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En 1953 se produce un hecho trascendental en la historia de la Biologia, cuan-
do la revista Nature publico el trabajo sobre estructura del ADN de James D.
Watson y Francis H. C. Crick. Este trabajo dio comienzo a una revolucion en el
campo de la Biologia y marcé el inicio de la Biologia Molecular. Desde entonces
hasta nuestros dias el conocimiento acerca de los mecanismos moleculares relacio-
nados con la herencia biol6gica han alcanzado un desarrollo insospechado en
épocas anteriores.

El conocimiento de la estructura molecular del ADN ha permitido esclarecer los
mecanismos relacionados con la duplicacion del ADN, la sintesis de los ARN y de
las proteinas, la recombinacion genética y la mutagénesis, asi como los complejos
mecanismos que permiten la autorregulacion de todos esos procesos.

Por s esto fuera poco, a partir de ese descubrimiento se han desarrollado pode-
rosos procedimientos experimentales que han rebasado el marco de la genética
molecular y han incidido de forma fundamental en e conocimiento de la estructura y
las funciones celulares, de los procesos del desarrollo filo y ontogenético, de la rela-
cion entre el genoma y el ambiente y de las bases moleculares de las enfermedades.

En este capitulo nos proponemos hacer un resumen de los principales aspectos
de la Biologia Celular y Molecular como una introduccion panoramica para el
resto de los capitulos del libro.

LA BIOLOGIA CELULAR

LaBiologia Celular contemporaneatiene como objetivo explicar lasfuncionesdelas
células a partir del conocimiento de laestructura, las propiedadesy las funciones de las
moléculas que laforman, especialmente de los agregados supramoleculares. Desde ese
punto de vistala célula eucarionte se presenta como un complejo sistema biomolecular
con un alto grado de organizacion estructural y funcional que constituyelaunidad béasica
delos organismos superiores. Sus estructuras estan formadas por agrupaciones de mol é-
culas o de macromol éculas que forman verdaderos organitos en los cuales se llevan a
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cabo todas las funciones celulares de una forma arménicay coordinada. Las moléculas
gue componen estos organitos son los lipidos, las proteinas, los acidos nucleicosy los
polisacaridos. Dos aspectos destacan en estas células, la existenciadel nicleo donde se
encuentraconfinado el ADN y laexistenciade unabastared de estructuras membranosas
gue dividen la célula en humerosos compartimentos, de manera que |os procesos se
produzcan con rel ativaindependenciauno de otros. Asi, pararealizar funciones comple-
jas es necesario que se genere un flujo de sustancia, energia e informacién no solo entre
lacélulay su entorno sino ademas entre los diferentes compartimentos intracel ul ares.

Lamembranaplasméatica

Lamembrana plasmatica es una estructuralaminar que rodeaalacélula separdndola
y comunicandola con el exterior. Estd compuesta por lipidos, polisac&ridosy proteinas.
Laestructurabési ca estdformada por una dobl e capa de moléculas de lipidos que son los
fosfatidos de glicerina, los esfingolipidosy el colesterol. Estoslipidos presentan unaes-
tructura anfipética, es decir, contiene una zona polar pequefiay una zona apolar mucha
mas grande. En las membranas las zonas apolares se disponen hacia € interior y las
zonas polares haciael exterior, unaen contacto con el espacio extracelular y otrahaciael
interior delacélula. Hasta hace poco se daba por sentado queloslipidos delamembrana
solamente tenian un papel pasivo como parte de la barrera que separalacéluladel exte-
rior, sin embargo, recientemente se ha descubierto que los componentes lipidicos de la
membranaintervienen en complejos mecanismos de comunicacion intercelular, unos ge-
nerando segundos mensgjeros (como €l diacilglicerol), otros regulando la actividad de
enzimas (como el fosfatitil inositol) y alin unosterceros como precursores deimportantes
sefiales moleculares (como el &cido araquiddnico que da origen a las prostaglandinas)
que comunican aunacélulacon susvecinas. Loslipidos ademés participan en los meca-
nismos de difusion através de la membrana de sustancias apolares y del agua.

Los polisacéridos suelen ser cortos (catorce a veinte unidades) y ramificados, con
monosacéridos derivados (galactosamina, fucosa, glucosaming, etc.) y siempre estan
orientados hacia el espacio extracelular. Participan en funciones de reconocimiento
intercelular (como |os grupos sanguineos) y se encuentran unidos bien aloslipidos, biena
las proteinas.

Las proteinas son los componentes funcionales més importantes de las membranas.
L as funciones especificas que unamembranarealiza se deben alas proteinas que contie-
ne. Las proteinas pueden ser extrinsecas o periféricas si sdlo estén en contacto con la
parte polar delamembranaeintrinsecas o integrales si 1o hacen con lazonaapolar, entre
las que se encuentran las transmembranales que atraviesan la membrana de un lado al
otro. Las proteinas pueden constituir poros por donde pasan sustancias polares cuyo
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didmetro sea inferior al del poro; canales, que cumplen una funcién similar, pero son
estructuras mas activas que se abren y se cierran en respuesta a determinados estimulos
(cambios de voltaje, unién de un ligando); transportadores que llevan sustancias de un
lado a otro de lamembrana, bien afavor de su gradiente de concentracion (transporte
pasivo) o contrael gradiente (transporte activo) en cuyo caso requieren de unafuente de
energia como la hidrélisis del ATP. Otras proteinas son enzimas que pueden estar for-
mando parte permanente de la membrana o asociarse temporalmente con ésta. Por Ulti-
Mo exi sten proteinas que actlan como receptores de sefial es extracel ulares que permiten
adaptar el funcionamiento delacélulaalas condiciones especificas del organismo enun
momento dado.

