerlas de la membrana para analizarlas, ya les cambia la conforma-
cion y las propiedades fisioldgicas: un receptor, una bomba o un canal i6nico
completamente purificados, es decir, sin restos de membrana, no transdu-
cen sefiales, ni bombean ni conducen. Es como purificar las bocinas de un
radio: una vez “puras”, ya no suenan. Hasta hace pocos afios se acostumbra-
ba a clasificar las proteinas de las membranas en integrales y periféricas,
pero hoy, hay tantos casos intermedios, que esa taxonomia resulta poco atil.
De modo que partiremos del caso de una proteina hipotética, de la que ya
se sepa que forma parte de la membrana y cuya secuencia de aminoacidos se
conoce (figura 6-6).

La cadena peptidica de las proteinas es hidrofilica, pero sus residuos de
aminodcidos pueden ser hidrofilicos (por ejemplo, lisina, histidina, aspara-
gina) o hidrofébicos (por ejemplo, alanina, valina, glicina) y, entre éstos, los
puede haber cargados positiva (arginina, lisina, histidina) o negativamente

Hidrofébicos

(a) (b)

Figura 6-6. Hidrofilia/Hidrofobia de una proteina de membrana. En estudios ante-
riores se encontré que, en la secuencia de aminodcidos (circulos, parte superior), hay
dos segmentos predominantemente hidrofdbicos (circulos negros) cuya longitud per-
mitiria que la proteina atraviese toda la matriz lipidica. Un tercer segmento de ami-
noacidos hidrofébicos no alcanza para atravesar toda la membrana, sugiriendo que
la proteina sélo se ancla con él a la membrana (flecha). Se plantea entonces una dis-
yuntiva: ;a o b?

Hasta hace pocos afnos
se acostumbraba a cla-
sificar las proteinas de
las membranas en in-
tegrales y periféricas.




158

PARTE Il ESTRUCTURAS CELULARES

Figura 6-7. Para decidir
la orientacién de una
proteina de membrana,
se puede recurrir a la
combinacién con un
anticuerpo a) o a cortar
con una proteasa b),

en este caso, desde el
lado extracelular.

Figura 6-8. Se ilustra una
proteina de membrana
glicosilada en dos lugares
extracelulares (arbolitos
de hidratos de carbono)
y fosforilable en un
extremo intracelular (P).

(a) 4

Epitopo —8
Extracelular

Intracelular

Proteasa

(b) ﬁ
)]

(acido aspartico, acido glutamico). Para que una porcién de la proteina
pueda alojarse en la matriz hidréfébica de la membrana, es necesario que
exponga regiones de aminoacidos hidrofébicos y esconda los residuos hidro-
filicos. En el caso de que la cadena atraviese toda la membrana, necesita un
segmento hidrofébico de unos 19 aminoacidos. Sobre esta base, el péptido
en cuestion podria estar ubicado en la membrana como en la figura 6-6a
0 6-6b. Cual de las dos es la correcta? Para contestarlo, se pueden adoptar
varios procedimientos; veamos dos. Un camino seria preparar un anticuer-
po contra el segmento “epitopo” (figura 6-7a), y ver si se le pega (antes de
destruir la célula) por el lado extracelular, en cuyo caso la proteina esta
orientada como indica la figura 6-7a, o desde el intracelular. Un segundo
seria atacar a la célula con una proteasa que, se sabe de antemano, la corta,
digamos, en el punto “proteasa” (fig. 6-7b) y ver si la corta cuando se agrega
desde afuera de la célula.

Por otra parte, los analisis bioquimicos podrian indicar que se trata de
una proteina glicosilada en un par de asparaginas (figura 6-8). Esos analisis
podrian indicar ademads que se trata de una proteina fosforilable en el pun-
to P. Ademas de tener glicoproteinas, las membranas celulares pueden te-
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ner proteolipidos y glicolipidos, en cuyo modo de analisis e insercién no nos
detendremos.

Muchas proteinas de membrana se asocian a otras para formar dimeros,
tetrameros, etc. que, dependiendo de si son iguales se llaman homodime-
ros, homotetrameros, etcétera. Cuando uno de estos componentes exhibe la
mayoria de las propiedades fisiol6gicas, como es el caso de la Na*-K+-ATPasa
(vide infra), que hidroliza ATP, une Mg?*, Na*, K*, ouabaina y transloca iones,
se le llama subunidad o, y a los otros pétidos del complejo se las llama sub-
unidad a, v, etcétera.

Ademas de unirse entre si y con otros componentes de la membrana,
las proteinas pueden unirse a proteinas del citoplasma que las anclan a los
microfilamentos, microtibulos, filamentos intermedios o forman parte de
alguna cadena de transduccién de sefiales. Andlogamente, hay proteinas
que reconocen y se unen a componentes de la matriz extracelular, o forman
estructuras que les permiten asociarse a células vecinas, como es el caso de
los desmosomas, uniones oclusoras y uniones comunicantes, que seran tra-
tadas en otros capitulos. Finalmente, hay proteinas que permanecen en la
membrana, hasta que la llegada de un ligando les provoca un cambio quimi-
co (por ejemplo, una fosforilacion) a raiz del cual adoptan una conformacién
que las desvincula de la membrana.

Tras estas consideraciones, nos es facil entender que, hasta hace pocos
afos, las proteinas de membranas se clasificaran con base en las formas y
dificultades para extraerlas de la membrana, con detergentes iénicos (por
ejemplo, deoxicolato de sodio, dodecilsulfato de sodio), no-iénicos (por ejem-
plo, Tritén X-100), si se necesitaban solventes con altas concentraciones
salinas, si debian contener quelantes para quitarles el Ca** que actiia como
puente salino entre moléculas vecinas, etcétera.

La célula no sélo tiene membrana en su superficie

El ntcleo, las mitocondrias, el aparato de Golgi, los lisosomas y los diver-
sos tipos de vesiculas citoplasmicas estan rodeados de membranas muy si-
milares a la membrana que limita la célula en su superficie, que venimos
estudiando en el presente capitulo y que para diferenciarla a veces recibe
el nombre de “membrana plasmatica”. Sin embargo, se diferencian entre
si, ya sea por su organizacion (por ejemplo, la del nicleo es doble, encierra
un espacio virtual y estd perforada por grandes poros que dejan pasar hasta
macromoléculas) o por su composicion (por ejemplo, la membrana de los
lisosomas contiene glicoproteinas fosforiladas que no poseen las de las ve-
siculas sinapticas).

Las diversas membranas estan continuamente desprendiendo pequefias
areas que se cierran formando vesiculas y van a fusionarse con otras mem-
branas (por ejemplo, algunas del trans-Golgi van a la membrana plasmatica,
y viceversa). Esto crea un febril intercambio de membranas en cuya ex-
plicacién no entraremos en este capitulo, pero que sefiala que las membra-
nas celulares no son estructuras estaticas, sino que se estan recambiando y
reciclando a lo largo de toda la vida de la célula.

Muchas proteinas de
membrana se asocian
a otras para formar
dimeros, tetrameros,
etcétera.

Ademas de unirse en-
tre si y con otros com-
ponentes de la mem-
brana, las proteinas
pueden unirse a pro-
teinas del citoplasma
que las anclan a los
microfilamentos, mi-
crotubulos, filamen-
tos intermedios o for-
man parte de alguna
cadena de transduc-
ciéon de senales.

Hay proteinas que re-
conocen y se unen a
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matriz extracelular, o
forman estructuras
que les permiten aso-
ciarse a células veci-
nas, como es el caso de
los desmosomas, unio-
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comunicantes.

El nucleo, las mitocon-
drias, el aparato de
Golgi, los lisosomas y
los diversos tipos de
vesiculas citoplasmicas
estdn rodeados de
membranas muy simi-
lares a la membrana
que limita la célula en
su superficie.
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El movimiento de sustancias a través
de las membranas

Dependiendo de la escala de tiempo en que se estudie (horas, dias), toda
estructura y molécula celular se recambia ciclicamente, de modo que la
vida depende de una multitud de flujos con el medio que la rodea. Estos
flujos (J) suelen anotarse JNa, Jelue Jeist para referirse al de sodio, glucosa,
cisteina, etcétera. Es importante tener en cuenta que el flujo neto de una
sustancia resulta de la diferencia entre el flujo de entrada (influjo) y el de
salida (eflujo). Habitualmente, el flujo neto de sodio, potasio, cloro, cal-
cio, agua, etcétera, es cero, porque las células gozan de perfecta salud y
mantienen su composicién constante. Pero asi y todo, este equilibrio no
es resultado de la quietud, sino de la perfecta paridad entre intensos influ-
jos y eflujos de cada una de las diversas sustancias de las que depende la
vida celular.

Un flujo depende de dos factores: la diferencia de potencial electroquimico
(Aw) que lo impulsa, y un coeficiente de proporcionalidad, la permeabilidad
(P), que indica el grado de facilidad con que la membrana lo deja pasar:

J.=P-Ap

El potencial electroquimico (Ap) resulta de la combinacién de las fuer-
zas que puedan mover a una sustancia dada; en el caso de las membranas
biolégicas, derivan de la diferencia de concentracion de una sustancia entre
ambos lados de la membrana (AC), de la diferencia de potencial eléctrico
(Ay) y de la diferencia de presion hidrostatica (AP).

Clasicamente se consideraba que cada flujo dependia tinicamente de su
diferencia de potencial electroquimico (potencial conjugado) y que era in-
dependiente de cualquier otro potencial presente en el sistema. Por ejem-
plo, si habia dos flujos, uno de electrones J¢ impulsado por la diferencia de
potencial eléctrico Ay, y otro de calor J® impulsado por el gradiente de tem-
peratura AT, se consideraba que no habia relacion entre ellos, de modo que:

Je=1L, Ay (ecuacion 1)
JO=1L, AT

donde los L, L,; 0 en general L;, son coeficientes de proporcionalidad. Hoy
en cambio se considera que, si bien un flujo depende principalmente de su
potencial, también puede estar impulsado por los potenciales conjugados a
otros flujos. En el ejemplo que estamos considerando, el flujo de electrones
tendria un componente clasico, debido al potencial eléctrico (L,; Ay) y otro
debido al gradiente de temperatura (L, AT), y el flujo de calor tendria un com-
ponente clasico debido al gradiente de temperatura (L,, AT) y otro debido
al potencial eléctrico L,; Ay situacién que se expresa del siguiente modo:

Je=L,, Ay + L, AT (ecuacion 2)
JO=L, AT + L,, Ay

Los fenémenos termoeléctricos son ejemplos muy familiares de esta situacion,
porque una diferencia de temperatura, ademas de un flujo de calor, produce una
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corriente eléctrica y, viceversa, un potencial eléctrico, ademas de generar
una corriente, origina un flujo de calor. Bastaria que los coeficientes L, y L,,
valieran cero, para que las ecuaciones (2) se transformen en el caso clasico
(ecuacién 1). Pero cuando los L. no valen cero, se los llama “coeficientes de
acople” y originan flujos eléctricos en ausencia de potenciales, o flujos de calor
en ausencia de gradiente de temperatura. En resumen, un flujo tiene un com-
ponente clasico que se llama “conjugado”, pero puede tener ademas otros que
se llaman “acoplados”. El alumno puede entender estas influencias mutuas
entre flujos, imaginando el flujo de él y sus amigos hacia afuera de un esta-
dio, en momentos en que entran, o por el contrario salen los fanaticos. Es pro-
bable que, aunque quieran salir (su concentracion sea mayor en el estadio), no
puedan hacerlo por su acople por friccién a las masas que entran.

¢Qué importancia tienen todas estas consideraciones para el caso de la
membrana biolégica? Muchisima, porque se trata de una barrera atravesada
simultaneamente por decenas o centenas de flujos de diversas sustancias, en
ambas direcciones, que no pueden dejar de acoplarse, porque se frotan al pa-
sar, o al abordar una molécula de vehiculo (vide infra) le cambian la afinidad
por otras sustancias, su conformacion, etcétera, o el potencial eléctrico que
producen a unas atrae o repele a otras. Por ejemplo, la glucosa puede penetrar
en la célula y acumularse en contra de su gradiente (por ejemplo, desde 2 mM
extracelular a 10 mM citoplasmatica), si estd acoplada al flujo de sodio. Pero
el caso mas famoso es tal vez el del “transporte activo”, que representa una
cierta cantidad de Na*, de K* o de Ca?*, que no se mueve porque la impulse
una diferencia de concentracién o un potencial eléctrico, sino porque esta
acoplada al flujo de reacciones metabdlicas, de la misma manera que los au-
tomoviles suben una loma, es decir, van en contra de la gravedad, porque su
motor esta acoplado al flujo de reacciones quimicas que sufre la gasolina.

‘ Acarreadores

El concepto de acarreador

Un acarreador es una proteina integral de membrana que une determinada
sustancia del medio acuoso de un lado, la transloca hasta el lado opuesto
y la libera (figura 6-9). La sustancia se mueve a favor de su gradiente de

Un flujo tiene un com-
ponente clasico que se
Ilama “conjugado”,
pero puede tener
ademas otros que se
llaman “acoplados”.

La membrana biolégi-
ca es una barrera atra-
vesada simultanea-
mente por decenas o
centenas de flujos de
diversas sustancias, en
ambas direcciones,
que no pueden dejar
de acoplarse, porque
se frotan al pasar, o al
abordar una molécula
de vehiculo.

“El transporte activo”,
estd acoplado al flujo
de reacciones meta-
bélicas.

Un acarreador es una
proteina integral de
membrana que une
determinada sustan-
cia del medio acuoso
de un lado, la transloca
hasta el lado opuesto
y la libera.

Figura 6-9. El modelo de
acarreador (ping-pong).
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Los acarreadores se
distinguen de los otros
mecanismos de trans-
porte por la velocidad
a la que transportan.

Los uniport transpor-
tan una sola sustancia.

Los simport transpor-
tan dos sustancias en
una misma direccion.

concentracion, a velocidades mucho mayores de lo que predicen las leyes de
difusion y con una especificidad exquisita, capaz de discriminar moléculas
que difieren por la presencia de un oxhidrilo, un amino, etc., o por la orien-
tacion de uno de sus atomos de carbono (D-glucosa versus L-glucosa).

El transporte mediado por acarreadores y las reacciones enzimaticas
muestran una analogia notable. En ambos casos, hay proteinas cataliza-
doras (acarreador o enzima), muy selectivas y presentes en una cantidad
pequefia que resulta limitante. Cuando la concentracién de la sustancia a
transportar o del sustrato es lo suficientemente alta, la proteina catalizado-
ra se satura y el flujo o la velocidad de reaccién, segiin corresponda, ya no
aumenta (figura 6-10).

Los acarreadores se distinguen de los otros mecanismos de transporte
por la velocidad a la que transportan: en los acarreadores es en general mas
rapida (10%-10* moléculas por segundo) que las bombas (< 10%) y més len-
tas que los canales (105—107).

Tipos de acarreadores

Los uniport transportan una sola sustancia, por ejemplo, el Glut-4 de los
adipocitos y las células musculares, toma glucosa del torrente sanguineo y
la vierte al citosol. Los simport transportan dos sustancias en una misma
direccion, como el péptido/H* que transporta hacia el interior de las célu-

K Concentracion

Figura 6-10. El flujo de D-glucosa se grafica en funcion de la concentracion de la
misma sustancia en el medio. Si es transportada por difusidén simple se obtiene una
curva como la C. Cuando la difusién es facilitada, por ejemplo, por la participaciéon de
un acarreador, la curva muestra una velocidad mayor y se satura a altas concentracio-
nes de la sustancia (A). El isbmero éptico L-glucosa no es reconocido por el acarreador
(B). Dos parametros son especialmente Utiles para estudiar los acarreadores: el flujo
maximo (J, ..) al que el acarreador funciona y la constante de unién acarreador-
sustrato (K,) o Constante de Michaelis. El J_, se obtiene cuando todos los aca-
rreadores ya han unido la sustancia. La K, es la concentraciéon de sustancia a la
que la velocidad de transporte es la mitad de la J_ . . Cada acarreador tiene un J,
una K,, caracteristicos.

max y
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(a) (b) (c)

BCPmC)mCO

Gluc.

las epiteliales intestinales los protones y los tripéptidos producidos por la
hidrélisis de proteinas en el tracto digestivo. A los simport se les conoce
tambien como cotransportadores. Los antiport transportan también dos
sustancias, pero en direcciones opuestas, razon por la que también se les
conoce como infercambiadores. Asi, el intercambiador Na*/Ca?+, presente
en muchos tipos celulares eucariontes, toma tres iones Na* del exterior ce-
lular y los transporta al interior, a la vez que toma un ion Ca2* del citosol,
lo saca de la célula y asi ayuda a mantener su concentracion citosélica baja
(figura 6-11).

El modelo ping-pong

En la figura 6-9 se muestran las caracteristicas fundamentales del mode-
lo de ping-pong: 1) el acarreador fiene sitios de union de las sustancias a
transportar. La union de la sustancia en un lado de la membrana induce
en el acarreador, 2) un cambio de conformacion. Por lo tanto, el acarrea-
dor debe tener al menos dos estados conformacionales distintos (C, y C,,
figura 6-9). EI cambio conformacional provoca que, 3) se exponga el sitio
de union de la sustancia hacia el lado opuesto de la membrana, y 4) que
este sitio se modifique, y 5) la sustancia se libere y se difunda al medio
acuoso del lado opuesto de la membrana, siguiendo su gradiente de concen-
tracion. En ausencia de la sustancia, el acarreador recupera la conformacion
inicial C,.

Un cuerpo sélido de evidencias experimentales apoya a este modelo. Por
ejemplo, es posible identificar los sitios de union de la sustancia a trans-
portar, agregandola al transpotador purificado e incorporado en liposomas,
y observando cuanta y con qué afinidad se une. También se puede estudiar
la afinidad y especificidad de los sitios de unién del acarreador por sus li-
gandos, con las técnicas clasicas de flujos, esencialmente midiendo el flujo
méximo (J_ ), que es funcién del nimero de acarreadores y de la K, que
indica la afinidad del acarreador por la sustancia a transportar. As{ la K, del
acarreador de glucosa del eritrocito para la D-glucosa es tres 6rdenes de
magnitud inferior a la de L-glucosa. La especificidad de dichos sitios ha si-
do investigada comparando el transporte de sustancias estructuralmente
similares. Asi tenemos que el simport de glucosa/Na* es altamente espe-
cifico para la D-glucosa y el isémero éptico L-glucosa practicamente no se
transporta (figura 6-9).

Figura 6-11. Tipos
de acarreadores.

Los antiport transpor-
tan también dos sus-
tancias, pero en direc-
ciones opuestas, razén
por la que también se
les conoce como inter-
cambiadores.
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Los acarreadores tie-
nen dominios con los
que se asocian a la
membrana y también
otros que pueden
realizar funciones es-
pecificas.

HCO 5

FITC

Figura 6-12. Deteccion del cambio conformacional con sondas fluorescentes. A la
izquierda esta el transportador unido al fluoréforo (fluoresceina, FITC). En presencia
del ion que se encarga del transporte de la emision de fluorescencia (flechas onduladas),
disminuye, pues la FITC interactia de manera distinta.

La existencia de dos estados conformacionales distintos se pone de ma-
nifiesto con diversas estrategias experimentales. Por ejemplo, el acarreador
de CI/HCO; puede ser marcado con fluoresceina (FITC), una sustancia que
fluoresce al ser excitada con luz azul. La intensidad de esta fluorescencia de-
pende de la interaccién que la FITC tenga con los grupos laterales de los
aminoacidos del acarreador. En presencia de bicarbonato, el transportador
marcado con FITC disminuye la fluorescencia. Esto indica que la FITC inte-
ractiia de manera distinta, segiin el acarreador se combine o no con la sus-
tancia a transportar, lo que a su vez indica que en contacto con el ligando,
el acarreador cambia de conformacion (figura 6-12).

El detalle fino del cambio de conformacién no se ha podido estudiar
por cristalografia de rayos X, porque no se ha podido cristalizar ningtn
acarreador.

Hay, sin embargo, sustancias que funcionan como acarreadores
solubles en la matriz lipidica de la membrana. La valinomicina, por
ejemplo, es un péptido en forma de dona, que tiene una regién exterior
hidrofébica que le permite embeberse y difundirse dentro de la membra-
na. Tiene también una region interior hidrofilica donde une al ion K*.
Cuando la valinomicina encuentra un K*, lo captura en su interior, lue-
go se difunde en la membrana y lo libera en el lado en el que esta menos
concentrado.

Relacion estructura-funcion

Tal como sucede con otras proteinas, los acarreadores tienen dominios con
los que se asocian a la membrana y también otros que pueden realizar fun-
ciones especificas. La figura 6-13 muestra la estructura y los dominios del
intercambiador Ca2*/Na*. Su perfil hidropatico predice 11 dominios trans-
membranales. En cuatro de estos dominios (2, 3, 8 y 9) se encuentran se-
cuencias similares entre todos los intercambiadores Ca%*/Na* hasta ahora
secuenciados, que constituyen una “credencial de identificacion” de la fami-
lia, pero a los que todavia no se les ha encontrado una funcién especifica.
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NH5
o2 Extracelular

X Intracelular
Procesamiento
Union de Ca2+ alternativo

La secuencia de los dominios 2 y 3 es muy semejante a la de los dominios 8
v 9, lo que ha llevado a pensar que el gen ancestral que dio origen a esta
familia se duplic6 en algiin momento. Otras regiones se asocian a la regu-
lacion de la actividad de intercambiador a través de la fosforilacion y por la
presencia de Ca®* y Na* del citosol.

El intercambiador de bicarbonato/cloro y la respiracion

El proceso de la respiracion consiste en que las células de los animales ver-
tebrados tomen O, y desechen el CO,. Los eritrocitos transportan ambos ga-
ses por el torrente sanguineo. Cuando pasan por los tejidos periféricos, el
CO, se difunde hacia su interior, reacciona con una molécula de agua y pro-
duce el ion bicarbonato (HCO3) y protones (H*). Esta reaccion es cataliza-
da por la anhidrasa carbdnica, una enzima abundante en el eritrocito. El
intercambiador HCOZ/CI- saca estos iones HCO; de los eritrocitos al mismo
tiempo que mete iones cloruro (Cl") (figura 6-14a), generando asi un am-

Figura 6-13. Estructura
del intercambiador
Ca?*/Na*. Con ndmeros
se indican los dominios
transmembranales.

Capilares Capilares
sistémicos pulmonares

Figura 6-14. El intercambiador HCO3/Cl-y la respiracion.
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Ankirina

Figura 6-15. Esqueleto
submembranal del
eritrocito.

El intercambiador
HCOg/CI‘ también se
conoce como la pro-
teina de la banda 3 de
la membrana del eri-
trocito.

Espectrina

/

biente acido en el citosol, que facilita la disociacion del O, y la hemoglobi-
na. El O, puede difundirse entonces hacia las células vecinas. La combina-
cién de un acarreador con el ligando obedece a la ley de accion de masas.
Por lo tanto, cuando los eritrocitos llegan a los capilares pulmonares, donde
la tensién de O, es mayor, este gas (figura 14b) se asocia a la hemoglobina, la
anhidrasa carbénica trabaja al revés, tomando ahora HCO; y H* y produ-
ciendo CO, y H,0. También trabaja al revés el intercambiador HCO;/Cl- que
saca Cl~y mete HCO; al eritrocito, permitiendo que el CO, se difunda ha-
cia la luz de los alvéolos.

El intercambiador HCO, 7/Cl- también se conoce como la proteina de la
banda 3 de la membrana del eritrocito. Tiene dos regiones claramente deli-
mitadas: la carboxilo terminal, que incluye los 12 dominios transmembra-
nales y se encarga de hacer el intercambio, y la amino terminal que se une
al citoesqueleto subcortical de la membrana del eritrocito. Proteinas como
la banda 4.1, la ankirina, la espectrina, la actina y la miosina forman esta
red submembranal que mantiene ancladas a la membrana plasmatica a la
proteina de la banda 3 y a otras proteinas de membrana, como la glicofo-
rina (figura 6-15). Es posible que esta asociacion, ademas de localizar a
las proteinas de membrana, desempefie algiin papel en la regulacion de su
funcién, como se ha sugerido para otras células (ver capitulo de adhesion
celular).

Los acarreadores de solutos acoplados a iones

Muchas de las sustancias importantes para la célula atraviesan la membra-
na plasmadtica, aun en contra de su gradiente de concentracion, porque el
acarreador que utilizan transloca también un ion (Na*, K*, H*, OH") que se
mueve a favor de su gradiente electroquimico y fuerza a que el vehiculo
lleve a la primera sustancia al lado en que estd mas concentrada (figura
6-11b y ¢). El gradiente del ion constituye pues la fuerza impulsora. En ca-
sos en los que se requiere un transporte efectivo y veloz de soluto, el acople
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puede ser hasta con 3 0 4 iones que se mueven a favor de su gradiente de
concentracion. A este tipo de transporte también se le conoce como trans-
porte activo secundario (vide infra). Estos acarreadores pueden estudiarse
con la estrategia de medir el transporte de la sustancia en presencia y au-
sencia de la del ion impulsor. Asi, el simport sodio/glucosa incorporado en
liposomas no puede transportar glucosa si el sodio no esta presente en el
medio e impulsa al acarreador.

Las células epiteliales del intestino expresan el cotransportador Na*/glu-
cosa SGTL1 en la region de la membrana que mira hacia la luz (apical)
y el uniport de glucosa GLUT2 en la region orientada hacia la sangre (ba-
solateral). EI SGTL1 de la apical toma el sodio de la luz del intestino y lo
mueve hacia el interior celular a favor de su gradiente de concentracion.
Otro mecanismo de transporte, la Na*,K*-ATPasa, genera el gradiente de
sodio a expensas de la hidrélisis de ATP (vide infra). Simultaneamente, el
SGTL1 toma glucosa de la luz y la transporta hacia el citosol, donde se
va concentrando. La glucosa acumulada utiliza entonces al GLUT2 basola-
teral para salir hacia la sangre a favor de su gradiente de concentracion.
Al final, la glucosa, habiendo utilizado un cotransportador Na*/glucosa y
un acarreador exclusivo para ella, atraviesa el epitelio intestinal y es dis-
tribuida por el torrente sanguineo al resto de las células del organismo
(figura 6-16a).

Las mismas células del epitelio intestinal absorben los productos de la
digestion de las proteinas de la dieta, principalmente en forma de péptidos
pequenos (di-, tri-, y tetrapéptidos). Para ello utilizan el simport H*/pépti-
do. El gradiente impulsor en este caso es el de pH que va de 5.5, en la capa
de agua no mezclada de la membrana apical, a 7 en el citosol. Los péptidos
que llegan al interior celular son subsecuentemente transportados a la san-
gre por un mecanismo similar, o son metabolizados y transportados en for-
ma de amino4cidos (figura 6-16b).

Los acarreadores de las sinapsis desempefian un papel fundamental,
pues se requiere que, una vez liberado el neurotransmisor, se estimulen
los receptores apropiados de las membranas pre o postsinapticas para que

(a) (b)

Gluc. Pep™

Glut—1

Q

Figura 6-16. Células

del epitelio intestinal.

a) SGTL1 es el cotrans-
portador Na*/glucosa
apical y GLUT2 simport
de glucosa basolateral.
b) Pept1 es el cotranspor-
tador H*/oligopéptido.
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Figura 6-17. Sinapsis
glutamatérgica. Glu-

es el neurotransmisor
Glutamato, AMPA es uno
de sus receptores en la
membrana postinaptica
que al ser estimulado
despolariza a la membra-
nay convierte la sefal
quimica en eléctrica. El
Glu- es retirado del
espacio sinaptico por el
transportador de gluta-
mato de alta afinidad de
la neurona (EAAC1T) y

de la glia (GLT-1).

Los acarreadores que
transportan mas iones
en un sentido que en
el otro, son electrogé-
nicos.

K+OH~
EAACT

, Senal eléctrica

Glu™

Neurona
presinaptica

Espacio
sinaptico

Neurona
postsinaptica

lo capturen (por ejemplo, el transportador de glutamato de alta afinidad
de la neurona EAAC1 y el transportador de glutamato de la glia GLT-1)
(figura 6-17).

Una caracteristica estructural comtn de los acarreadores de solutos
acoplados a iones es la de tener 12 dominios transmembranales, hecho que
posiblemente se deba a que descienden de un ancestro comin. También
queda claro, con los ejemplos discutidos arriba, que los acarreadores traba-
jan en conjunto con otros acarreadores, bombas y canales, estableciendo re-
laciones complejas que finalmente llevan a cabo funciones como la de ab-
sorber nutrientes y transmitir sefales.

La biologia molecular y la electrofisiologia
en el estudio de los acarreadores

El poder clonar el gen y disponer del cDNA que codifica para el acarreador
permiten estudiar su regulacién a nivel de la transcripcion y la transduc-
cién, hacer mutaciones para dilucidar qué relacién guarda una secuencia
en particular con la funcién del acarreador, encontrar si se expresan iso-
formas distintas y analizar como se regula su expresiéon. También ha teni-
do un impacto notable la introducciéon de técnicas electrofisiolégicas para
estudiar acarreadores que transportan mas iones en un sentido que en el
otro, es decir, que son electrogénicos. Por ejemplo, un acarreador normal-
mente no puede ser estudiado por técnicas de registro de corrientes en mi-
croareas de membrana (pafch clamp, ver mas adelante en la seccion de ca-
nales) porque mueve una cantidad relativamente escasa de iones y genera
corrientes eléctricas demasiado pequenas. Pero, si se sobreexpresa en ovo-
citos de sapo (Xenopus) y se usa para medir las corrientes un drea muy
grande de la membrana plasmatica, se consigue una poblacién de acarrea-
dores enorme que translocan muchos iones y permite medir una corriente
eléctrica significativa.
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. Transporte activo

En los sistemas pasivos, los solutos fluyen a favor del gradiente electroqui-
mico que, como ya explicamos, es una combinacion del gradiente de con-
centracion (AC) con el de potencial eléctrico (Ay). Sin embargo, otros sis-
temas de transportes biolégicos pueden conducirse en contra del gradiente
electroquimico, lo que implica que requieren energia metabdlica. Por lo
tanto, se consideran sistemas de transporte activo. Lo mas comun es que se
utilice la energia producida por la hidrélisis de ATP, pero existen también
otros recursos energéticos, como son la energia de la luz y la del gradiente
ionico.

Sistemas de acoplamiento de energia

La hidrélisis de ATP es esencialmente un proceso quimico, mientras que la
movilidad de especies a través de la membrana es proceso mecanico (movi-
miento). Por lo tanto, un proceso de transporte activo, que depende de la
hidrolisis de ATP, acopla energia quimica libre a energia mecanica libre.
La proteina bacteriorrodopsina de Halobacterium halobium acopla la energia
de laluz a la energia mecénica. La fosforilacién oxidativa acopla el transpor-
te de electrones, la translocacion de iones y la captura de energia quimica
que permite una sintesis de ATP. En forma similar, el proceso general de fo-
tosintesis acopla la captura de la energia de la luz, la translocacién de pro-
tones y el almacenamiento de energia quimica en ATP.

En este capitulo trataremos a las ATPasas de membrana, que son enzi-
mas que acoplan la hidrdlisis o sintesis de ATP al movimiento de un soluto
a través de una membrana. Estas ATPasas se clasifican en tres grupos, de
acuerdo con su composicion proteica, localizacién celular y mecanismo
de accién como se describe en la tabla 6-1. Las familias de ATPasas conoci-
das son las P-ATPasas, por el intermediario fosforilado, las V-ATPasas, por
las vacuolares, y las F-ATPasas, por las porciones F,y F, que la constituyen
(Pedersen y Carafoli, 1987).

Las P-ATPasas

Las enzimas incluidas en esta familia transportan cationes a través de la
membrana, en un ciclo catalitico que involucra la fosforilacién de la en-
zima en un residuo de aspartato. Otra caracteristica comin que distin-
gue a las P-ATPasas es el hecho que son inhibidas especificamente por
vanadato.

Algunas de las P-ATPasas estan compuestas de un solo polipéptido de
alrededor de 100 kD, que hidroliza ATP y transporta cationes, como es el
caso de las Ca**-ATPasas de membrana plasmatica y del reticulo sarcoplas-
mico. Otras P-ATPasas contienen subunidades adicionales, como es el
caso de la Na*, K*-ATPasa y la H*, K*-ATPasa (subunidad B no catalitica).

En los sistemas pasi-
vos, los solutos fluyen
a favor del gradiente
electroquimico.

El transporte activo se
conduce contra un gra-
diente electroquimico
y requiere energia.

Un proceso de trans-
porte activo, que de-
pende de la hidrolisis
de ATP acopla energia
quimica libre a ener-
gia mecanica libre.

Las ATPasas de mem-
brana, son enzimas que
acoplan la hidrolisis o
sintesis de ATP al mo-
vimiento de un soluto
a través de una mem-
brana.

Las P-ATPasas trans-
portan cationes a tra-
vés de la membrana,
en un ciclo catalitico
que involucra la fos-
forilacién de la enzi-
ma en un residuo de
aspartato.
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Tabla 6.1. Comparacion de los diferentes tipos de ATPasas de iones.

Propiedad Tipo P
Numero de

subunidades
diferentes 2

H+*, Na*, K+, Ca?*
La subunidad —a

lones transportados
Caracteristicas

funcionales se fosforila
Localizacién Membrana plasmatica
de la bomba de plantas, hongos

y bacterias (H*-ATPasa).

Membrana plasmatica
de eucariontes
(Nat, K+ -ATPasa).
Membrana de células
del estémago
(H*, K*-ATPasa).
Membrana plasmatica
de todas las células

Tipo F

Minimo 8
H+

Generalmente, funciona
en la sintesis de ATP; se
impulsa por el transporte
de H*, a favor de su gra-

diente electroquimico.

Membrana plasmatica

de bacterias.

Membrana interna
de mitocondria.

Membrana del tilacoide
y del cloroplasto.

