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LA BASE QUIMICA DE LA
VIDA

1

¢DE QUE FORMA SE UNEN LOS ATOMOS PARA LLEGAR
A LO QUE SOMOS?

Toda la materia que se encuentra en el universo esta formando
particulas. Existen diferentes tipos de particulas; algunas elemen-
tales, que pueden tener masa o no, como es el caso de los fotones
de la luz, y otras compuestas por varias particulas elementales.
Asi, por ejemplo, los guarks (cierta particula elemental con
masa) se asocian para formar los protones, que presentan una
gran masa y una fuerte carga positiva, y los neutrones, con masa
similar a la del proton, pero sin carga. Las propiedades de estas
particulas establecen la forma en la que interaccionan las unas con
las otras. Asi, protones y neutrones, junto con otras particulas
elementales, se asocian creando los nucleos de los diferentes
atomos existentes. A su alrededor, un tipo de particula elemental
con muy poca masa (unas dos mil veces menos que el proton)
y fuerte carga negativa, denominada electrén, se desplaza a gran
velocidad atraida por el ndcleo en un espacio denominado
orbital. Cuantos mas protones componen el ntcleo, un mayor
namero de electrones pueden orbitar a su alrededor, formando

15



MARIA E ORGANISTA Y DANIEL R.. ABANADES

T - \ Orbitales de la
Corteza
"\-1."/ _,> 2% capa

Orbital de la
12 capa

| “Orbitales de la
. |/ 3% capa

ol

Electrén

Nuclea

Electitn Electrdn 4
ganel:_dn perdido Electrones
: compartides

Yo

a- 0D &Ko+

El dtomo y los enlaces quimicos. A. Representacién de un atomo de sodio.
B. Enlace metalico. C. Enlace i6nico. D. Enlace covalente.

que los atomos unidos puedan girar libremente sobre el eje que
les une, lo que da capacidad de torsién a las moléculas. Por el
contrario, en los enlaces multiples de alta energia (dobles, triples,
etc.), en los que participan un mayor namero de electrones, no
existe posibilidad de giro, lo que aporta rigidez a la estructura de
las moléculas.

Estas propiedades dan al enlace covalente la capacidad de
formar estructuras altamente complejas; moléculas estables en
solucidn acuosa, con capacidad de torsion y que pueden formar
infinidad de estructuras. Ademas, la capacidad de interaccién con
otros atomos que no forman parte de la molécula, por efecto
de la polaridad que pueden adquirir estos enlaces, hace que las
moléculas que presentan mayor funcionalidad desde el punto de
vista bioquimico estén construidas con enlaces covalentes. De
hecho, en Gltimo término, la vida es el reflejo de las propiedades
de este enlace, pues toda la vida estd construida con éL

19



LA BASE QUIMICA DE LA VIDA

BIOMOLECULAS
24

d "3
AMINCACIDD NUCLEGTIDG
[Glicina) [Citosina))

MACROMOLECULAS 'S

PROTEINA
[Micglobina) ACIDO NUCLEICO
(ADN)

COMPLEJOS MACROMOLECULARES

PROTEINAS
[Histonas)

De las biomoléculas a la vida. Ejemplos de algunas de las estructuras
moleculares que constituyen la vida, organizadas de mas simples (arriba) a
mas complejas (abajo). Codigo PDB de las cristalografias: 3R GK, 5SNT5,

3KXB.

Por causas no bien establecidas, hace aproximadamente tres mil
millones de afos, estas macromoléculas y complejos macromo-
leculares fueron englobados en el interior de una membrana li-
pidica y comenzaron a actuar coordinadamente, lo que dio entidad
celular a la materia viva. Esto es un material genético sometido
a la seleccion natural, aislado del exterior por una membrana y
un sistema de obtencion de energia que permita la replicacion

22
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Puente de

hidrdgeno '|.