El sstemadeendomembranas

El sistema de endomembranas consta de dos componentes, un sistema continuo de
membranasintracel ularesy un conjunto de organitos citoplasméticos membranososinde-
pendientes (Figura2.1). Al primer grupo pertenecen €l reticulo endoplésmico tanto € liso
como € rugoso, € aparato de Golgi y la envoltura nuclear. Las membranas de este
sistema son esencialmente iguales en estructura ala membrana plasmatica, sin embargo
sus diferencias radican en las proteinas que poseen, lo que hace que cada uno de ellos
cumplafuncionesdiferentes. Asi, end reticul o endopldsmicoliso seencuentran lasenzimas
relacionadas con la sintesis de lipidos y las que participan en los mecanismos de
destoxificacion. En € reticulo endoplésmico rugoso se encuentran proteinas que actlian
como receptores para los ribosomas, a los cuales éstos se fijan durante la sintesis de
proteinas que van aformar parte de las membranas 0 que seran segregadas al exterior.

Reticulo endopléasmico liso

M itocondrias

Aparato de Golgi

Ndcleo , I
Reticulo endoplasmico rugoso

Peroxisomas
Lisosomas

Ribosom as

Figura2.1. Se representan esquematicamente |os componentes de una célula eucarionte. Por simplicidad
del esquema no se representan los componentes del citoesguel eto.



La envoltura nuclear estd formada por dos membranas, la externa cubierta temporal-
mente de ribosomas y la interna asociada con la l&amina nuclear. Estas membranas se
fusionan en numerosos puntos dejando una abertura cuyas paredes estan cubiertas de
proteinas dando lugar al llamado complejo del poro nuclear por donde transitan
macromol éculas, tanto desde €l nlcleo haciael citoplasma, como en sentido contrario. El
aparato de Golgi est4 formado por un conjunto de sacos membranosos aplanados que
esta muy desarrollado en las células secretoras. En su interior las proteinas sintetizadas
por losribosomas unidos al reticul o endopl asmico rugoso son modificadas, principal mente
por glicosilaciones, concentradasy empaquetadas para ser enviadas adiferenteslugares,
entre elloslos lisosomas, |0s peroxisomasy lamembrana plasmética.

L os organitos citoplasméticos membranosos son las mitocondrias, loslisosomasy los
peroxisomas. Las mitocondrias estan formadas por dos membranas, la externaeslisay
permeable a mol éculas de hasta 10 kDa, mientras que lainternaforma pliegues hacia el
interior [lamados crestasy es practicamente impermeabl e acasi todas | as sustancias con
excepcion del agua, €l oxigenoy el dioxido de carbono. El espacio limitado por lamem-
branainternarecibe el nombredematrizy esel asiento deimportantes procesos metabdlicos
principalmente del Ciclo de Krebs. La membrana interna contiene cerca de un 70% de
proteinas entre | as cual es se encuentran las que forman parte de la cadena transportado-
ra de electrones y la ATP sintetasa que cataliza la formacion del ATRP. Muchas de las
otras proteinas actlian como transportadores, 10 cual es necesario debido ala poca per-
meabilidad delamembrana.

L oslisosomas contienen un gran nimero de enzimas hidroliticas capaces de degradar
un gran numero de sustancias complejas por lo que se han identificado como el sistema
digestivo delacélula. Sumembrana contiene un bomba de protones que permite mante-
ner en el interior un pH Mas bgjo que en € exterior. Como la enzimas tienen su mayor
actividad a ese pH en caso de ruptura de los lisosomas su contenido seria vertido al
citosol, donde el pH mas ato inactivaria a las enzimas impidiendo la digestion de los
componentes celulares.

L os peroxisomas son corpuscul os membranosos redondeados que contienen un buen
grupo de enzimas oxidativas, entre ellaslacatalasay laperoxidasa, y otras que participan
en la oxidacion de los écidos grasos de cadena muy larga.

Se han descrito numerosas enfermedades debidas a la deficiencia genética de mu-
chas de las proteinas que forman parte del sistema de endomembranas.
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El citoesqueleto

El citoesqueleto forma una especie de armazon de la célulay esta integrado basica
mente por trestipos de estructuras: 1os microfilamentos, los microtdbulosy losfilamentos
intermedios. L os microfilamentos se forman por lapolimerizacion de laactinaen presen-
ciade ATP. Estos filamentos forman unaintricada red inmediatamente por debajo de la
membrana plasmética y mediante proteinas especificas estan en contacto con compo-
nentes de la matriz extracelular. Los microfilamentos son estructuras dinamicas. Existe
normalmente un equilibrio entre lasreacciones de polimerizacion y despolimerizacion de
la actina que hace posible los movimientos que realiza la membrana plasmética en los
movimientos ameboideosy durante el proceso de fagocitosis.

Losmicrotubul os se forman por la polimerizacion delatubulinadelacual existen dos
variedades, laa y la. Estas forman un dimero que se polimeriza dependiendo de GTP.
Losdimerosal polimerizarse dan lugar aunaestructurahelicoidal que dejaunaluz central
que esel motivo de sunombre. Los microtubul os se disponene en formaradiada desde el
nucleo haciala periferiade la célula, creando una armazon que daformay consistencia
alacéula. Proteinas que funcionan como motores moleculares se asocian alasuperficie
de los microtubulos y transportan sustancias de gran tamafio incluyendo vesiculas
membranosas y macromoléculas. También constituyen una estructura dindmica que se
polimerizay despolimerizade acuerdo con |as condiciones celulares. Unaformaespecial
de estos microtubul os es el huso acromatico que se forma durante ladivision celular.