Tipo V

Minimo 7
H+
Generalmente, funcio-
na hidrolizando ATP y
generando gradiente
electroquimico trans-
membranal de H*.
Membranas vacuolares
en plantas, levaduras y
otros hongos.
Membrana de lisosomas
y endosomas en células
animales.
Membrana plasmatica
de ciertas células
animales secretoras de
acido (por ejemplo,
osteoclastos y algunas

eucariontes
(Ca?-ATPasa).
Membrana del reticulo
sarcoplasmico en
células musculares
(Ca?+-ATPasa).

células del tubulo renal).

Recientemente, se describi6 la K*-ATPasa de bacteria (Kdp) que incluye
3 subunidades (A y B cataliticas y C no catalitica) (Altendorf y Epstein,
1994). Aunque existe una gran diversidad en la secuencia de amino4ci-
dos de las proteinas de esta familia, todas presentan regiones muy con-
servadas, como son la region del aspartato, el aceptor del fosfato-y del
ATP, la region responsable a la actividad fosfatasa y las regiones de unién
de los cationes. A continuacion se describen algunos miembros de esta
familia de P-ATPasas.

La Na*, K*-ATPasa de la membrana plasmatica

Todas las células animales excluyen activamente iones de Na* y acumulan
iones de K* gracias a la Na*, K*-ATPasa, conocida también como bomba de
sodio. La mayoria de las células animales mantienen una concentracion
citosélica de Naty de K* de 10 mM y 100 mM, respectivamente. El medio
extracelular contiene tipicamente de 100 a 140 mM Na*y 4 a 10 mM K+,
La bomba es responsable de estas asimetrias que genera el potencial eléc-
trico de membrana y regula el volumen celular. Las células animales de-
penden ademads de este gradiente, para impulsar (secundariamente) el
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transporte de aminoacidos, azicares, nucledtidos y otras sustancias. El
mantenimiento del gradiente de Na* y K* le cuesta a la célula una gran
cantidad de energia, que en el tejido neuronal puede llegar a 70% de su
energia metabdlica total.

La ATPasa dependiente de Na* y K* se compone de dos subunidades, la
subunidad o de aproximadamente 1,000 aminoacidos (110 kD) y la subuni-
dad 3, altamente glicosilada, de 300 residuos (35 kD). Aunque se descono-
ce la funcién precisa de la subunidad f3, es esencial para la actividad de la
enzima. Ambas subunidades estdn codificados por familias de multigenes.
Se han identificado tres isoformas para la subunidad o (o1, 02 y a3) y dos
para la subunidad B en mamiferos (B1 y f2; Martin-Vasallo y cols., 1989) y
una tercera en anfibios (B3; Appel y cols., 1996).

La Na*, K*-ATPasa bombea activamente tres iones de Na* al exterior de
la célula y dos de K* hacia el interior por cada molécula de ATP hidrolizada
(figura 6-18). La hidr6lisis ocurre en el lado citoplasmico de la membrana
y el movimiento neto de una carga positiva al exterior de la célula hace que
la bomba sea electrogenética. Si no hay movimiento neto de cargas, el
transporte es eléctricamente neutro.

Basandose en los analisis de hidropatia de las secuencias de las sub-
unidades oo y B, asi como en estudios de modificacién quimica, se pro-
puso el siguiente modelo para el arreglo de la proteina en la membrana
(figura 6-19). El modelo describe 10 hélices o transmembranales para
la subunidad « con dos dominios citopldsmicos grandes. EI mayor de los
dos, entre los segmentos 4 y 5, es el dominio de unién de ATP. La enzi-
ma se fosforila covalentemente, formando el intermediario E-P. Por mé-
todos de modificacién quimica, se identificé que el Asp3% es el sitio de
fosforilacion.

o

+
2K.

Extracelular
Nat, K+

ATPasa ™

Intracelular

3 Na*
O @) extracelular de la proteina.

Figura 6-18. Esquema de la Na*, K*-ATPasa de la membrana
plasméatica de mamiferos. La hidrélisis de ATP ocurre en el

. lado citoplasmético de la membrana, los iones de Na* se
ATP + H30 ADP + Pi + H* transportan al exterior de la célula, y los iones de K* al
interior. La estequiometria es de 3 Na*y 2 K* por cada
molécula de ATP hidrolizada. La ouabaina, el inhibidor
especifico de la bomba, la inhibe uniéndose a la superficie
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Figura 6-20. El mecanismo de reaccién de la Na*, K*-ATPasa. El modelo asume dos
conformaciones principales, E, y E,. La unién de Na* a E, se sigue por la fosforilacion y
liberacion de ADP. El transporte y la liberacion de los iones de Na*, asi como la unién
de los iones de K* ocurren antes de la desfosforilacion. El transporte y la liberacién de
K* completan el ciclo.

El modelo simple del mecanismo catalitico de la enzima postula que
ésta oscila entre dos conformaciones principales, E, y E, (figura 6-20). En
la configuracién E, tiene alta afinidad por el sodio y el ATP y se fosforila
rapidamente en presencia de Mg?*, formando el complejo E -P, que es un
estado que contiene 3 iones de Na* ocluidos (fuertemente unidos, difici-
les de disociar). Un cambio conformacional lleva al estado E,-P, con baja
afinidad a sodio, pero alta afinidad a potasio. La enzima en este estado li-
bera 3 iones de sodio y une 2 de potasio en el lado extracelular. La desfos-
forilacién deja a la enzima en la conformacién E,K,, un estado con 2 io-
nes de K* ocluidos. Otro cambio conformacional, que aparentemente se
acelera por la union de baja afinidad de ATP, libera los iones de K* al inte-
rior de la célula y regresa a la enzima a su conformacion E,. El estar al-
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(a)

Figura 6-21. La distribucion basolateral de la Na*, K*-ATPasa
en células MDCK. Imagenes de inmunofluorescencia obte-
nidas por microscopia confocal de células MDCK derivadas
de rifdn de perro. Las células se trataron con un primer
anticuerpo contra la subunidad-$ de la Na*, K*-ATPasa y con
un segundo anticuerpo conjugado a fluoresceina (FITC).
Las lineas indican la subunidad-f3 de la Na*, K*-ATPasa

y las estructuras redondas son los nucleos que fueron tei-
dos con yoduro de propidio. En a) se observa el patron de
distribucion lateral, en un corte horizontal, y en b) en un
corte vertical. Véase el encarte al final del libro donde se
incluye esta figura a color.

(b)

ternando entre alta y baja afinidad para Na*, K* y ATP permite acoplar la
hidrélisis de ATP a la unién y transporte de los iones (Jorgensen y Ander-
sen, 1988).

Mientras, en casi todas las células, la bomba de sodio se distribuye uni-
formemente en toda la membrana plasmaética, en las epiteliales, la enzima
se restringe a un dominio membranal, que es basolateral, como en el epite-
lio del rifion (figura 6-21), o apical, como en el caso del epitelio pigmenta-
rio de la retina. La Na*, K*-ATPasa establece el gradiente transepitelial de so-
dio que impulsa el transporte vectorial de iones y solutos a través de toda la
célula epitelial.

La expresion de la bomba de sodio es tejido-especifica y se modula por
un conjunto de factores de transcripcion, traduccién y postraduccion.

La Na*, K*-ATPasa se inhibe por glicésidos cardiacos.

Los esteroides de plantas y de animales como la ouabaina (figura 6-22)
inhiben especificamente a la Na*, K*-ATPasa y al transporte de iones. Estas
sustancias se conocen tradicionalmente como glicésidos cardiacos o este-

O,
\¥ e
N
HO  cHy
HOH,C
OH
OH
OH

Figura 6-22. La estructura
del glicésido cardiaco, la
ouabaina.
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roides cardiotonicos, por su potente efecto sobre el corazon. Los glicésidos
cardiacos se unen exclusivamente a la superficie extracelular de la Na*, K*-
ATPasa en el estado E,-P, formando un complejo estable E,-P/glicésido car-
diaco (Forbrush, 1983).

En estudios clinicos de la presién sanguinea, se encontré que personas
con hipertension tienen en su sangre niveles elevados de un tipo de inhibi-
dor de la Na*, K+-ATPasa. En estos pacientes, la inhibicion de la bomba en
las células de los vasos sanguineos resulta en la acumulacion de sodio y calcio
en las células y en la disminucién del diametro de los vasos sanguineos, oca-
sionando un aumento de la resistencia periférica e hipertension. Reciente-
mente, se aisld este inhibidor endégeno y se encontré que es una molécula
relacionada con la ouabaina.

La Ca?*-ATPasa

El calcio es un ion que acttia como mensajero celular en casi todas las
células y tiene un papel especial en el musculo, donde es la senal que
estimula su contraccion. En reposo, los niveles de Ca?* alrededor de las
fibras del musculo son muy bajos (aproximadamente 0.1 mM) y casi todo
el calcio estd secuestrado en el complejo de vesiculas llamado el reticu-
lo sarcoplismico o SR que es una variante del articulo endopldsmico
liso (REL). Los impulsos nerviosos inducen a las membranas del reticu-
lo sarcoplasmico a liberar rdpidamente gran cantidad de Ca?*, elevando
la concentracién de calcio intracelular aproximadamente a 10 mM. Esta
concentracion de Ca?* estimula la contraccion muscular. El relajamiento
muscular requiere que los niveles de calcio regresen al estado de reposo.
Esto se consigue por la actividad de la Ca?*-ATPasa, que es la mds abun-
dante en la membrana del SR (70 a 80% de la proteina del SR) y es simi-
lar a la Na*, K*-ATPasa. Tiene una subunidad o de aproximadamente el
mismo tamafo, forma un intermediario E-P y su mecanismo de accién
es muy similar al de la Na*, K*-ATPasa. La secuencia de aminoacidos de
la bomba de Ca2* es homéloga con la subunidad o de la bomba de so-
dio, en particular con los dominios de unién de ATP y de fosforilacion.
Del anélisis de hidropatia se predicen diez hélices transmembranales asi
como un “tallo” constituido por 5 segmentos helicoidales. Este “tallo”
se encuentra entre la superficie de la membrana y el dominio citoplas-
mico globular, en que se encuentran los sitios de unién de ATP y de fos-
forilacién. El complejo E-P formado por la Ca?*-ATPasa del SR es un as-
partil-fosfato como en la Na*, K+-ATPasa, pero en este caso el residuo es
el Asp™1,

Por molécula de ATP hidrolizada, se transportan al interior del SR dos
iones de Ca?* y el mecanismo involucra dos conformaciones principales, E,
y E,, como en la Na*, K*-ATPasa. El estado que ocluye fuertemente los iones
de Ca?* es el E|-Ca**-P, y estos iones ocluidos se disocian cuando la enzima
se convierte en E,-Ca?*-P, cuya afinidad por el calcio es muy baja. En el es-
tado E -Ca?*-P los iones de Ca** estan unidos al canal de transporte (Inesiy
cols., 1990).
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La H*, K*-ATPasa gastrica

El ambiente altamente 4acido del estomago es esencial para la digestion de
los alimentos. El pH en la luz del estémago normalmente es de 0.8 a 1, y en
las células parietales de la mucosa gastrica de mamiferos es aproximada-
mente de 7.4. Esto representa un gradiente de pH a través de la membrana
celular de la mucosa de 6.6, que constituye el mayor gradiente transmem-
branal conocido en células eucariontes. Este gradiente se debe mantener
constantemente en el estdbmago para la digestion de los alimentos, sin que
se danen las células y érganos en su cercania. EL gradiente se mantiene
porque la H*, K*-ATPasa utiliza la energia de hidr6lisis de ATP para sacar
H* de las células de la mucosa y vertirlo en el lumen del estémago, a cam-
bio de K, por lo que resulta eléctricamente neutro. EI K* transportado al
interior de la célula se vuelve a sacar por otro sistema que lo cotransporta
con CI-, sistema que, por lo tanto, es también electroneutro (figura 6-23). El
resultado neto de estos dos procesos de transporte es el movimiento de HCI
hacia la luz del estomago.

La H*, K*-ATPasa tiene gran similitud con la Na*, K*-ATPasa de la
membrana plasmatica y con la Ca?*-ATPasa del reticulo sarcoplasmico, in-
cluyendo su peso molecular. Forma asi mismo intermediario E-P y varias
regiones del péptido son homélogas con la Na*, K*-ATPasa y la Ca?*-ATPasa
(Kraut y cols., 1995).

Las V-ATPasas

Las V-ATPasas transportan protones desde el lado citosélico al lado exoplés-
mico de la membrana, en contra del gradiente electroquimico de protones,

Célula
de la
mucosa
gastrica

neto

Transporte @

Luz

L estomacal
Intersticio

Las V-ATPasas trans-
portan protones desde
el lado citosdlico al
lado exoplasmico de la
membrana, en contra
del gradiente electro-

quimico de protones.

Figura 6-23. La H*, K*
-ATPasa de las células de
la mucosa gastrica media
el transporte de protones
al estémago. Los iones
de K* se reciclan por me-
dio del cotransportador
K*/Cl-. La accion de estas
dos bombas resulta en el
transporte neto de HCl al
interior del estomago.
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utilizando la energia de la hidrolisis de ATP. Las ATPasas del tipo V (vacuo-
lares) mantienen el bajo pH de las vacuolas de plantas, levaduras y hongos.
También se las encuentra en membranas de lisosomas y endosomas en
células animales, asi como en la membrana plasmatica de ciertas células se-
cretoras de acido, como son los osteoclastos y células del tabulo renal.
Todas las V-ATPasas conocidas translocan H*, no forman un intermediario
fosforilado durante su ciclo de reaccion y estan compuestas por subunida-
des multiples. La masa molecular de estas enzimas ha sido estimada entre
400y 700 kD y estan formadas por 8 a 10 subunidades. La funcién de hidré-
lisis de ATP y la del transporte de H* se realizan en diferentes subunidades.
Las V-ATPasas contienen dos dominios: un dominio hidrofilico, orientado
hacia el citosol (V,), compuesto de 5 polipéptidos diferentes, y un dominio
transmembranal (V) que contiene varias copias del proteolipido ¢ y una
copia del polipéptido a. La composicién del dominio citosdlico es A,B,CDE.
Las subunidades A y/o la B contienen los sitios de unién e hidr6lisis del ATP.
Cada subunidad ¢ atraviesa la membrana varias veces. Las subunidades a y
¢ juntas forman el canal por el cual se conducen los protones.

La bomba de protones del osteoclasto

Un ejemplo de las V-ATPasas es la bomba de H* del osteoclasto. Los osteo-
clastos son células multinucleadas que funcionan durante la remodelacion
normal del hueso y constituyen una fuente de calcio en circulacion e in-
fluyen en tejidos blandos como los nervios y los musculos (Roodman,
1996). Aproximadamente, 5% de la masa 6sea del cuerpo humano se esta
remodelando en todo momento. Al completarse el crecimiento, el organis-
mo equilibra el crecimiento de nuevo tejido 6seo por medio de una sintesis
que llevan a cabo los osteoblastos y una reabsorcién por parte de los osteo-
clastos. Los osteoclastos poseen una bomba de protones (H*-ATPasa) del
tipo V en la porciéon de la membrana plasmatica que estd en contacto con el
hueso. Esta region se llama borde rugoso. El osteoclasto se une al hueso,
formando una cavidad entre la superficie del hueso y la membrana celular
(figura 6-24). La bomba en el borde rugoso bombea protones hacia este
espacio, creando una solucién acida que disuelve la matriz mineral del hue-
so. En este caso, el transporte de protones hacia el exterior de la célula dis-

Figura 6-24. La H*-ATPasa del osteoclasto.
Las bombas de protones se acumulan en el
borde rugoso de los osteoclastos y funcio- Osteoclasto
nan para transportar H* al espacio entre la
membrana celular y la superficie del hueso.
La alta concentraciéon de H* en este espacio
sirve para disolver la matriz mineral del Hueso
hueso.
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minuye el pH extracelular a 4, aproximadamente, que permite solubilizar al
fosfato de calcio.

Las F-ATPasas

Las ATPasas F F, o tipo F se encuentran en bacterias, cloroplastos y mito-
condrias. Consisten en una parte soluble (F,) involucrada en la sintesis o
hidrélisis de ATP y otra hidrofébica (F)) encargada de la translocacién de
protones. El complejo F F, tiene una masa molecular de aproximadamente
450 kD. La fraccion soluble tiene cinco tipos de subunidades: la o de 50
a 60 kD, tres copias por F; la B de 50 a 60 kD, tres copias por F; la ) de 30 a
36 kD, una copia por F,; la & de menos de 20 kD, una copia por F,, y la e de
menos de 20 kD, una copia por F,. La fraccién F; membranal tiene tres tipos
de proteinas: una subunidad a, una subunidad b y diez copias de la subuni-
dad ¢, que forman parte del canal de protones y contienen el sitio de unién
del inhibidor diciclohexilcarbodiimida (DCCD). Las F-ATPasas se inhiben
ademas con oligomicina, venturicina, trietilestafio, cadmio, agentes mercu-
riales y dietilestano (DES).

Las F-ATPasas de la membrana plasmatica de bacterias, de la membra-
na interna de la mitocondria y de los tilacoides del cloroplasto son andlogas
a las del tipo P y V descritas anteriormente, s6lo que éstas funcionan en la
direccion inversa: en lugar de que la hidr6lisis de ATP impulse el transpor-
te de iones, el gradiente de protones a través de la membrana genera la sin-
tesis de ATP a partir de ADP y fosfato. El gradiente de protones se genera
durante el transporte de electrones en el caso de la fosforilacion oxidativa
de las bacterias aerdbicas y en mitocondrias; o durante la fotosintesis en el
caso de los cloroplastos o por la bomba de protones activada por la luz (bac-
teriorrodopsina) como es en el caso de Halobacterium. La enzima que
generalmente sintetiza el ATP (la ATP-sintasa) puede funcionar como las
ATPasas transportadoras de iones, en ambas direcciones, dependiendo de
las condiciones. Puede hidrolizar ATP y bombear H* a través de la membra-
na, o puede sintetizar ATP cuando los protones fluyen a través de la enzima
en la direccién opuesta. Las ATP sintasas son las responsables de la sintesis
de ATP en casi todas las células.

Las ATPasas de la superfamilia ABC

En esta superfamilia se incluyen ATPasas que transportan otras sustancias
que no son protones ni iones inorganicos. A esta familia pertenecen las
ATPasas transportadoras de la membrana plasmaética de bacterias, de las cua-
les ya se han descrito alrededor de 50. Los sustratos transportados son de
gran variedad e incluyen aminodcidos, aztcares, iones inorganicos, poli-
sacaridos, péptidos e incluso proteinas. Lo comuan entre los miembros de
esta familia es que las proteinas consisten en dos mitades idénticas que se
juntaron (duplicacién en tandem). Cada mitad esta compuesta por seis
segmentos transmembranales arreglados en pares y un dominio citoplas-

Las F-ATPasas se en-
cuentran en bacterias,
cloroplastos y mito-
condrias.

Las ATPasas de la su-
perfamilia ABC trans-
portan otras sustancias
que no son protones
ni iones inorganicos.
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Figura 6-25. Modelo estructural de la protei- unién n(i)c')ne
na transportadora del factor a de la mem- del ATP dul ATP
brana plasmatica en levadura. Por duplica- —————— / ( e
cion de genes, se forma una proteina con =
dos mitades idénticas, cada mitad con 6 y r_\
segmentos transmembranales y un sitio de ) )
unién de ATP. Esta misma estructura se ha Q (

postulado para la proteina MDR.

mico conservado que contiene la secuencia consenso para la unién de ATP
(figura 6-25).

La membrana plasmaética de la levadura Saccharomyces cerevisiae
tiene un sistema de transporte para el factor a, que es un péptido de 12 ami-
noécidos. El transporte de este péptido lo lleva a cabo una proteina de 1290
residuos de aminoacidos, que utiliza energia de la hidrélisis de ATP para
exportar el factor a de la célula hacia el exterior (Featherson, 1990).

Otras proteinas similares al transportador del factor a se identificaron
en una variedad de células tanto procariontes como eucariontes. Una de
ellas es responsable de la adquisicion de la resistencia a drogas en seres hu-
manos. En algunos tratamientos de cincer humano, se ha visto que con el
tiempo el agente quimioterdpico se vuelve ineficiente. Esta resistencia ad-
quirida multidroga, o MDR, se extiende a una variedad de drogas que, sin
embargo, tienen baja similitud estructural o funcional entre si (Kartner y
Ling, 1989).

Este fendmeno se debe a la expresion inducida de una glicoproteina de
membrana de 170 kD conocida como la glicoproteina-P o la ATPasa MDR.
Este sistema es probablemente un sistema sofisticado de proteccion para la
célula y el organismo, gracias al cual ciertas moléculas organicas, que pe-
netran a la célula por difusion, son excluidas activamente y que otorga a los
animales la ventaja de poder nutrirse con ciertos vegetales que contienen
sustancias que resultan téxicas a sus competidores. Algunos agentes tera-
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péuticos son reconocidos como invasores celulares y eliminados rapida-
mente de la célula. AGn no se entiende el mecanismo por el cual una pro-
tefna tan grande transporta moléculas de tan variada composicion.

Otros miembros de esta familia son la proteina transportadora de clo-
roquina del protista Plasmodium falciparum y la proteina reguladora trans-
membranal de la fibrosis quistica (CFTR), que funciona como un canal de
Cl- que requiere hidr6lisis de ATP y de fosforilaciéon dependiente de AMP
ciclico.

Transporte activo impulsado por la luz

Ciertos procesos de transporte biolégicos se impulsan por la energia de
la luz en lugar de la de hidrélisis de ATP. Los dos sistemas mejor carac-
terizados son los de la bacteriorrodopsina, que es una bomba de H* im-
pulsada por la luz y la halorrodopsina, que es una bomba de Cl~ propul-
sada por la luz (Oesterhelt y Tittor, 1989). Ambos sistemas fueron
caracterizados en la arqueobacteria Halobacterium halobium que habi-
ta en aguas saladas con una concentracién de NaCl de 4.3 M. Esta bac-
teria respira normalmente si hay suficiente oxigeno y nutrientes en el
medio, pero, en condiciones en que faltan estos sustratos, la H. halo-
bium sobrevive captando la energia de la luz por medio de la bacte-
riorrodopsina y la halorrodopsina.

La bacteriorrodopsina

La bacteriorrodopsina es una proteina transmembranal de 26 kD, que cons-
tituye 75% de las proteinas de membrana en el Halobacterium halobium.
Esta altamente empacada, formando un cristal bidimensional en el plano de
la membrana. El analisis estructural revela siete hélices transmembranales
y la molécula del retinal se encuentra 1 nm por debajo de la monocapa
exterior de la membrana, en paralelo al plano de la membrana, formando
una base de Schiff con el e-NH, de la lisina, Lys216, de cada molécula de bac-
teriorrodopsina.

El mecanismo de reaccién del transporte de protones impulsado por
la luz en la bacteriorrodopsina es complejo, pero se ha identificado una
serie de intermediarios, nominados por la longitud de onda en nm de su
espectro de absorsion. La forma bR, (en que la base de Schiff en la lisi-
na 216 esta protonada) absorbe un fotén de luz y convierte al retinal de la
configuracion todo-frans al isomero 13-cis. Al pasar por diferentes estados
intermediarios, se transportan 2 iones de H* por cada fotén absorbido y
el retinal regresa a su configuracion frans. Parece ser que los protones
transportados son los de la base de Schiff protonada. Asi, el gradiente de
protones generado es utilizado por la Halobacterium halobium para sin-
tetizar ATP y para movilizar iones a través de la membrana celular. (fi-
gura 6-26)

Ciertos procesos de
transporte bioldgicos
se impulsan por la
energia de la luz en
lugar de la de hidré-
lisis de ATP.
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Figura 6-26. Reconstitucion en liposomas de la bacte-
riorrodopsina. La bacteriorrodopsina reconstituida en
sistema de membranas artificiales muestra que el
transporte impulsado por la luz se puede utilizar por
la ATP sintasa para sintetizar ATP.

El transporte de iones Cl~ al interior de la célula en Halobacterium ha-
lobium se lleva a cabo por una segunda bomba impulsada por la energia de
la luz, la halorrodopsina. En forma similar a la bacteriorrodopsina, la ha-
lorrodopsina sufre cambios conformacionales dirigidos por la energia de la
luz; sin embargo, no se desprotona la base de Schiff como en el fotociclo de
la bacteriorrodopsina. La Halobacterium halobium cuenta con dos bombas
de iones altamente homdlogas, pero, mientras la bacteriorrodopsina bom-
bea H* pero no CI-, la halorrodopsina bombea Cl-, pero no H*.

Transporte impulsado por gradiente de iones

El bombeo de las ATPasas y otras fuentes de energia crea gradientes de H*, Na*
y otros iones que los impulsa a regresar. El movimiento de regreso puede
arrastrar otra sustancia en la misma direccién (por ejemplo, Na/Cl o Na/glu-
cosa 0 Na/aminoacido) o bien un contra-ion que viaje en sentido opuesto (por
ejemplo, Na* por H*, K* por H*, etc.). Como vemos, no se trata de un verda-
dero transporte activo, pues no estan directamente acoplados a la fuente de
energia metabdlica. Se establecen asi los co y contratransportes que ya hemos
discutido. Pero, asi y todo, se le llama transporte activo secundario, porque de-
pende en tdltimo término del gradiente originado por la Na*, K*-ATPasa.

La E. coli tiene un sistema de lactosa-permeasa que transporta activa-
mente lactosa hacia el interior de la bacteria, en compaiiia de un H* por ca-
da lactosa transportada. Esta bomba obtiene la energia requerida para el
transporte de lactosa de la fuerza proton-motriz a través de la membrana de
la bacteria, compuesta por el gradiente de protones y por la diferencia en el
potencial eléctrico entre ambos lados de la membrana, que a su vez es el re-
sultado de los procesos de respiracion de la bacteria (Kaback y cols., 1990).
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La proteina lactosa-permeasa, reconstituida en vesiculas fosfolipidicas,
es capaz de transportar lactosa y H* en forma de simporter si se establece
un gradiente de pH a través de la membrana vesicular (figura 6-27). El estu-
dio estructural de la proteina membranal de 47 kD revela la existencia de
doce hélices transmembranales. El sitio de unién de la lactosa se localiza en
una porcion proteica embebida en la membrana. Los aminodcidos His??? y
Glu®?® de la permeasa son los que se protonan y desprotonan durante el
transporte del azicar, lo que sugiere que son los responsables del transpor-
te de protones en el mecanismo simport.

‘ Canales ionicos

Son proteinas que funcionan como poros, a través de los cuales los iones
pueden atravesar la membrana plasmatica impulsados por sus gradientes
electroquimicos. Hay en la naturaleza una enorme diversidad de canales
y su presencia es ubicua en todo tipo de células, eucariontica o procariontica,
animal o vegetal, y no estan limitados a células excitables como inicialmen-
te se supuso.

Aln estamos muy lejos de comprender, sin embargo, qué papel fisiol6-
gico desemperia cada uno de estos tipos de canales idnicos, salvo en algu-
nos casos, como en el de la excitabilidad, que es la generacién y propagacion
del impulso nervioso. Si bien a nivel molecular todos los diversos tipos de
canales realizan una misma funcién, que es la de permitir el paso de iones,
en el contexto de la fisiologia celular, los canales i6nicos estan involucrados,
por ejemplo, en la division celular, en el reconocimiento celular, en el equi-

Figura 6-27. La lactosa
permeasa en la membra-
na de E. coli. El flujo de
electrones en la cadena
respiratoria genera un
gradiente de protones,
que se utiliza por la lac-
tosa permeasa para
transportar lactosa hacia
el interior de la célula. Se
indica el potencial eléc-
trico de la membrana.

Los canales ionicos fun-
cionan como poros, a
través de los cuales los
iones pueden atrave-
sar la membrana plas-
matica impulsados por
sus gradientes electro-
quimicos.
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Figura 6-28.
Esquema funcional de un
canal ionico.

librio electroquimico, entre otros. A nivel metacelular, los canales i6nicos,
ademads de la excitabilidad, participan en procesos como la memoria, el rit-
mo cardiaco, la integracién neuronal, la locomocion, etcétera.

Componentes funcionales de los canales ionicos

Algunos componentes funcionales son comunes a todos los diferentes ti-
pos de canales (figura 6-28): 1) un poro acuoso, a través del cual los iones
pueden fluir de uno a otro compartimento que separa la membrana plas-
matica; 2) un filtro de selectividad, con el cual los canales pueden identi-
ficar y discriminar entre los distintos tipos de iones fisiolégicamente im-
portantes, como son el Na*, K+, Ca?* y Cl7; la capacidad de discriminar es
muy variable, algunos canales discriminan casi perfectamente el sodio del
potasio, o viceversa, mientras que existen otros que no discriminan entre
cationes; esta propiedad de selectividad identifica a un canal i6nico; asi,
existen canales de Na*, K*, Ca?* y Cl; 3) una compuerta, que limita el flu-
jo de los iones a través del poro, independientemente del gradiente electro-
quimico que los impulsa; esta compuerta se abre y se cierra de manera
aleatoria, aunque su probabilidad de apertura estd influida por factores del
microambiente, tales como el voltaje transmembranal o la presencia o au-
sencia de ciertas moléculas, tales como neurotransmisores, ATP u otros
iones (Hille, 1992).

Membrana

Compuerta @
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El flujo de iones a través de los canales constituye una corriente eléc-
trica cuya magnitud y cinética se pueden estudiar utilizando aparatos electro-
nicos, primeramente para amplificar la sefial y después para procesarla y re-
gistrarla. Esta es la razén de que el estudio de canales i6nicos requiera que
recordemos aqui algunos conceptos y técnicas electrofisioldgicas; el mas
fundamental de ellos es la ley de Ohm:

I=g-F

Donde 7 es la corriente en amperios, g es la conductancia en siemens y £ es
el potencial eléctrico transmembranal en volts.

Asi, en su forma mads simple, los canales i6nicos se pueden modelar
considerandolos en un circuito eléctrico, como una resistencia, o su inver-
sa que es la conductancia. Cada canal inserto en la membrana tiene su pro-
pia conductancia unitaria (g,). Si todos los canales son de un mismo tipo,
la conductancia total de membrana (g,) de una célula es la suma de las
conductancias unitarias de los (n) canales abiertos.

Ademas, es necesario considerar la membrana celular como un capaci-
tor que separa el medio citoplasmatico del exterior celular. Este capacitor
estd arreglado en paralelo con la resistencia, de manera que el modelo eléc-
trico de membrana es el siguiente:

ion —==— _ Cm

Rm

I

El gradiente electroquimico que impulsa los iones a través de los cana-
les depende de la diferencia de concentracion en ambas caras de la membra-
nay de gradiente eléctrico, o la diferencia de potencial entre el interior y el
exterior celular. Cuando el gradiente quimico y el eléctrico se encuentran
en equilibrio, los iones no fluyen a través de los canales, aunque éstos se en-
cuentren abiertos. Este es el potencial de reposo (E, ), que se puede calcu-
lar con la ecuacién de Nernst como sigue:

ion )

RT lion],,
L= — ln _
o zF [ion],

won

El potencial de reposo es distinto para cada especie i6nica, el sentido y
la magnitud del flujo a través de los canales, depende de la diferencia entre
el potencial de membrana y el potencial de reposo para un cierto ion, como
lo describe el siguiente modelo:

I, :gion ) (E _E

ion m ion)

La corriente total de membrana, que se puede medir en un momento
dado, es igual a la corriente capacitiva, mas la corriente idnica.
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La técnica de fijacion
de membrana en mi-
croareas de membrana
o “patch clamp”. es
una técnica que per-
mitié resolver la co-
rriente producida por
un solo canal.

Siendo la corriente capacitiva:

dv
[Cap =Cm 7
a su vez la corriente idnica es la suma de las corrientes debidas a cada espe-
cie iénica, por lo que, una ecuaciéon mas general que describe la corriente
de membrana es:

dv

Im(t) = Cm - e + 1y, + L+ 1, +,

Esta ecuacion nos indica que para estudiar la corriente idnica de la
membrana, es necesario eliminar la corriente capacitiva. Esto se logra
sblo si el potencial de membrana se mantiene constante, ya que en esas
condiciones dV/dt = 0. Esta condicién se puede cumplir fijando el volta-
je con un circuito electrénico muy veloz, que sea capaz de determinar
en un momento dado el potencial transmembranal e inyectar la corrien-
te necesaria para poder mantener el potencial en el valor deseado, llama-
do “potencial de mantenimiento”. Un circuito electrénico fue disefiado
inicialmente por Robert Cole, en la década de 1940, y posteriormente
aplicado por Hodgkin y Huxley (1952) quienes estudiaron el fenémeno
de excitabilidad de la membrana en el axén gigante de calamar. Hodgkin y
Huxley pudieron describir la cinética de las corrientes de Na*, K* y Cl-,
y proponer un modelo que se ajusté con mucha precisién en sus observa-
ciones. Posteriormente, el estudio de los fendmenos electrofisiol6gicos
estuvo limitado, por mucho tiempo a preparaciones bioldgicas con ca-
racteristicas geométricas extraordinarias, como el axén de calamar, las
fibras musculares, o axones de caracol, que por su grueso calibre permi-
tian la introduccién de electrodos para medir el potencial de membrana
e inyectar corriente.