|
i

La molécula de agua. A. Representacion esquematica de una molécula
de agua, donde se observa la distribucion de cargas (67, 6"). B. Proceso de
solvatacion del cloruro de sodio (NaCl). C. Puente de hidrégeno entre dos
moléculas de agua. D. Estados de agregacion de las moléculas de agua.

entre si, y por tanto, varia la temperatura a la cual el agua cam-
bia de estado. En efecto, la presencia de iones en la disolucion
interfiere con la capacidad del agua para formar puentes de
hidrogeno, lo que imposibilita su transformacién en hielo, aun
cuando la temperatura es inferior a los cero grados. Por eso en
invierno se esparce sal por las carreteras. No obstante, la vida,
hace millones de afos, ya desarroll6 técnicas similares para evitar
la congelacion del interior celular de organismos que habitan en
regiones gélidas del planeta. La acumulaciéon de sales o proteinas
especializadas en evitar la congelacion del agua permiten sobre-
vivir a2 multitud de especies articas. Por otra parte, la atraccion
que ejerce la carga de los iones disueltos sobre las moléculas de
agua también afecta a la capacidad de evaporacidon de esta. Asi,
la presencia de iones dificulta que las moléculas de agua aban-
donen el estado liquido y se diluyan como gas en la atmosfera.
Por este motivo, cuando se esta sudando mucho, es conveniente
tomar bebidas que aporten cierta cantidad de solutos a la sangre,
preferentemente sales minerales. De esta forma, el sudor sera

26



LA BASE QUIMICA DE LA VIDA

A Pared celular Soluto producido por la célula

Membrana
plasmatica

Cext = Cint* Cootuto producido

cr K* H,0

Transporte opuesto a la

presion osmética Exterior

Interior

H* Na* H,0

La osmosis. A. Mecanismos para evitar los efectos de la presion osmética
producida por la diferencia de concentraciones dentro (C, )y
fuera (C ) de la célula: Pared de las células vegetales (1zqu1erda)
y organismos extremofilos (derecha). B. Transportadores de solutos
(izquierda); Transportadores de agua (derecha).

membrana semipermeable, y que la concentracion de solutos en
el exterior celular puede ser muy variable, la vida ha tenido que
adoptar estrategias que le permitan controlar la presion osmotica
que pueda ser ejercida sobre su membrana y que podria hacerla
explotar o producir que la célula se vaciase de agua. Asi, por
ejemplo, las células vegetales presentan una pared rigida rodean-
do exteriormente la membrana plasmatica, que recibe el nom-
bre de pared celular. En situaciones en las que agua muy pura
(sin apenas solutos disueltos) entra en contacto con el exterior
de la célula vegetal, por ejemplo agua de lluvia, la pared celular
impide que la entrada masiva de agua, producida por la ésmosis,
cause la explosion de la célula. Un caso opuesto lo representan
algunos organismos extremoéfilos, como las arqueas del género
Halobacterium. Estos organismos, que habitan en lugares con

28
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A
E

Catién hidronio

S

Anion hidroxilo

Acido clorhidrico Hldrémda sadica
(HCl) (NaOH)

=L

El pH. A. Equilibrio 16nico del agua. B. Ejemplo de disociaciéon de un
acido (HCI) y una base (NaOH). C.Tampon bicarbonato.

lon bicarbonato Arido carbénico
(HCO;] (H;C04)

Como se deduce de este equilibrio, un aumento en la con-
centraciéon de protones (H") en la sangre se traduciria en la
union de estos al ion bicarbonato para formar acido carbonico.
Esto impide el aumento de la concentracién de oxonios en
la disolucion. Por su parte, si descendiera la concentracidon
de oxonios, por la presencia de una base, el acido carbodnico
liberaria protones y compensaria ese descenso. La facilidad que
tiene un acido débil para soltar sus protones se cuantifica a
través de un parametro denominada pKa. En el caso del acido
carbonico es 6,3. Es decir, a un pH de 6,3 la mitad de todas
las moléculas del acido han perdido su proton. A pH mayores, la
mayor parte de las moléculas estaran desprotonadas, y a pH
menores una mayor proporcion de ellas conservaran el proton.
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cH, Retinol
(vitamina A)
H;C CH3 S —
——