Losfilamentosintermedios son proteinas fibrilares que se asocian lateralmentey dan
alacélulaconsistenciay resitenciaalastensiones. Mientraslaactinay latubulinason las
mismas en todas | as etirpes celulares, los filamentos intermedi os son especificos de cada
tipo, asi enlosepitelios se encuentran | osfilamentos de keratinamientas| os neurofilamentos
seencuentran en el sistemanervioso. Entrelos filamentosintermedios se encuentran las
lamininas A, B y C que son |os componentes moleculares de lalamina nuclear.

L osribosomas

Los ribosomas no son organitos membranosos pues estan formados por acidos
ribonucleicos ribosomales y proteinas. Estédn formados por dos subunidades de tamafio
diferente denominadasL lamayor y Slamenor. Lasubunidad L contienelos ARNr de 28
S, 5,8 Sy 5 Sy méasde cincuentaproteinas. Lasubunidad Ssolo contieneel ARNr de 18
Sy unas 35 proteinas. Para su funcionamiento requieren ademés del concurso de un
buen numero de proteinas no ribosomales. Lafuncién de los ribosomas es la traduccion
genética o seq, la sintesis de proteinas.
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El ndcleo celular

El nGcleo constituye una estructura caracteristica de las células eucariontes, de hecho
eslo queledae nombre. Esta separado del citoplasma por una envoltura compuesta de
dos membranas como ya fue mencionado. Por debajo de la membrana presenta una
estructura proteinica llamada lamina nuclear compuesta por dos proteinas denominadas
laminina A y B, que al polimerizarse forman la estructura laminar. A ella se encuentra
unidalacromatinaen diversos puntos, a parecer necesariosparalareplicacion. Al inicio
delamitosislalamininaB esfosforiladapor € complgjo Ckdl/ciclinaB y sedespolimeriza
provocando la desintegracién de la envoltura nuclear. Recientemente se ha establecido
gue también en el nucleo existen compartimentos aunque éstos no estan separados por
membranas. Asi, sedistinguen los cuerposde Cajal, |os corpliscul os de empalmey otros.
El componente fundamental de nticleo eslacromatina, un complejo supramacromol ecular
formado por el ADN Yy proteinas, principalmente histonas. La célula somatica humana
contiene 23 pares de moléculas de ADN, lamenor de unos 50 millones de pares de bases
y lamayor de alrededor de 350. Estas moléculas de ADN y las proteinas correspondientes
sufren un proceso de empaguetamiento a final de la etapa G2 del ciclo celular y se hacen
visiblesen formade cromosomasal inicio delamitosis. Las caracteristicasestructuralesde
los cromosomas serén estudiadas con mésdetalleen el capitulo 6. En €l nicleo sedistingue
una estructura mas o menos redondeada, casi siempre ubicada haciala periferiaque es €
nucleolo. Seformapor laagrupacién delosgenesque codifican losARNr localizadosen los
cromosomas 13, 14, 15 21y 22. En é se distingue una zona central de caréacter fibrilar
reflgjo de latranscripcion activa de esos genes, y una zona periférica de carécter granular
que se corresponde con € sitio de ensambl gje delas subunidades ribosomal es. En el nticleo
se realizan | os procesos de replicacion, reparacion y transcripcion del ADN, asi como e
procesamiento de los ARN transcritos primarios. Igualmente se realiza un intenso tréfico
desde el nucleo hacia el citoplasmay viceversa de macromoléculas através del complejo
del poro nuclear. Los ARN por lo genera son exportados del nlcleo. Las proteinas del
nicleo se sintetizan en @ citoplasmay pasan al nlcleo porgue presentan en su estructura
una secuenciade localizacion nuclear (NLS del inglés nuclear localization sequence). Sin
embargo, existen proteinas que reciclan entre el nicleo y € citoplasma. Para su entrada
requieren de NLS'y para su salidadel NES (ddl inglés nuclear export sequence). Ultima:
mente hacobrado fuerzalaexistenciade un nucleoesquel eto formado por proteinasfibrilares
queledanlaformay consistenciaa nucleo.
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EL CICLOCELULAR

En el desarrollo ontogenético de un organismo pluricelular las células mas primitivas
se multiplican y se van diferenciando de manera que cada célula forma parte de un
organo o tejido especializado. Cadaestirpe celular proliferahastacierto puntoy entonces
se detiene. Los 6rganos solidos adquieren formay tamafio fijosy después cesa el creci-
miento. En €l individuo adulto el crecimiento de muchostipos celularestranscurre avelo-
cidades muy lentas que solo permiten reponer células vigjas o dafiadas.

Al terminar ladivision celular (fase M) alas células hijas se le presentan dos aterna
tivas, bien entrar en un periodo de reposo (G0) donde la mayor parte de las funciones
celulares se expresan aun nivel basal; bien comenzar a prepararse para un nuevo ciclo
de replicacion (G1). Las células en G1 comienzan su actividad metabdlica pero esta
puede decrecer si en un momento determinado no son estimuladas por factores de creci-
miento del tipo del factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF)! que hace alas
células competentes (por eso le [lamamos punto C) para continuar su recorrido por G1.
Pasado €l punto C las células muestran unaintensa actividad metabdlica. Seincrementa
el transporte de nutrientes através de lamembrana. Hay un aumento considerable dela
glucolisis y de la sintesis de proteinas. Pero aparece un nuevo punto donde las células
deben ser estimuladas por factores como lainsulinao €l factor insulinoide de crecimiento
1 (IGF?1).2 Si las células rebasan ese punto continlian su progresion por €l ciclo (por eso
le denominamos punto P). A partir de aqui se produce un intenso tréfico de proteinas
hacia el nicleo, tal vez las que participan en lareplicacion del ADN.