La técnica de fijacion de voltaje en microareas
de membrana (patch clamp)

Neher y Sakmann (1976) inventaron la técnica de fijacion de membrana
en microareas de membrana o pafch clamp. Esta técnica permitié resol-
ver la corriente producida por un solo canal y extendié su estudio a casi
todo tipo de célula, sin importar sus caracterisicas geométricas. Consiste
fundamentalmente en usar una pipeta de vidrio que forma un sello de
muy alta resistencia con la membrana aislando eléctricamente el parche
de membrana que se encuentra en la punta. Existen diferentes modalida-
des, como se ilustra en la figura 6-29. Cuando la pipeta sella la membra-
na celular, constituye la modalidad “sobre la célula”, o cell attached, que
es Gtil para registrar corrientes unitarias de canales que dependen de
sustancias presentes en el citoplasma, como ATP, IP3, proteinas G, etc. A
través de la misma pipeta se puede dar una succién fuerte, con lo que la
membrana que limita la pipeta se rompe, lograndose una continuidad en-
tre el medio de la pipeta y el interior de la membrana. Esta modalidad de
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“célula entera” (whole cell), permite registrar todos los canales de la
membrana plasmatica. A partir de esta modalidad de “célula entera” se
puede pasar a la modalidad de “membrana invertida” (outside out), con la
cara externa de la membrana orientada hacia el medio que rodea a la pi-
peta, tiene la ventaja sobre la de “sobre la célula”, en que el voltaje trans-
membranal se puede controlar con precisién, asi como las condiciones
ionicas del medio en contacto con ambas caras del parche de membrana.
Esta condicion es util cuando se quiere ensayar el efecto de bloqueadores
que actian por afuera de la membrana. Una tltima modalidad para re-
gistrar canal unitario se logra partiendo de “sobre la célula”, retirando
gradualmente la pipeta hasta quedar con el parche orientado con el lado
citoplasmico hacia el medio, esta configuracion de “membrana orientada”,
o0 inside out, es til para ensayar sustancias que acttan sobre los canales
desde la parte interna.

¢ o

Sobre la célula Membrana invertida
Célula entera Membrana orientada

Figura 6-29. Esquema
que representa las
diversas modalidades

de la técnica de

fijacion de voltaje

en microareas de
membrana (patch clamp).
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Figura 6-30. Relacién
corriente vs. voltaje de
membrana, que se obtie-
ne de membranas biolo-
gicas bajo condiciones de
fijacion de voltaje, al
estimular la membrana
con una serie de pulsos
despolarizantes y regis-
trando la corriente en el
estado estacionario para
cada uno de esos valores.
La relacion no es lineal,
y su pendiente se incre-
menta a potenciales mas
despolarizantes.

Diversidad funcional y molecular de los canales iénicos

Utilizando conceptos y técnicas puramente electrofisiolégicas se pudo am-
pliar enormemente el conocimiento de los canales i6nicos, tanto de su di-
versidad como de sus propiedades funcionales. Ya desde la época de Hodg-
kin y Huxley se sabia que algunos tipos de canales son dependientes del
voltaje, porque al construir una gréficade I, versus V_, la relacién no es li-
neal, sino que la pendiente, que corresponde a gm aumenta a medida que
se incrementa el voltaje, como se ilustra en la figura 6-30.

Bajo condiciones de fijacién de voltaje es posible mantener el potencial
de membrana en un valor constante, e incluso cambiarlo de uno a otro va-
lor. Al cambiarlo, la corriente i6nica cambia de una manera exponencial de
un estado estacionario a otro (activacién), como se describe en la figura 6-31,
y su rapidez se puede describir cuantitativamente con una constante de
tiempo que varia entre los distintos tipos de canales i6nicos. Para los cana-
les dependientes del voltaje, esta constante de tiempo varia en funcion del
potencial transmembranal. Cuando el potencial de membrana regresa a su
valor original, la corriente adopta su valor estacionario original, pasando
por un proceso exponencial; éste es el proceso de desactivacién, cuya cons-
tante de tiempo puede ser diferente de la de activacion. Hay algunos tipos
de canales cuya activacién no sigue un proceso exponencial simple y, aun

Corriente de membrana (nAmp)

Potencial de membrana (mV)
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(a)
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(b) T L
mseg
(c)
-80 mV

Figura 6-31. Series de corrientes iénicas que se
obtienen en condiciones de fijacion de voltaje, en
respuesta a una serie de pulsos de voltaje. a) Serie
de corrientes obtenidas de un ovocito de rana in-
yectado con mRNA de un canal de potasio Kv3.1b,
que muestran la activacion de las corrientes; éstas
alcanzan un estado estacionario diferente para cada
potencial. b) Serie de corrientes de un ovocito
inyectado con mRNA de canales de potasio shaker.
Las corrientes disminuyen de magnitud, aun cuan-
do el pulso de voltaje se mantiene constante (inac-
tivacion). ¢) Cambios en el potencial de membrana
con el que se estimularon las células para obtener
las corrientes del a) y b). Se partié de un potencial
de mantenimiento de -80 mV.

cuando el potencial de membrana se mantiene constante, disminuyen tran-
sitoriamente en funcion del tiempo y del voltaje transmembranal (figura
6-31a, inactivacion), que es caracteristica de algunos tipos de canales de
Na*, de K* y de Ca2*.

Las corrientes i6nicas de un solo canal aparecen como transiciones en-
tre dos o varios niveles de corriente. Uno de ellos corresponde al estado
abierto del canal, y existe al menos un estado cerrado. Estas transiciones
son aletorias, pero la probabilidad de que ocurran depende de factores ex-
ternos, como son el voltaje transmembranal, la presencia de agentes quimi-
cos o la tensién mecdnica. A partir de estos datos, se puede obtener una
gran cantidad de informacion de los canales; por ejemplo, la magnitud de
las transiciones de corriente nos puede dar informacién de la conductancia
unitaria, si se hace una relacion entre el voltaje de membrana y la magni-
tud de la corriente, como se muestra en la figura 6-32. Esta relacion es ge-

Corriente unitaria (pAmp)

Figura 6-32. Corrientes unitarias.

(a) 4— a) Serie de corrientes obtenidas
(b) . o ;
de una célula epitelial en cultivo
50 mV usando la técnica de fijacion de
- voltaje en microareas de membra-
=20 MV ahinpmie i Wiy 2 na, en la modalidad de “sobre la

—40 MV iy ™ s

célula”. b) Relacién corriente-vol-

- taje obtenida de los datos que se
—-60 mV Wm | | | muestran en a; cada punto repre-
80 mV W - -100 =50 50 senta la magnitud de la corriente
que se calcula considerando la di-

<

ferencia entre los dos niveles, uno

-2
Lg- | de los cuales corresponde al esta-
do abierto del canal y otro al

200 ms Potencial de membrana (mV) cerrado (Ponce y cols., 1991).
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Se han podido clonar
y secuenciar diversos
genes que codifican
para canales iénicos, a
partir de lo cual se ha
deducido la secuencia
primaria de aminoa-
cidos y se han podido
predecir sus estructu-
ras secundaria y tercia-
ria, y su conformacion
en la matriz lipidica.

Células

neralmente lineal, y su pendiente es la conductancia unitaria, aunque exis-
ten canales que no observan una relacion lineal, y siguiendo la terminolo-
gia de ingenieria, se dice que rectifican.

La gran diversidad de canales se puede destinguir por la gama de selec-
tividades a Na*, K+, Ca?*, o Cl-, dependencia del voltaje o de agentes quimi-
cos, propiedades cinéticas macroscépicas o unitarias, que sirvieron para dis-
tinguirlos y clasificarlos. Existen diversas familias de canales para cada uno
de los iones de interés fisiolégico, reconocibles desde el punto de vista fun-
cional, como son los canales de Na*, Ca®>* o K* dependientes del voltaje,
canales de K* rectificadores entrantes, canales de K+ dependientes de ATP, ca-
nales de K* dependientes de Ca?*, por nombrar sélo algunos ejemplos.

En los altimos afios se han podido clonar y secuenciar diversos genes
que codifican para canales i6nicos, a partir de lo cual se ha deducido la se-
cuencia primaria de aminoacidos y se han podido predecir sus estructuras
secundaria y terciaria, y su conformacion en la matriz lipidica. Posteriormen-
te, se han utilizado sistemas de expresion heterélogos, como el de ovocitos
de sapo Xenopus leavis, en los que se inyecta con una micropipeta el RNA
mensajero, sintetizado in vifro, que codifica para un cierto canal i6nico. El
ovocito es capaz de traducirlo y expresarlo funcionalmente en la membra-
na, como se ilustra en la figura 6-33. Haciendo mutaciones, o deleciones y
observando como alteran éstas las propiedades funcionales del canal, se ha

mRNA

I — T

Sapos Xenopus leavis

Inyectado

=

No inyectado

Inyecciéon de mRNA

Figura 6-33. Técnica de expresién de canales idnicos en ovocitos de rana. Los ovocitos
maduros de sapos sudafricanos Xenopus leavis, son capaces de expresar diversas pro-
teinas de membrana, como canales i6nicos, cuando se inyectan con RNA mensajero.
Este RNA puede ser sintetizado in vitro, o bien, purificado a partir de preparaciones
biolégicas, como células en cultivo o tejidos.
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aprendido que partes de la secuencia son responsables de los distintos com-
ponentes funcionales, como son el poro acuoso, el sensor de voltaje o la
compuerta de inactivacion.

Una vez determinada la secuencia de un canal, también es posible saber
su distribucién en los distintos tejidos, o en qué partes de la membrana
celular se localiza. Esto se logra usando anticuerpos muy especificos, o
detectando la presencia del mRNA mediante ensayos de Northern blot, o por
hibridacion in situ. En ambos casos se sintetiza un fragmento de DNA, com-
plementario a un segmento del mRNA, cuya secuencia ya es conocida. El
fragmento estd marcado radiactivamente y revela la presencia del mRNA.
En el Northern blot se reconoce al mRNA en un gel de poliacrilamida y en
la hibridacion in sifu en muestras histologicas.

Canales de K

Canales de K dependientes del voltaje

El primer canal que se cloné6 y secuencié fue el Shaker de Drosophila, de-
nominado asi porque se detecté de una cepa de Drosophilas que tiemblan
cuando se las duerme con éter (Papazian y cols., 1991). Al comparar las
corrientes i6nicas de células musculares, se encontr6 que la cepa Shaker
carece de una corriente transitoria de potasio, denominada “corriente A”.
Esto llevo a los genetistas a comparar el genoma de las moscas shaker con
las normales y encontrar el gen que codifica para canales de potasio depen-
dientes de voltaje, a los que se denominé Shaker. Cuando se inyecta el RNA
mensajero, sintetizado in vitro a partir de este gen en ovocitos de rana, se
producen corrientes de K con caracteristicas cinéticas similares a la corrien-
te A. Al analizar el perfil hidrofébico de los residuos de aminoacidos tra-
ducidos, se dedujo que la secuencia peptitica debia atravesar seis veces la
membrana (S1-S6), con sus segmentos terminales orientados hacia la cara
interior (figura 6-34). También se ha demostrado que la regién N terminal

Figura 6-34. Topologia de
los canales idnicos depen-
dientes del voltaje. a)
Topologia de una subuni-
dad de los canales de K*
dependientes del voltaje,
que atraviesa seis veces la
membrana, con sus dos
terminales orientadas ha-
cia el lado citoplasmico; la
porcién P constituye el po-
ro del canal. b) Se requie-
ren cuatro de estas subuni-
dades para ensamblar un
canal de K*, mientras que
en los canales de Na*y de
Ca?, las cuatro subunida-
des ya estan enlazadas en
una sola secuencia, R1- R4.
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Hay una variedad de
canales que depende
del calcio intracelular
mas que del voltaje.

forma una bola que tapa el poro del canal desde la cara intramembranal,
inactivandolo. EI poro acuoso lo constituye una regién parcialmente embe-
bida en la membrana, comprendida entre los segmentos transmembranales
S5y S6. El segmento transmembranal S4 es el responsable de la dependen-
cia del voltaje de este tipo de canales. A partir de la secuencia del Shaker, se
identificaron tres genes distintos en Drosophila, que también codifican pa-
ra canales de K dependientes de voltaje, a los que se denominé Shab, Shaw
y Shal, respectivamente. Cada uno de ellos produce por procesamiento al-
ternativo (splicing) dos o mas tipos de canales. Ademas, en experimentos
con ovocitos, se ha comprobado que las subunidades de una misma familia
se pueden combinar para formar los complejos tetraméricos, lo cual incre-
menta enormemente la diversidad de canales de K dependientes de voltaje.
Por homologia también se han encontrado una variedad de canales de K+ en
mamiferos, como rata, raton y humano, que son muy similares a los distin-
tos canales de K* de Drosophila. Los canales de K+ de mamifero tipo Sha-
ker se han denominado Kvl; los de Shab, Kv2; los de Shaw, Kv3; y los de
Shal, Kv4.

Canales de K dependientes de Ca?*

Hay una variedad de canales que depende del calcio intracelular mas
que del voltaje. Como en el caso de la mutante Shaker, se identificé una
cepa de Drosophila que no expresan este tipo de canales, a la que se de-
nominé slowpoke, y por comparaciéon se logré identificar el locus v,
posteriormente, el gen que codifica para este tipo de canales de K* que
resultan ser dependientes de Ca2*, o Maxi-K, por su gran conductancia.
El analisis de hidropatia revel6 que su topologia es similar a la de los
canales dependientes del voltaje, con siete segmentos transmembrana-
les, y una region determinante del poro acuoso similar a los canales de
K*y de Na*.

Canales de K* rectificadores entrantes

Este tipo de canales de K* actGla como una vélvula que permite la entrada
de iones de K*, pero no la salida, y son muy importantes para mantener el
potencial de reposo celular. En las neuronas determinan la frecuencia de
disparo y, en el corazén, desempefian un importante papel en las propieda-
des de marcapaso. A diferencia de los canales dependientes del voltaje, las
subunidades de los rectificadores entrantes constan de s6lo dos segmentos
transmembranales, M1 y M2. Estos canales también se conforman de cuatro
subunidades, que cuando se combinan producen canales rectificadores en-
trantes dependientes de proteinas G. Se han encontrado hasta el momento
cuatro diferentes familias, denominadas Kir1, Kir2, Kir3 y Kir4; esta altima
es insensible a las proteinas G.



CAPITULO 6 LA MEMBRANA CELULAR

191

MinK

El gen que codifica para este tipo de canales fue aislado primeramente de ri-
fién de rata, pero se ha encontrado también en otros tejidos, como corazon
y Gtero. Cuando se expresan en ovocitos de rana, producen una corriente de
activacion muy lenta, del orden de minutos. Consta solamente de 130 resi-
duos de aminodcidos y su perfil hidropatico indica que atraviesa la membra-
na solamente una vez. Su estequiometria no estd bien definida, pero expe-
rimentos con ovocitos sugieren que se forman con dos subunidades de
MinK y otra subunidad desconocida, no minK.

Canales de Na*

Los canales de Na* dependientes del voltaje son menos diversos que los de
K+, tanto funcional, como molecularmente. En realidad se ha visto que los
canales de Na* se contituyen como un complejo formado por una subunidad
principal oy dos subunidades més pequefias, 3; y 3,. Inicialmente, el grupo
de Numa (Noda y cols., 1984) cloné la subunidad o del canal de Na*. Su se-
cuencia se forma de cuatro porciones casi idénticas, cada una de las cuales
tiene notables semejanzas con la topologia de los canales de K* dependien-
tes del voltaje, como son seis segmentos transmembranales, y una porcion
parcialmente embebida entre los segmentos 5 y 6 que constituye el poro
acuoso; el segmento S4 estd muy conservado entre los canales de Na* de
distintas especies, y es muy similar al correspondiente de K*. Usando estra-
tegias de mutagénesis dirigida, se ha demostrado que esta region confiere
al canal su dependencia del voltaje. También se ha encontrado que el seg-
mento que enlaza las repeticiones III y IV es la responsable de la inactiva-
cién caracteristica de estos canales. Numa y sus colaboradores también
clonaron un tipo de canal de Calcio (Ca?*) dependiente del voltaje, el re-
ceptor de dihidropiridina, y encontraron que tiene homologia estructural
con los canales de Na* y los de K*, por lo que ahora se piensa que todos
los canales dependientes del voltaje pertenecen a una misma familia, que
evolucionaron a partir de un ancestro comiin, muy probablemente un ca-
nal de K*.

Perspectivas en el estudio de canales idnicos

Si bien las técnicas modernas han ampliado enormemente nuestro conoci-
miento de la diversidad y estructura de los canales i6nicos, su funcién en
las células no es bien comprendida y constituye un reto para la investiga-
ciéon en el futuro inmediato. Esta claro, sin embargo, que, por ser estas pro-
teinas de membrana que desempefnan una funcion tan crucial como el equi-
librio i6nico en la membrana, el estudio de su funcionamiento va mas alla
de la investigacion basica. Se han descrito varias enfermedades en las cua-
les los canales i6nicos participan directamente, como la fibrosis quistica,
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Durante el ciclo celu-
lar, la membrana du-
plica su tamaino antes
de la division celular.

que se debe a un mal funcionamiento de un tipo de canal de cloro, y se
han encontrado casos en que los canales de potasio desempefian un papel
fundamental en el desarrollo; por ejemplo, se ha identificado que una sola
mutacion de un tipo de canal de potasio de rectificacion entrante ocasiona
que ratones que padecen esta mutacion crezcan casi completamente sin
cerebelo.

‘ La membrana es una entidad dinamica

Nada estd mds alejado de la realidad que la idea de una membrana estatica
y estable. Continuamente la membrana esta incorporando nuevos compo-
nentes (lipidos, proteinas) y retirando otros que ya no se necesitan o estan
dafiados. Por ejemplo, durante el ciclo celular, la membrana duplica su
tamano antes de la division celular; en el transcurso de la diferenciacion,
cada tipo celular incorpora los componentes que le son caracteristicos y re-
tira los que no lo son y, por si esto fuera poco, cotidianamente las células
enfrentan un medio cambiante al que se adaptan incorporando o quitando
componentes para adaptarse a él.

La incorporacién de componentes se lleva a cabo por fusion exocitica,
de vesiculas intracelulares que llevan pequefias unidades de membrana
ensamblada. La eliminacion de componentes se lleva a cabo por endocito-
sis, proceso en el que la membrana hace una pequefia invaginacion que
termina por constituir una vesicula que se separa. Es necesario un balance
preciso entre la endocitosis y la fusion exocitica para que la célula man-
tenga su membrana con el tamafio y composicion caracteristicos. Veamos
algunos ejemplos.

El Glut4 y la homeostasis de glucosa

Depués de una comida, la glucosa de los alimentos es transportada a la san-
gre por mecanismos como los descritos en la seccién de acarreadores.
Como resultado, los niveles sanguineos de glucosa suben. Esto constituye la
senal para que las células beta de los islotes de Langherhans de pancreas
activen ciertos canales i6nicos, exociten vesiculas cargadas de insulina y
viertan la hormona a la sangre. Los tejidos que consumen mucha glucosa,
como el muscular y el adiposo, expresan el uniport de glucosa Glut4, lo-
calizado, principalmente, en vesiculas de la red transtubular del aparato de
Golgi. Cuando la insulina aumenta en la sangre, los receptores de los mio-
citos y los adipocitos la unen y, a través de una cadena de reacciones intra-
celulares que incluyen mdultiples fosforilaciones, induce la fusién exoci-
tica de las vesiculas con Glut4. En consecuencia, al haber mas acarreadores
en la membrana, aumenta el influjo de glucosay, en poco tiempo, disminu-
ye su concentracion en la sangre para alcazar los niveles normales (figu-
ra 6-35).
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Figura 6-35. Desplazamiento del Glut4 intracelular a la membrana celular. El transpor-
tador se encuentra en vesiculas intracelulares en la red transtubular del aparato de
Golgi. La insulina dispara el mecanismo de fusién exocitica que incorpora los trans-
portadores a la membrana plasmatica.

Los canales de agua en el rinén

Cuando el organismo pierde agua y sufre hemoconcentracion, la hipdfisis
responde segregando hormona antidiurética (ADH). Al llegar al rifién, esta
hormona hace que la reabsorcién de agua sea mayor, minimizando asi su
pérdida por la orina. Las células de la porcién distal de la nefrona se espe-
cializan en recuperar el agua que se filtra con la orina, pues poseen, justo
por debajo de la membrana apical, una intrincada red de vesiculas con
canales de agua ya sintetizados. Ante el estimulo de la ADH, estas células
responden fusionando las vesiculas a la membrana apical. Los canales se in-
corporan a la membrana plasmatica, aumenta la permeabilidad al agua, se
transporta al interior celular primero y luego al intersticio y a la sangre
(figura 6-36).

= D>

ADH
_—

Figura 6-36. Incorporacion de canales de agua a la membrana celular. En las células
del tubulo distal, la hormona ADH dispara la fusiéon de vesiculas apicales con los cana-
les de agua.
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TRANSDUCCION DE SENALES

Martha Verdnica Ponce Castaiieda m Fernando Lépez Casillas

' Introduccion

La evolucion ha provisto a las células de todos los organismos vivos de me-
canismos de “sefialamiento” que les permiten percibir estimulos ambienta-
les y responder adecuadamente a ellos. El éxito de estos mecanismos asegura
que el organismo sobreviva a sus cambiantes circunstancias ambientales.
Ademas, en los organismos multicelulares estos mecanismos forman redes
de comunicacién mas complejas, que garantizan que cada célula funcione
y responda a una diversidad ain mayor de estimulos y que lo haga coordi-
nadamente con las otras células del organismo. Es gracias a esta comunica-
cién entre células que el organismo mantiene una funcionalidad como en-
tidad unitaria, no obstante estar constituido por millones de células de muy
diverso linaje. De esta red de comunicacién dependen funciones tan impor-
tantes como el desarrollo embrionario, la proliferacién y diferenciacion
celular, las respuestas al estrés, la percepcion sensorial, el movimiento, la
respuesta inmune, la regulaciéon metabdlica, etcétera.

Aun en situaciones tan diversas como la degradacion del glucogeno en
musculo o la comunicacion entre célula y célula en el cerebro, los meca-
nismos de sefialamiento pueden resumirse en unos cuantos puntos funda-
mentales: una célula genera un mensaje, o serial, el cual es recibido por la
célula blanco apropiada, la cual puede ser una vecina cercana o lejana, o in-
cluso ella misma, y el mensaje es interpretado como una instruccién para
modificar algin aspecto funcional de la célula blanco. El alto grado de es-
pecificidad que deben poseer los mecanismos de sefialamiento queda
ilustrado cuando se considera que hay algunas senales cuya instruccion es
la apoptosis, también llamada “muerte celular programada”, un proceso fi-
siolégico fundamental en la embriogénesis y la respuesta inmune.

Las sefiales y las respuestas mediadoras de la comunicacion entre célu-
las pueden ser de naturaleza quimica, eléctrica y quimico-eléctrica. El
sefalamiento a través de mensajeros quimicos consiste en la secrecion de
moléculas que deben ser reconocidas especificamente por receptores en las
células blanco. A diferencia de las sefiales eléctricas y quimico-eléctricas,

Las sefales y las res-
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de la comunicacién
entre células pueden
ser de naturaleza qui-
mica, eléctrica 'y quimi-
co-eléctrica.
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La diabetes, la hiper-
tension arterial y el
cancer son resultado
del mal funcionamien-
to de los mecanismos
de sefalizacion.

las senales puramente quimicas deben difundirse, o aun viajar por el torren-
te sanguineo, hasta encontrar su célula blanco. Esto ocasiona que, en gene-
ral, las respuestas a las sefales quimicas sean lentas y de mayor duracion
que las evocadas por sefales eléctricas o quimico-eléctricas. El estudio de
este Gltimo tipo de sefiales, empleadas mayoritariamente por células excita-
bles nerviosas y musculares, se enmarca dentro de la electrofisiologia, y no
se discutiran en este capitulo. Aunque nos enfocaremos en los mecanismos
mediados por sefiales quimicas, es pertinente sefialar que esta divisién es
artificial y sélo tiene fines didacticos. Un evento eléctrico, como la despola-
rizacién de una neurona, frecuentemente también genera respuestas qui-
micas en la célula blanco, las cuales afectan a largo plazo su funcion. Lo que
llamamos memoria es el resultado de este tipo de modificacion funcional de
circuitos neuronales especificos.

Las areas de investigacion comprendidas en el campo de la fransduc-
cion de seriales quimicas incluyen: el estudio de la sintesis y liberacion de
las moléculas mensajeras (denominadas genéricamente ligandos); su trans-
porte hasta las células blanco; su deteccién por recepfores especificos en las
células blanco; la generacion por parte del complejo receptor-ligando de
una segunda sefial, ahora exclusivamente intracelular (la “transduccién”
propiamente dicha); como estos segundos mensajeros afectan respuestas
bioquimicas inmediatas en el metabolismo celular y cémo ajustan la expre-
sion genética de la célula blanco para mantener respuestas de largo plazo;
y finalmente los mecanismos de disipacion de la sefial. Es importante hacer
notar que las respuestas evocadas por una sefial pueden ocasionar respues-
tas inmediatas y respuesta tardias que modifican la expresién génica de la
célula blanco. Estos cambios en la expresion genética usualmente incluyen
la produccidn de otras sefiales que a su vez modificaran la actividad de otras
células. Esta concatenacion de sefiales y respuestas constituyen el cémo
las células de un organismo pluricelular mantienen una cohesién funcional
armonica. La transduccion de sefales se ha convertido en una de las areas
de investigacién mas activas, debido, no sélo a su participacion en practica-
mente toda la fisiologia del organismo, sino también al hecho de que su mal
funcionamiento generalmente conduce a estados patolégicos. Enfermeda-
des tan graves como la diabetes, la hipertension arterial y el cancer son re-
sultado del mal funcionamiento de los mecanismos de sefializacion. Es de
esperarse que un entendimiento cabal de estos mecanismos, en la salud y la
enfermedad, proporcionen nuevas terapéuticas, mas efectivas, para estos
padecimientos.

. Mensajeros quimicos

Inclusive los microorganismos unicelulares secretan moléculas mensajeras
que coordinan muchas funciones; por ejemplo, la agregacién de células pa-
ra intercambio sexual, o la diferenciacién que ocurre en ciertas circunstan-
cias ambientales. Cuando estas moléculas alteran la expresién genética o la
conducta de otros organismos de la misma especie, reciben el nombre de fe-
romonas. En animales y plantas los mensajeros quimicos funcionan tam-
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bién en el interior del organismo en donde tienen papeles centrales en el
control de la fisiologia del organismo.

Los mensajeros quimicos son moléculas con caracteristicas quimicas
muy diversas: hay péptidos, proteinas, complejos proteicos, moléculas pe-
quefias derivadas de aminoacidos, compuestos lipidicos derivados del acido
araquidonico y compuestos esteroideos derivados del colesterol. Segtn sus
propiedades de solubilidad y la localizacién de sus receptores, las moléculas
mensajeras se clasifican en:

a) Moléculas lipofilicas; son aquellas capaces de difundirse a través de
la membrana plasmatica e interaccionar con receptores del citosol o del
nacleo; por ejemplo, las hormonas esteroideas, la tiroxina y los derivados
del acido retinoico. Después de atravesar la membrana plasmatica, estas
hormonas interactiian con receptores intracelulares, formando comple-
jos capaces de incrementar o disminuir la transcripcién de genes espe-
cificos; estos complejos también contribuyen a la estabilidad de ciertos
RNA mensajeros. Generalizando, estos compuestos ejercen su efecto
por horas o dias y contribuyen al crecimiento y diferenciacion de teji-
dos especificos.

b) Moléculas hidrofilicas; son aquellas que no pueden difundirse a
través de la membrana plasmatica e interaccionan con receptores localiza-
dos en la superficie celular; por ejemplo, péptidos como la insulina, o pro-
teinas como la hormona del crecimiento y pequefias moléculas cargadas
como la acetilcolina y otras derivadas de algunos aminoacidos como la epi-
nefrina, la histamina, la serotonina y la dopamina, algunas de las cuales
funcionan como hormonas o como neurotransmisores. Muchas de estas
moléculas modifican la actividad de una o mas enzimas ya presentes en la
célula. En estos casos, el efecto de la molécula ligada a la superficie celular
es casi inmediato, pero persiste s6lo por un periodo pequefio; sin embargo,
el efecto de algunos factores troficos se puede extender por varios dias,
pues también pueden regular los patrones de expresion genética de la cé-
lula blanco.

¢) Moléculas lipofilicas con receptores de superficie; los ejemplos
principales de este grupo son las prostaglandinas, moléculas derivadas del
acido araquidodnico, de las cuales hay por lo menos 16 tipos distintos. Varias
prostaglandinas actian como mediadores locales. Ciertos miembros de este
grupo provocan la agregacion plaquetaria y desempefian un papel impor-
tante en el fenémeno de la coagulacién, por lo que intervienen en el curso
de enfermedades vasculares y reparacion de heridas.

Segan la distancia que hay entre la célula productora y la célula
blanco sobre la que actdan, las moléculas sefaladoras también se clasifi-
can en:

Moléculas de senalizacion endocrina; son aquellas que actian sobre
células blanco distantes del sitio u 6rgano de sintesis (figura 7-1). A este
grupo pertenecen las hormonas como la de crecimiento, la insulina, la
progesterona, la tiroxina, etc. En los animales, las hormonas son llevadas a
través del torrente sanguineo de su sitio de sintesis hasta las células blanco
y la distancia en la que esta comunicacion ocurre varia desde unos cuantos
micrometros hasta varios metros. Las moléculas de secrecion o sefaliza-
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Figura 7-1. Formas de sefialamiento mediadas por mensajeros quimicos.

cion paracrina son aquellas moléculas liberadas por una célula y que afectan
s6lo a las células que se encuentran en la proximidad inmediata. La neuro-
transmision sindptica, esto es, la transmisién de un impulso eléctrico de
una célula nerviosa a otra o de una célula nerviosa a una célula muscular
por medio de efectores quimicos entre sinapsis, son ejemplos de sefializacion
paracrina mediada por neurotransmisores y neurohormonas. Igualmente,
es paracrina la comunicacion por factores de crecimiento celular, produci-
dos por células en érganos o tejidos como el higado o la piel, y que acttan
sobre otras estirpes celulares vecinas. La distancia en la que ocurre esta
comunicacion se encuentra en el rango de los micrémetros. La de las mo-
léculas de secrecion involucradas en sefalizacion de autocomunicacion ce-
lular o autocrina, es la situacion en que las células responden a moléculas
que ellas mismas producen. Varios factores tréficos actiian de esta manera
y muchos cultivos celulares secretan los factores que estimulan su propio
crecimiento y proliferacién. Hay tumores que producen grandes cantidades
de factores de crecimiento, lo que conduce a la aparicion de las masas tu-
morales. De manera similar a la sefalizacion paracrina, la distancia en la
que ocurre esta comunicacion se encuentra en el rango de los micrémetros.
Las moléculas de secrecién yuxtacrina son proteinas ancladas en la super-
ficie de la membrana plasmatica de una célula que pueden interaccionar di-
rectamente con los receptores en la superficie de la célula adyacente. Los
efectos proliferativos del precursor membranal del TGF-o (fransforming
growth factor-o.) son un ejemplo de comunicacién yuxtacrina.

Algunos compuestos pueden funcionar en varias de estas modalidades
de comunicacién, como es el caso de la epinefrina que actiia como un neuro-
transmisor (sefializacion paracrina), tanto como hormona sistémica (sefiali-
zacion endocrina), o el TGF-o, que también puede liberarse de su precursor
membranal y actuar paracrinamente. La diferencia crucial en estos tipos de
sefialamiento esta en la velocidad y selectividad con que los mensajeros en-
cuentran a sus células blanco.

. Receptores

Desde hace casi un siglo, los cientificos postularon que la deteccién de las
sefiales extracelulares deberia involucrar recepfores, estructuras que reco-
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nocen al mensajero extracelular y que fransducen el mensaje al ambiente
intracelular. La deteccion y la cuantificacion de estos receptores ha sido po-
sible desde la década de 1960 con el desarrollo de técnicas de deteccion muy
sensibles que emplean ligandos radiactivos y la implementacién de otras
técnicas poderosas como la cromatografia de afinidad y las técnicas de bio-
logia molecular.

Hoy en dia sabemos que la respuesta celular a una molécula mensaje-
ra, designada en forma general como ligando (hormona, citosina, factor
trofico o neurotransmisor), depende de su enlace o interaccién con un
receptor especifico para ese ligando. Generalmente, el receptor es una
proteina que puede estar localizada en la superficie de la célula blanco, el
citosol o su nucleo. Las interacciones o uniones ligando-receptor son de
alta afinidad, no covalentes, y ocasionan un cambio conformacional en el
receptor, el cual inicia una serie de reacciones que conducen a un cambio
en la funcién celular.

La mayoria de los receptores identificados han sido descritos en base a
su capacidad para unirse a ligandos radiactivos particulares (figura 7-2), estu-
dios que han permitido caracterizar su especificidad y su cinética de enlace.
En algunos casos usando reactivos entrecruzadores que permiten enlazar
covalentemente receptores con sus ligandos, ha sido posible establecer el
peso molecular aproximado del receptor, al visualizar estos complejos a tra-
vés de electroforesis en gel y sustrayendo el peso del ligando. Sin embargo,
la poca abundancia de estos receptores integrales de membrana dificultaba
su caracterizacion bioquimica detallada. Con el advenimiento de las técni-
cas de biologia molecular ha sido posible clonar y determinar la estructura
primaria de muchos receptores.

El ligando no se metaboliza en productos ttiles, no es un intermediario
en ninguna actividad celular y no tiene propiedades enzimaticas. La Ginica
funcién del ligando parece ser la de cambiar ciertas propiedades del recep-
tor que indican en el interior de la célula la presencia de un ligando especi-
fico en el ambiente extracelular. En algunas células blanco, la degradacion
o modificacion del ligando puede modificar o terminar la repuesta al men-

G b m s
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Figura 7-2. Sistema de estudio de re-
ceptores empleando ligandos radiactivos
y entrecruzadores (—), y deteccién por
electroforesis en geles de acrilamida

y autorradiografia.
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Los receptores cinasa
y en general las cina-
sas son enzimas que
transfieren grupos fos-
fato a sus sustratos.

sajero. Uno de los efectos mas comunes de la unién de ligandos a muchos
tipos de receptores de superficie es el aumento o disminucion generalmente
de poca duracién en la concentracion de segundos mensajeros. Entre los
segundos mensajeros mas importantes estan: 3',5'-AMP ciclico, 3',5'-GMP
ciclico, 1,2-diacilglicerol, inositol 1,4,5-trifosfato y Ca*2.