—_—

Hy

CH, H

11-cis-retinol

Los pigmentos. Ejemplos caracteristicos de la estructura de los pigmentos.
La clorofila tipica de algas verdes y plantas, y derivados de la vitamina A
que se encuentran el ojo.

células muy alargadas que presentan una proteina denominada
opsina a la cual esta unido un pigmento derivado de la vitamina A,
el 11-cis retinol, formando el complejo denominado rodopsina.
El complejo rodopsina es especialmente sensible a radiaciones
entre los 400 y los 500 nm de longitud de onda (verdes y azu-
les fundamentalmente). Estas células son responsables de dar
luminosidad y contraste las imagenes. Por su parte, los conos
presentan unas vesiculas en las que se encuentran otros deri-
vados del retinol (vitamina A), concretamente tres. Cada uno
de ellos especialmente sensible a un rango del espectro visible:
rojos, verdes y azules. Sistema denominado RGB (del inglés Red
Green Blue). La informacion enviada por estas células a través del
nervio optico llega al encéfalo, donde es procesada para obtener
la imagen psicologica coloreada.

42



DE 1LAS BIOMOLECULAS A
LA VIDA

9

¢LOS VIRUS SON SERES VIVOS?

Toda la materia conocida esta compuesta por atomos, inclui-
dos, claro esta, todos los organismos vivos. De hecho, atomos
que ayer formaban la dura roca, manana estaran formando
parte del delicado entramado neuronal de algin animal.
Existe una continua circulacién de los atomos entre la ma-
teria viva y la inerte, y esto, en cierta forma, limita nuestra
capacidad de poder poner limites a ambas formas de materia.
No obstante, los quimicos hace tiempo que observaron que
existian dos tipos de moléculas muy diferentes: las formadas
por carbono y las demas. Estas moléculas, formadas funda-
mentalmente por carbono, se denominaron organicas, ya
que fue en muestras biologicas de donde se obtenian mayo-
ritariamente. De esta forma, independientemente de donde
procedan los atomos, del aire o de una piedra, una vez que
son incorporados a una molécula basada en el carbono, pasan
a formar parte de la materia que forma los seres organicos.
Para poder hablar de organismo vivo es necesario en-
tender que, cuando hacemos referencia a organismo, se esta

43
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s§CH,OH
D-Glucosa

2

HO—

1CH,OH
—) <-..

—H

H—%—OH

H 5

sCH,OH

D-Fructosa

—OH

OH -~

ALDOHEXOSA
sCH,OH
& O

ag OH 1

OH @

OH

a-D-glucopiranosa

CETOHEXOSA

CH,OH

a-D-fructofuranosa

CH,OH

s§CH.OH
s —o(oH)
4 OH 1
OH3 2
OH

B-D-glucopiranosa

B-D-fructofuranosa

Glucidos. Representacion de Fisher (izquierda) y perspectiva de Haworth
(derecha) de algunos aziicares importantes para la vida: D-Glucosa y

D-Fructosa.

que se representan mediante las formulas en perspectiva de
Haworth, presentan un carbono asimétrico adicional, de-
nominado carbono anomérico, y pueden, por tanto, existir
en dos formas esteroisoméricas, denominadas anodmeros, de-
signadas como a y B, que difieren en la posicién del grupo

hidroxilo (-OH) del carbono anomérico.