Las interacciones de las células con factores especificos de crecimiento constituyen
un control positivo, pues la presencia del factor en el medio estimula la proliferacién
celular.

Los factores de crecimiento influyen sobre la actividad celular porque las células
poseen en la membrana plasmética receptores especificos para ellos. Estos receptores
son proteinas transmembranal es que hacia el lado citoplasmético presentan un dominio
enzimatico con actividad detirosil protein kinasa (TPK), es decir, que transfiere grupos
fosforilosdel ATP haciaproteinas, enlascualeslos esterificacon residuosdetirosina. La
unién del factor con su receptor especifico estimulalaactividad de TPK del receptor que
en primer lugar se autofosforilay después fosforila a otras proteinas de la membranay
del citosol. Las proteinas fosforiladas por e receptor son, por lo general, kinasas que
fosforilan aotrasenzimasy asi se establece unacadenade fosforilacion que comienzaen

! Las abreviaturas provienen del nombre en inglés, en este caso PDGF: Plateld Derived Growth Factor.

2 Insulin-like Growth Factor.

13



lamembranay avanzahaciael niicleo, dondelafosforilacion de factores detranscripcion
activan la expresion de genes especificos, cuyos productos estan relacionados con los
mecanismosdelaproliferacién celular.

L os estudios de transformacion |levados a cabo con virus ADN Ilevaron ala conclu-
sién de que el ciclo celular exhibe igualmente un control negativo. Las células elaboran
proteinas cuyafuncién esinhibir laprogresion del ciclo. Cuando uno de estosvirusinfec-
ta a una célula, ésta produce proteinas codificadas por el genoma viral. Se ha podido
comprobar que algunas de ellas se asocian con proteinas del hospedero y las mantienen
inactivas. Libresdel freno que significalaactividad delas proteinasinhibidoraslas célu-
las proliferan incontroladamente.

En condiciones normal es|os mecani smos positivosy negativosforman unaintrincada
red molecular cuyo funcionamiento armonico permite que el grado de proliferacion celu-
lar se adapte perfectamente al momento del desarrollo del organismo 'y alas condiciones
ambientalesimperantes.

Losestudiosdel ciclo celular en muchos organismos han mostrado que en todos ellos
el ciclo celular progresabasi camente por laintervencion de un nimero reducido de fami-
lias de proteinas con funciones similares alas de levaduras.

Lasciclinas

Las ciclinas constituyen una familia de proteinas muy diversas de masa molecular
relativamente pequefia, 35 a 90 kD, que fueron identificadas y nombradas porque su
sintesis fluctta durante el ciclo celular. Presentan una secuencia de 100 residuos de
aminoéci dos conacida como motivo de ciclinas. Este motivo es necesario paralaunion a,
y laactivacion delas Cdk correspondientes.

Laconcentracion intracelular de un tipo particular de ciclina se elevabruscamente en
un momento del ciclo celular y poco tiempo después también disminuye bruscamente.
Mucho se ha investigado acerca del sistema regulador capaz de generar esas oscilacio-
nes en | as concentracionesintracelulares de ciclinasy se han podido identificar al menos
dos sitios de regulacion: latranscripcidn génicay ladegradacion de proteinas.

En los mamiferos el conocimiento del control de la transcripcion de las ciclinas se
limitaalatransicion entrelafase G1y laS. La cascada enzimética desencadenada por
los factores de crecimiento conduce a la activacién de la ERK(®), una proteina de la
familiadelas MAPK(*). LaERK por medio delafosforilacion produce la activacion de

% Del inglésExtracellular signal Regulated protein Kinases.
“Del inglésMitogen Activated Protein Kinases.
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los factores de transcripcion AP-1y ETS que estimulan la transcripcién del gen de la
ciclinaD. LaciclinaD formacomplejosconlasCdk4y laCdk6. Estoscompleosfosforilan
alaproteinapRB (proteinadel gen del retinoblastoma) y eliminan lainhibicion que ésta
gjercia sobre el factor de transcripcion de lafamilia E2F, |os cual es son necesarios para
latranscripcion de varios genes cuyos productos estan invol ucrados en lareplicacion del
ADN. También E2F es capaz de estimular latranscripcion delosgenesdelaciclinaE, la
ciclinaA'y el propio E2F.

La transcripcion del gen de la ciclina E permite la activacion del complejo Cdk2/
ciclina E que también fosforilaa pRB. Como E2F controla su propia transcripcion estas
fosforilaciones desencadenan un ciclo de retroaccion positiva que incrementa rapida-
mente |la concentracion de E2F y con ello lavelocidad de la transcripcion de los genes
que de él dependen, especia mentelosrelacionados con lareplicacién del ADN y de esta
formaselogralatransicion delafase G1 alaS. El E2F también estimulalatranscripcion
de la ciclina A que actta con la Cdk2 como compafiera formando el complejo Cdk2/
ciclinaA. Este complejo, cuyaconcentracion seincrementaamedidaque avanzalafase
Sescapaz defosforilar a E2F haciendo que éste abandone el ADN y con ello se suprime
latranscripcion de los genes dependientes de E2F.

De esta forma todos los genes cuya transcripcion depende de E2F comienzan a
transcribirse lentamente a mediados de G1, después se incrementa la transcripcion en la
transicion de G1 a S, y précticamente queda eliminada al final de laetapa S.