La respuesta de una célula o tejido a mensajeros especificos esta deter-
minada por los receptores que posee y por el estado metabdlico o de di-
ferenciacion celular, el cual pudo haber sido modificado previamente por
otros ligandos, de ahi que el mismo receptor pueda estar presente en dis-
tintas estirpes celulares, y el enlace de su ligando puede desencadenar
distintas respuestas en cada estirpe celular. En vista de que su localiza-
cion celular y mecanismos transductores son diferentes, se discutiran
primeramente los receptores de membrana celular y sus mecanismos
propagadores de la sefial y al final del capitulo se presentaran los recep-
tores nucleares.

‘ Receptores localizados en la membrana plasmatica

En base a la similaridad de sus secuencias, a la prediccion de su estructura
secundaria y terciaria, asi como a sus actividades bioquimicas, es posible de-
finir por lo menos cuatro grandes grupos o clases de receptores localizados
en la superficie celular:

Receptores con actividad enzimatica.

Receptores acoplados a proteinas G.

Receptores sin actividad enzimatica, pero asociados a proteinas citoso-
licas.

Receptores accesorios o correceptores.

Grupo de receptores con actividad enzimatica

Los motivos estructurales que unifican al grupo de receptores con actividad
enzimatica son las regiones o dominios citopldsmicos, los cuales son de
naturaleza catalitica. Las diversas reacciones enzimaticas de las regiones
citoplasmicas de este grupo de receptores incluyen: actividad de cinasas de
proteinas, fosfatasas de proteinas y guanilato-ciclasas. Los mecanismos
de activacion de los receptores cinasa son los mejor caracterizados, por lo
que a continuacion se discutirdn brevemente.

Los receptores cinasa y en general las cinasas son enzimas que transfie-
ren grupos fosfato a sus sustratos. La importancia fisiol6gica de este grupo
de receptores es amplisima, pues son los responsables de mediar las res-
puestas a hormonas como la insulina y otros factores de crecimiento celular
como el EGF (epidermal growth factor) y el TGF-B (fransforming growth
factor-beta). Las cinasas de proteinas se clasifican de acuerdo a su especifi-
cidad por el sustrato: una clase fosforila residuos de tirosina y otra clase fos-
forila residuos de serina y treonina.
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Los receptores con actividad de cinasa de tirosina tienen una topologia
que determina que el dominio de unién al ligando esté separado del domi-
nio cinasa por la membrana plasmatica (figura 7-3). En ausencia del ligan-
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EGF = factor de crecimiento epidermal
IGF = factor de crecimiento semejante a insulina

IRR = receptor relacionado a insulina
PDGF = factor de crecimiento derivado de plaquetas
CSF-1 = factor estimulante de colonias
SCF = factor de células progenitoras
FGF = factor de crecimiento de fibroblastos
HGF = factor de crecimiento de hepatocitos
TGF-B = factor transformante de crecimiento

Figura 7-3. Representacién esquematica del grupo de receptores con actividad

enzimatica de cinasas.
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do estos receptores estan en estado monomérico y al unirse a su ligando se
induce (o estabiliza) su homodimerizacion. Esta dimerizacion permite la
transmisién de un cambio conformacional del dominio extracelular al do-
minio citoplasmico que activa el dominio catalitico y produce la auto-
transfosforilacion de los receptores. Esto quiere decir que la cinasa de un
receptor fosforila residuos del otro receptor, aunque hay excepciones y va-
riaciones a este modelo (figura 7- 4). Este episodio de autofosforilacion es
el detonante de una reaccién en cadena que no sélo transduce y amplifica
la sefial, sino que también la dirige a multiples blancos intercelulares. A
partir del receptor autofosforilado, las respuestas celulares pueden ser in-

(a) (b)
Lig.
| — |
ADP ADP
P P
ATP ATP
(c) (d)
Lig. Lig.
—>
P P P

Residuos
tirosina

ATP
A

DP

Sustrato

> Senal

La dimerizacién inducida por un ligando, provoca transfosforilaciéon de los receptores a) y b), esta fosforilacién c¢) induce
la actividad cinasa de estos receptores sobre otros sustratos, transmitiendo asi la sefial a otro componente de la via de
sefializacion. Los residuos fosforilados también sirven como sitio de anclaje a otras proteinas transductoras.

Figura 7-4. Activacion de los receptores con actividad de cinasa de proteinas en
residuos tirosina.
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mediatas, como el incremento en la entrada de glucosa, o de largo plazo,
como la activacion transcripcional de ciertos genes, o el arranque de la di-
vision celular, todos ellos efectos del receptor de insulina.

La principal funcién de los sitios autofosforilados por estos receptores
es la de servir como punto de anclaje de proteinas efectoras como la fosfo-
lipasa Cy o la cinasa del fosfatidilnositol-4,5, bisfosfato, las cuales a su vez
pueden ser fosforiladas por la cinasa del receptor y asi propagar intracelu-
larmente la sefial del ligando. Otras proteinas que se anclan a los residuos
fosfotirosina de los receptores son las llamadas “proteinas acopladoras”, las
cuales, gracias a su disefio modular (ver mas adelante), contribuyen a for-
mar complejos multiproteicos que, generalmente a través de varios relevos
de fosforilacion, pueden hacer llegar el mensaje hasta el nicleo celular.
Otra funcion transductora de estas cinasas fosforiladas es la de fosforilar
otros sustratos que inician otras vias de sefialamiento, como es el caso del
IRS-1 sustrato de la cinasa del receptor de insulina.

Los receptores con cinasas de serina/treonina tienen un disefio similar
a los receptores con cinasas de tirosinas en cuanto a que tienen una region
extracelular de unién al ligando y una region citoplasmadtica con actividad
de cinasa de proteinas. No obstante, sus diferencias son mas notables, pues
no soélo fosforilan distintos residuos, sino que sus sustratos citoplasmicos
son rapidamente dirigidos al ndcleo en donde funcionan principalmente co-
mo reguladores transcripcionales. Por ejemplo, para el TGFp existen dos
receptores, el tipo Iy el tipo II, ambos con actividad de cinasa que se aso-
cian en un heterodimero en presencia del ligando, causando la fosforilacion
del receptor I por el II (figura 7-5). El receptor I fosforilado a su vez fosfo-

o

O Residuos Ser/Thr

<

/ l Receptores de
P TGFB

S Sustrato

®

Sustrato
proteina
Il sMad 2

Nucleo

Figura 7-5. Representacién del mecanismo de accién de los receptores del TGFB. La
unién del TGFB («) a los receptores | y Il produce la fosforilacién del receptor | por

el Il en residuos Ser/Thr, esta fosforilacion induce la actividad cinasa del receptor | 'y
actua fosforilando su sustrato la proteina sMad 2. En estado fosforilado sMad 2 se

transloca directamente al nucleo, donde induce la expresion de ciertos genes.
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Las proteinas G son
proteinas integrales de
membrana que consis-
ten en una cadena
polipeptidica de apro-
ximadamente 450 re-
siduos.

Figura 7-6.
Representaciones
esquematicas de la
organizacién estructural
de la familia de recep-
tores con siete dominios
transmembranales.

rila a miembros de la familia de proteinas llamadas sMads, las cuales mi-
gran al ntcleo a regular los genes blancos del TGFg.

Grupo de receptores acoplados a proteinas G

Este grupo de receptores comprende mas de 300 miembros conocidos a
nivel de secuencia primaria. Son proteinas integrales de membrana que
consisten en una cadena polipeptidica de aproximadamente 450 residuos,
cuya estructura posee siete hélices o transmembranales unidas por asas
alternadas intracelulares y extracelulares. El extremo amino-terminal se
encuentra en el lado extracelular de la membrana y el carboxilo-terminal
al interior citosdlico, y este Gltimo contiene secuencias que correspon-
den a sitios consenso de fosforilacion por proteinas cinasas. Estos recep-
tores se encuentran acoplados a proteinas G discutidas mas adelante (fi-
gura 7-6).

El rango de estimulos extracelulares o ligandos que utilizan estos re-
ceptores es muy amplio e incluye moléculas odorantes, neurotransmisores
y una gran variedad de péptidos, hormonas proteicas, inclusive la luz fun-
ciona como ligando de la rodopsina en la retina, caso discutido en detalle
mas adelante. La estructura del dominio de enlace depende mucho de la na-
turaleza del ligando; mientras que las regiones transmembrana de los re-
ceptores adrenérgicos son importantes para la union del ligando, en el caso
de hormonas polipeptidicas, como la hormona luteinizante, la unién ocurre
principalmente en los dominios extracelulares. También existen receptores
de este grupo asociados a canales i6nicos. La union de los ligandos promueve
la interaccion entre el receptor y una proteina G heterotrimérica, ubicada
en el lado intracelular de la membrana, la que regula uno o varios media-
dores intracelulares. La mayoria de estos receptores utiliza cascadas com-
plejas y relevos de mediadores intracelulares. Estas cascadas cataliticas de
segundos mensajeros proveen varias oportunidades para amplificar la res-
puesta a las sefiales extracelulares.

Los receptores de esta familia estan sujetos a eventos de desensibiliza-
cion altamente conservados que ocurren en el interior celular y que invo-
lucran fosforilacion y el enlace de proteinas inhibitorias que previenen la
reasociacion de las proteinas G.

NH2
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Intracelular
COCH

Membrana
plasmatica
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En general, las respuestas finales de una célula a estimulos que llegan
a través de vias de sefialamiento por proteinas G, son fisiol6gicas mas que
de desarrollo, de corto mas que de largo plazo, y dirigidas a la actividad de
proteinas preexistentes mds que a la expresion de nuevos genes, aunque
pueden ocurrir también efectos sobre la transcripcion, traduccién y expre-
sién genética.

Rodopsina

La rodopsina, el primer receptor perteneciente a la familia de siete hélices
transmembranales secuenciado, es el receptor encargado de la fototrans-
duccion en la retina de vertebrados y es el miembro de la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G del que se tiene el conocimiento mas
detallado. A pesar de las diferencias en detalles moleculares respecto a
otros receptores, este sistema de sefialamiento mediado por proteinas G
comparte ciertas caracteristicas y funciona con principios generales seme-
jantes a los de otros miembros de esta familia, por lo que a continuacion se
mencionaran sus caracteristicas.

La rodopsina se encuentra en los bastones, células de la retina sensibles
a la luz y que son responsables de la vision monocromatica en presencia de
poca luz. De modo aparentemente paraddjico, este receptor convierte la
energia luminosa en un fenémeno de hiperpolarizacion (en lugar de una
despolarizacién) en la membrana del baston mediada por una caida en la
concentracion del nucle6tido GMP-ciclico. Debido a que en la oscuridad los
neurotransmisores actian inhibiendo muchas de las neuronas postsinapticas
de la retina, la luz, a través de la hiperpolarizacion, libera a las neuronas de
la inhibicion excitandolas.

La membrana plasmaética de los bastones contiene canales de Na* regu-
lados por GMP-ciclico. Estos canales se mantienen abiertos en la oscuridad
a través del enlace de GMP-ciclico a los canales, cuando la luz provoca una
caida en la concentracion de GMP-ciclico, el GMP se separa de estos cana-
les y se cierran provocando un estado hiperpolarizado de las membranas, lo
que inhibe el senalamiento sindptico.

Para comprender este proceso, hay que mencionar que cada molécu-
la de rodopsina contiene un croméforo unido covalentemente, llamado
11-cis retinal; cuando la luz es absorbida, la forma del retinal cambia casi
instantaneamente a su isémero frans-retinal, provocando a su vez un cam-
bio conformacional en la rodopsina activandola. La rodopsina activada se
enlaza a la proteina G trimérica llamada transducina, provocando que la
subunidad o se disocie y active la GMP-ciclico-fosfodiesterasa, la que hidro-
liza al GMP-ciclico haciendo caer su concentracion citosélica. Con esta
caida, el GMP se disocia de los canales de Na* de la membrana cerrandolos,
llevando asi a la membrana plasmatica a un estado hiperpolarizado; de este
modo, la sefal luminosa es convertida en una sefial eléctrica, el impulso
nervioso.

Una caracteristica clave del sistema visual es la enorme amplificacion al-
canzada: una rodopsina puede catalizar la activacion de cientos de moléculas

La rodopsina es el re-
ceptor encargado de
la fototransduccion
en la retina de verte-
brados.
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Figura 7-7. Esquema

en el que se aprecia la
amplificacion alcanzada
en el sistema de foto-
transduccion mediado
por una sola molécula
de rodopsina.

de transducina y cada transducina activa una fosfodiesterasa, la cual hidro-
liza aproximadamente 4,000 moléculas de GMP-ciclico por segundo. Esta
cascada catalitica de amplificacion dura menos de un segundo y resulta en la
hidrélisis de mas de 10° moléculas de GMP-ciclico lo que provee a los basto-
nes con sensibilidad para responder a un solo fotén de luz (figura 7-7).

La fototransduccion es un sistema de transduccion de sefal atipico, ya
que requiere sensibilidad extrema, un nimero de ligandos bajo (un fotén
Uinico) y un trasfondo bajo. Debido a la enorme cantidad de energia del fo-
ton (50 kcal/mol para luz verde), éste puede impulsar un estado de equili-
brio de receptores totalmente inactivos (0.000000000000001% moléculas
activas) a receptores totalmente activos (99.9% moléculas activas). La ro-
dopsina es asi una proteina que provee un rango dinamico amplio, de total-
mente apagado a totalmente encendido. Si s6lo dependiese de la activacion
térmica, este sistema solamente se activaria espontaneamente una vez cada
2000 anos y la naturaleza irreversible de la hidrélisis del GTP implica
que, cuando la hidrélisis es completa, el sistema estd completamente apa-
gado. Como ya se menciond, las propiedades tan particulares del sistema
de fototransduccion son propiedades de su ligando altamente energético,
en contraste con otros receptores acoplados a proteinas G en los que la
energia para activar el receptor es provista por el enlace de moléculas fre-
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cuentemente pequenas, incluyendo péptidos como oxitocina y vasopresina,
polipéptidos mas grandes como la gonadotropina coriénica, moléculas muy
pequenas como la adrenalina, ATP o serotonina, y moléculas organicas pe-
quefias involucradas en el olfato y el gusto. Debido a que el enlace de estas
moléculas es relativamente fuerte (en el rango nanomolar), no puede haber
mucha energia libre para cambiar el equilibrio del receptor en mas de unas
cuantas kilocalorias, por lo que los receptores no unidos a ligando general-
mente tienen una actividad espontanea apreciable, esto es, no se encuen-
tran totalmente apagados; la rodopsina es una excepcion, teniendo esencial-
mente cero de actividad espontanea.

Ya que se puede esperar que los distintos ligandos provean distintas
energias a sus receptores (variando de 2 kcal/mol para moléculas pequefias
que se enlazan fuertemente hasta 50 kcal para la luz), una de las principa-
les funciones de estos receptores es la de igualar energéticamente la in-
teraccion del ligando-receptor a la activacién de las moléculas blanco inter-
medias.

Receptores sin actividad enzimatica, pero asociados
a proteinas citosolicas

Estos receptores son glicoproteinas transmembranales con regiones extra-
celulares que unen al ligando y regiones citoplasmicas carentes de actividad
catalitica. Como se discutira més adelante (ver via de JAK/STAT), la funcién
de las regiones intracelulares de estos receptores es la de servir de sitios de
anclaje para otras proteinas citosélicas transductoras de la sefial. Los recep-
tores de las cifocinas pertenecen a esta categoria. Las citocinas son impor-
tantes factores polipeptidicos producidos por células linfoides, monociticas
y hematopoyéticas y que son reguladores centrales de la respuesta inmune y
la inflamacion. Las citocinas conforman un grupo heterogéneo que inclu-
ye a las interleucinas (IL), los interferones (IFN), los factores de necrosis
tumoral (TNF), la eritropoyetina, la hormona de crecimiento y la prolactina,
entre otros.

En base a la similitud estructural de las regiones extracelulares, estos
receptores se pueden agrupar en dos grandes subgrupos: el subgrupo
IL/TFN/eritropoyetina’/hormona del crecimiento y el subgrupo del TNF. Los
miembros del primer subgrupo contienen dominios extracelulares simila-
res a fibronectina III y/o dominios similares a inmunoglobulinas. La carac-
teristica unificadora de esta familia es la presencia de uno o dos dominios
de 200 aminoacidos, llamado SD200, formado a su vez por dos subdomi-
nios de 100 aminoécidos (figura 7-8). El complejo de la hormona de cre-
cimiento acoplada a su receptor es un ejemplo representativo de esta clase
de receptores y su estructura ha sido resuelta cristalograficamente. Este re-
ceptor contiene 7 tiras-f que forman una estructura como barril, similar a
la molécula de superficie CD4 y a la fibronectina tipo III. La estequiometria
de este complejo es 2:1, en la cual el receptor interactia con el ligando
usando residuos similares. Las estructuras que definen a los miembros del
subgrupo del TNF estan localizadas también en el dominio extracelular y

Las citocinas son impor-
tantes factores poli-
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IL = interleucina

epo = eritropoyetina

GH = hormona de crecimiento (del inglés Growth Hormone)
PL = prolactina

CNTF = factor neurotréfico ciliar

G-CSF = factor estimulante de colonias de granulocitos
GM-CSF = factor estimulante de colonias de granulocitos macréfagos
COMM = cadena comun del receptor para IL-3 e IL-5

LIF = factor de inhibicién leucémico

IFN = interferén

R = receptor

Figura 7-8. Representacién esquematica del grupo de receptores semejantes a
eritropoyetina/interferén.

consisten en cuatro copias de un dominio que contiene 6 residuos de cistei-
na; ademds, comparten cierta similaridad en sus secuencias citoplasmicas
(figura 7-9). En solucion, tres moléculas del receptor interactian con un
trimero del ligando y esta estequiometria ha sido confirmada recientemen-
te con la resolucion de la estructura cristalogréfica del complejo TNF-B y su
receptor. Este complejo exhibe simetria perfecta, en la que cada receptor in-
teracciona con la interfase de dos de las tres moléculas de TNF de modo
idéntico.

Receptores accesorios o correceptores

Las moléculas localizadas en la superficie celular capaces de unir ligandos
con alta afinidad y especificidad, pero incapaces de transducir por si mismos
la senal al interior celular se denominan receptores accesorios. No obstan-
te, un nombre mas adecuado para este tipo de moléculas es el de “correcep-
tores”, pues su presencia regula la union de los ligandos a sus auténticos re-
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abreviaciones: NGF = factor de crecimiento nervioso (del inglés Nerv Growth Factor)
TNF = factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor)
TNFRh = receptor homdlogo del factor de necrosis tumoral
c¢fECP1 = EFCP1 proteina de Cladosporium fulvum
SalF19R = proteina del virus de fibroma shope
R = receptor

Figura 7-9. Representacion esquematica del grupo de receptores semejantes a TNF/NGF.

ceptores de senalamiento y con ello determina la actividad del ligando en
cuestion. Unos de los correceptores mejor estudiados son los proteoglica-
nos de sulfato de heparan. Este tipo de glicoproteinas estin compuestas por
una proteina medular, a la cual se unen covalentemente carbohidratos com-
plejos, llamados glicosaminoglicanos. Los sulfatos de heparan son una va-
riedad de glicosaminoglicanos que unen FGF (factor de crecimiento fibro-
blastico) y lo presentan a sus receptores de sefalamiento, los cuales son
proteinas transmembranales con actividad de cinasas de tirosina. Es intere-
sante hacer notar que, a diferencia de otros receptores y correceptores, la
parte funcional de este correceptor son los carbohidratos (los sulfatos de he-
paran) y no el polipéptido. Para evocar sus efectos a concentraciones “fisio-
l6gicas”, el FGF requiere de la presencia de los heparan-sulfatos, los cuales
favorecen la formacion del complejo ligando-receptor. Los correceptores no
s6lo aumentan la concentracion neta de ligando alrededor del receptor de
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Las proteinas G perte-
necen a la superfami-
lia de proteinas con
actividad de GTPasa.

sefial, sino que también propician cambios conformacionales en el ligando
y/o el receptor que favorecen su interaccion.

. Mecanismos transductores

Proteinas G

Las proteinas G pertenecen a la superfamilia de proteinas con actividad de
GTPasa; esta familia incluye dos grandes grupos de proteinas que participan
en distintas vias de transduccion:

I) Las proteinas G de bajo peso molecular monoméricas tales como Ras,
que participa en las vias de transduccion que conducen a la proliferacion
celular, Rho que regula la arquitectura celular, modificando elementos del
citoesqueleto de actina ante diversos estimulos extracelulares, y Rab que
participa en la movilizacion intracelular de vesiculas.

II) Las proteinas G heterotriméricas, cuyos componentes son una sub-
unidad o, responsable de la unién e hidrdlisis del GTP y las subunidades 3
y v que funcionalmente actiian siempre juntas.

Las proteinas G heterotriméricas estan asociadas a la cara interna de la
membrana plasmaética, funcionan como componentes acoplables pasando
informacién de los receptores a las enzimas o sistemas efectores encarga-
dos de producir segundos mensajeros (tema discutido mas adelante). La
proteina G heterotrimérica consiste en tres subunidades o, By v. La sub-
unidad o es la mas grande y esta involucrada en el enlace al nucleétido de
guanina (GDP o GTP); cuando tiene GDP unido es inactiva y se encuentra
formando parte del trimero. En una reaccion catalizada por el receptor (en
la que el ligando o agonista se enlaza al dominio extracelular del receptor),
el GDP es intercambiado por GTP. Este enlace ocasiona que la subunidad Gou
se disocie del dimero Byy al difundir lleva el mensaje hacia alguna protei-
na blanco “corriente abajo” en los eventos de transduccién. La subunidad
Go es generalmente, pero no siempre, la senal activa e interacttia con varias
proteinas blanco intermedias. Por ejemplo, algunas subunidades Go. activan
a la adenilato-ciclasa localizada en la membrana, la cual produce AMPc;
éste a su vez activa diversas cinasas dependientes de AMPc, las que también
fosforilan muchas proteinas blanco involucradas en respuestas celulares,
activando o inhibiéndolas (figura 7-10).

Cada tipo de proteina G al ser activada por sus receptores conecta a una
o varias moléculas blanco, incluyendo:

Algunos tipos de canales iénicos de calcio y potasio.

La adenilato-ciclasa.

La guanilato-ciclasa.

La fosfolipasa C-B (la enzima que libera inositol a partir de los lipi-
dos de la membrana).

e La fosfolipasa A2 (la enzima que libera 4cido araquidénico, un pre-
cursor de prostaglandinas y leucotrienos a partir de lipidos de la
membrana).
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Figura 7-10. Representacion de la activacion de la adenilato-ciclasa por epinefrina a
través de su receptor y proteinas G triméricas.
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¢ La fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos.
e Activacion de cinasas como Raf.

La senal de la proteina G es autolimitada, ya que la subunidad Go
contiene ademads una actividad intrinseca de GTPasa que hidroliza GTP a
GDP a una velocidad lenta (segundos o minutos). Una vez que el GTP se
ha hidrolizado, la subunidad Go. se recombina con el dimero By para re-
constituir la proteina trimérica inactiva. Esta actividad de GTPasa asegura
que la proteina G permanezca en estado activo s6lo un periodo corto, de
modo que la proteina G tiene una funcién doble, es un intermediario o re-
levo de la sefial del receptor al efector y es un reloj que controla la duracién
de la sefial.

La caracterizacion y los estudios sobre los complejos triméricos indican
que hay cuando menos veinte miembros de la subunidad o, cinco de la sub-
unidad B y doce de la subunidad v. Las distintas subunidades o, cuyo peso
molecular oscila entre 39 y 52 kDa comparten una homologia estructural
entre 45y 80% y han sido divididas en Go., Gar, Gocq y Ga,,, segn si cada
uno de los miembros de estas subfamilias interacciona con diferentes mo-
léculas efectoras estimulando o inhibiendo su actividad.

Esta variabilidad puede potencialmente generar cientos de combinacio-
nes; sin embargo, en los organismos se dan s6lo unas cuantas combinaciones
especificas. Las respuestas celulares complejas como la proliferacion o dife-
renciacion son generalmente estimuladas por combinaciones especificas de
sefiales mas que por una sefial tinica; como la célula tiene que integrar la
informacion que recibe para emitir una respuesta apropiada (la integracion
parece depender de las interacciones entre varias cascadas de fosforilacion
que se activan por sefiales extracelulares distintas), la diversificacion de com-
binaciones de proteinas G provee a la célula con cierta capacidad de célculo
sobre las vias de seflalamiento iniciales, en la medida en que los estimu-
los recibidos a través de distintos receptores pueden sumarse o cancelarse
unos a otros.

Generalizando, se puede decir que las proteinas G son moléculas que
funcionan como inferruptores acoplables (esto es, pueden apagar o encen-
der una senal), mecanismo empleado en todo el reino animal, vegetal e in-
cluso por organismos unicelulares como las levaduras. Estas moléculas es-
tan involucradas en muchas funciones no relacionadas necesariamente con
la comunicacién intercelular, como en el caso de los movimientos de los
tRNA a lo largo de los sitios ribosomales A-P-E durante la traduccion de las
proteinas. Las proteinas G heterotriméricas que participan en la transduc-
cion de senales son s6lo una rama de la gran familia de proteinas que se
unen a nucledtidos de guanina. Al igual que sus receptores, las proteinas G
probablemente se originaron como parte de mecanismos homeostaticos
para regular actividades intracelulares en eucariontes unicelulares com-
partamentalizados. Posiblemente los ancestros de las proteinas G sirvieron
para dar especificidad al transporte intracelular de vesiculas, asegurar la se-
gregacion y la distribucién hacia la membrana plasmaética, los lisosomas o
Golgi; de hecho, algunas todavia funcionan asi.

Por otra parte, varios miembros de las proteinas G tienen un papel cri-
tico en el desarrollo del cancer, ya que los genes codificadores de muchos
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proto-oncogenes como Ras codifican proteinas G involucradas en la trans-
duccion de senales; al analizar las secuencias de los oncogenes obtenidos de
tumores malignos y compararlas con las secuencias equivalentes de tejidos
normales, se descubrieron mutaciones Gnicas en ciertos codones que co-
rresponden al sitio activo de la proteina G que hidroliza GTP en GDP, por lo
que estas proteinas estan activas todo el tiempo y han perdido su capacidad
de funcionar como interruptores. En células normales, estas proteinas fun-
cionan en la via de sefnalizacién que le indica a la célula crecer o no crecer
en el relevo de la informacion recibida desde el exterior celular. Sin embar-
g0, las versiones oncogénicas de estas proteinas son capaces de enviar una
sefial continua de crecimiento “corriente abajo”, aun sin haber recibido
mensaje alguno de los receptores.

Segundos mensajeros

Uno de los principios bésicos en la transduccion de las sefales es la ampli-
ficacion de la senal que ocurre al pasar de un componente a otro a través de
las vias de sefialamiento; esta amplificacion se logra a través de los “segun-
dos mensajeros”. Se les llama segundos mensajeros, o mediadores intra-
celulares, a un grupo de moléculas pequefias que acarrean la informacion
codificada por los mensajeros extracelulares hacia blancos intracelulares
responsables de la respuesta biolégica.

Para que una molécula pueda funcionar como segundo mensajero en el
proceso de sefialamiento debe estar sometida a un reciclaje rapido y conti-
nuo; en la mayoria de los casos los segundos mensajeros tienen vida media
corta y son rapidamente degradados y resintetizados, esto es, las células po-
seen mecanismos para degradar eficientemente nucleétidos ciclicos, y para
amortiguar y mover el calcio citosdlico, por ejemplo. En las cascadas de am-
plificacion de una sefal, se necesitan mecanismos que equilibren las sefa-
les estimulatorias para restablecer el sistema a su estado de reposo cuando la
estimulacion cesa, por lo que en tejidos adultos generalmente, cuando la se-
fial se apaga, la respuesta también.

La interaccion del ligando a sus receptores (varios de estos miembros
de la familia de siete dominios transmembranales y otros miembros del
grupo de receptores con actividad enzimatica intrinseca), activa a las pro-
tefnas efectoras que se encuentran cerca de la membrana, lo que les per-
mite catalizar la transformacién de moléculas precursoras en segundos
mensajeros; éstos funcionan como efectores alostéricos, es decir, son reco-
nocidos con una extraordinaria afinidad y especificidad por ciertas proteinas
cinasas las que a su vez fosforilan otras proteinas de la célula, activando o
inhibiendo otras cinasas o fosfatasas; cuando alguna de estas cinasas tiene
varias proteinas blanco, la via de sefialamiento se ramifica, contribuyendo
de esta forma a una cascada de eventos que amplifican la sefial al interior de
la célula y contribuyen a la diversidad de respuestas celulares.

Dos de los segundos mensajeros mas ampliamente usados por las célu-
las son el AMP ciclico y el Ca*? los cambios en la concentracion de estos
mensajeros intracelulares son estimulados por distintas vias y la mayoria de

Se les llama segundos
mensajeros, o media-
dores intracelulares, a
un grupo de molécu-
las pequefas que aca-
rrean la informacion
codificada por los
mensajeros extrace-
lulares hacia blancos
intracelulares respon-
sables de la respuesta
bioldégica.
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El AMP ciclico fue
identificado como un
mediador intracelular
de accion hormonal a
finales de la década
de 1950.

los receptores acoplados a proteinas G regulan uno u otro sistema. La in-
corporacion y utilizacion de glucosa, el almacenamiento y movilizacién de
grasas y la secrecion de productos celulares son ejemplos de funciones me-
tabdlicas controladas por la induccion de segundos mensajeros.

Segundo mensajero: AMP ciclico

El AMP ciclico fue identificado como un mediador intracelular de accién
hormonal a finales de la década de 1950 y se ha establecido que tiene esta
funcion tanto en células procariontes como en eucariontes.

Para actuar como segundo mensajero, el nivel de AMP ciclico es capaz
de subir o bajar considerablemente en respuesta a estimulos extracelulares
(hasta cinco veces en unos cuantos segundos); esta capacidad estd mediada
por la rapida sintesis de la adenilato-ciclasa y equilibrada con una rapida
hidrélisis por una o varias AMP ciclico-fosfodiesterasas; sin embargo, los
mensajeros extracelulares funcionan controlando los niveles de AMP cicli-
co, alterando la actividad de la adenilato-ciclasa mas que de las fosfodieste-
rasas. El sistema mas estudiado de receptores acoplados a la activacion de
la adenilato-ciclasa es el grupo de receptores B adrenérgicos que son los
mediadores de la accion de la epinefrina y norepinefrina (figura 7-10).

En este sistema, una misma molécula mensajera, epinefrina, puede in-
crementar o disminuir la concentracién de AMP ciclico, dependiendo del
tipo de receptor al que se enlaza. Cuando se enlaza a receptores 3-adrenér-
gicos, por ejemplo, activa la adenilato-ciclasa, mientras que, si se enlaza a
uno o,-adrenérgico, la inhibe. Esta diferencia se debe al tipo de proteina G
a la que funcionalmente se encuentran acoplados los distintos receptores:
los B-adrenérgicos se relacionan con la adenilato-ciclasa a través de una
proteina G, (s del inglés stimulatory) y los o.,-adrenérgicos se asocian a la
adenilato-ciclasa a través de una proteina G, inhibitoria. En forma andloga
a la discutida para la rodopsina, en este sistema se logra también una gran
amplificacion de la sefal original, ya que la activacién de un solo receptor
puede activar cientos de G oy éstas a su vez un gran ndmero de ciclasas.

En células animales, el AMP ciclico ejerce sus acciones activando una
enzima: la proteina cinasa A dependiente del AMP ciclico o PKA (del inglés:
Protein Kinase cAMP dependent), la cual cataliza la transferencia del grupo
fosfato y del ATP a residuos especificos de serina o treonina de otras protei-
nas, esta fosforilacion covalente regula la actividad de las proteinas fosfori-
ladas. La PKA se encuentra en todas las células animales y se cree que es la
responsable de la mayoria de los efectos del AMP ciclico; sin embargo, los
sustratos de la PKA difieren en las distintas estirpes celulares, lo que expli-
ca por qué las respuestas varian tanto de célula a célula. Por ejemplo, en hi-
gado, un aumento de AMPc activa a la PKA, la cual puede estimular la de-
gradacion de glucdgeno a glucosa, o en corazén aumenta la frecuencia
cardiaca y la fuerza de contraccién. En algunas células animales, un incre-
mento en el AMP ciclico activa la transcripciéon de genes especificos; por
ejemplo, las células que secretan la somatostatina lo hacen al aumentar los
niveles de AMP ciclico, debido a que las regiones reguladoras del gen de
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somatostatina contienen unas secuencias pequefias de DNA llamadas CRE
(del inglés: ciclic AMP response elements), que también se encuentran en
regiones reguladoras de otros genes activados por AMP ciclico. Estas secuen-
cias son reconocidas por una proteina reguladora de la expresién genética
llamada proteina CREB (CRE binding). Cuando esta proteina es fosforilada
por PKA, se activa e inicia la transcripcion de los genes que contienen estas
secuencias.

Debido a que ha sido muy dificil reconstituir las vias de sefialamiento
por la complejidad y la redundancia de las redes de comunicacién intrace-
lular, se ha utilizado esta estrategia basada en la identificacion de los genes
inducidos por alguna sefial extracelular, posteriormente se han identificado
las secuencias reguladoras en el DNA de estos genes a las que los factores
de transcripcion especificos se acoplan, de esta manera se han reconocido
mas elementos y se espera conocer la organizacion detallada de las vias de
transduccion en general.