Ademas de los monosacaridos simples como la glucosa o
la galactosa, existen una serie de derivados de los aztcares
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ALMIDON
(a Glu(1->4)Glu)

“ CH,OH CH,OH \

\ H H,O H OH _/n

Amilasa

CELULOSA
(B Glu(1->4)Glu)

CH,OH

\ H H,0 H OH _/n

Celulasa

Polisacaridos. Representacion de los dos polisacaridos mas abundantes
en la naturaleza: almidéon y celulosa. Obsérvese la diferencia en el enlace
O-glucosidico que mantienen unidos los monosacaridos. Se indica el
nombre de la enzima responsable de su descomposicion.

de almidon que posee la patata, su consumo es una fuente de
energia para nuestro organismo. Por su parte, el glucégeno es un
homopolisacarido compuesto también por unidades de gluco-
sa. Es almacenado en el higado y musculo esquelético, y ayuda
a aumentar los niveles de glucosa en sangre en caso de hipoglu-
cemia, como por ejemplo durante la noche.
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A Base Base
nitrogenada nitrogenada
Fosfatos Fosfatos
DESOXIRIBONUCLEOTIDO RIBONUCLEOTIDO

V)

<<

=

oc

-3

(=

v

<<

=

(]

o

o Citosina (C) Uracilo (C) Timina (T)

Los nucledtidos. A. Estructura general de los nucleétidos; formados por una
pentosa sobre la que se asocia la base nitrogenada y uno o varios fosfatos. B.
Estructura de las bases nitrogenadas.

a descubrir como estas moléculas, a pesar de ser relativamente
pequenas, son capaces de realizar todas estas funciones esenciales
para la vida.

Los nucledtidos estan compuestos por una pentosa (ribosa),
a la que se une una base nitrogenada y de uno a tres grupos
fosfato (—PO,*). La ribosa es una aldopentosa con estructura
en anillo, formada por cinco atomos de carbono y un atomo
de oxigeno, que cicla el azGcar en configuracion B. Pueden
ser de dos tipos: aquellos en los que el segundo carbono esta
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®
l:ff l@

Glicina Alanina Valina Leucina Iscleucina

(Gly, G) (Ala, &) (Val, V) {Leu, L) {lle, 1)

(Ml
Metionina Fenilalanina Triptdfano Prolina
(Met, M) (Phe, F) (Trp, W) (Pro, P)
@

#H &)
H H) H )
Serina Treonina Tirosina Glutamina
(Ser, 5) (Thr, T) (Tyr, Y) (Gin, Q)
#H
{
H) H HY
Asparagina Cisteina Acido aspartico Acido glutamico
(Asn, N) (Cys, C) (Asp, D) (Glu, E)

Histidina Lisina Arginina
(His, H) (Lys, K} (Arg, R)

Los aminoacidos. Estructura de los grupos R de los veinte aminoacidos
proteinogénicos. Obsérvese que en la prolina, la cadena lateral esta unida al
grupo amino del carbono quiral.
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Acido palmitico Acido a-linoleico
(saturado) (poli-insaturado)

Los acidos grasos. Ejemplo de dos acidos grasos: acido palmitico y acido-
o-linoleico. Remarcar el cambio estructural asociado a la molécula de la
derecha como consecuencia de portar insaturaciones (dobles enlaces).

pequenos es el acido caprilico o acido n-octanoico, con
formula molecular (C.H, O,). Este pequeio lipido saturado
esta presente en algunos aceites vegetales y en la leche de los
mamiferos y tiene la propiedad de actuar como antibidtico
contra algunas bacterias. En el otro extremo, el acido graso mas
grande e insaturado presente en la naturaleza es el acido do-
cosahexaenoico (C_ H, O,), que presenta veintidos atomos
de carbono vy seis insaturaciones en ¢is en su estructura, por
lo que se dice que es un acido graso poliinsaturado. Este
acido graso forma parte de la denominada serie omega-3,
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Estructuras de las proteinas.
A. Formacidn del enlace peptidico. B. Estructuras secundarias de las
proteinas: a-hélice (izquierda), B-lamina (derecha). C. Estructura terciaria
(derecha; dimero de fibroina de la tela de arana) y cuaternaria (izquierda;

tetramero de hemoglobina humana). Codigo PDB de las cristalografias:
5U3I, 3UAO.