Si laregulacién transcripcional estdmejor conocidaparalaciclinasdelafase G1, la
regulacién por proteolisis estd més estudiada paralas ciclinas mitéticas, esdecir, A y B.
Paraarribar alatelofasey poder salir delamitosis, las células promueven |adegradacion
proteoliticadelasciclinas. Estaproteolisis sellevaacabo por e sistema dependiente de
la ubiquitina y regquiere de una peguefia secuencia de aminoacidos localizada hacia €l
extremo N terminal delasciclinasA y B y que se conoce como motivo de autodestruccion.
Esa destruccién se realiza por un gran complejo multiproteinico denominado Complejo
Promotor delaAnafase, o Ciclosoma, que catalizalatransferenciade ubiquitinaavarios
sustratos mitoticos, entre ellos alas ciclinas. La actividad del complejo promotor de la
anafase permanece elevada durante G1 hasta la aparicion de las ciclinas caracteristicas
de estaetapa. También lasciclinasE'y D son degradadas por el sistema de laubiquitina.
En ambos casos se requiere lafosforilacion de las ciclinas. Como se ha podido apreciar
estos diversos mecanismos de regulacion permiten que las ciclinas y con ellas sus Cdk
acompafiantes existan solamente en €l lugar y en el momento adecuado del ciclo celular
lo que permite que éste progrese de una generacion celular ala siguiente.
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Lasproteinaskinasasdependientesdeciclina (Cdk)®

L as protein kinasas dependientes de ciclina (Cdk) son enzimas que transfieren grupos
fosforilosdel ATP haciagrupos hidroxilos de serina o treoninadelas proteinas sustratos.

Laprogresion del ciclo por G1 enlosvertebrados requiere laestimul acion externapor
factores de crecimiento (Figura 2.2). En muchos tipos celulares la respuesta clave a estos
factores de cre-cimiento es la activacion de la Cdk4 u otra intimamente relacionada con
la Cdk6 las cua-les actlian en asociacion con las ciclinas D (D1, D2 y D3). Los complejos
Cdk4/Cdke/cidinaD hacen progresar lascélulaspor G1 a suprimir laaccion antiproliferante
delaproteina pRB, como lo demuestra el hecho de que células carentes de pRB progre-

san por G1 en ausenciade Cdk4/ciclinaD.

L .
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=
-
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——

Figura2.2. Eventos moleculares que favorecen laprogresion del ciclo celular. Mas detallesen el textto.

5 Del inglés Cyclin-Dependent Kinases.

Final de la mitosis. Inicio de G1.
No transcripcién.

Aumenta la actividad de
Cdk4/ciclina D. Fosforilacion
de pRB. Bajo nivel de
transcripcion.

Transicion G1-S. Aumenta la
actividad de Cdk2/ciclina E.
Fosforilacién de pRB. Aumenta
el nivel de transcripcion.

Periodo S. Hiperfosforilacion de
pPRB, que provoca su separacion del

E2F. Transcripcion a nivel méaximo.

Periodo S avanzado. A lta actividad
de Cdk2/ciclina A. Fosforilacion de
E2F. Se suprime la transcripcion.
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LaCdk2 se asociacon laciclinaE en latransicion de lafase G1 alafase Sy poste-
riormente se asociacon laciclinaA haciendo progresar lafase S aunque su papel exacto
no esta total mente establ ecido.

La concentracion nuclear de laciclina B se elevaa mediados de lafase G2 y forma
complejos con la Cdkl a cual se hallamado Factor Promotor de la Mitosis (MPF del
inglésmitosis promoting factor). Este complejo esel quefosforilalalaminanuclear enla
profase posibilitando ladesintegracion delaenvolturanuclear.

Existen como minimo cuatro mecanismos principal es paralaregulacion de laactivi-
dad de las Cdk. EI mecanismo primario de activacién eslaunion con lasciclinas, que se
completaenlamayoriadelas Cdk por lafosforilacién en un residuo especifico detreonina
delaposicion 160. Por otrapartelos compleos Cdk/ciclinapueden ser inactivados por a
menos dos mecanismos: la unidn con proteinas inhibidoras (CDI) y la fosforilacion en
sitiosinhibitorios cercadel extremo N terminal.

LosinhibidoresdelasCdk (CDI/CKI)

Todos | os mecani smos reguladores de la progresi én de un proceso no solo necesitade
factores que lo aceleren sino que también requieren de algunos que lo frenen o retarden.
El ciclo celular también posee esos frenos moleculares que son los inhibidores de las
kinasas dependientes de ciclina (CDI o CKI). Estos inhibidores forman un grupo de
proteinas de masa molecul ar rel ativamente pequefia, 15 a57 kDa, cuya unién alos com-
plejos Cdk/ciclinadeterminalainactivaci dn de éstos. Enlas células de mamiferos pueden
distinguirse dos grupos de CDI: lafamilia Cip/Kip y lafamiliaINK4. Los primeros son
inhibidores de cualquieradelas Cdk, mientras|os segundos son especificos paralas Cdk
que acttian con las ciclonas D. Los distintos miembros de cada familia actGan en tejidos
especificos y proporcionan un mecanismo mediante el cual puede retardarse la progre-
sion del ciclo celular en respuesta a sefia es tanto intracel ulares como extracel ulares.