Segundo mensajero: Cat**

Las primeras evidencias de que el calcio funciona como un segundo men-
sajero se publicaron en 1947, cuando se provocaron contracciones de
células de musculo esquelético al inyectarles calcio intracelularmente.
Recientemente ha quedado establecido que el calcio funciona como segun-
do mensajero en procesos tan diversos como la secrecion y la proliferacion.
El mecanismo de accién de esta molécula tiene que ver con la diferencia
de concentracién intra y extracelular que existe de este cation. La concen-
tracion de calcio libre en el citosol es muy baja, 107 M, mientras que la
concentracion extracelular es mas alta, 103 M, por lo que existe un gra-
diente con una tendencia a empujar el calcio hacia el interior celular.
Cuando alguna senal abre transitoriamente los canales que permiten el
paso del calcio, el nivel del calcio citosélico aumenta dramaticamente ac-
tivando las proteinas que responden a este ion. Existen dos vias de sefa-
lamiento del calcio, una usada por células excitables y otra usada por casi
todas las demas células eucariontes. En el caso de la células excitables, la
despolarizacién de la membrana plasmatica induce la entrada de calcio al
interior celular y produce la secreciéon de neurotransmisores. En la via
usada por células no excitables, el enlace de un ligando a sus receptores
de superficie provoca la liberacién de calcio de los depésitos del reticulo
endoplasmico; esta liberacion también es inducida por otro segundo men-
sajero, el inositol trifosfato.

El aumento citosélico del calcio ejerce su accion a través de estructu-
ras que poseen una alta afinidad especifica por este cation, como es el caso
de la calmodulina, que es una proteina que se ha encontrado en todas las
células eucariontes estudiadas y cuya funcién es la de ser un receptor de
calcio intracelular multipropésitos, responsable de mediar la mayoria de los
efectos del aumento de calcio. Es un polipéptido de aproximadamente 150
aminodacidos altamente conservados entre especies y con cuatro sitios de
enlace de calcio. La activacion alostérica de calmodulina por calcio provoca

Las primeras eviden-
cias de que el calcio
funciona como un se-
gundo mensajero se
publicaron en 1947.




218

PARTE Il ESTRUCTURAS CELULARES

Uno de los sistemas de
transduccion de sena-
les mejor conocido en
la actualidad es la via
de recambio de fosfoi-
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Figura 7-11. Esquema de calmodulina.

cambios conformacionales dramadticos sobre la proteina y es semejante a la
ocurrida por AMP ciclico sobre PKC, excepto que la calmodulina no es una
proteina cinasa; la calmodulina actGia uniéndose a otras proteinas, las mas
de las veces funcionando como una subunidad reguladora de complejos en-
zimaticos (figura 7-11).

Entre las proteinas blanco reguladas por Ca*?/calmodulina hay varias
enzimas como las cinasas dependientes de Ca*?/calmodulina o los transpor-
tadores de membrana, como la ATPasa de calcio que bombea Ca*2 fuera de
la célula al enlazar el complejo Ca*?/calmodulina. La mayoria de los efec-
tos del calcio, sin embargo, estin mediados por fosforilaciones proteicas
catalizadas por las proteinas cinasas dependientes de Ca*?/calmodulina
conocidas como cinasas CaM (del inglés: Ca-calmodulin-dependent). Estas
cinasas fosforilan residuos serina/treonina en otra proteinas, y la respuesta
de una célula blanco al aumento citosélico de calcio depende de cuales pro-
tefnas fosforilables dependientes de cinasas CaM posee.

Segundo mensajero: IP,

Uno de los sistemas de transduccién de sefiales mejor conocido en la actua-
lidad es la via de recambio de fosfoinositidos.

En la década de 1950, se encontrd que ciertos mensajeros extracelula-
res estimulaban la incorporacion de fosfato radiactivo en fosfatidilinositol,
un componente menor de las membranas plasmaticas (constituyente me-
nor de 1% del total de fosfolipidos en las membranas). Posteriormente se
demostr6 que esta incorporacion se debia a la degradacion y resintesis de
los fosfolipidos de inositol a través de la fosfolipasa C, siendo la hidrélisis
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del fosfatidilinositol-4,5,-bifosfato (PIP,) para producir inositol trifosfato
(IP,) y diacilglicerol uno de los eventos mas importantes en la transduccion
de senales (figura 7-12).

Este esquema clasico se ha ampliado al incluir otros lipidos de membra-
na que también pueden generar segundos mensajeros a través de diferentes
fosfolipasas (figura 7-13) al quedar demostrado que varios ligandos movili-
zadores de calcio también pueden inducir, a través de las fosfolipasas A, y D,
hidroélisis rapida de la fosfatidilcolina que es otro lipido de membranas mu-
cho mas abundante que el PIP,.

%
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A
2
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.
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Figura 7-13. Esquema que muestra la posicion de los enlaces ésteres del fosfatidilinosi-
tol bifosfato hidrolizables por diversas fosfolipasas.
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La cadena de eventos que llevan a la hidrélisis de PIP, se inicia con el
enlace de un mensajero extracelular a un receptor de membrana plasmética
acoplado generalmente a una proteina G; en la actualidad, se han descrito
mas de 25 receptores de superficie que utilizan esta via de transduccion. La
interaccion de un ligando a su receptor activa a una proteina G y ésta a su
vez activa a una proteina efectora: la fosfolipasa C; en una fraccién de segun-
do esta enzima rompe al PIP, para generar dos productos que funcionan
como segundos mensajeros: inositol trifosfato (IP,) y diacilglicerol.

En este punto la cascada de sefialamiento se divide en dos de acuerdo
con los efectos de estos dos productos de hidr6lisis:

Por un lado el IP, es una molécula pequefia soluble en agua, que deja
la membrana plasmatica y se difunde rapidamente a través del citosol v,
cuando llega al reticulo endoplasmico, libera calcio al enlazarse a canales de
compuerta liberadores de calcio. Este tipo de canales son regulados por una
retroalimentacion positiva, en la que el calcio se enlaza a otros canales, in-
crementando su liberacion, haciendo que el fenémeno de liberacién sea un
fenémeno de todo o nada. Para terminar la respuesta al calcio liberado, el
calcio es bombeado principalmente fuera de la célula y se activan proteinas-
fosfatasas especificas que desfosforilan IP,; sin embargo, no todo el IP, es
desfosforilado, una fraccién es fosforilada a IP, (1,3,4,5-tetracisfosfato de
inositol), molécula que puede mediar respuestas a mediano y largo plazos en
la célula y promover ademas la reposicién del calcio en sus compartimen-
tos intracelulares.

Por otro lado, y al mismo tiempo que todos estos efectos producidos por
el IP, estdn ocurriendo, el otro producto generado de la hidrélisis de PIP,, el
diacilglicerol, esta ejerciendo sus efectos: activa por una parte a una cinasa
de serinas/treoninas critica, llamada proteina cinasa-C o PKC, la cual es
responsable de fosforilar proteinas clave en la respuesta celular final y, por
otra parte, puede romperse atin mas y producir acido araquidonico, el cual
puede funcionar como un segundo mensajero o ser usado en la sintesis de
eicosanoides (prostaglandinas y tromboxanos). El aumento inicial en la
concentracion de calcio modifica a la PKC, trasladandola a la cara citoplas-
mica de la membrana. Ahi es activada por una combinacién de Ca*2, diacil-
glicerol y fosfatidilserina (un fosfolipido de membrana cargado); de las ocho
isoformas que se conocen de la PKC, cuatro son activadas por el diacilglice-
rol. Las concentraciones mas altas de esta enzima se han encontrado en el
cerebro, en donde, entre otros sustratos, fosforila canales i6nicos en células
nerviosas, modificando sus propiedades y alterando la excitabilidad de la
membrana plasmatica de las células nerviosas. En muchas otras células,
la activacion de la PKC incrementa la transcripcion de genes especificos.

La adicién de ciertos farmacos en células intactas puede emular los
efectos de las dos vias de sefialamiento, la producida por IP, y la producida
por diacilglicerol. Los efectos de IP, pueden ser evocados introduciendo
calcio a través de un ionéforo (un compuesto que al integrarse en la mem-
brana plasmatica crea un canal), el cual permite el paso directo del calcio al
interior celular. Y los efectos del diacilglicerol pueden ser evocados por
ésteres de forbol, que son producidos por ciertas plantas que activan di-
rectamente a la PKC. El empleo de estos agentes como herramientas expe-
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rimentales ha permitido analizar y demostrar que estas dos ramas de sena-
lamiento del PIP, frecuentemente colaboran en la produccién de la respues-
ta celular total.

Segundo mensajero: oxido nitrico

Aungque la mayoria de los segundos mensajeros son hidrosolubles, ciertos
mensajeros como el 6xido nitrico (ON) o el CO, son lo suficientemente pe-
quefios para atravesar la membrana plasmatica y regular directamente la
actividad de proteinas intracelulares. Un mensajero quimico, la acetilcolina,
actaa indirectamente sobre las células endoteliales de los vasos sanguineos,
induciéndolas a liberar 6xido nitrico, el cual a su vez indica a las fibras del
miusculo liso que recubren los vasos sanguineos a relajarse; éste es el me-
canismo de accion de la nitroglicerina usada desde hace varias décadas en
el tratamiento del dolor por falta de irrigacion cardiaca (isquemia); debido
a que este compuesto es convertido en 6xido nitrico, la relajacién consecuen-
te de los vasos sanguineos tiene como efecto la disminucion del esfuerzo
cardiaco. El 6xido nitrico también es producido como mediador local por
macréfagos y neutréfilos activados durante infecciones por microorganis-
mos. El 6xido nitrico es sintetizado por la 6xido-nitrico-sintasa a partir de
la desaminacién del aminoacido arginina; una vez producido, se difunde
rapidamente a través de las membranas y afecta a las células vecinas; actiia
localmente debido a que tiene una vida media muy corta (5 a 10 segundos);
ademas, en muchas células blanco el 6xido nitrico reacciona con el hierro
del sitio activo de la enzima guanilato-ciclasa, estimuldndola a produccién
de GMP ciclico, otro segundo mensajero.

Fosforilacion/desfosforilacion
(PKA, PKC, fosfatasas)

Ademas de su importante papel en la activacién de receptores con activi-
dad de cinasas, la fosforilacién a través de cinasas de proteinas representa
nodos criticos para la transmision, amplificacion y distribucion de las se-
nales. El estado de fosforilacion de los residuos tirosina, serina y treonina
son una de las principales senales reguladoras en el citoplasma de células
eucariontes. Los mecanismos a través de los cuales las cinasas involucra-
das en la transduccion de sefales funcionan, se entienden mejor a través
de varios ejemplos mediados por segundos mensajeros como el diacilglice-
rol, Ca*? y AMPc:

La activacion de la proteina cinasa C (PKC), por ejemplo, se logra cuan-
do el diacilglicerol se acopla a la region reguladora de la proteina, desenca-
denando un cambio conformacional en su estructura y exponiendo asi el si-
tio activo.

En el caso de la cinasa dependiente de calcio-calmodulina, la proteina
es inactiva a menos que se le una el complejo calcio-calmodulina, el cual,
debido a la induccién de cambios conformacionales sobre la proteina, pro-

Ciertos mensajeros co-
mo el o6xido nitrico
(ON) o el CO, son lo su-
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Figura 7-14. Esquema

de la activacion de

la proteina cinasa
dependiente de AMPc.
La interaccion de la sub-
unidad regulatoria con
las moléculas de AMPc
separan a esta subunidad
de la subunidad catalitica
activandola.

CAMP

0 N el oo
% _p) e e ] o)

Sino
catalitico

Subunidad
catalitica

Subunidad
regulatoria

duce en la enzima el desdoblamiento de un dominio inhibitorio (llamado
pseudosustrato) del sitio activo.

En las cinasas dependientes de AMP ciclico, las llamadas PKA, el domi-
nio inhibitorio se encuentra en una subunidad separada. Esta subunidad
forma un complejo fuertemente unido a la subunidad catalitica (figura 7-14);
sin embargo, el enlace de AMP ciclico a la subunidad inhibitoria desensam-
bla el complejo y libera el dominio catalitico de la cinasa.

Debido a que la actividad de cualquier proteina regulada por fosforila-
cion depende del equilibrio que hay entre las actividades de las cinasas que
las fosforilan y de las fosfatasas que constantemente las desfosforilan, las
fosfatasas también tienen una funcién importante en el campo de la trans-
duccion de senales. De hecho, hay aproximadamente 1,000 veces mas acti-
vidad de fosfatasas de tirosina en el citoplasma de células animales que
actividad cinasa de tirosinas. La desfosforilacion de serinas/treoninas fosfo-
riladas es catalizada por cuatro grupos de fosfatasas: I, IIA, IIB y IIC; la fos-
fatasa I tiene una funcién relevante en respuesta al AMP ciclico y, aunque
han sido descritas un gran ntimero de fosfatasas de tirosinas solubles y
transmembrana, hasta hace poco no se habian demostrado funciones biol6-
gicas mas directas de las fosfatasas de tirosinas en la transduccion de se-
nales; sin embargo, recientemente se demostro la existencia de receptores
fosfatasas de tirosinas necesarios para la guia de axones motores en el de-
sarrollo del embrién de Drosophila. Otro ejemplo notable de c6mo las fos-
fatasas participan activamente en la transduccién de sefiales lo constituye
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la superfamilia de fosfatasas llamadas PTP. En esta superfamilia se incluyen
las fosfatasas especificas de tirosinas, las de especificidad dual, las de peso
molecular bajo y las fosfatasas Cdc 25. Estas enzimas son mediadores criti-
cos de una gran variedad de procesos celulares, que incluyen: crecimiento,
metabolismo, diferenciacion, movilidad y apoptosis. Los estudios sobre
PTEN, una fosfatasa con similaridad a PTP, han establecido su preponde-
rante papel en el crecimiento celular y en apoptosis al encontrarse muta-
ciones en este gen que promueven la formacién de tumores en diversos
tejidos humanos. El gen de PTEN se encuentra en el cromosoma 1023, un
locus involucrado en varios canceres, y se han encontrado mutaciones ger-
minales en PTEN, lo que convierte a este gen en un gen supresor de tumo-
res. Estas mutaciones germinales son determinantes en la aparicion de
ciertos sindromes familiares; los pacientes afectados tienen un gran riesgo
de desarrollar cancer de mama y de tiroides. Los estudios bioquimicos de la
fosfatasa PTEN han revelado los probables mecanismos de estos procesos
tumorigénicos. PTEN usa como segundo mensajero fosfatildil-inositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3) como su sustrato fisiologico. Este lipido de inositol
es un regulador de crecimiento y de sefiales de sobrevivencia celular prove-
nientes de los receptores-cinasa de serinas y treoninas, llamados PDK1 y
Akt. PTEN funciona desfoforilando la posicion D3 de PIP3, regulando nega-
tivamente los procesos de sefializacion “corriente abajo” de este segundo
mensajero (PIP3). Las mutaciones que impiden el funcionamiento de PTEN
tienen como resultado un aumento importante en los niveles de PIP3 y, por
lo tanto, una activacién constitutiva de las sefiales de sobrevivencia media-
das por Akt, lo cual lleva a una inhibicién del proceso apoptético.

Dominios SH1, SH2 y SH3 y proteinas modulares
acopladoras

Otra estrategia para llevar los mensajes quimicos desde la superficie celular
hasta el nuacleo es el empleo de las interacciones proteina-proteina. Estas
interacciones pueden ocurrir a través del reconocimiento y contacto de
ciertas estructuras modulares o dominios comunes en proteinas distintas;
estos méodulos conectan distintos componentes “corriente arriba” y “corrien-
te abajo” involucrados en la via de senalamiento. Ademas del reconocimiento
estructural, la activacion puede depender de la presencia de uno o mas fos-
fatos en estos mddulos; del mismo modo, al perder los grupos fosfatos estos
modulos se inactivan y la sefal decae. Estos médulos o dominios, llamados
SH1, SH2 y SH3, fueron nombrados por su semejanza con las estructuras
de una proteina llamada src (“src homology 17, etc.). El gen de la proteina
src fue identificado inicialmente como parte del genoma de un virus que
produce tumores en pollos y, debido a que este tipo de elementos genéticos
son los responsables de la capacidad de muchas particulas virales para pro-
ducir tumores, se les llama oncogenes. Hoy en dia se sabe que los dominios
SH1 son el centro catalitico de las cinasas de tirosina; los dominios SH2 re-
conocen y se anclan a residuos tirosina-fosforilados flanqueados por cierto
contexto de aminoacidos, por lo que una proteina que contenga estructuras
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SH1

SH2 tiene la capacidad de enlazarse a diferentes fosfoproteinas, evento
que frecuentemente las activa, ya sea iniciando actividades enzimaticas
como cinasas, fosfatasas o fosfolipasas; existen otros dominios funcional-
mente equivalentes a SH2, llamados PTB (phosphotyrosin binding), y se
diferencian de los primeros por el lugar de los aminoacidos que le dan el
contexto de reconocimiento; en el caso de los dominios SH2, son los amino-
acidos localizados en el lado carboxilo-terminal del residuo tirosina-fosfori-
lado los que determinan el contexto de reconocimiento; en el caso de los
dominios PTB, este contexto de reconocimiento estd determinado por los re-
siduos del lado amino-terminal; los dominios SH3 reconocen y se asocian
con motivos estructurales ricos en prolinas, y se ha propuesto que la pre-
sencia de esta estructura provee a la proteina, que también posea un domi-
nio SH2, una funcién efectora al contactar un componente “corriente
abajo” cuando previamente el dominio SH2 reconozca a los residuos fosfo-
rilados (figura 7-15).

El mecanismo de funcionamiento de estos dominios se inicia con la
activacion por el ligando de un receptor con actividad cinasa de tirosina;
esta cinasa autofosforila residuos tirosina fuera del dominio SH1 del re-
ceptor; estos residuos fosfotirosina sirven como sitio de reconocimiento y
anclaje para proteinas que contienen dominios SH2 descritos con anterio-
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Figura 7-15. Esquema de algunas moléculas involucradas en sefialamiento intracelular
con dominios semejantes a los de la proteina src.
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ridad. Las proteinas con dominios SH2 pueden o no tener actividades en-
zimaticas o funcionar como proteinas adaptadoras que conectan al recep-
tor activado a través de un dominio SH3 con otras enzimas generadoras
de sefales auténticas.

Se ha demostrado que el funcionamiento de estos dominios proteicos
organiza y regula redes de interaccion muy versatiles, ademas de indicar
cual es el camino al nicleo desde la superficie celular; también participan
en el tréfico de proteinas y su localizacion subcelular asi como en el control
de la arquitectura celular.

Ejemplo 1: Via de sehalamiento Ras

Esta via de sefialamiento (figura 7-16) toma su nombre de uno de sus com-
ponentes y, en mamiferos, varios de estos componentes estan relacionados
con oncogenes, lo que sugiere que una activacion aberrante de esta via de
seflalamiento tiene el potencial de producir tumores. En términos bioquimi-
cos, han sido caracterizados los componentes de este sistema involucrados
en procesos tan diversos como el crecimiento de células de mamiferos en
cultivo, en el desarrollo del ojo de D. melanogaster, en el desarrollo de la
vulva de C. elegans y en el proceso de apareamiento de la levadura de Sac-
charomyces cerevisiae.

Una caracteristica sobresaliente de esta via es que puede ser activada
a través de diversas formas y tiene distintos efectos. Se trata de una cas-
cada de senales que es empleada para conectar en el inicio un estimulo
apropiado, con una respuesta efectora al final. Aunque no se conocen to-
dos los detalles y las ramificaciones del sistema, el esquema general esta
bastante definido.

En células de mamiferos, la cascada se inicia en la membrana plasma-
tica por la activacion de receptores con actividad cinasa de tirosina debi-
do al enlace con su ligando, tipicamente EGF (del inglés epidermal
growth factor) o PDGF (platelet derived growth factor). Estos receptores
activados se asocian con una proteina adaptadora llamada Grb2 (figura 7-16)
a través de sus dominios SH2; a través de sus dominios SH3, se asocia
con otra proteina llamada SOS, que es una proteina intercambiadora de
GDP por GTP; cuando SOS se encuentra activada, se acerca a la membra-
na y esta cercania es suficiente para activar el intercambio de GTP por
GDP a Ras, que es una proteina G monomérica (activa s6lo cuando tiene
enlazado GTP) y que se encuentra adosada a la membrana plasmatica a
través de un grupo farnesilo. Cuando Ras esta activa entra en contacto
con otra proteina llamada Raf atrayéndola del citosol a la membrana
plasmatica e indirectamente induciendo su fosforilacion; la cinasa res-
ponsable de este evento no se ha identificado atn. La fosforilacién de Raf
la activa y esta activacién lleva a la fosforilacion de otra enzima llamada
MEK, que es una cinasa que fosforila tanto residuos tirosina como treo-
nina y su sustrato es otra cinasa llamada ERK/MAP. A partir de este pun-
to todos los episodios de activacion se deben a la actividad de cinasas de
residuos serina/treonina.
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Figura 7-16. La via de Ras.

a, b) El enlace del ligando EGF
induce homodimerizacion de
sus receptores y autofosfori-
lacion.

c) Los residuos fosforilados funcio-
nan como sitio de reclutamiento
para la proteina adaptadora Grb,
a través de su dominio SH2. A
través de sus dominios SH3,
Grb, recluta a SOS que facilita la
disociacién de GDP de Ras
activandolo.

d) Ras activa se asocia a Rafy Raf
fosforila a Mek y ésta a su
vez fosforila a MAP que al
activarse fosforila a varios
sustratos algunos respons-
ables del cambio en la tran-
scripcion genética.



CAPITULO 7 TRANSDUCCION DE SENALES

227

En la via clasica, las cinasas ERK/MAP se translocan al nicleo donde
fosforilan factores de transcripcion blanco como c-Myc, Elk-1 o c-Jun, lo
que lleva a un cambio en el patrén de transcripcién. En una via alternati-
va, las cinasas ERK/MAP fosforilan factores citoplasmicos que luego se
translocan al nuacleo, modificando la transcripcién, o fosforilan otras ci-
nasas como Rsk que extienden la cascada a lo largo de otras ramificacio-
nes. Esta cascada es la mejor caracterizada, aunque hay cascadas paralelas
que interaccionan también con los componentes descritos, como es el caso
de otra cinasa que también fosforila a MEK y es llamada MEKK (del inglés
MEK kinase). Es importante destacar el grado de amplificacion que la sefial
puede alcanzar en esta via, se ha estimado que en cada paso de la cascada
de cinasas la sefal se amplifica 10 veces, por lo que la amplificacién final
alcanzada es mayor que 104 lo que significa que la via se puede activar
aun con sefiales muy débiles. Se ha calculado que las cinasas ERK/MAP es-
tan totalmente activadas; cuando menos de 5% de las proteinas Raf se han
enlazado a Ras.

Otra de las caracteristicas mas sobresalientes de estas vias de transduc-
cion es que divergen y convergen en distintos puntos, lo que permite res-
puestas distintas que se sobrelapan o que se inician en distintas circunstan-
cias. La divergencia puede originarse con el episodio inicial, ya que un
ligando puede activar simultineamente varias vias; por ejemplo, el EGF pue-
de activar simultaneamente la via de Ras y vias independientes de Ras que
inducen segundos mensajeros. Y las convergencias se ilustran con la capa-
cidad que tienen varias vias de activar las cinasas ERK/MAP y el consecuen-
te cambio en el patron de genes transcritos.

Ejemplo 2: Via de senalamiento de las JAK/STAT

Los receptores del subgrupo IL/IFN/eritropoyetina/hormona del creci-
miento de citocinas carecen de actividad catalitica intrinseca; no obstante,
su mecanismo de sefialamiento se basa en una elegante y sencilla combina-
cion de cinasas de tirosina y médulos acopladores del tipo de los dominios
SH2. Un ejemplo representativo es el de los interferones, los cuales al unir-
se a sus receptores propician su dimerizacién, acercando con ello sus regio-
nes intracelulares, en las cuales se encuentra unida (no covalentemente)
una cinasa de proteinas de la familia de las JAK. El acercamiento de las JAK
resulta en su autofosforilacion y en la fosforilacion cruzada de ciertas tiro-
sinas del receptor. Estos tiltimos ahora pueden funcionar como sitios de an-
claje para proteinas de la familia de las STAT. La unién de las STAT al recep-
tor, mediante sus dominios SH2, permite que sean fosforiladas por las JAK,
generando asi una fosfotirosina que ocasiona la dimerizacién de las STAT a
través de sus dominios SH2. En el estado dimérico, las STAT cambian hacia
una conformacion activa que les permite migrar al ntcleo celular y funcio-
nar ahi como reguladores transcripcionales de los genes con el control de
los interferones (figura7-17). La especificidad de la sefial de cada citocina
se logra por una combinacion especifica de receptor/JAK/STAT. Las cinasas
JAK son una familia de cinasas de proteinas y cada miembro interacciona

Las cinasas JAK son
una familia de cinasas
de proteinas.
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con y fosforila especificamente a un receptor. A su vez, cada STAT reconoce

especificamente un receptor fosforilado y se une a él, situdndose como

sustrato de una JAK en particular.
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Figura 7-17. Via de
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‘ Receptores nucleares

Los ligandos liposolubles incluyen: cortisol, hormonas esteroideas (sexua-
les y mineralocorticoides), hormonas tiroideas, retinoides y vitamina A (fi-
gura 7-18). Son moléculas pequefias que difieren mucho entre ellas tanto
en estructuras quimicas como en funciones. Sin embargo, todas ellas fun-
cionan a través de mecanismos semejantes: su hidrofobicidad les permite
difundir directamente a través de las membranas de las células blanco y en-
lazarse con receptores intracelulares. El enlace de los ligandos activa a los
receptores, los cuales migran al nticleo, en donde funcionan como regula-
dores de la transcripcion de los genes blanco (figura 7-19).
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Figura 7-18. Estructuras quimicas de varios ligan-
dos que se enlazan a receptores intracelulares.
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Aungque los ligandos liposolubles son relativamente insolubles en agua,
se hacen solubles al ser transportados en el torrente sanguineo y otros li-
quidos extracelulares, acoplandose a proteinas acarreadoras, de las cuales se
disocian y pasan al interior celular directamente a través de la membrana
plasmatica. Estas moléculas también se diferencian de las solubles en agua
por el tiempo que persisten en circulacién y otros liquidos intersticiales. La
mayoria de las hormonas hidrosolubles desaparecen de circulacién o son
degradadas a los minutos de haber entrado en circulacién; los mediadores
locales o los neurotransmisores, dentro de segundos o milisegundos. En
contraste, las hormonas esteroideas persisten por horas y la hormona tiroi-
dea por dias. De esta manera los mensajeros hidrosolubles tienden a mediar
fenémenos o respuestas de corta duracion, mientras que las insolubles en
agua tienden a mediar respuestas de largo plazo.

Estos receptores intracelulares reconocen secuencias de DNA especifi-
cos, adyacentes a los genes que estas hormonas regulan. Algunos de estos
receptores se encuentran en el citosol como el caso de los receptores a cor-
tisol y después de reconocer al ligando se translocan al ntucleo, otros en
cambio se encuentran en el nicleo como los receptores de retinoides e
incluso reconocen las secuencias del DNA en ausencia del ligando. En mu-
chos casos la respuesta ocurre en dos fases:

1. La respuesta primaria que corresponde a la induccion directa de la
transcripcion de un niimero pequefio de genes especificos dentro de
los 30 minutos posteriores al enlace del ligando al receptor.

2. Los productos de estos genes a su vez activan otros genes, lo que se
conoce como respuesta secundaria.

La respuesta primaria es gradual y sigue un patrén directamente pro-
porcional a la concentracién del ligando, probablemente debido a que el re-
ceptor intracelular enlaza una sola molécula de hormona y cada secuencia
de reconocimiento en el DNA de genes que responden a estas hormonas ac-
tdan independientemente.

Recientemente han sido identificadas y mapeadas las regiones del
DNA de los genes que tienen la capacidad de responder especificamente a
hormonas, resultando ser secuencias reguladoras que flanquean a estos
genes a unos 15 pb del inicio de la transcripcion y a las cuales se les ha
denominado HRE (hormone response elements). Los complejos hormo-
nas esteroideas-receptores se unen especificamente a estas regiones regu-
ladoras. Asi, los receptores para estas hormonas cumplen una funcién doble:
funcionan como receptores citoplasmicos de la sefial tanto como efectores
nucleares al activar o reprimir en ciertos casos la transcripcion de ciertos
genes blanco.

Las respuestas a estos mensajeros, como a todos los mensajes extracelu-
lares en general, estan determinadas por el contexto bioquimico intracelular
de las células blanco, asi como la naturaleza de la molécula sefialadora. Por
ejemplo: aun cuando las células de distinto linaje posean un receptor intra-
celular idéntico, el grupo de genes que el receptor activado regula es dis-
tinto en cada célula, esto es debido a que un receptor intracelular puede
activar un gen solamente, si esa célula contiene la combinaciéon adecuada
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de proteinas reguladoras para iniciar la transcripcion y algunas de estas
proteinas reguladoras son especificas de cada estirpe celular.

‘ Comentario final

La cantidad de sefnales quimicas que reciben las células de organismos multi-
celulares es grandisima y determinan o alteran muchas funciones celulares:
el estado metabdlico y de diferenciacion de las células, si se dividen o no, si
se mueven o si cambian de forma o si viven o mueren. Estos mensajes co-
dificados en mensajeros quimicos, que generalmente se enlazan a recepto-
res de superficie, activan varias vias de sefialamiento intracelular, de tal ma-
nera que varias vias generadas por diversos receptores interactian unas con
otras de forma compleja. Estas vias de sefalizacion forman reticulas o re-
des altamente interconectadas, en las cuales las sefiales son procesadas a lo
largo de rutas paralelas y ramificadas, interactuando unas con otras y produ-
ciendo lo que conocemos como las respuestas celulares. Las complejidades
de estas interacciones son demasiado grandes para visualizarse facilmente
y en el presente estamos atin muy lejos de entenderlas completamente.

En el futuro y a medida que haya disponibles mas y mds datos acerca de
los protagonistas y las dinamicas internas de estas vias de seflalamiento, es
probable que sean los sistemas de simulaciones computarizadas los que
ayuden significativamente a entender como es que estas complicadas redes
operan.
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‘ Introduccion

La caracteristica fundamental de las células epiteliales polarizadas es regu-
lar el paso de iones y moléculas entre dos compartimentos biolégicos dife-
rentes. Esta funcion depende de que las células se unan entre si y que su
membrana esté polarizada en dos dominios estructural, fisiologica y bioqui-
micamente diferentes: el apical o luminal orientado hacia el medio externo,
y el basolateral dirigido hacia el compartimento intersticial (Cereijido y
cols., 1989a y b). El establecimiento de la adhesion intercelular y de estos
dos dominios membranales ocurre en mdaltiples etapas que pueden alterar-
se y conducir a la transformacion celular y metastasis (Gabbert y cols.,
1985; Fish y Molitoris, 1994; Kirkpatrick y Peifer, 1995), al desarrollo de
procesos inflamatorios (enfermedad de Davidson y de Chron)(Fish y Moli-
toris, 1994), o a la infeccion por agentes patégenos (por ejemplo, infeccion
por citomegalovirus en pacientes inmunodeprimidos; Pereiray cols., 1995).

A principios del siglo XX la adhesion intercelular en los epitelios se atri-
buyé a lo que entonces se denomind barra terminal, que no era sino un
engrosamiento de la membrana en el limite de las caras apical y basolateral
(Cereijido, 1992) y que se pensaba actuaba como una especie de cemento
entre las células vecinas. Ahora sabemos que esta barra terminal esta com-
puesta por varias estructuras (Farquhar y Palade, 1963):

a) La union estrecha (UE). Se localiza justo en el limite entre las caras
apical y basolateral y actla como una barrera de difusiéon que regula
el paso de iones y moléculas a través de la ruta paracelular (espacio
lateral entre célula y célula). También participa en el mantenimiento
de la polaridad celular, ya que impide el libre movimiento de los
lipidos y de las proteinas a través de la membrana plasmatica sepa-
rando a ésta en los dominios apical y basolateral (Diamond, 1977).

b) Launion adherente (UA). Se encuentra adyacente a la unién estrecha
y es responsable de iniciar los contactos célula-célula de manera
dependiente de calcio.
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¢) Los desmosomas. Se localizan por debajo de las uniones adherentes
y alo largo de la membrana lateral. Su funcién es reforzar por medio
de contactos puntuales la adhesién intercelular; por ello, abundan

en tejidos que estan sometidos a tensién mecéanica frecuente.

d) Las uniones comunicantes. Se localizan en la misma region que los
desmosomas y su funcion es el intercambio de moléculas entre cé-

lulas vecinas.

Al conjunto de estas uniones se le denomina complejo de unién inter-
celular (figura 8-1). Hasta hace poco, estas uniones intercelulares eran vistas
s6lo como elementos estructurales que mantienen unidas a las células. Sin
embargo, son también centros de transduccion de sefales recibidas del me-
dio ambiente y de células vecinas y responden a diversos agentes fisiol6gi-

cos, patolégicos o experimentales (Schneeberger, 1994).
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En este capitulo describiremos a las uniones estrechas y las adherentes.
Primero nos referiremos a las moléculas de la UE, el ensamblado y sella-
do de la UE y luego al conjunto de proteinas de la UA y la funcién de las
mismas.

. La union estrecha

Descripcion morfologica

Mediante microscopia elgctromca de transmisién, la UE se ve en un corte [ |, union estrecha es
transversal como una serie de contactos puntuales de la membrana plasma- una serie de contac-
tica, donde las caras externas de las membranas adyacentes convergeny se | tos FLuntua|IeS de la
funden, obliterando el espacio intercelular. Cuando se adiciona un marca- (Tem rana plasmatica,

X X onde las caras exter-
dor electrodenso no permeable, como el rojo de rutenio o el lantano, se | nas de las membranas

observa que se detienen justamente en los contactos puntuales de la unién | adyacentes convergen

estrecha (figura 8-2a). y se funden, obliteran-
. . . . . . L. do el espacio interce-
Si se analiza el interior de la membrana plasmatica mediante la técni- | |yjar.

ca de criofractura, la UE aparece como una serie de filamentos en la cara
protoplasmica y de surcos en la cara exopldsmica, que se entrecruzan for-
mando una red (figura 8-2b) (Gonzalez-Mariscal y cols., 2001).