Andlisisdeligamiento genético de familias con melanomahereditario localizaron un
gen putativo de susceptibilidad en la region cromosdmica 9p21, la cua es un sitio de
rearreglos cromosomicos frecuentes y pérdida de heterocigocidad en otros tumores es-
porédicos. Estaregion incluye los genes INK4ay INK4b ligados en tndem y las muta-
ciones encontradas argumentan a favor de que el gen implicado es el INK4a. Reciente-
mente se ha demostrado que mutaciones y deleciones que involucran a INK4a son fre-
cuentes en diferentestipos de tumores humanos. Esto significaque INK4apuede funcio-
nar como un gen supresor tumoral.

Fosfoproteinasfosfatasas

Como ya fue sefidlado la actividad de los complejos Cdk/ciclinas depende del grado de
fosforilacion de la subunidad cataitica. Por lo tanto es € baance entre la actividad de las
kinasasy lasfosfatasas|o que en Ultimainstanciadeterminael progreso del ciclo celular.
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Se ha identificado una actividad enzimética designada KAP (por Kinase associated
phosphatase) que catalizalahidrélisis del enlace éster fosférico en la posicion T160. Esta
reaccion solamente se realiza s la Cdk no est4 unida a su ciclina acompafiante pues la
enzimano es capaz de actuar sobreloscomplejos Cdk/ciclina, bien porquelaciclinainhibe
laactividad de laKAP, bien porque ambas proteinas se unen alaCdk por el mismo sitio.

La desfosforilacion de los sitios inhibitorios es catalizada por fosfoproteinas
fosfatasas pertenecientes a la familia génica CDC25. En los humanos existen al
menos tres miembros de esta familia denominados Cdc25A, Cdc25B y Cdc25C, de
ellaslas dos primeras se expresan en G1y en latransicién hacialafase S mientrasla
Cdc25C es la isoforma mitética. Estas enzimas requieren ser fosforiladas para su
activacion. La Cdc25A que es necesariaparalainiciacion delafase S esfosforilada
y activada por el complejo Cdk2/ciclina E que como ya se sefial 6 se encuentra acti-
vado al final delafase G1.

En las desfosforilaciones también parecen estar implicadas otras fosfoproteinas
fosfatasas inespecificas como lastipo 1A y 2A.

LABIOLOGIAMOLECULAR

LaBiologiaMolecul ar se ocupabasi camente de |os mecanismos mol ecul ares que son
el sustento de los procesos de transmision, expresiéon y conservacion de lainformacion
genética, apartir delaestructura, las propiedadesy las funciones de las macromol éculas
implicadas en esos procesos. También estudia las alteraciones que se producen en esos
procesos como consecuencia de las acciones de agentes internosy externos que ocurren
sobre € individuo actual o sobre sus antecesores. Por Ultimo se encarga de laaplicacion
alaindustria, laagricultura, € cuidado del ambiente, lamedicina, etc., de esos conoci-
mientos. Las modernas Biotecnol ogias son la expresion més acabadade la aplicacion de
laBiologiaMolecular alaprécticadiariadel hombre. Susinicios pueden ubicarse en 1953
con laaparicién del modelo molecular del ADN postulado por Watson'y Crick.

Estructuradd ADN

Se hacalculado que e organismo humano posee 10* cdulas sométicas y cada unade
ellas posee en su nuicleo 46 moléculas de ADN que constituyen el contenido fundamental
delos cromosomas. Ademéas en cada unade las mitocondrias existe un nimero variable de
moléculasde ADN que se diferenciaen algunos aspectos de lasmoléculas del ADN nuclear.

Segun e modelo descrito por Watson y Crick el ADN esta formado por hebras de
polidesoxinucledtidos(esto es, queresultan delaunidn deun gran nimero dedesoxinucl edtidos)
enlazados mediante un enlace fosfodiéster. Este enlace se estableceentrelaposicion 3 deun
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desoxinucledtido y laposicién 5 dd otro por lo que sedenomina3” 5°. De estaformala
hebra posee un extremo con e grupo fosfato delaposicion 5 libre (extremo 57) y € otro que
presentalibreel grupo OH delaposicion 3™ (extremo 37). Cadadesoxinucledtido asu vez esta
formado por unabase nitrogenadague puede ser purinicao pirimidinica, por laD-2-desoxiribosa
y una o mas moléculas de &cido fosforico. Las bases purinicasdel ADN son laAdenina (A)
y laGuanina(G), mientrasquelapirimidinicassonlaCitosina(C) y laTimina(T). Cuando se
forma e polimero hay una zona con una estructura monétona pues en dla se dternan la
desoxiribosay € grupo fosfato atodo o larga de la cadena, pero también una zona diversa
pues | as bases nitrogenadas que sobresal en de la estructura monétona son diferentes en cada
sector de la molécula. Es precisamente en e orden o0 sucesion de esas bases nitrogenadas
donde esta contenidalainformacion genética (Figura2.3).

3

5 T

Figura2.3. Diagramadelaestructurasecundariadel ADN que muestrael gje covalente principa de
desoxirribosay fosfato, que forman ladoble hélice con giro derecho. L as bases nitrogenadas (no
representadas) se orientan haciael interior de lamoléculaperpendicularesa eje covalente principal. Los
pares de bases son obligados adenina con timinay guanina con citosina.
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Watson y Crick propusieron que lamoléculade ADN estaba formada por dos hebras
gue se disponian en formaantiparalela, esdecir, € extremo 5 de unacoincidiaconel 3
de laotray adquirian la forma de una doble hélice de giro derecho. La zona monétona
estaba dispuesta hacia el exterior mientras que la zona diversa se orientaba hacia €
interior delamolécula, de maneraque | as bases nitrogenada de una hebra se enfrentaban
alas bases de la otra. Lo més trascendental del modelo era que la estructura solamente
podiaacomodar dos pares de bases, |os formados por laAdeninay laTimina(A-T) y por
lacitosinay la Guanina (C-G). Las bases de cada par se dice que son complementarias.
Estos pares se mantenian unidos por la formacion de puentes de hidrégeno entre las
bases, dos puentes en el par A-T y tresen el C-G. No existia restriccién alguna parala
sucesion de la bases en una de las hebras, pero la de la otra hebra venia determinada
debido al caracter complementario del apareamiento.