Organizacion molecular de la unién estrecha

A nivel molecular, la constitucion de la UE parece seguir el paradigma de
organizacion del resto de las uniones celulares: un dominio extracelular ad-
hesivo representado por proteinas transmembranales, que en su region
citopldsmica contactan a un agregado de varias proteinas que constituyen
el dominio submembranal. Algunas de estas proteinas son parte de meca-
nismos de transduccion de sefiales, mientras que otras se unen a diversas
proteinas del citoesqueleto (figura 8-3).

Figura 8-2. a) Corte fino
de una célula MDCK tra-
tada con rojo de rutenio.
La flecha sefiala a la
unioén estrecha, obsérve-
se como en esta regién se
bloquea el paso del colo-
rante por la ruta para-
celular (x 90,000; cortesia
de B. Chavez). b) Imagen
de una réplica de crio-
fractura de la union
estrecha en las células
MDCK (x 30,000; cortesia
de B. Chavez).
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Figura 8-3. Representacién esquematica de las proteinas de la union estrecha
y adherente. Véase el encarte al final del libro donde se incluye esta figura a color.

La ocludina

De 65 kDa, fue la primera proteina integral y transmembranal de las UEs
que se identific6. Su nombre proviene de la denominacién en latin de la
UE: zonula occludens que significa region que ocluye. Es un constituyente
de los filamentos de la UE que se observan en las réplicas de criofractura. El
analisis de su secuencia aminoacidica muestra cuatro dominios transmem-
branales y dos dominios extracelulares; estos altimos integran la region de
contacto con la célula vecina (Furuse y cols., 1993). El DNA complementa-
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rio (DNAc) de esta proteina no presenta homologia con el de ninguna pro-
teina previamente caracterizada. La ocludina parece desempeiar un papel
importante en el funcionamiento de las uniones estrechas, ya que: 1) cuan-
do células epiteliales se transfectan con ocludina mutada, ésta se localiza en
las uniones estrechas, pero la union se vuelve permeable al flujo paracelu-
lar de iones y moléculas (Balda y cols., 1996a; Chen y cols., 1996); 2) El RNA
mensajero de la ocludina se expresa intensamente en epitelios ricos en
uniones estrechas y muy débilmente en lineas fibroblasticas (carecen de
UE) (Saitou y cols., 1996); 3) en las células endoteliales de cerebro, que
tienen una elevada resistencia transepitelial, se expresan altos niveles de
ocludina que colocaliza con la proteina ZO-1 en los sitios de contacto cé-
lula-célula. En cambio, en las células endoteliales de aorta, que forman UE
con muy baja resistencia transepitelial, la ocludina es casi indetectable (Hi-
rase y cols., 1996); y 4) en los tibulos renales de los mamiferos la expresion
de ocludina aumenta conforme se incrementa la resistencia eléctrica trans-
epitelial (RET) y la complejidad de la UE. Por tanto, hay mas ocludina en
los segmentos colectores que en los proximales (Gonzalez-Mariscal y cols.,
2000).

La fosforilacion de ocludina se incrementa significativamente durante
la formacion de las uniones estrechas (Sakakibara y cols., 1996), lo que lle-
va a especular sobre una posible regulacién del funcionamiento de la union
a través de procesos de fosforilacion-desfosforilacion.

Claudinas

Su nombre proviene del latin claudere, que significa cerrar o claudicar, en
referencia a la funcién de la UE de bloquear el paso de moléculas por la ruta
paracelular. En 1998 las claudinas 1y 2 se identificaron como componen-
tes estructurales de las UEs. Estas proteinas integrales de 23 kDa, tienen
cuatro dominios transmembranales, no se parecen a la ocludina (Furuse y
cols., 1998a) y cuando se introducen a fibroblastos forman redes de filamen-
tos semejantes a las UEs epiteliales (Furuse y cols., 1998b). Las claudinas
transfectadas en células epiteliales se incorporan a las UEs preexistentes
(Furuse y cols., 1998a). La busqueda, en bancos de informacién, de secuen-
cias similares a las claudinas 1 y 2 revel6 la existencia de varias secuencias
semejantes, que habian sido previamente clonadas, pero que hasta ese mo-
mento se desconocia su asociacion con las UEs. Las 18 proteinas hasta aho-
ra identificadas como claudinas constituyen una familia, y entre ellas des-
tacan: 1) la claudina 4, inicialmente identificada como el receptor para la
enterotoxina de Clostridium perfringens (Katahira y cols., 1997); 2) la clau-
dina 5, descubierta como una proteina truncada en pacientes con sindrome
velo-cardio-facial (TMVCF)(Carlson y cols., 1997); 3) la claudina 11 o pro-
teina especifica de los oligodendrocitos (OSP), que ahora se sabe se localiza
en las UEs de las células de Sertoli y de las cubiertas multilaminares de mie-
lina (Morita y cols., 1999b); y 4) la claudina 16 o paracelina cuyo gen se en-
contré mutado en pacientes con hipomagnesemia renal hereditaria. A dife-
rencia de otros cationes, tales como el Na*, K* o el Ca?*, la reabsorcion de
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Mg?* en el rifién ocurre fundamentalmente por la ruta paracelular y se ori-
gina por el gradiente electroquimico existente a través del epitelio del asa
ascendente gruesa de Henle (TAL), region donde se localiza exclusivamen-
te la claudina 16 (Simon y cols., 1999). En consecuencia, se ha propuesto a
esta molécula como un canal selectivo a Mg?*. Esta observacién es suma-
mente importante, ya que la presencia de canales iénicos en la UE esta en
concordancia con una de las funciones fundamentales de la unién que es re-
gular el flujo de iones y moléculas por la ruta paracelular (Goodenough y
Wong, 1999).

La cantidad de claudina que expresa un epitelio parece relacionarse con
su nivel de “abrochadura”. Asi, cuando la claudina 1 se sobreexpresa, la mo-
nocapa aumenta su RET y reduce el flujo paracelular de moléculas (Inai y
cols., 1999). Sin embargo, la relacion entre RET y expresion de claudinas es
compleja, ya que cada tejido expresa a un grupo especifico de claudinas. Por
ejemplo, mientras que el rindn expresa casi todas las claudinas, otros teji-
dos como el testiculo tienen una muy baja expresion de las claudinas 1 a 8
y sus UEs estan fundamentalmente constituidas por la claudina 11 (Morita y
cols., 1999a).

JAM (junctional associated membrane protein)

Esta proteina se identificé mediante un anticuerpo monoclonal generado
contra células endoteliales. Sin embargo, también se expresa en las células
epiteliales. JAM posee una sola region transmembranal y su porcion extra-
celular contiene dos dominios con enlaces disulfuro, tipicos de las inmuno-
globulinas. JAM se localiza en las UEs y, cuando se transfecta disminuye la
permeabilidad de las monocapas al flujo paracelular de moléculas. JAM
media adhesiones célula-célula homotipicas y los anticuerpos contra esta
molécula inhiben la migracion transendotelial de los monocitos in vitro e
in vivo. Como JAM se expresa tanto en endotelios como en epitelios, se sos-
pecha que es responsable del paso de los leucocitos por la ruta paracelular
de epitelios y endotelios. Las funciones de JAM pueden ser varias y no res-
tringirse exclusivamente a la UE, ya que por un lado ha sido detectada en
los megacariocitos que carecen de UE y, por otro, no se expresa en algunas
células epiteliales tales como los hepatocitos que contienen UEs bien desa-
rrolladas (Martin-Padura y cols., 1998).

Simplekina

Esta proteina de 127 kDa se localiza en la porcion citopldsmica de las UEs de
los epitelios, pero no de los endotelios. Sin embargo, tanto su mRNA como
la proteina pueden detectarse en células que carecen de uniones estrechas
(por ejemplo, fibroblastos) e incluso de cualquier tipo de contacto estable (por
ejemplo, linfocitos). En todas estas células la simplekina aparece en el na-
cleo y, s6lo en aquellas que forman UE, se recluta parcial, pero especifica-
mente, a la porcion citoplasmica de la union. Estas observaciones hacen
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pensar en la posibilidad de que la simplekina sea una proteina del tipo
housekeeping (que sirven para el mantenimiento basico de toda célula) con
localizacion nuclear y que sélo en ciertos tipos celulares como los epitelios
sea reclutada a las placas de la unién estrecha (Keon y cols., 1996).

Cingulina

Su nombre proviene del latin cingere que significa rodear o cercar, en refe-
rencia a la banda de UE que rodea a las células epiteliales y endoteliales.
Esta proteina, que presenta dos isoformas de 108 y 140 kDa, inmunolocaliza
especificamente con la placa citoplasmica de la union estrecha de epitelios
y endotelios. Forma dimeros con dominios enrollados (coiled-coil) seme-
jantes a los presentes en las cadenas pesadas de la miosina, lo que tal vez
explique su identificacion inicial empleando un anticuerpo monoclonal
generado contra fracciones intestinales enriquecidas de miosina (Citi y cols.,
1988). Ademas de la region enrollada, la cingulina contiene un dominio
amino-terminal globular sin homologia a ninguna proteina hasta ahora
conocida. La cingulina copurifica con la actinomiosina y se asocia a las pro-
teinas corticales de la union estrecha ZO, lo que sugiere que actia como
puente entre la placa citoplasmica de la UE y el citoesqueleto (Cordenonsi
y cols., 1999).

Barmotina/7H6, Rab13 y Rab3B

La barmotina/7H6 (155 o 175 kDa, dependiendo de la especie) ha sido loca-
lizada especificamente en la placa citoplasmica de la UE de los epitelios y de
los capilares cerebrales endoteliales. Cuando en los epitelios se induce la
migracion celular con el factor de crecimiento hepético o factor de disper-
sion, la barmotina deja de expresarse, a diferencia de las proteinas ZO-1y
E-cadherina que atn se presentan en los contactos célula-célula. Estos re-
sultados sugieren que la barmotina es una molécula que se presenta exclu-
sivamente en las UEs maduras (Muto y cols., 2000).

Las proteinas Rab13 y Rab3B pertenecen a la superfamilia Ras de pe-
quenas proteinas G (se activan intercambiando GDP por GTP y se inactivan
al hidrolizar el GTP) que estan involucradas en la regulacion y el direc-
cionamiento del transporte intracelular. Las Rab se localizan en la cara
citoplasmica de las vesiculas y los organelos involucrados en las vias biosin-
téticas y endociticas, donde regulan pasos especificos del transporte vesicu-
lar. En las células que carecen de UE la Rab13 se encuentra dispersa en el
citoplasma, pero en las células epiteliales se ubica en las UEs (Zahraoui y
cols., 1994). EIl mRNA de Rab13 estd presente desde el comienzo del de-
sarrollo embrionario; sin embargo, la proteina se concentra en la membra-
na en la region de la naciente union intercelular hasta el momento de la
compactacién embrionaria. Posteriormente, cuando la unién intercelular
inicial se diferencia en UE y adherente, Rab13 se localiza exclusivamente
en la primera. Ya que las proteinas Rab regulan el trafico vesicular, se ha
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pensado sobre su papel en el direccionamiento de las proteinas de la UE a
su destino. Esta sugerencia se apoya ademas en el hecho de que la protei-
na regulatoria de Rab13, la 8-PDE, posee secuencias carboxilo-terminal
capaces de interactuar con los dominios PDZ de las proteinas ZO (Sheth
y cols., 2000).

La proteina Rab3b estd involucrada en los procesos de exocitosis regu-
lada y en las células epiteliales se concentra en la region de la UE (Weber y
cols., 1994). Se sabe que su sobreexpresion reorganiza a la actina en largos
filopodios y modifica el direccionamiento de ZO-1 a la UE, mediante un pro-
ceso en el que participa la enzima fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3-cinasa)
(Sunshine y cols., 2000).

Afadina/canoe

Esta proteina es un blanco de Ras que posee un dominio PDZ y se asocia
con ZO-1 en las UEs de las células epiteliales y en las uniones de cadhe-
rina de los fibroblastos (Yamamoto y cols., 1997; Mandai y cols., 1999).
La activacion por Ras de Afadina/canoe inhibe su interaccion con ZO-1
(Yamamoto y cols., 1999). Durante la embriogénesis, su presencia es re-
querida para una correcta cerradura dorsal (Takahashiy cols., 1998) y en
el sistema nervioso se localiza en las densidades postsindpticas (Buchert
y cols., 1999).

Las proteinas ZO: ZO-1, ZO-2 y ZO-3

El nombre ZO proviene de la abreviatura de zonula occludens, el nombre
en latin de la UE y la numeracion 1, 2 o 3 revela el orden con el que fueron
siendo descubiertas estas moléculas (Stevenson y cols., 1986; Gumbiner y
cols., 1991; Haskins y cols., 1998):

Z.0-1. Esta proteina de 220 kDa se localiza en las UEs de las células epitelia-
les y endoteliales. Sin embargo, también esta presente en el citoplasma y los
contactos puntuales de células no epiteliales tales como astrocitos, células
de Schwann, fibroblastos, glioma, sarcoma y lineas celulares de mieloma
(Howarth y cols., 1992). En las células epiteliales ZO-1 se encuentra asocia-
da a las uniones adherentes cuando la UE atn no se ha establecido, ya sea
por un tratamiento experimental como la ausencia de calcio (Rajasekaran y
cols., 1996) o en las primeras etapas del desarrollo embrionario (antes de la
compactacion del embrion formado por 8 células) (Fleming y cols., 1989).
En las sinapsis ZO-1 se acumula en la terminal presinaptica (Buchert y
cols., 1999).

Se han detectado tres dominios de procesamiento alternativo en ZO-1:
o, By 7. El dominio o es una region de 80 aminodcidos presente s6lo en UE
y no en adherentes y su abundancia se relaciona con una mayor RET del te-
jido. Esta conclusion se basa en las siguientes observaciones: 1) los epi-
telios tienen en general una RET mayor que los endotelios y, aunque ambos
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presentan las isoformas ot y o, los primeros expresan una mayor cantidad
de ZO-1 o, y los segundos de o (Willot y cols., 1992); 2) la isoforma o* no
se detecta en el epitelio del borde en cepillo del glomérulo del mamifero
después del nacimiento; este epitelio es un caso particular, ya que en la etapa
embrionaria posee UEs tipicas, mismas que pierde a partir del nacimiento
cuando precisamente comienza la filtracion renal que exige un flujo libre
de moléculas por la ruta paracelular de los podocitos del glomérulo (Kuri-
hara y cols., 1992); 3) durante el desarrollo embrionario, cuando atin no
hay UE, la isoforma o se expresa en los contactos intercelulares ricos en
cadherina de los blastémeros. En cambio, la isoforma o aparece mas tarde
cuando se forma el blastocele y se establecen las UEs (Sheth y cols., 1997).
Los insertos de las isoformas B,, B, y v tienen 7, 20 y 45 aminodacidos, res-
pectivamente. Estas isoformas se expresan en muy diversos tejidos, pero su
funcién atn se desconoce (Gonzalez-Mariscal y cols., 1999a).

La expresion de ZO-1 desempefia un papel fundamental en la fisiologia
de la UE; asi, por ejemplo, se observa que existe mas ZO-1 en los segmen-
tos de alta resistencia del rifén (tGbulos colectores) que en los de alta per-
meabilidad (segmentos proximales) (Gonzalez-Mariscal y cols., 2000). Por
otro lado, existen diversos agentes que al modular la expresion de ZO-1 al-
teran la funcionalidad de la UE. Por ejemplo, los glucocorticoides incre-
mentan la resistencia al flujo transendotelial a través de un aumento en la
expresion de ZO-1 (Underwood y cols., 1999) y el interferén gamma aumen-
ta la permabilidad epitelial al disminuir los niveles de ZO-1 (Youakim y
cols., 1999). La baja expresion de ZO-1 en los epitelios se relaciona con la
progresion tumoral (Hoover y Liao, 1998). Esta situacién, aunque ha sido
poco explorada, sugiere que la UE y/o sus componentes desempefian un pa-
pel en la regulacion del crecimiento celular.

Z0-1 contiene en su secuencia dos sefales de direccionamiento nuclear
y se localiza en el nicleo de monocapas epiteliales subconfluentes o con
contactos célula-célula inmaduros (Gottardi y cols., 1996). La localizacion
nuclear sugiere nuevos roles para esta proteina y la reciente observacion de
su unién a un factor de transcripcion (ZONAB) con el que regula la progre-
sion del ciclo celular (Balda y Matter, 2000) refuerza esta idea.

Z.0-2. Esta proteina de 160 kDa esta presente en las UEs de las células epite-
liales y endoteliales y en las uniones adherentes de las células no epiteliales
tales como fibroblastos y células musculares cardiacas (Itoh y cols., 1999).
La region carboxilo-terminal de ZO-2 es sumamente variable en diferentes
especies y contiene regiones de procesamiento alternativo con funcién des-
conocida (Beatch y cols., 1996; Collins y Rizzolo, 1998). En las células pan-
credticas se ha descubierto la presencia de 2 transcritos de ZO-2: Ay C, que
difieren en su extremo 5' por la presencia en la primera isoforma de una se-
cuencia de 23 aminodcidos. Esta isoforma no se expresa en los adenocarci-
nomas pancreaticos, lo que sugiere un papel importante de estos 23 amino-
acidos en la regulacion del crecimiento celular (Chlenski y cols., 1999).

7Z0-2 contiene en su secuencia sefiales de importacion y exportacion
nuclear y es capaz de moverse entre el ntcleo y la UE de acuerdo al estado
de confluencia del epitelio (Islas y cols., 2002).
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Figura 8-4. Representa-

cién esquematica de los
diferentes dominios pre-

sentes en las proteinas
de la familia MAGUK.

Z.0-3. Esta proteina, de 130 kDa, se identificé por su coprecipitacion con
Z0-1 (Balda y cols., 1993). Su secuencia contiene dos sefiales de localiza-
cion nuclear (Gonzalez-Mariscal y cols., 1999a).

La familia MAGUK

Z0-1, Z0-2 y Z0O-3 son miembros de la familia de proteinas MAGUK; el
nombre MAGUK proviene de las iniciales en inglés de membrane asso-
ciated guanylate kinases homologues (Kim, 1995; Anderson y Van Itallie,
1995). Los miembros de esta familia se caracterizan por: 1) localizarse en
estructuras de unién celular especializadas, como las densidades sinépti-
cas, la UE y las uniones septadas (el equivalente de las UEs en los insectos);
2) estar constituidas por un conjunto de médulos o dominios, cuyo ntime-
ro y disposicion se ha conservado a través de la evolucion (Kim, 1995), y
3) reclutar proteinas y transducir senales que modulan el desarrollo em-
brionario normal y suprimen tumores.

Los dominios de las proteinas MAGUK

En consenso todos los miembros de la familia presentan los siguientes mo-
dulos: 1) de uno a tres repetidos de un dominio llamado PDZ (por estar pre-
sentes en las proteinas PSD95, disc large y ZO-1); 2) un dominio SH3 (do-
minio 3 con homologia a Src), y 3) una region de homologia con la enzima
guanilato-cinasa (GK) (Kim, 1995; Anderson y Van Itallie, 1995) (figura 8-4).
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a) Los dominios PDZ. Estos dominios son mddulos de reconocimiento
proteico de aproximadamente 90 aminoacidos (aa) que repiten la secuencia
glicina-leucina-glicina-fenilalanina (Morais-Cabral y cols., 1996). Estos do-
minios pueden unirse de manera heterotipica al extremo carboxilo-termi-
nal de otra proteina con la secuencia consenso treonina/serina-X-valina o
con aminodacidos hidrofébicos en la posicién -2 (Kim y cols., 1995; Kornau
y cols., 1995; Songyang y cols., 1997). También se unen de manera homo-
tipica con el repetido PDZ de otra proteina (Brenman y cols., 1996). En al-
gunas proteinas los segmentos PDZ-1 y PDZ-2 forman una unidad confor-
macional que une ATP (Marfatia y cols., 1996) y se asocia a otras proteinas
(Luey cols., 1996). La presencia de serina o treonina en la posicion -2 de las
moléculas que se asocian a PDZ sugiere regulacion de esta interaccion pro-
tefna-proteina por fosforilacion. Tal es el caso del canal rectificador de K+,
Kir 2.3, cuya fosforilacién en la serina -2 inhibe su interaccién con el PDZ-2
de la MAGUK sindptica PSD-95 (Cohen y cols., 1996).

Los repetidos PDZ tienen un papel crucial en el agrupamiento y ancla-
je de las proteinas transmembranales a dominios especificos de membrana.
Esta funcion se observa con claridad con los canales de K* tipo shaker y los
receptores a NMDA que sélo se agrupan en presencia de PSD-95 (Kim y
cols., 1995y 1996). Por tanto, ha emergido la vision de considerar a las pro-
tefnas con multiples dominios PDZ como “andamios” corticales que asocian
en regiones especificas de la membrana a diferentes proteinas que partici-
pan en una misma cascada de sefializacion.

En el caso de las proteinas MAGUK de la UE, ZO-1 interactta con ZO-2
y Z0-3 a través del segundo repetido PDZ de cada una, mientras que ZO-2 y
70-3 no se asocian entre si (Wittchen y cols., 1999). El extremo carboxilo-
terminal de las claudinas interactda con el primer repetido PDZ de las ZO.
Por tanto, las proteinas ZO emplean sus dominios PDZ para interactuar ho-
motipicamente entre si y heterotipicamente con algunas de las proteinas
transmembranales de la UE.

b) Las regiones SH3. El nombre SH3 proviene de las siglas en inglés de
regiones homologas a la porcion no catalitica de la tirosina-cinasa del sar-
coma de Rous. Estas regiones son también dominios de unién a proteina
y se han descrito en muchas proteinas que participan en el senalamiento
de las tirosina-cinasas, como las que controlan a Ras (por ejemplo, GRB2)
y en componentes del citoesqueleto como miosina y espectrina. EI domi-
nio SH3 se une a regiones de 10 aa ricas en prolina que presentan el con-
senso prolina-X-X-prolina (Pawson, 1995). En el caso de ZO-1, la region
SH3 se asocia con una serina-cinasa que fosforila aminoacidos adyacentes
al extremo carboxilo del dominio SH3 (Balda y cols., 1996b).

¢) Region de homologia a guanilato-cinasa (GK). Este mddulo es ho-
mologo a la enzima GK, la cual cataliza la conversion de GMP a GDP a
expensas del ATP. La funcién de este dominio en las proteinas MAGUK es
enigmatica, ya que en varias proteinas de esta familia, incluidas las ZO,
el médulo GK carece de los sitios de unién a ATP y/o GMP. En las MAGUK
sinapticas, este médulo media diversas interacciones proteina-proteina
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(Kim y cols., 1997; Deguchi y cols., 1998; Yamada y cols., 1999) y en el ca-
so de las ZO es responsable de la interaccién con la ocludina (Fanning y
cols., 1998).

d) Dominios ricos en prolina, de procesamiento alternativo y semejan-
tes a la proteina-cinasa Ca%* calmodulina-dependiente. Algunos miem-
bros de la familia MAGUK tienen ademas otros dominios, por ejemplo,
LIN2/CASK! tiene una region similar a la proteina-cinasa II dependiente
de Ca*2-Calmodulina (Hoskins, 1996). En el caso de ZO-1y ZO-2 des-
pués del dominio GK se pueden distinguir varios dominios o secuencias
caracteristicas: un dominio acidico, una region con siete repetidos de leu-
cina, comudn en las proteinas que se dimerizan mediante una cremallera
de leucinas, y un extremo carboxilo-terminal rico en prolina (Jesaitis y
Goodenough, 1994). En este Gltimo dominio, ZO-1y ZO-2 presentan 17
y 2 secuencias PXXP, respectivamente, que podrian funcionar como sitios
de reconocimiento de SH3. En esta misma region, Tamou, una proteina
MAGUK presente en las uniones septadas de los insectos (equivalente a
la UE de los vertebrados) presenta 15 motivos PXXP (Gonzalez-Mariscal
y cols., 1999), lo que indica que se trata de una caracteristica muy con-
servada a lo largo de la evolucién. A diferencia de ZO-1y -2, el extremo
carboxilo-terminal de ZO-3 no es rico en prolina; en cambio, en la re-
gién que une a los repetidos PDZ1 y 2 el 14% de los aminoacidos son
prolinas (Stevenson y cols., 1996).

La rama sindptica de la familia MAGUK tiene tres sitios de procesa-
miento alternativo (I1-3). De ellos, el sitio I3 funciona como dominio de
asociacion a la 4.1, una proteina asociada a la actina (Marfatia y cols.,
1996).

Otros miembros de la familia MAGUK

a) PSD95/SAP90. Esta proteina deriva su nombre de las siglas en in-
glés de densidades post-sindpticas, la regiéon donde fue encontrada
inicialmente. Por su extremo carboxilo se une a la proteina 4.1 y
mediante sus dominios PDZ recluta canales de K* tipo shaker (Kv
1.4), a rectificadores entrantes (Kir 2.1 y 2.3), a los receptores a
N-metil-D-asparagina (NMDA), a los receptores de kainato GIuR6 y
Ka2 y a la enzima nNOS en las densidades sinapticas (figura 8-5)
(Kim y cols., 1995; Kornau y cols., 1995; Brenman y cols., 1996;
Garcia y cols., 1998).

b) ChapsinallO. Esta proteina tiene 70% de identidad con PSD95. En
cerebro de rata muestra un patrén de expresion somatodendritico
que colocaliza con la distribucién de PSD95. Se asocia con las den-
sidades postsinapticas en el cerebro y media el agrupamiento de los

! La notacién de dos nombres para una misma proteina, separados por una barra, se debe a
que habian sido descritas independientemente, en distintos oganismos, antes de que su se-
cuenciacion demostrara que se trataba de una proteina homéloga.
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Figura 8-5. Las MAGUKs PSD-95 y CASK se localizan en las sinapsis y se asocian a
canales y proteinas transmembranales. CASK se localiza en la regién submembranal
presinaptica donde se asocia con la neurexina. Esta se une de forma heterofilica a
la neuroligina de la membrana postsinaptica. En la region submembranal de la
membrana postsinaptica se encuentra la PSD-95 que a través de sus repetidos PDZ
une tanto al receptor a NMDA como a la neuroligina. Véase el encarte al final del
libro donde se incluye esta figura a color.

receptores a NMDA y de canales de K* tipo shaker. La chapsinall0
y la proteina PSD95 pueden hetero-multimerizarse entre si. El RNA
mensajero de la chapsina no se detecta en corazén, musculo esque-
lético, higado, rifiéon, pulmoén o bazo y sélo una sefial muy leve se
detecta en las glandulas adrenales. Por lo tanto, se piensa que es ex-
clusiva de las uniones sinapticas (Kim y cols., 1996).

SAP97. Presenta 80% de homologia con chapsinall0 y se locali-
za en terminales pre-sindpticas excitatorias y en axones no mie-
linizados de cerebro. En las células epiteliales colocaliza con la
E-cadherina en las uniones adherentes (Muller y cols., 1995; Ide
y cols., 1999).

Disc-large (dlg). Esta proteina se localiza en las uniones septadas
de las células epiteliales de los invertebrados, en las uniones neuro-
musculares y en la membrana de los eritrocitos. Mutaciones en el gen
dlg producen defectos en las estructuras postsindpticas y tumores
letales en los epitelios (Woods y cols., 1991; Bryant y cols., 1993;
Lahey y cols., 1994). La pérdida de dig resulta en ausencia de unio-
nes septadas, abolicién de la polaridad epitelial y crecimiento neo-
plasico. Estos mismos efectos se observan con mutaciones en los
genes larva letal gigante (lg/) y garabato (scribble). Las proteinas Igl
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y scribble no pertenecen a la familia MAGUK, pero ambas contienen
repetidos PDZ y colocalizan con dig en la unién septada. Lo ante-
rior sugiere la participacion de las 3 proteinas en una ruta de sefia-
lizacién comdn que regula la polaridad celular y el crecimiento
(Bilder y cols., 2000).

En las sinapsis dlg se une por medio de sus repetidos PDZ a los
canales de K+ tipo shaker (Kimy cols., 1995). Dig se une a la pro-
teina 4.1 (Lue y cols., 1994) y estd ausente de la membrana eri-
trocitica de los pacientes con anemia hemolitica y eliptocitosis
hereditaria cuyos glébulos rojos carecen de 4.1 (Baumgartner y
cols., 1996).

Tamou. Es otra MAGUK descrita en Drosophila (Takahisa y cols.,
1996). La pérdida de su expresion conduce a la aparicion de 6rganos
mecano-sensoriales multi-numerarios en Drosophila. El analisis de
su secuencia junto con la inmunolocalizacion y el rescate del feno-
tipo normal por ZO-1, sugieren que la proteina Tamou dio origen al
ancestro de las ZO. Tamou participa en una ruta de sefalizaciéon que
une a la membrana celular con la activacién de la transcripcion del
gen emc, el cual es un supresor de la actividad proneural.
Lin2/CASK. Esta proteina participa en la ruta de sefializacién que
conduce a la diferenciacion de las células precursoras de la vulva en
el nematodo Caenorhabditis elegans. Esta via se enciende cuando el
factor de crecimiento epidermal (EGF) se une a su receptor (EGF-R)
y éste, a través de diversos segundos mensajeros, activa a la protei-
na Ras. En Caenorhabditis elegans el receptor homélogo al EGF-R,
denominado Let 23, presenta una distribucién polarizada en las
células precursoras de la vulva. En cambio, cuando Lin2 estd au-
sente se produce una distribucién no polarizada del receptor, lo que
impide su eficiente activacion por el EGF y en consecuencia se
bloquea la diferenciacién de la vulva. Se piensa que Lin2 ancla al re-
ceptor Let 23 a sitios especificos de la membrana celular y de esta
manera maximiza su sensibilidad hacia las sefiales externas que in-
ducen la diferenciacion celular (Kim, 1995; Hoskins y cols., 1996;
Simske y cols., 1996).

El homoélogo en mamiferos de Lin2 se denomina CASK y su
nombre se forma de las siglas en inglés de “calcio/calmodulina-
dependiente serina proteina (k)inasa”. En las UEs se asocia por
medio de su repetido PDZ con el extremo carboxilo-terminal de
la JAM (Martinez-Estrada y cols., 2001). En las neuronas, CASK
se localiza en la membrana presindptica donde se asocia con una
proteina transmembranal denominada neurexina (Hata y cols.,
1996). Esta altima se une de manera heterofilica a la neuroligina
de la membrana postsindptica que a su vez se asocia submembra-
nalmente con la PDS-95 (figura 8-5)(Irie y cols., 1997; Rao y cols.,
2000). La neurexina funciona también como receptor de las neuroxi-
filinas y la latrotoxina, un componente del veneno de la arana
viuda negra, que induce una exocitosis masiva (Sugita y cols.,
1999). CASK también se transloca al ntcleo, donde se une al fac-
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tor de transcripcion Tbr-1 que regula la expresion de genes neu-
rales (Hsue y cols., 2000).

En Drosophila 1a neurexina se localiza en las uniones septadas don-
de colocaliza con las proteinas 4.1 y dlg. Las mutaciones en la mo-
lécula de neurexina bloquean la formacién de las uniones septadas
y alteran el funcionamiento de la barrera hemato-nerviosa de la
Drosophila (Baumgartner y cols., 1996).

MAGI-1/BAP1. El nombre de MAGI significa MAGUK invertida,
porque tiene al dominio GK en el extremo amino y no en el car-
boxilo. Contiene 5 repetidos PDZ y, en lugar de regiones SH3 que
se unen al consenso PXXP, contiene dos dominios WW que se aso-
cian al motivo PXXY. MAGI se expresa en 3 isoformas, dos de ellas
contienen sefales de localizacion nuclear y se encuentran predo-
minantemente en el ndcleo. La otra, que carece de estas sefiales,
colocaliza con ZO-1 en las UEs (Dobrosotskaya y cols., 1997; Ide y
cols., 1999).

P55. Esta es una fosfoproteina palmitolada presente en la membra-
na de los eritrocitos humanos, que sirve de puente entre la pro-
teina transmembranal glicoforina C y la proteina 4.1. La p55 no se
presenta en los eritrocitos de pacientes con defectos genéticos en la
proteina 4.1 o en la glicoforina C (Marfatia y cols., 1994).

En resumen: las proteinas MAGUK forman parte de complejos en
los que actan como transductoras de sefales y como puentes entre
una proteina transmembranal (ocludina, un canal de potasio, el re-
ceptor a NMDA, glicoforina C o neurexina) y una proteina asociada
al citoesqueleto (4.1)(figura 8-6). Por esta caracteristica se les deno-
mina proteinas “andamio”. Su funcién como supresoras tumorales
es debida tanto a su papel en los contactos intercelulares como a la
asociacion de algunas MAGUK con factores de transcripcion en el
nucleo.

Ocludina Canal Kv1.4 Neurexina Glicoforina C

Actina
SO ) S5
000

o O Espectrina

Figura 8-6. Modelo de la
asociacion existente entre
diferentes proteinas
transmembranales, las
proteinas MAGUK y el
citoesqueleto.

Véase el encarte al final
del libro donde se
incluye esta figura a
color.



248 PARTE Il

ESTRUCTURAS CELULARES

Ensamble y sellado de la UE

Las células epiteliales que conservan in vitro las caracteristicas fundamen-
tales de los epitelios son utilizadas como modelo para estudiar el ensamble
y el sellado del complejo de unién intercelular. Cuando se cultivan en un
medio con baja concentracién de calcio (BC, 1-5 pM) no establecen contac-
tos intercelulares, pero al transferirlas (“cambio-a-calcio”, CC) a un medio
con una concentracién normal de calcio (CN, 1.8 mM) desarrollan rapida-
mente el complejo de unién, y otras caracteristicas de los epitelios polari-
zados (Cereijido y cols., 1978; Gonzalez-Mariscal y cols., 1985; Contreras y
cols., 1992). El grado de sellado de la union estrecha puede monitorearse
por la determinacién de la resistencia eléctrica transepitelial (RET; figura
8-7), mientras que la formacién de filamentos de UE en la membrana pue-
de visualizarse en réplicas de criofractura (Gonzalez-Mariscal y cols., 1985).
Mediante técnicas inmunofluorescentes e inmunocitoquimicas también
es posible detectar la aparicion en la membrana de los componentes mo-
leculares de la UE. Utilizando esta diversidad de metodologias se logré
determinar que el ensamble de las UEs es precedido por la formacion se-
cuencial de las UAs y de los desmosomas (Gonzalez-Mariscal y cols., 1985;

Gumbiner, 1988).