Este model o permiti6 ver rgpidamente el fundamento de unadelasfunciones mastras-
cendental es de los seresvivos, esto es, su reproducci én en seres de su mismaespecie. Para
ello, lasmol éculas portadoras de lainformaci n genéticadebian duplicarse dando cadauna
dos moléculas idénticas a las progenitoras. Watson y Crick propusieron que durante ese
proceso las dos hebras del ADN se separaban y cada una de ella servia de molde parala
formacion de la hebra complementaria. Estaidea basica ha resultado ser cierta, aungue €
mecanismo es mucho més complejo que lo imaginado en |os primeros momentos.

LA TRANSMISION DE LA INFORMACION GENETICA

Tal vez la caracteristica més sobresaliente de |os seres vivos es la de poder originar
organismos esencial mente igual es asus progenitores, esdecir, reproducirse. Esto sucede
gracias aque los organismos contienen en su ADN todalainformacién necesariaparala
formacion de un organismo similar. Por lo tanto, parareproducirse a organismo dado le
basta con obtener una copia lo mas exacta posible de su ADN vy transferirsela a sus
descendientes. Desde el punto de vista molecular este proceso consiste en obtener dos
moléculas de ADN idénticas entre si eidénticas alaque lesdio origen. En eso precisa
mente consiste la replicacion del ADN gue es el mecanismo molecular que sustenta la
reproduccion de todos|os organismos vivos.

Lareplicacién del ADN

Durante lafase S del ciclo celular se produce la replicacion del ADN, proceso que
consiste en obtener, apartir del ADN celular, dos moléculas idénticas de éste. Para este
proceso se requiere el concurso de un gran nimero de proteinas enzimaticas y no
enziméticas.
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El proceso global de lareplicacion comienza précticamente durante la telofase de la
mitosis cuando proteinas del llamado complejo de reconocimiento del origen (ORC) se
unen azonas especificasdel ADN marcando |os sitios donde debe comenzar lareplicacion.
En las células humanas estos sitios son numerososy pueden llegar aser masde mil enun
solo cromosoma. Al ORC se unen otras proteinas formando el complejo prereplicativo
gue esta totalmente formado en G1 (Figura 2.4).
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Figura2.4. Durante el final delatelofasey laprimeramitad del periodo G1 seformael complejo
prereplicativo formado por el complejo de reconocimiento del origen (ORC) laCdc6p, laCdtlpy el
complejo MCM2-7 con actividad de helicasa

Para la formacion de este complejo es necesario gque los niveles de actividad de las
Cdk esté bajo, como ocurre en estas etapas del ciclo. Cuando al final de G1 seelevan los
niveles de actividad del complejo Cdk2/ciclinaE, varias de las proteinas que forman el
complejo son fosforiladas o que permite reclutar a esos sitios a otras proteinas que dan
inicio alareplicacion. Como durantetodo €l resto del ciclo celular losnivelesde actividad
delas Cdk son atos, no es posible laformacion de un nuevo complejo replicativo y esto
garantizaque el ADN sereplique solamente unavez durante el ciclo celular.(Figura2.5).

La accion de todas esas proteinas permite la abertura de la doble hélice dando
acceso a las bases nitrogenadas. La proteina replicativa A (RPA) estabiliza la hebra
simpleimpidiendo vuelvan aaparearse. Un complejo enzimético formado por laADN
polimerasa a y una enzima iniciadora (pol a/iniciadora) se unen ala zona de hebra
simple que se haformado. Lainiciadoraformaun pequefio ARN de unosdiez nucleéticos
gue después es alargado por lapol a unos veinte nuclebti cos aungque puede llegar hasta
doscientos. (Figura 2.6).
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Figura2.5. Enlatransicion de G1-Saumentalaactividad del complejo Cdk2/cilinaE quefosforilavarias
proteinas del complejo prereplicativo. Si estas proteinas estan unidas a ADN permanecen ahi, pero si
estan libres no pueden unirse al ADN y esto impide que puedan realizarse dos replicaciones en €l mismo
ciclo celular. Por otra parte estas fosforilaciones permiten la asociacién de las proteinas Cdc45p y
Mcm10p que de alguna forma propician la aperturadel ADN. Esta apertura a parecer es ensanchada por
e complejo MCM2-7. Las hebras son estabilizadas por |a RP-A y esto permite laincorporacion de la
ADN polimerasaalfa.
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Figura2.6. LaADN polimerasaalfatiene actividad deiniciadoray sintetiza un fragmento de ARN
complementario a ADN y después o alarga con desoxinucleétidos hasta formar un polimero de unas 20
unidades que sirven deiniciador o cebador paralasintesisdel ADN. En el extremo del iniciador laRF-C
(no representada) monta el PCNA que permite laincorporacién del laADN polimerasa delta.
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Al extremo 3" de este polinucledtidoiniciador seasociael factor replicativo C (RF-C)
gue carga a antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA) alrededor del ADN. El
PCNA formaun anillo dedlizante que rodeaa ADN pero sin entrar en contacto directo
con é. Al PCNA se asociala ADN polimerasa 6 (0 la€) que alarga €l polimero hasta
cerca de cinco mil nuclebtidos sin separarse del ADN.