Al utilizar durante el CC bloqueadores de la sintesis de proteinas (ciclo-
heximida), del transito a través del complejo de Golgi (monensina), del
transito vesicular (cloroquina) y de la polimerizacion de actina (citocalasi-
na B), se encontré que después de 20 horas sin calcio los componentes de
las UEs ya estan sintetizados y se almacenan en un compartimento vesicular
posterior al complejo de Golgi (tabla 8-1). Se observé también que dichos
componentes se incorporan a la membrana plasmética por medio de un
proceso de fusién exocitica (tabla 8-2) en el que participan los microfila-

mentos de actina (Gonzélez-Mariscal y cols., 1985).
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Figura 8-7. La formacién de las uniones estrechas 200

depende de la presencia de Ca?*. Las células
MDCK se siembran a confluencia sobre un soporte
permeable y establecen sus uniones estrechas. En
consecuencia la resistencia eléctrica transepitelial 100
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miento de las uniones estrechas y el desarrollo
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Tabla 8.1 Desarrollo de la resistencia eléctrica transepitelial de monocapas de células MDCK transferidas a un
medio con calcio en ausencia y presencia de distintas drogas.

Condiciones después Resistencia eléctrica Condiciones durante la Resistencia eléctrica
del sembrado 20 hrs. (Q/cm?) segunda incubacion 24-26 hrs. (Q/cm?)
CDMEM 346 £ 51 (7) CDMEM 331 +£38 (20)
DMEM 275+13 (8) DMEM 238+ 15 (10)
MEM sin Ca?* 25+05 (49) CDMEM 289 £ 18 (66)
DMEM 359+28 (9)
15 min. CDMEM — 4.45 hr.
MEM sin Ca?* 66 31 (6)
CDMEM + Cicloheximida 329+18 (12)
CDMEM + Tunicamicina 334 +£48 (14)
CDMEM + Monensina 252 £ 58 (10)
CDMEM + Citocalacina B 4+1 (8)
CDMEM + Colchicina 250 £ 35 (15)
CDMEM + Tunicamicina 36572 (5)
CDMEM + Monensina 194 +54 (5)

Primera columna: condiciones de incubacion a partir de la primera hora de sembradas las células hasta la hora 20.
Segunda columna: resistencia eléctrica transepitelial a las 20 hrs. Tercera columna: condiciones de incubacién a partir
de la hora 20 hasta las 24-26 hrs. Cuarta columna: resistencia a las 24-26 hrs. Primer renglon: después de 20 hrs. de
cultivo en medio con calcio y suero, las monocapas desarrollan su resistencia y el cambio por medio fresco no la modifica.
Segundo renglén: en ausencia de suero la resistencia es menor. Tercer renglon: en medio libre de calcio la resistencia
no se desarrolla, pero al adicionar a la hora 20, medio con calcio (CDMEM), las uniones estrechas se sellan. Cuarto ren-
glon: aun si el medio al que se transfieren las monocapas carece de suero la resistencia se desarrolla. Quinto renglén:
un pulso de calcio de 15 min. no es suficiente para desarrollar eficientemente la resistencia. Renglones 6-10: efecto de
drogas que bloguean la sintesis de proteinas (cicloheximida), la glicosilacién (tunicamicina), el transito a través del Golgi
(monensina), la polimerizacion de actina (citocalacina B) y de tubulina (colchicina). Renglén 11: la tunicamicina presente
durante todo el experimento no altera la resistencia. Renglén 12: la presencia continua y prolongada de monensina dis-
minuye el grado de sellado de las uniones.

DMEM = medio basal de Eagle modificado por Dulbecco. COMEM = DMEM con 10% de suero fetal bovino. Cicloheximi-
da = 6 wg/ml; tunicamicina 1 pg/ml; monensina 10~ M; colchicina = 2 X 1075 M; citocalasina B = 5 pg/ml. Los valores
reportados son medias + error estandard.

Tabla 8.2 Efecto del calcio y la cloroquina sobre la superficie de membrana y la resistencia eléctrica transepitelial.

Condiciones de Superficie de Resistencia eléctrica

cultivo membrana (mm?) transepitelial (Q/cm?)
20h sin Ca* 1670 + 140 11 25+05 49
20h sin Ca? — 4 h Ca?* 2530 + 300 8 289 + 18 66
20h sin Ca?*— 4 hCa* + 1790 = 100 6 31+ 10 13

cloroquina (25 mM)

Los primeros valores reportados son medidas +* error estandar; n, es el nimero de observaciones.

Participacion del calcio extracelular en el ensamblado
de las UEs

La actividad de calcio en los epitelios cultivados sin este catién es de 20
nM. Al transferir a estas monocapas a un medio con calcio normal, la ac-
tividad sube a 120 nM (figura 8-8). Esta transferencia permite que las
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Figura 8-8. Las monocapas de células MDCK cultivadas durante 20 hrs. en un medio
libre de Ca?* tienen una muy baja actividad de este ion en su citoplasma (circulos va-
cios), no establecen uniones estrechas (linea discontinua), ni desarrollan RET (circulos
llenos). Cuando las monocapas se transfieren a un medio con 1.8 mM de Ca?* (tiempo
cero) se produce un pronunciado incremento del Ca%tintracelular, que después baja y
alcanza un valor estable alrededor de los 120 nM. (Tomada con permiso de Gonzalez-
Mariscal y cols., 1990.)

monocapas desarrollen una RET. Sin embargo, este aumento en el cal-
cio citosolico no es crucial para el ensamble y sellado de las UEs, ya que
éstas pueden ensamblarse en presencia de calcio externo, aun cuando se
impide con lantano la entrada de calcio a la célula (figura 8-9) (Gonzalez-
Mariscal y cols., 1990).
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Figura 8-9. Efecto del bloqueo de la entrada de calcio al interior celular al utilizar 1.0
mM La3*, sobre la actividad del Ca?* citosélico, la RET y el porcentaje de uniones ce-
rradas durante un cambio a calcio. La simbologia es la misma que la de la figura 8-8.
(Tomada con permiso de Gonzalez-Mariscal y cols., 1990.)
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Participacion de la proteina G, la fosfolipasa C
y la proteina-cinasa C en el ensamble y sellado
de las UEs

Durante el proceso de ensamble de las UEs el calcio actia desde el medio
extracelular a través de las moléculas de adhesién dependientes de calcio
(cadherinas) que describiremos mas adelante. Esta sefal de contacto inter-
celular se transduce y desencadena la activacion secuencial de una proteina
G inhibitoria sensible a la toxina pertussis, la fosfolipasa C y las proteinas
cinasas C (PKC) sensible a diacilglicerol (clasicas y nuevas) (figura 8-10).
Paralelamente se activa la calmodulina, se rearregla el citoesqueleto de ac-
tina y se insertan en la membrana los componentes de la UE almacenados
en los compartimentos vesiculares (Balda y cols., 1991 y 1993).
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Figura 8-10. Efecto de distintas drogas sobre el desarrollo de la RET, durante un
cambio a calcio. La primera y segunda columnas representan los valores control
antes y después de 5 hrs. de transferencia a calcio respectivamente. Para facilitar
las comparaciones, el nivel de RET control adquirido con la transferencia a calcio
se marca con una linea discontinua. En la parte inferior se indican los inhibidores y
estimuladores empleados y en la porcién superior las moléculas sobre las cuales ac-
taan. Prot G (proteina G): efecto de 14 ng/ml toxina pertussis y de 2 mM AlF;; FLC
(fosfolipasa C): efecto de 110 pM de sulfato de neomicina y 2 yM de hormona liberado-
ra de tirotropina (HLT); PKC (proteina cinasa C): efecto de 50 pM 1-(5-isoquinolinil-
sulfonil)-2-metilpiperazina dihidrocloruro (H7) y 100 pg/ml de 1,2-dioctanoilglicerol
(diC8); CaM (calmodulina): efecto de 25 puM dihidrocloruro de trifluoperazina (TFPZ);
[AMPc]: efecto del dibutiril-AMPc (dB-AMPc), forskolina, e isobutil-metil-xantina
(IBMX). (Tomada con permiso de Balda y cols., 1991.)
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Las uniones estrechas
estan anatémica y fun-
cionalmente asociadas
al citoesqueleto.

La participacion de la PKC en este proceso es posterior al requeri-
miento de calcio en el medio externo, ya que la estimulacion de las PKC
en monocapas cultivadas sin calcio induce la translocacién de la PKC (Lehel
y cols., 1996) y de la proteina Z0O-1 de la region perinuclear a la membra-
na plasmatica, aparecen los filamentos de la unién oclusora en réplicas de
criofractura y la célula se rodea de un cinturén de actina (Balda y cols.,
1993; Gonzalez-Mariscal y cols., 1994; Denisenko y cols., 1994). Es im-
portante destacar que la estimulacién de la PKC no induce la aparicién de
la cadherina de la unién adherente en los bordes celulares (Balda y cols.,
1993; Denisenko y cols., 1994). Las proteinas asociadas a la unién estrecha
7Z0-1, Z0-2, Z0O-3 y cingulina son fosfoproteinas; sin embargo, no parecen
ser el sustrato de fosforilacion de la PKC durante el CC, ya que durante
este proceso no modifican su estado de fosforilacién (Balda y cols., 1993;
Citi y Denisenko, 1995). En cambio, durante el desensamble de la unién
estrecha inducido por el retiro del calcio, ZO-2 se fosforila en sus residuos
de serina por accién de las PKC atipicas y la PKA (Avila Flores y cols.,
2001). En concordancia, se ha observado que la inhibicién de la PKC du-
rante el tratamiento con quelantes de calcio previene el desensamble de
la UE (Citi, 1992).

La fosforilacion en tirosina de las proteinas ZO debilita a la UE. Asi,
cuando las células se transfectan con Src, o se tratan con el factor de creci-
miento endotelial vascular o con inhibidores de fosfatasas de tirosinas, la
permeabilidad paracelular se incrementa (Takeda y Tsukita, 1995; Collares-
Buzato y cols., 1998; Antonetti y cols., 1999).

El citoesqueleto de actina y su relacion con las UEs

Las UEs estan anatémica y funcionalmente asociadas al citoesqueleto. Por
analisis de cosedimentacién y transfecciones se ha demostrado interaccion
directa entre el extremo carboxilo-terminal de las proteinas ZO y la F-actina
(Itoh y cols., 1997 y 1999; Fanning y cols., 1998; Wittchen y cols., 1999). Se
ha propuesto la hipétesis sobre el papel de las proteinas ZO como puentes en-
tre el citoesqueleto de actina y las proteinas transmembranales de la UE. Es-
te parece ser el caso con las claudinas, como se mencioné anteriormente, pe-
ro no para la ocludina, ya que esta altima interacciona directamente con la
actina a través de su extremo carboxilo-terminal (Wittchen y cols., 1999).

También existe interaccion entre las proteinas ZO y otras proteinas del
citoesqueleto. Por ejemplo, ZO-1y ZO-2 pero no Z0O-3, interactian especi-
ficamente por su extremo carboxilo-terminal con la proteina 4.1 (Mattaga-
jasingh y cols., 2000). En las MAGUKSs sinapticas, esta interaccion se realiza
a través de un dominio especifico ausente en las proteinas ZO (Lue y cols.,
1994). En los ensayos de coinmunoprecipitacion se ha observado que ZO-1
forma complejos con la fodrina (Itoh y cols., 1991) y que estos complejos se
incrementan cuando las células se depletan de ATP (Tsukamoto y Nigam,
1997). Los dominios PXXP de la region rica en prolina de ZO-1 interacttian
con las regiones SH3 de cortactina, una molécula con actividad entrecruza-
dora de actina (Katsube y cols., 1998).
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Los microfilamentos de actina participan de manera importante en
el ensamble y el control de la permeabilidad de las UEs, tanto en condi-
ciones fisiol6gicas como experimentales (Madara y cols., 1986; Madara
y Papenheimer, 1987). Por ejemplo, al inhibir la polimerizacién de la
actina con citocalasina B se bloquea la formacion de las UEs tanto du-
rante el CC como en monocapas recién sembradas en CN (Meza y cols.,
1982; Gonzalez-Mariscal y cols., 1985). Ademads, muchos tratamientos
que alteran la permeabilidad de la UE también causan cambios en la es-
tructura de los microfilamentos de actina (Madara, 1987; Madara y Pa-
penheimer, 1987).

La actina no presenta cambios significativos en su fosforilacién duran-
te el CC. En cambio, la vinculina, una proteina que se asocia a la actina y la
une a la membrana, si parece ser sustrato de la PKC durante el CC, ya que
durante este proceso incrementa su fosforilacién en serina y treonina. Con-
cordantemente, la inhibicion de la cinasa C durante este proceso impide la
movilizacion de la vinculina de la region perinuclear a los bordes intercelu-
lares. Estos resultados sugieren que el papel de la PKC sobre el sellado de
las UEs puede ser a través de proteinas del citoesqueleto diferentes a actina
(Pérez-Moreno y cols., 1998).

‘ La union adherente

El establecimiento de contactos intercelulares en los tejidos se inicia con la
formacion de las uniones adherentes. A diferencia de lo que ocurre con el
resto de los componentes del complejo de unién intercelular, las uniones
adherentes no pueden distinguirse en un corte fino o una criofractura
como una estructura morfolégica caracteristica presente en la membrana
plasmatica lateral.

Al igual que las uniones estrechas, las uniones adherentes estan com-
puestas por complejos multiproteicos en los que participa una proteina
transmembranal, la cadherina, unida a proteinas citoplasmicas, las cateni-
nas, y a través de ellas el citoesqueleto de actina (figura 8-3).

En esta segunda parte del capitulo vamos a describir las proteinas que
forman los conglomerados proteicos de las uniones adherentes, su funcion
y posibles mecanismos de regulacion.

Las cadherinas

Las moléculas de adhesion se dividen en cuatro grandes grupos: inte-
grinas, inmunoglobulinas, selectinas y cadherinas. En las uniones ad-
herentes se localizan las cadherinas, las cuales constituyen una familia
de glicoproteinas dependientes de calcio que median la adhesion célu-
la-célula en practicamente todos los tejidos sélidos de los organismos
multicelulares. Las cadherinas confieren una adhesién dependiente de
calcio, mediante la interaccién homofilica con moléculas de cadherina
en las células adyacentes.

Las uniones adheren-
tes estan compuestas
por complejos multi-
proteicos.

Las cadherinas consti-
tuyen una familia de
glicoproteinas depen-
dientes de calcio, que
median la adhesion
célula-célula en practi-
camente todos los te-
jidos sélidos de los
organismos multice-
lulares.
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Todas las cadherinas
clasicas poseen un
dominio citoplasmico
muy conservado de
aproximadamente
150 amino&cidos.

Todas las cadherinas tienen un dominio extracelular que consiste en
repetidos multiples de un motivo cadherina especifico, de aproximada-
mente 110 aminodcidos, y contienen ademas varias secuencias cortas de
aminoacidos muy conservados. El nimero de repetidos del motivo de ca-
dherina varia de cuatro a mas de treinta. En contraste con los dominios
extracelulares, los dominios citopldsmicos de esta superfamilia son muy
variables.

La superfamilia cadherina se puede dividir en cuatro grupos: 1) ca-
dherinas clasicas tipo I (E-, N-, P- y R-cadherina) y II (cadherinas 6 a 12);
2) desmosomales (desmocolinas y desmogleinas); 3) cadherinas con un
dominio citopldasmico muy pequefio o sin él (L1, T-cadherina), y 4) proto-
cadherinas y otras proteinas menos relacionadas a las cadherinas como el
supresor tumoral fat de la Drosophila, el gen dachsous y el proto-onco-
gen ret.

En este capitulo vamos a estudiar dnicamente a las cadherinas cla-
sicas E, Ny P, porque se localizan en las uniones adherentes y regulan la
adquisicion del fenotipo epitelial. Derivan su nombre de la inicial del te-
jido en el que fueron descritas, por ejemplo, epitelial, neural y placentario,
respectivamente.

Estructura de las cadherinas clasicas

En esta familia las cadherinas se sintetizan como polipéptidos precurso-
res que necesitan de un procesamiento proteolitico intracelular para acti-
var sus propiedades adhesivas. La region extracelular se localiza hacia el
lado amino y la citoplasmatica hacia el carboxilo-terminal, conectados
mediante un solo segmento transmembranal. El dominio extracelular
consta de 5 repetidos de cadherina arreglados en tiandem. Cada repetido
tiene caracteristicas propias asi como propiedades comunes con los demas.
El primer repetido a partir del extremo amino-terminal contiene el domi-
nio de adhesion cadherina especifico. Los cinco repetidos de cadherina
forman cuatro sitios de unién a calcio, cada uno entre dos repetidos suce-
sivos (figura 8-11). La union del calcio con las cadherinas es crucial ya que
les permite el correcto plegado, les brinda la rigidez estructural necesaria
para su funcionamiento in vivo y las vuelve resistentes a las proteasas extra-
celulares.

Todas las cadherinas cldsicas poseen un dominio citoplasmico muy
conservado de aproximadamente 150 aminoacidos, que, como més adelan-
te se verd, funciona como sitio de unién a cateninas, proteinas citoplasmi-
cas que anclan a las cadherinas con el citoesqueleto.

Ya se conoce la estructura tridimensional de algunos repetidos de ca-
dherina. Ellos estan compuestos por 7 hebras 3 antiparalelas que forman una
estructura semejante a un barril. Esta estructura es similar a la de las inmu-
noglobulinas, lo que hace pensar en la posibilidad de que estas dos superfa-
milias de moléculas de adhesion calcio-dependientes e independientes, res-
pectivamente, deriven de un ancestro comun (Overduin y cols., 1995). Las
homologias en la secuencia primaria de los cinco repetidos de cadherina
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sugieren que comparten un plegado similar. Los extremos amino y carboxilo-
terminal de cada repetido se localizan en puntos opuestos, de tal forma que
en un arreglo en tindem forman una proteina elongada con forma de red.
Los sitios de unién a calcio se forman entre los residuos acidicos del ex-
tremo carboxilo-terminal del repetido uno y los aminoécidos acidicos del
extremo amino-terminal del repetido 2 y asi sucesivamente entre los demas
repetidos. Se ha propuesto que los iones de calcio estabilizan los repeti-
dos sucesivos de cadherina al interactuar con los residuos acidicos de los
repetidos adyacentes (Shapiro y cols., 1995). Se ha demostrado que la sus-
titucion puntual de aminoacidos del sitio de unién a calcio abate las fun-
ciones adhesivas de las cadherinas, por lo que se piensa que, aunque este
ion no esta involucrado en el sitio de unién homotipica célula-célula, es in-
dispensable para el reconocimiento homofilico entre las moléculas de ca-
dherina de las células vecinas, ya que estabiliza la conformacion activa de
las cadherinas.

Los estudios cristalograficos sugieren que las moléculas de cadherina
en la superficie de membrana se orientan en forma paralela y se dimerizan.
Para el reconocimiento homofilico entre moléculas de cadherina de células
adyacentes; estos dimeros se agregan a través de motivos histidina-alanina-
valina en una superestructura a manera de cremallera. La comparacion de
secuencias del primer repetido de cadherina indica que las diferentes espe-
cificidades de adhesion entre las cadherinas surgen por las variaciones
espaciales existentes entre los aminoacidos que median la adhesion.

Figura 8-11. Esquema
que ilustra la interaccion
entre la E-cadherina, las
cateninas, el citoesquele-
to y el receptor a factor
de crecimiento epitelial.
EGF = factor de crecimien-
to epitelial; o = a-cateni-
na; B/PL = B-catenina o
plakoblobina; p120 = CAS.
Véase el encarte al final
del libro donde se
incluye esta figura a
color.
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Funcion de las cadherinas clasicas

El reconocimiento especifico entre cadherinas es crucial durante el de-
sarrollo, ya que permite la seleccién de células de una poblacién hetero-
génea para formar subpoblaciones homotipicas. Este proceso se ilustra
claramente con la formacién del tubo neural y la migraciéon de las célu-
las de la cresta neural. Durante la induccion de la placa neural, las células
del ectodermo cambian su expresion de E-cadherina por la de N-cadhe-
rina. Este cambio permite la segregacion de las células precursoras neu-
rales de las demas células del ectodermo. En cambio, las células migran-
tes de la cresta regulan negativamente la expresion de E- y N-cadherina
y comienzan a expresar otras cadherinas que van a mediar su seleccion
en distintas subpoblaciones.

La E-cadherina es una de las moléculas mas importantes para el de-
sarrollo de los mamiferos. En la etapa de ocho células se encuentra uni-
formemente distribuida en las regiones de contacto célula-célula, lo que
ocasiona que los blastomeros se aplanen y adhieran fuertemente entre si
y formen una moérula compacta. Por esta crucial funcién a la E-cadhe-
rina se le conoce también como “uvomorulina”’. Los embriones que no
expresan E-cadherina se logran compactar asi y todo gracias a la presen-
cia residual de E-cadherina materna. Sin embargo, mueren al momento
de la implantacién, ya que son incapaces de formar un trofoectodermo
funcional.

Las cadherinas para funcionar necesitan estar completas, de manera
que al expresar experimentalmente cadherinas que Gnicamente codifican
los dominios extracelular y transmembranal, o solo el citoplasmico, las cé-
lulas no se adhieren y en consecuencia se generan serias anormalidades en
el desarrollo (Levine y cols., 1994). La adhesion intercelular, por lo tanto,
es un fenémeno complejo en el que ademas del contacto homotipico en-
tre las cadherinas de dos células vecinas se necesita del anclaje de estas
moléculas al citoesqueleto. Para ello se requiere de la participacién de las
proteinas denominadas cateninas.

Las cateninas

Las cateninas se describieron inicialmente como un conjunto de tres
proteinas denominadas o, B y v (placoglobina) cateninas, que coinmu-
noprecipitan con E-cadherina. La B-catenina se asocia primero con la E-
cadherina, mientras que la o0 y y-cateninas se unen posteriormente al
complejo. En las células existen cuando menos dos tipos de complejos
cadherina-catenina, los dos contienen E-cadherina y a-catenina pero se
diferencian en que unos presentan B-catenina y otros placoglobina. La
B-catenina o la placoglobina resultan cruciales para el complejo cadhe-
rina-catenina; ya que es a través de ellas que se asocia la o-catenina a la
cadherina (figura 8-11).
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o-catenina (102 kD)

Esta proteina posee tres dominios con 30% de identidad con la vinculina.
La a-catenina funciona como vinculo entre la B-catenina y el citoesquele-
to, ya que se une a la o-actinina, la cual a su vez se asocia con los microfi-
lamentos de actina (Knudsen y cols., 1995).

Para que el complejo cadherina-catenina sea funcional es necesaria la
participacion de la o-catenina. Esto ha sido demostrado en una linea celu-
lar derivada de carcinoma pulmonar humano (PC9) que no forma contac-
tos intercelulares estables, a pesar de que expresa conspicuamente a la E-
cadherina. Esta linea no expresa o-catenina, pero cuando esta proteina se
le transfecta, se produce una adhesion intercelular fuerte y las proteinas del
complejo de unién Z0O-1, E-cadherina y desmoplaquina se redistribuyen a
los bordes celulares como normalmente ocurre con las células epiteliales
bien polarizadas (Watabe y cols., 1994).

Las cateninas de la familia armadillo

a) Descripcion y estructura. Los miembros de esta familia proteica se ca-
racterizan por presentar en su region central un dominio de 45 aminoaci-
dos denominado “armadillo”, que se repite de 11 a 13 veces. En esta fa-
milia, ademas de la proteina armadillo de la mosca Drosophila y de su
homélogo en vertebrados la -catenina, se encuentran la placoglobina/y-ca-
tenina, las proteinas p120 y APC.

¢ La B-catenina/armadillo. Esta proteina de 88 kDa es multifuncional;
es decir, participa en diferentes procesos celulares que ocurren en
distintas regiones de la célula. Para ello, combina las caracteristicas
de una proteina estructural de las uniones adherentes con aquellas de
un factor de transcripcion. Asi, tiene sitios de unién a cadherina (re-
petidos armadillo 3 a 9) y a a-catenina (dominio conservado de 29
aminodcidos ubicado en el limite entre la region amino-terminal y el
primer repetido armadillo), esenciales para conectar a la cadherina
con el citoesqueleto de actina, y regiones para el sefialamiento por la
ruta Wingless (figura 8-12) (Aberle y cols., 1996).

La mayor parte de la B-catenina se encuentra como proteina es-
tructural en la unién adherente y la poca que no se asocia a la unién
se degrada rapidamente por el sistema ubiquitina-proteosoma. La
estabilizacién de la B-catenina citopldsmica por la ruta Wingless
conduce a su acumulacién nuclear, su asociacién con el factor de
transcripcion LEF/TCF y a la transactivacion de ciertos genes (East-
man y Grosschedl, 1999). Esta actividad nuclear de la B-catenina
modula la determinacién del destino celular durante el desarrollo
embrionario (Wodarz y Nusse, 1998) y su activacién desmedida
conduce al cancer (Morin, 1999). La competencia entre diferentes
proteinas que se unen a las cateninas afecta su funcién. Por ejemplo,
la sobreexpresion de cadherinas genera el reclutamiento de la mayor
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parte de la B-catenina a las uniones adherentes, y asi al reducir la
cantidad disponible para acoplarse a LEF/TCF inhibe la transcripcion
mediada por B-catenina (Orsulic y cols., 1999). En cambio, cuando
disminuye la adhesiéon celular en la transicién epitelio-mesénquima,
se libera B-catenina de las uniones, lo que contribuye a activar la
transcripcion dependiente de LEF/TCF (Espada y cols., 1999).

La y-catenina/placoglobina. Esta proteina de 80 kDa se localiza tanto
en las uniones adherentes como en los desmosomas. En las primeras
cumple la misma funcién de la B-catenina ya que se une a las mis-
mas proteinas (E-cadherina y o-catenina) y en los mismos sitios. La
cantidad relativa de y-catenina presente en el complejo cadherina-ca-
tenina varia dependiendo del tipo celular, pero suele ser menor a la
de B-catenina y de hecho en ocasiones esta ausente. La unién de la 3
y y-catenina a las mismas proteinas puede generar competencia en-
tre ellas. Asi, la sobreexpresion de placoglobina desplaza a la B-cate-
nina endégena de las uniones adherentes e induce su degradacion
(Salomon y cols., 1997). En concordancia, en ratones sin placoglobi-
na (knock-out), la B-catenina se incorpora a los desmosomas a pesar
de que normalmente estas estructuras carezcan de esta proteina
(Bierkamp y cols., 1999). En los desmosomas la placoglobina se une
a las cadherinas desmosomales desmocolina y desmogleina, a la pro-
teina de la placa desmoplaquinay a las citoqueratinas. Por tanto, fun-
ciona como puente que une las proteinas transmembranales del des-
mosoma con el citoesqueleto de filamentos intermedios.

La participacién de la placoglobina en la ruta de sefalizacion Win-
gless atin no es clara y estudios recientes sugieren que en esta ruta
desempefia un papel distinto al que desempefia la -catenina (Huels-
ken y cols., 2000).

La proteina APC es el producto del gen de la adenopoliposis de co-
lon, una predisposicién hereditaria del cancer de colon, en la que se-
cuencialmente se genera sobreproliferacion del epitelio, formacion
de polipos y desarrollo tumoral. La proteina APC cuando se localiza
en el citoplasma esta asociada al complejo GSK3B-axina-fB-catenina
y cuando se ubica en los bordes intercelulares epiteliales y en las si-
napsis forma complejos con la proteina dlg (Matsumine y cols., 1996).
La interaccion con dlg requiere de la porcion carboxilo-terminal de
APC y de los tres repetidos PDZ de hDLG.

La proteina p120° (CAS) es un sustrato de tirosinas-cinasas cuya
fosforilacion se correlaciona con la transformacién inducida por Src.
Tiene 11 repetidos armadillo y se asocia directamente a las cadheri-
nas clasicas (E-, P- o N-cadherina) y a la proteina BP1, a través de sus
repetidos armadillo (Reynolds y cols., 1996). BP1 es una proteina con
dedos de zinc que se localiza en el nticleo y estructuras filamentosas
del citoplasma sin actina y tubulina (Daniel y Reynolds, 1996). CAS
no se une a APC o a-catenina.

b) La degradacién de la B-catenina y el sefialamiento por la via Wingless
(WG/WNT). Las dos funciones conocidas de la proteina armadillo/B-catenina,
el senalamiento a través de la ruta Wingless (WG/WNT) y la adhesién inter-
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celular, se llevan cabo por medio de distintas regiones de la molécula (San-
son y cols., 1996) (figura 8-12). La regulacién de la adhesion intercelular
por la armadillo/B-catenina se manifiesta cuando ésta se asocia en la
membrana a la cadherina; en cambio, la activacion de la ruta WG/WNT
ocurre cuando se presenta una cantidad superior de armadillo/B-catenina
de la que puede ser titulada en la membrana por la E-cadherina y enton-
ces ésta se acumula en el citoplasma, viaja al nicleo y regula la expresion
de ciertos genes.

La degradacion de la B-catenina en el proteosoma ocurre cuando la via
Wingless no esté activada. Entonces, la B-catenina citoplasmica, que forma
parte de un complejo multiproteico constituido por el supresor tumoral APC,
la axina y la glucégeno-sintetasa-cinasa (GSK), es fosforilada en residuos de
serina de su extremo amino-terminal por la GSK. Esta cinasa no puede fos-
forilar eficientemente a la B-catenina in vitro, ya que necesita el soporte de
la axina. Esta Gltima funciona como un andamio que sostiene tanto a la
[-catenina como a la GSK. La B-catenina fosforilada es reconocida por la ubi-
quitina-ligasa-B-TrCP, que cataliza su adhesion a los péptidos de ubiquitina
y su posterior degradacion en el proteosoma (figura 8-13) (Kikuchi, 2000).

Figura 8-12. Diagrama
de la proteina armadi-
llo/B-catenina que indica
las diferentes porciones
de la molécula que parti-
cipan en la asociacion a
las uniones adherentes y
en la ruta Wingless de
transduccion de sefales.
Los repetidos armadillo
de esta proteina apare-
cen numerados.
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Figura 8-13. Ruta wingless de transduccién de seiales. Cuando se activa la ruta Wing-
less, la proteina Wnt se asocia a su receptor frizzled (Frz). En sequida la proteina
dishevelled (Dsh) bloquea la fosforilacion de la B-catenina por la GSK3p. La B-catenina
no fosforilada se asocia en el citoplasma al factor de transcripcién LEF-1/TCF y viaja

al nucleo donde regula la expresiéon de ZO-1, del factor de transcripcion AP-1y de la
metaloproteinasa UPAR. Cuando la ruta Wingless esta inactiva, la GSK3p fosforila a

la B-catenina y a APC. La B-catenina fosforilada es ubiquitinada y posteriormente
degradada en el protesosoma. Véase el encarte al final del libro donde se incluye esta
figura a color.

La ruta de transduccion de senales WG/WNT en la que participa la arma-
dillo/B-catenina fue descrita inicialmente como la responsable de la polaridad
segmentaria en los embriones de Drosophila. Esta via también se presenta en
vertebrados, donde regula la formacién del mesodermo y el eje embrionario.

La via WG/WNT se activa cuando la proteina Wingless (WG)/(WNT) se
secreta y se une a su receptor frizzled (figura 8-13). Esta union ligando-re-
ceptor induce el reclutamiento a la membrana plasmatica de la proteina
dishevelled (Dsh). Dsh regula negativamente a la GSK y por tanto inhibe la
fosforilacién de B-catenina y su ulterior degradacion. La -catenina acumu-
lada en el citoplasma se une al factor de transcripcion LEF/TCF. Este com-
plejo se transloca al ntcleo donde se une a la regiéon promotora de ciertos
genes (E-cadherina y siamois) y regula su transcripcion.

La placoglobina también es dirigida a degradacion en el proteosoma
por el complejo axina-APC y es capaz de unirse al factor de transcripcion
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LEF/TCF. Sin embargo, su participacion en la sefnalizacion por la ruta Wing-
less es controversial debido a que es incapaz de compensar la ausencia de
B-catenina en ratones Anock-out (Huelsken y cols., 2000).

La B-catenina no contiene en su secuencia sefiales de direccionamien-
to nuclear, por tanto su importacién al nacleo depende de otros mecanis-
mos. Uno se basa en la interaccion directa entre la B-catenina y la proteina
del poro nuclear nucleoporina Nupl (Fagotto y cols., 1998) y el otro es me-
diado por las senales de direccionamiento nuclear presentes en el factor de
transcripcion LEF/TCF al que se asocia la B-catenina.

La importancia de la ruta de sefializacion Wingless en el control del des-
tino celular se manifiesta claramente en Drosophila, donde las mutaciones en
cualquiera de los genes de la ruta generan un fenotipo idéntico, que consiste
en el reemplazo de la parte posterior de cada segmento embrionario por una
duplicacién de imagen especular de la parte anterior. En Xenopus se ha visto
que la sobreexpresion de LEF, B o y-catenina, o de sus repetidos armadillo, in-
duce la duplicacién del eje antero-posterior, lo que genera un embrién con 2
cabezas (siamés). La proteina sobreexpresada se acumula en el nticleo y no en
los bordes celulares (Funayama y cols., 1995; Huber y cols., 1996).

La fosforilacion como sistema de regulaciéon
de los complejos cadherina-catenina

La integridad de la unién adherente es regulada negativamente por fosfori-
lacion en tirosinas. Esta fosforilacion puede inducirse con el oncogen Ras o
con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y su sustrato es la B-cateni-
na o la placoglobina. Estas, una vez fosforiladas, se disocian del complejo
cadherina-catenina (Kinch y cols., 1995). El receptor a EGF est4 asociado al
complejo cadherina-catenina a través de los repetidos armadillo de las cadhe-
rinas (figura 8-11) (Hoschuetzky y cols., 1994).