Como las polimerasas solamente alargan la cadena en € sentido 5°-3" una de las
hebras se sintetiza de forma continua (hebra conductora) mientras que la otra se tiene
gue sintetizar por fragmentos, siendo necesario €l concurso del complejo pol a/iniciadora
para la formacion de cada fragmento. Los segmentos iniciadores son retirados por la
endonucleasa FEN1, las brechas son rellenadas por lapol € (0 lad) y lahebraes sellada
por laaccién delaADN ligasal (Figura2.7).
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Figura2.7. Como las ADN polimerasas alargan las hebras en el sentido 5-3" unade las hebras se sintetiza
de forma continua pero la otratiene que hacerlo por fragmentos pues el movimiento delahorquillade
replicacion escontrario a movimiento delapolimerasa
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El movimiento del sistema sintetizador crea superenrolamientos en el ADN que son
aliviados por la accién de latopoisomerasa l. Cuando dos horquillas de replicacion que
avanzan en sentido contrario (unahacialaotra) se encuentran el proceso termina. Como
en cada cromosoma se forman cientos de horquillaslareplicacion del ADN de cadauno
gue tienen entre 50 y 350 millones de pares de bases se produce solamente en unas
horas.

Paralareplicacion delos extremos del ADN que forma parte de los tel dmeros existe
una enzima especial (telomerasa) que contiene como cofactor un ARN que le sirve de
molde para el alargamiento de los extremos.

Todo este proceso serealizacon unaatafidelidad de copiapueslas ADN polimerasas
cometen un error por cada 108 a 10 desoxinucledtidosincorporados. Unavez terminada
lareplicacionlacélulaentraen el periodo G2. Al inicio de estaetapaserealizaun proceso
de correccion delasintesisdel ADN. Durante su actividad las ADN polimerasas comen-
ten errorestales como laincorporacion de basesincorrectas, lainsercion de bases adicio-
nales o la falta de incorporacion de una 0 méas bases. Se ponen en accién un grupo de
proteinas codificadas por los genes MSH1, MSH2, MLH2, PMS1y PMS2 cuya activi-
dad coordinada es capaz de rectificar los errores cometidos durante lareplicacion. De no
reparar los malos apareamientos aparecen mutaciones consistentes en cambios de ba-
ses, pero la no reparacion de inserciones y deleciones dan lugar a la aparicion de
microsatélites que pueden dar lugar aunainestabilidad cromosomica. Un microsatélite es
larepeticidn de unos pocos pares de base (generalmente de 1 a 3). Cuando se produce la
elongacion de lareplicacion del ADN, en ocasiones se producen deslizamientos en €l
movimiento dela ADN polimerasas d que en unos casos | leva a que una base sea copia
dados veces (inserciones) y en otras al salto de unabase que no es copiada (deleciones),
origindndose asi los microsatélites. La inestabilidad cromosomica originada por los
microsatélites en algunos casos trae como resultado la transformacidn cancerosa de la
célula, como sucede con € cancer colorectar no poliposico hereditario.

Unavez rectificado el ADN comienzael proceso de empaquetamiento delacromatina
gue a hacerse cada vez mas compacta da lugar alos cromosomas gue se hacen visible
al principiodelamitosis.

Lamitosis

Lamitosisconstituye laetapafina delatransmision delainformacién genética, pues
en ellalas dos moléculas de ADN formadas durante la replicacion son segregadas hacia
las células hija de modo que cada una de ellas recibala mismainformaci on genética que
lacélulamadre.
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El estudio de la mitosis se acostumbra a dividir en cuatro fases: profase, metafase,
anafase y telofase.

La profase: Puede decirse que la profase se inicia con la visualizacion de los
cromosomas que este momento alin son largos pues no haterminado su empaguetamiento.
Este empaguetamiento Ileva ala desaparicién del nucléolo. Por otra parte se produce la
desintegracion de laenvolturanuclear mientras que en el citoplasma comienzaaformar-
se el huso mitdtico.

La metafase: La condensacion de la cromatina contintia asi como la formacion del
huso y los cromosomas van asociandose con las fibras del huso hasta que en la metafase
quedan orientadosen el centro delacélula, unidasalasfibras del huso por €l cinetocoro,
dando lugar alallamada placa ecuatorial.

Laanafase: Unavez que todos |os cromosomas se han alineado comienza la anafase
con laseparacion delas cromatidas'y su migracion hacialos polos del huso mitético.

Latelofase: Yaen latelofase se produce ladesaparicion del huso, lareaparicion dela
envolturanuclear, se produce ladescondensacion delacromatinay reaparece el nucléolo.
El proceso terminacuando un anillo fibroso de actina se forma por debajo delamembra-
naplasméticaen laposicién donde estuvo laplacaecuatorial . Este anillo vacontrayéndose
y produce la estrangul acion de la célula hastaformar dos células hijas. Este tltimo fené-
meno recibe el nombre de citocinesis.

Deestaformacadaunadelas célulasformadas contiene lamismainformaci on genética
queasuvez esigua aladelacélulaqueledioorigeny con ello concluye el proceso de
transmision delainformacion genética.

Delo anterior se desprende que lafuncion reproductora de los seres vivos se llevaa
cabo mediante dos procesos més 0 menos consecutivos, la replicacion del ADN en €l
cual lainformacion genética de la célula se duplicay la divisiéon celular que divide la
informacion duplicadaentrelasdos células hijas. Aunque en los organismos multicelulares
el proceso es més complejo, los fundamentos moleculares son 1os mismos.

L os mecanismos de expresién y conservacion de lainformacion genética se estudia-
ran en el siguiente capitulo.
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