El nivel de fosforilacion celular se regula tanto por activacion de cina-
sas como por la inhibicién de las fosfatasas. Por ejemplo, en la retina de po-
llo existe una tirosina fosfatasa denominada 1B (PTP1B) que al asociarse a
la N-cadherina y desfosforilarla regula la adhesién intercelular (figura 8-14)
(Balsamo y cols., 1996). Esta tirosina fosfatasa no parece ser la Ginica con
esta funcion ya que en diferentes tipos celulares se han encontrado otras
acopladas al complejo cadherina-catenina (Kypta y cols., 1996).

La proteina CAS, miembro de la familia armadillo, es otra de las molécu-
las del complejo cadherina-catenina que es sustrato de tirosinas cinasas. En
células estimuladas con el EGF, el factor de crecimiento derivado de plaque-
tas (PDGF) y el factor estimulante de colonias 1 (CSF-1) Cas se fosforila en
residuos de tirosinas (Reynolds y cols., 1996).

En resumen, estos resultados indican que la fosforilacién en residuos
de tirosina de las proteinas de la familia armadillo que se ubican en la unién
adherente, desempena un papel importante en el mantenimiento de la adhe-
sion intercelular. También sugieren que el sefialamiento inducido por fac-
tores como el EGF puede conducir a la transformacion celular a través de
la pérdida de la integridad epitelial.

La integridad de la
union adherente es
regulada negativa-
mente por fosforila-
cién en tirosinas.
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Figura 8-14. Diagrama
que ilustra los efectos
de la fosforilacion de la
fosfatasa PTP1B y de

la B-catenina sobre la
adhesién intercelular. La
fosforilacién de la fosfa-
tasa PTP1B regula su aso-
ciaciéon con la N-cadheri-
nay la fosforilacién en
residuos de tirosina de
la B-catenina controla la
estabilidad del complejo
cadherina-cateninas.
Véase el encarte al final
del libro donde se
incluye esta figura a
color.
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El contacto entre las células epiteliales se inicia por medio de la interaccion
homofilica entre las cadherinas de las células vecinas. Este contacto genera
la formacién de microdominios discretos en los que colocalizan E-cadherina,
o~y B-catenina. Conforme transcurre el tiempo los microdominios crecen
y se funden. Una vez que la unién adherente queda firmemente establecida
se ensamblan los desmosomas, las uniones estrechas y las uniones comuni-
cantes (Adams y cols., 1996). Si el contacto inicial se inhibe con anticuer-
pos anticadherina no se establecen el resto de las uniones intercelulares
(Gumbiner y cols., 1988).

Antes de iniciarse el contacto intercelular, las moléculas de E-cadheri-
na, o~ y B-catenina forman un complejo soluble en el citoplasma. Cuando
se inicia la adhesion este complejo se recluta a la membrana y se vuelve in-
soluble en el detergente Triton X-100, lo que demuestra que se ha anclado
al citoesqueleto. En esta condicion las proteinas E-cadherina, - y B-catenina
se presentan en proporcion de 1:1:1. Durante la formacion inicial de los
contactos célula-célula la placoglobina no se asocia al complejo, sino que se
integra posteriormente, cuando las uniones adherentes ya estan bien esta-
blecidas. Esto sugiere que mientras que la B-catenina juega un papel impor-
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tante en la formacion de nuevos contactos, la placoglobina esta involucra-
da en su subsecuente estabilizacion.

‘ Conclusiones

El complejo de union intercelular estd constituido por 4 tipos diferentes de
uniones: adherentes, estrechas, comunicantes y desmosomas. En este capi-
tulo se ha revisado la estructura y funcion de las dos primeras.

La informacion sobre las uniones adherentes y estrechas se ha enri-
quecido notablemente en los dltimos afios gracias a la identificacion y
caracterizacion molecular de sus componentes. Se trata de conglomerados
proteicos en los que las distintas moléculas que los integran, ademas de
participar en la interaccién célula-célula transducen distintas sefales. El
conocimiento sobre estas uniones ayuda a comprender los procesos de di-
ferenciacion y transformacién celular.
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EL CITOESQUELETO
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’ Resumen

El citoesqueleto es un conjunto de componentes fibrilares presentes en la
matriz citoplasmica de células eucarionticas. Estructuralmente, se han de-
finido los siguientes elementos: microfilamentos, microttbulos, filamentos
intermedios y una delicada estructura reticular denominada red microtra-
becular.

Los microfilamentos constituidos por actina tienen un didmetro de 5a 7
nanémetros (nm) e interaccionan con miosina y muchas otras proteinas en
el citoplasma y en la membrana plasmatica; son sensibles a drogas como la
faloidina y la citocalasina las cuales alteran su distribucién y grado de poli-
merizacién y estan involucrados en procesos de motilidad celular y movi-
mientos intracelulares. Los microfilamentos constituidos por la miosina
convencional o miosina II tienen un diametro variable de alrededor de 15
nm y participan en fenémenos de contraccién como es el caso de los sarcé-
meros de distintos tipos de musculos y del anillo contractil que se forma
durante la citocinesis y en la zona basolateral de las células epiteliales. Las
miosinas I o no convencionales no forman filamentos y se asocian a la ac-
tina y a las vesiculas o membranas celulares, por lo que su papel estd mas
bien asociado al transporte.

Los microtubulos son estructuras tubulares constituidas por unidades
de tubulina, con didmetro promedio de 25 nm. Los microtibulos intervie-
nen en diversas funciones tales como el transporte intracelular, el movi-
miento de cilios y flagelos y el movimiento de cromosomas; son sensibles a
temperatura, presion y drogas como colchicina, vinblastina y taxol. Para po-
limerizarse y funcionar, se asocian a proteinas como las llamadas MAPs
(proteinas asociadas a microtabulos), Tau y la dinaina.

Los filamentos intermedios tienen un diametro de 8 a 10 nm, son bioqui-
micamente heterogéneos y estan formados por diversas proteinas como
queratina, vimentina, desmina, etc. Son muy frecuentes en células sujetas
a tension mecanica y en axones de células nerviosas, y son los componentes
mas estables del citoesqueleto. No se conocen drogas que los despolimeri-

Los microfilamentos
constituidos por actina
tienen un didametro de
5 a 7 nanémetros (nm).

Los microtubulos son
estructuras tubulares
constituidas por uni-
dades de tubulina,
con didmetro prome-
dio de 25 nm.

Los filamentos inter-
medios tienen un dia-
metro de 8 a 10 nm, y
estan formados por
diversas proteinas co-
mo queratina, vimen-
tina, desmina, etc.
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El citoesqueleto es un
grupo complejo de es-
tructuras citoplasmicas
constituidas por pro-
teinas filamentosas.

Los cuatro componen-
tes principales que for-
man al citoesqueleto
son los microfilamen-
tos, los microtubulos,
los filamentos inter-
medios, y una fina red
de microtrabéculas.

cen aunque se desorganizan al despolimerizarse los microttibulos. Se piensa
que la fosforilacion en los residuos de serina de las proteinas que forman a
los filamentos intermedios esta relacionada con funciones especificas.

Las microtrabéculas forman parte de la “materia basica” del citoplasma,
donde forman una fina red microtrabecular. Se supone que sirven de sopor-
te e interconexién a diversos organelos del citoplasma. Se sugiere que estan
formadas por una proteina semejante a la actina, pero se desconoce su com-
posiciéon molecular.

‘ Introduccion

El término citoesqueleto fue introducido en anos recientes para denomi-
nar a un grupo complejo de estructuras citoplasmicas constituidas por
proteinas filamentosas. La mayoria de las células eucaridnticas tiene una
forma definida y presenta un alto grado de organizacion interna, pero, a
la vez, puede cambiar de forma, producir movimientos en su interior a fin
de redistribuir diferentes organelos, y en ocasiones migrar de un sitio a
otro. Generalmente se acepta que la forma, organizacién interna y mo-
vimiento celular dependen directamente de los elementos del citoesque-
leto, que constituyen, por asi decirlo, los “huesos y musculos” de las cé-
lulas. Debe considerarse, sin embargo, que el citoesqueleto no es sélo un
conjunto de estructuras estaticas encargadas de proporcionar soporte a
la célula, sino que constituye un complejo estructural dinamico el cual,
segun el caso, puede actuar como un elemento de soporte o bien experi-
mentar cambios rapidos en estructura y disposicién. Esto se consigue
por las caracteristicas de sus elementos, como veremos mas adelante, ya
que pueden ensamblarse y desensamblarse segiin los requerimientos fun-
cionales de la célula.

‘ Componentes del citoesqueleto

Utilizando las técnicas apropiadas para estudios ultraestructurales y molecu-
lares, se han determinado cuatro componentes principales que forman al
citoesqueleto: microfilamentos, microttbulos, filamentos intermedios, y
una fina red de microtrabéculas, todos ellos dispuestos en arreglos ordena-
dos en la mayoria de las células animales y en algunas vegetales (figura 9-1a).
Ciertos elementos del citoesqueleto, como es el caso de los microttbulos,
fueron ya observados por citélogos de fines del siglo XIX como estructuras
fibrosas; pero la comprension real de su estructura tuvo que esperar al ad-
venimiento del microscopio electrénico y al refinamiento de técnicas para
la fijacion y el corte adecuado de los tejidos, la tincién negativa y la difrac-
cion de rayos X entre otras, asi como a las técnicas empleadas en conjunto
con la microscopia 6ptica como polarizacion e interferencia del haz de luz,
microinyeccién y video-microscopia. Los microtabulos, por ejemplo, se pu-
dieron describir como tales en el citoplasma cuando se introdujo la fijacion
con glutaraldehido, en 1957.
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. Métodos de estudio

Figura 9-1. Componentes del citoesqueleto
observados con diferentes métodos.

a) Célula muscular lisa vista por microsco-
pia electrénica de transmision; el citoplas-
ma tiene abundantes microfilamentos de
actina (ma), orientados en relacion al eje
mayor de la célula. Cerca del nucleo y con
la misma orientacién, se observan numero-
sos microtubulos (mt). X 80,000. b) Cito-
plasma de una célula de la retina de acocil
observada en corte grueso por microscopia
electrénica de alto voltaje. Los granulos
de pigmento se observan embebidos en la
matriz citoplasmica fibrosa y conectados a
ella. X 16,000. c) Microtubulos de la red
citoplasmica vistos por el método de con-
gelamiento rapido. Se observa la conexién
de los microtubulos (mt) con los brazos

de la nexina (puntos de flecha) o proteina
motora que permite el movimiento de

los granulos de pigmento. X 118,000.

d) Regiones corticales de intensa endoci-
tosis en trofozoitos de E. histolytica, en
donde la actina se acumula y puede iden-
tificarse por marcaje con faloidina fluores-
cente. X 4,000. Fotografias b y ¢, cortesia
de E. Frixione.

Hay dos metodologias clasicas para el estudio del citoesqueleto, que son la
microscopia electronica y la inmunofluorescencia. Las primeras observa-
ciones de la estructura fina de los componentes del citoesqueleto se lleva-
ron a cabo utilizando las técnicas convencionales de corte y contraste em-
pleadas en microscopia electronica, siendo posible observar claramente en
el citoplasma de diversos tipos celulares finos filamentos o bien haces de los
mismos, a menudo asociados con la membrana plasmatica, asi como es-
tructuras tubulares. Se establecieron entonces las bases estructurales que
diferencian a los filamentos de los tabulos. Se establecié también la estruc-
tura clasica de los flagelos y los cilios, en la cual los microtibulos se asocian
en pares para formar el axonema.

Una de las limitaciones que presenta la microscopia electrénica de
transmision es el escaso poder de penetracion de los electrones en la mues-
tra. Esta debe ser sumamente delgada (del orden de 50 a 100 nm). Por
ello, no es posible tener una imagen completa de la disposicion tridi-
mensional del citoesqueleto, ni de la manera en que se encuentran in-
terrelacionados sus diversos elementos, por lo que se emplearon, en al-
gunos casos, células completas o bien algunos de los componentes del
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citoesqueleto aislados que se observaron, utilizando principalmente 2
meétodos:

a) tincion negativa que permite observar sin necesidad de hacer cor-
tes finos, estructuras particuladas y fibrosas, las cuales son colo-
cadas sobre una rejilla de cobre provista de un soporte de plasti-
co y cubierta con carbon. La rejilla se cubre con alguna solucién
de sales de metales pesados como son el acetato de uranilo o el
acido fosfotingstico. Al observar estas preparaciones al micros-
copio electréonico, aparecen como objetos claros sobre un fondo
oscuro, debido a que las macromoléculas que integran la mues-
tra excluyen al metal y, por ello, los electrones pasan con mayor
facilidad a través de ellas que en donde se encuentra éste; y

b) solubilizacion parcial de la membrana y extraccion de la matriz ci-
toplasmica con el empleo de detergentes no idnicos, los cuales eli-
minan a las proteinas solubles y a los fosfolipidos en la membrana
plasmatica y dejan como residuo una red de diferentes filamentos,
que en su conjunto representan al citoesqueleto.

Con el desarrollo del microscopio electrénico de alto voltaje, se pu-
dieron estudiar células completas y seleccionar areas delgadas del cuer-
po celular. Se tuvo asi una visién mas completa de la interrelacién de di-
versos componentes del citoesqueleto entre si y con otros organelos en
el citoplasma. En la figura 9-1b podemos ver la relacion de la matriz
citoplasmica con granulos de pigmento en las células reticulares del
acocil. Un complemento a esta técnica de extraccion consiste en conge-
lar las células de una manera rapida empleando una placa de cobre en-
friada con helio liquido a =269 °C permitiendo que el agua del citoplas-
ma se elimine. De esta manera se descubren estructuras en relieve en el
interior de la célula. Este método permite observar con nitidez y de una
manera tridimensional los diversos elementos del citoesqueleto y las re-
laciones espaciales que éstos guardan entre si (figura 9-1c). La estructura
de la red terminal y el interior de las microvellosidades —ambas presen-
tes en células epiteliales— se han determinado con este método, que
también ha permitido establecer cémo se disponen las proteinas con acti-
vidad de ATPasas (hidrolasas del adenosin-trifosfato, llamado en adelante
ATP), para formar estructuras semejantes a “brazos”, a lo largo de los
microtabulos y de los microfilamentos que, de esta forma, adquieren la
energia suficiente para moverse.

Sin embargo, fue la utilizacién de la inmunofluorescencia lo que ha per-
mitido un avance impresionante en el estudio de la distribucién de varios de
los componentes del citoesqueleto. Esta metodologia aprovecha una propie-
dad de estas proteinas que consiste en que su secuencia de aminodacidos es
muy similar, posiblemente como resultado de haberse derivado de un gen co-
mun; por lo cual, los anticuerpos preparados contra una de estas proteinas
dan reaccion cruzada con la misma proteina, pero de diferente fuente. Por
ejemplo, los anticuerpos contra actina o tubulina purificada de cerebro de
mamifero reconocen especificamente otras actinas o tubulinas en todo tipo
de células, tanto de eucariontes superiores como de organismos inferiores.
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La técnica consiste en utilizar el anticuerpo especifico contra la pro-
teina que se quiere localizar. Las células, ya sea en cultivo o en el tejido, se
fijan con formaldehido y se permeabilizan con acetona o metanol, para que
el anticuerpo penetre al interior de la célula. El anticuerpo se une al an-
tigeno que estd en forma de estructura filamentosa o tubular, o a la pro-
tefna soluble que se encuentra en diferentes regiones del citoplasma. Las
células se incuban con un segundo anticuerpo acoplado a un reactivo fluo-
rescente (los mds comunes son isotiocianato de fluoresceina y rodamina),
dirigido a su vez contra las inmunoglobulinas del primer anticuerpo. Des-
pués de lavados prolongados con solucién salina, para quitar el exceso de
anticuerpos, las células pueden observarse en un microscopio equipado
para fluorescencia.

Al incidir la luz ultravioleta de cierta longitud de onda sobre la prepa-
racion, el reactivo fluorescente emite una sefal que es filtrada a través del
microscopio y se recoge como una sefial amplificada de las estructuras que
forman el citoesqueleto a las que se han unido los dos anticuerpos. Esta am-
plificacion permite seguir la distribucién de los elementos del citoesquele-
to, asi como sus cambios en relacién con funciones especificas. Usando es-
ta misma metodologia y anticuerpos monoclonales, es decir, anticuerpos
dirigidos contra uno solo de los determinantes antigénicos o epitope de una
molécula, se ha podido diferenciar entre diversos tipos de filamentos o ta-
bulos que estan formados por proteinas relacionadas entre si pero no idén-
ticas, las cuales ejecutan funciones especificas. Por ejemplo, con este tipo
de anticuerpos se ha podido determinar que los filamentos intermedios
cambian su conformacién durante la mitosis, lo cual resulta en la exposi-
cion de epitopes especificos en la molécula que no estan expuestos durante
la interfase, y que diferentes tipos de tubulinas forman a los microtibulos
que se encuentran asociados a estructuras como el aparato de Golgi y el
aparato mitético.

Se han utilizado también anticuerpos marcados con fluorescencia para
estudiar en forma indirecta la funcion de los antigenos contra los que estan
dirigidos. Asi, al microinyectar a una célula en mitosis con anticuerpos con-
tra actina se ha impedido la citocinesis, indicando la participacion de la ac-
tina en este proceso. Igualmente, se ha localizado miosina en el aparato mi-
totico, al inyectar un anticuerpo antimiosina que impide que la célula se
divida. Los anticuerpos monoclonales contra proteinas de filamentos inter-
medios causan una disrupcion total de la estructura celular, si son microin-
yectados en células en cultivo.

La microinyeccién de macromoléculas a células en cultivo es una me-
todologia que ha permitido un avance importante en el conocimiento de las
funciones del citoesqueleto. No sélo se han inyectado los anticuerpos, sino
también actina fluorescente en varios tipos de células para investigar la in-
corporacion de actina soluble a proteina filamentosa. En estos experimen-
tos se ha podido estudiar la distribucién de esta molécula, en los momentos
en que se producen pseudépodos y otras proyecciones del citoplasma, dan-
do una idea completa de como se llevan a cabo estos fenémenos de motili-
dad celular. Recientemente, se han podido introducir a varios tipos de cé-
lulas, secuencias de RNA mensajeros antisentido, es decir, los transcritos
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complementarios al transcrito natural de un gen. El antisentido de miosi-
na, por ejemplo, introducido a la forma amiboidea de Dictyostelium inhi-
be la transcripcion eficiente del gen tnico de miosina que tienen estas cé-
lulas. Como resultado, las amibas no tienen suficiente miosina, de modo
que estas células transfectadas pueden moverse y dividirse con dificultad y
son deficientes en fagocitosis; ello indica que la miosina participa en estos
procesos.

Otra molécula que se ha utilizado en el estudio del citoesqueleto es un
derivado de la faloidina (falacidina). La falacidina fue aislada del hongo ve-
nenoso Amanita phalloides y se une especificamente a filamentos de acti-
na. La falacidina fluorescente se une a la actina de las células permeabiliza-
das y puede entonces visualizarse en el microscopio de fluorescencia el
patron de filamentos de actina y estudiar su distribucion, sin tener que re-
currir a la obtencién de un anticuerpo contra actina.

La utilizacion de camaras de televisiéon que registran senales lumino-
sas de muy baja intensidad, y de computadoras para procesar las image-
nes de fluorescencia obtenidas de las células marcadas con moléculas
fluorescentes, ha permitido un avance muy grande en la cuantificacion de
las proteinas del citoesqueleto en células individuales y en estudios de in-
teraccion con otras proteinas. Igualmente, el uso de la microscopia con-
focal ha permitido la observacién de planos especificos en la célula, y se-
parar perfectamente la fluorescencia de una estructura del resto de los
componentes en la célula. Por otro lado, la obtencién de proteinas del ci-
toesqueleto purificadas y marcadas in vitro con reactivos fluorescentes ha
facilitado el seguimiento de cinéticas de polimerizacién de estas protei-
nas, utilizando fluorespectrofotometria. Este tipo de mediciones permiten
analizar las diferentes etapas de ensamble, asi como el desensamble y nu-
cleacion de los monémeros que forman un filamento o un tabulo. De la
misma manera, se puede analizar la interaccion de otras proteinas con los
mondémeros y, por tanto, tener idea de como se llevan a cabo estos proce-
sos dentro de las células.

Otra técnica utilizada recientemente en el estudio del citoesqueleto es
la construccién de proteinas mutadas o quiméricas. Estas estan formadas
por secuencias de aminoacidos modificadas, o por diferentes combinaciones
de secuencias pertenecientes a dos 0 mas proteinas del citoesqueleto. Para
poder llegar a esto, primero se clonan los genes de las proteinas en estudio,
y, por medio de reacciones enzimaticas, se hacen las diferentes construccio-
nes. Posteriormente, estas moléculas se transfectan a las células receptoras,
en donde se amplifican para tener un ntimero suficiente de copias del gen
modificado. Esto puede hacerse en células en cultivo o en células embrio-
narias, durante la etapa de blastula, para obtener un animal transgénico.
Esta técnica permite estudiar la expresion de genes especificos en el animal
adulto, durante las diferentes etapas de la diferenciacion celular, o en las cé-
lulas en cultivo sujetas a diversos estimulos o a inhibidores de alguna acti-
vidad celular especifica.

Por medio de estas técnicas, ha sido posible sobreexpresar proteinas
del citoesqueleto y asi estudiar en qué funciones participan. Por ejem-
plo, la sobrexpresién del gen de vimentina en ratones transgénicos cau-
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sa una diferenciacién anormal de las fibras lenticulares y los animales
desarrollan cataratas. En otros experimentos, se ha demostrado que los
ratones que sobreexpresan transgenes que codifican a las proteinas de
neurofilamentos desarrollan atrofia neurolégica, acompanada de una
acumulacién anormal de neurofilamentos. En las células transfectadas
con genes que codifican a las proteinas motoras (cinesina y dinaina) se
ha podido dilucidar el papel que tienen estas proteinas en el movimien-
to anterégrado y retrégrado para transportar diferentes organelos. Por
altimo, con este tipo de estrategia, se ha podido definir el papel de los fi-
lamentos intermedios en el metabolismo celular y durante la transfor-
macién maligna.

. Microfilamentos

Los filamentos se encuentran presentes en la mayoria de las células euca-
riénticas tanto animales como vegetales; en algunas células son abundan-
tes, como en células musculares, nerviosas y epiteliales, particularmente
del epitelio escamoso estratificado. Los elementos fibrosos intracelulares
pueden existir en forma individual o agruparse para formar estructuras mas
complejas que podrian reunirse en tres categorias, segiin su diametro: 1) fi-
lamentos (5 a 15 nm de diametro); 2) fibrillas (haces de filamentos de apro-
ximadamente 0.2 pm de didmetro); y 3) fibras constituidas por haces de fi-
brillas, las cuales se observan facilmente con el microscopio de luz, aun a
bajos aumentos.

Filamentos delgados

Estos microfilamentos tienen un didmetro de 5 a 7 nm. Estan formados de
un solo polipéptido, llamado actina. Esta proteina fue descrita primero en
el musculo esquelético, pero se encuentra también en las células no muscu-
lares. Tiene un peso molecular de 41,800 daltones y es una proteina globular
(G-actina). Tiene asociada una molécula de Ca?* que estabiliza la confor-
macion globular y una molécula de ATP, cuyo fosfato terminal se hidroliza
cuando la actina G polimeriza y se convierte en actina F, que forma el mi-
crofilamento. Esta polimerizacion se obtiene elevando las concentraciones
de sal en la solucion de actina G (figura 9-2a).

Los filamentos de actina vistos al microscopio electrénico, estan cons-
tituidos por dos cadenas de actina globular de 4 nm de diametro, enrolladas
formando una hélice, cuyos extremos, de conformacion molecular diferen-
te le confieren polaridad al filamento, razon por la cual el filamento crece
afiadiendo mondémeros Gnicamente a uno de los extremos. Esta polaridad
se detecta en la forma en que interacciona un filamento de actina con las
moléculas de miosina. Al interaccionar la actina con la cadena pesada de la
miosina se forman estructuras parecidas a puntas de flecha, vistas por tin-
cion negativa en la figura 9-2b. Esta interaccion requiere de la unién de ATP
a la cabeza de miosina y su hidrélisis por la misma miosina que tiene acti-

Los filamentos se en-
cuentran presentes en
la mayoria de las cé-
lulas eucarionticas ani-
males y vegetales.
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Figura 9-2. Organizacion de filamentos de
actina. a) Filamentos de actina polimeriza-
dos in vitro. X 10,000. b) Filamentos de
actina decorados con meromiosina

pesada (fraccion de la miosina que tiene
actividad de adenosin trifosfatasa) que
muestran la caracteristica figura de puntas
de flecha con orientacién definida en un
solo sentido del filamento de actina al
que se unen (flechas). X 115,000. c) Fibras
de tension de actina formadas por haces de
microfilamentos en fibroblastos 3T3 y
vistos por tincién de fluorescencia utili-
zando faloidina rodaminada. X 2,400.

d) Microvellosidades del epitelio intesti-
nal. Al centro de cada microvellosidad se
observan grupos de filamentos de actina
(puntas de flecha). En la region apical, los
filamentos se insertan en una capa elec-
trodensa de material amorfo. X 80,000.

En el musculo esquelé-
tico, la actina es el
principal constituyente
de los llamados fila-
mentos finos presentes
en los sarcdmeros.

vidad de ATPasa. Los cambios de conformacion de la miosina por estas ac-
tividades permite que las cabezas se desplacen sobre los filamentos de acti-
na y haya movimiento.

En el musculo esquelético, la actina es el principal constituyente de los
llamados filamentos finos presentes en los sarcomeros. En organismos uni-
celulares y en células no musculares, los filamentos de actina se organizan
para formar redes finas y haces o fibras de tension, que estan involucradas
en la motilidad y en el mantenimiento de la morfologia celular (figura 9-2¢).
Muchas de las proyecciones en la superficie celular como filopodios, mi-
croespiculas, etc., son estructuras dindmicas que se forman y se retraen con
gran rapidez, a través de la polimerizacién y despolimerizacion de la actina.
En las células amiboideas, la actina no forma filamentos largos y aparece
como concentraciones fibrogranulares difusas en la region cortical (figura
9-1d). En estructuras estables, como las microvellosidades de los epitelios
hay una red de microfilamentos de actina mantenida por interaccién de es-
ta proteina con otras proteinas como la fimbrina y la vellosina (figura 9-2d).
En la mayoria de las células, tanto las que forman parte de un tejido como
las que se desplazan de manera individual, los filamentos de actina se orga-
nizan en una red intrincada, entrelazada con proteinas que se asocian a los
filamentos de actina y les confieren estabilidad. Esta red, situada por deba-
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jo de la membrana plasmatica se conoce como corteza celular y le da sopor-
te mecdnico a la superficie de la célula. Recientemente, se ha encontrado
que esta corteza sostiene en su sitio a varios de los componentes molecula-
res que participan en la transduccion de sefiales que se inician en la mem-
brana plasmatica. Los diversos tipos de actinas, en los diferentes tipos de
células, son producto de la transcripcion de genes diferentes, pero relacio-
nados entre si y cuyo nimero de copias es también variable. Se han iden-
tificado hasta ahora 6 genes de actina en diversas células estudiadas. Estas
actinas son funcionalmente equivalentes, es decir, forman microfilamentos
heterogéneos con funcién idéntica.

Filamentos gruesos

Estan formados por miosina, descrita también inicialmente en el muasculo
esquelético, en donde, junto con la actina, constituye los sarcomeros. Estos
filamentos gruesos tienen un diametro de 15 nm (figura 9-3). La miosina
ha variado considerablemente en la evolucién, a diferencia de tubulina y
actina que son proteinas con una secuencia de aminoacidos muy conservada.
Actualmente, se conocen 2 tipos de miosinas, la Iy la II.

La miosina II o miosina convencional es soluble a altas concentracio-
nes de sal. Estd formada por 6 polipéptidos, 2 cadenas pesadas de 200,000
daltones y 2 pares de ligeras de 16,000 y 20,000 daltones. Las cadenas pe-
sadas forman fibras con extremos globulares o cabezas que se asocian a los
filamentos de actina para producir la contraccion del sarcémero. Cuando
la actina se asocia a la miosina in vitro se activa la enzima ATPasa de la
miosina, independientemente de la presencia de iones Ca?*. Sin embargo,
en el masculo esquelético la actividad de la ATPasa es dependiente del cal-
cio y es regulada por la troponina y la tropomiosina. Como se explicé an-
teriormente, la interaccion de la miosina con la actina esta regulada por
los cambios en la conformacion de la miosina y depende de la hidrdlisis de

Figura 9-3. Célula muscular cardiaca
representativa de un citoesqueleto
altamente organizado. Se mues-
tran varias miofibrillas (mf) con su
caracteristico patron de estriacién;
en ellas se observan claramente
filamentos gruesos de miosina

(m) y filamentos delgados de
actina (a). X 25,000.
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La miosina se consi-
dera un motor celular
por su capacidad para
moverse e inducir des-
plazamiento de otros
elementos del citoes-
queleto con los que se
asocia.

ATP. La miosina se considera un motor celular por su capacidad para mo-
verse e inducir desplazamiento de otros elementos del citoesqueleto con
los que se asocia. En las células no musculares, la miosina II existe en for-
ma de filamentos aislados.

Las miosinas I son moléculas més pequenias que la miosina II, son li-
geramente diferentes entre si, pero, en forma general, se puede decir que
estan constituidas por una cadena pesada de 120,000 a 140,000 daltones, y,
dependiendo de la forma de miosina de que se trate, tienen asociadas 1 o
2 cadenas ligeras de aproximadamente 15,000 a 30,000 daltones. En algu-
nas de estas miosinas, las cadenas ligeras son moléculas de calmodulina.
Estas miosinas, que se descubrieron recientemente, tienen un sitio de union
para la actina y uno de unién a la membrana plasmatica. Por esta razon, se
ha pensado que las miosinas I, también llamadas miosinas no convenciona-
les, participan en el transporte de vesiculas a los diferentes dominios de la
membrana plasmatica. La activacién de la miosina en las células no muscu-
lares no depende de impulsos nerviosos, sino que puede activarse por ni-
veles de AMPc (adenosin-monofosfato ciclico) y por hormonas, a través de
mecanismos de sefializacion que liberan Ca?* de reservorios citopldsmaticos
al citosol. Ademas, en las células no musculares, la contraccién depende de
la fosforilacién de la miosina por mecanismos dependientes de calcio y una
enzima cinasa especifica. Los mecanismos de regulaciéon son distintos para
cada tipo de célula.

. Filamentos intermedios

La microscopia electronica ha permitido observar en la matriz citoplasmi-
ca de las células eucariontes, filamentos con didmetro de 8 a 10 nm, que es
un tamano intermedio entre los microtibulos y los microfilamentos; de
ahi que se les denominara filamentos intermedios o filamentos de 10 nm.
Estas estructuras del citoesqueleto estian constituidas por una superfamilia
heterogénea de cuando menos 50 diferentes proteinas que tienen pesos
moleculares tan variados que van de 40,000 a 200,000 daltones. La distri-
bucién, composicion y funcion de estos filamentos han sido ampliamente
investigadas en afios recientes, en gran variedad de células. Algunos de
ellos han recibido su nombre de acuerdo con la célula de origen y se han
clasificado en seis tipos diferentes. Los tipos I y II estan constituidos por
queratinas basicas y acidicas, respectivamente, y se expresan en células
epiteliales. Los filamentos intermedios tipo III estan constituidos por vi-
mentina, desmina, la proteina acidica fibrilar y la periferina. Cada una de
estas proteinas constituye los filamentos intermedios en células de origen
mesenquimatoso, muscular, de la glia y en las células nerviosas periféri-
cas, respectivamente. La clase IV de filamentos intermedios estd consti-
tuida por las proteinas que forman a los neurofilamentos (NF-L, NF-M, y
NF-H) y por la o internexina. La clase V de filamentos intermedios com-
prende las laminas nucleares A, B y C. Por dltimo, los filamentos inter-
medios del grupo VI, estan formados por la nestina que se expresa en las
células neuroendoteliales (figura 9-4).
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En una sola célula pueden coexistir diferentes tipos de filamentos inter-
medios. También pueden ser dirigidos a compartimentos subcelulares es-
pecificos, debido a que las proteinas de los filamentos intermedios tienen
determinantes en su estructura primaria o a que son fosforiladas en resi-
duos de aminodcidos especificos. Tanto la coexistencia de los filamentos in-
termedios en una sola célula, como su segregacion a diferentes comparti-
mentos subcelulares, ha sugerido que los diferentes tipos de filamentos
intermedios tienen funciones selectivas.

Durante muchos anos, se consideré que la funcién de los filamentos in-
termedios dentro de la célula era mecanica, es decir, como integradores del
espacio intracelular. Sin embargo, cada vez se acumula mas evidencia que
indica que los filamentos intermedios tienen un papel importante para la fi-
siologia de la célula. Algunas de las funciones mecanicas de los filamentos
intermedios son, principalmente, la de dar soporte a diversos componentes
celulares, la modificacion de la forma de las células, o bien como elementos
clave en la organizacion de la matriz citoplasmatica. Una clara asociacion
de estos filamentos con la membrana plasmatica se realiza en los desmoso-
mas membranales, localizados principalmente en las células epiteliales. En
el musculo esquelético se supone que mantienen a las miofibrillas adyacen-
tes en registro uniendo los bordes de los discos Z. Actualmente, se sabe que
los filamentos intermedios formados por queratinas tienen un papel protec-

Figura 9-4. Organizacién de filamen-
tos intermedios. a) Corte transversal
de un axén mielinico de mamifero
con abundantes filamentos interme-
dios (neurofilamentos nf) y algunos
microtubulos (neurotldbulos nt). X
80,000. b) C