estructuracion extremadamente ordenada de los residuos
aminoacidicos hace que las cadenas de laminas B puedan ser
apiladas muy eficazmente, lo que permite crear estructuras
muy resistentes y flexibles, como es, por ejemplo, el caso de
la tela de las aranas. Algunos aracnidos e insectos son capaces
de crear estructuras sedosas formadas por finos hilos, de apenas
unas micras de grosor (la seda). Estos hilos estan formados
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TRANSCRIPCION
DE GENES hsp

Proteina
mal plegada

Respuesta a estrés térmico. Las proteinas de estrés o choque térmico
HSP90, HSP70 y HSP40, son responsables de reprimir la accién del
trimero HSF-1. Dicho trimero es el responsable de disparar la respuesta
genética de adaptacion al cambio de temperatura.

transcripcion del gen HSP alli codificado y permite la sintesis
de nuevas chaperonas que ayudarin al mantenimiento de la
célula. A medida que la cantidad de proteinas desnaturalizadas
vuelven a sus niveles normales, y las nuevas copias de HSP70,
40 y 90 se acumulan en el citoplasma, el factor HSF-1 sera
nuevamente asociado a sus respectivos guardianes y pondra freno
al proceso de activacion. De esta forma, las células son capaces
de percibir los cambios de temperatura que se producen en el
medio en el que se encuentran, actuando como un termostato
molecular altamente preciso.
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a tubulina B tubulina
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” Dominio unkin Dominio GTPasa
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Los microtiibulos. Formacion de un microtibulo desde la formacion de

las unidades activas (dimero de oy B tubulina) hasta la estabilizaciéon por
MAPs:.

la membrana celular, permitiendo, por ejemplo, el movimiento
mediado por pseudopodos de las amebas o los macrofagos del
sistema Inmunitario.

Mientras la estabilizacion del extremo - es relativamente
semejante en los dos, la estabilizacion del extremo + presenta
mas diferencias. En el caso de la actina, existen proteinas que
se asocian justo en el extremo, como la tropomodulina del
musculo, que impiden la despolimerizacion. En el caso de los
microtabulos, sin embargo, la estabilizacion se produce de forma
lateral mediante la unién de unas proteinas denominadas gené-
ricamente como MAPs (del inglés microtubule-associated proteins).
Estas proteinas presentan dominios alargados que abrazan los
microtabulos e impiden asi su despolimerizacion. Una de estas
proteinas, conocida como tau, es muy abundante en el sistema
nervioso central (SNC), y es responsable de la estabilizacion
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ADP + Pi

CITOPLASMA

Proteina motora del flagelo de las bacterias Gram-negativas. Utilizando una
bomba de protones (H+), la bacteria genera un potencial electroquimico.
La liberacion de los H+ al citoplasma hace girar el complejo FliE y asi, el

flagelo de la bacteria.

H" desplazan el rotor formado por las proteinas FliF y FliG. Para
conseguir un giro completo del rotor, es necesaria la liberacion de
aproximadamente 1000 H'. El movimiento de rotacién inducido
es transferido al flagelo a través de las proteinas FIG, FlgG, y FIgE
(0 gancho). Los discos formados por las proteinas Flgl y FlgH ac-
tian como tuercas, fijando el sistema a la pared de peptidoglicano
y a la membrana de LPS respectivamente. Mediante este sistema,
las bacterias pueden alcanzar velocidades de 0,00017 km/h, lo
cual parece poca cosa. Sin embargo, si consideramos el tamano
de la bacteria y cuantas veces desplaza el tamafo de su cuerpo

por segundo, seria el equivalente a que el ser humano mas veloz
corriera a 120 km/h.
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LIGANDO
(flagelina)

DOMINIO
DE UNION A LIGANDO

DOMINIO
TRASMEMBRANA

DOMINIO
CITOPLASMATICO

PROTEINA ‘f.—.'&ié‘

ASDCIADA AL RECEPTOR
(MyDBaB)

Receptores de membrana. Simulacién de un receptor TRL-5 asociado
a su ligando (fagelina). El cambio conformacional asociado a la unién de
la flagelina al dominio extracelular del receptor, produce una torsion de toda
la proteina. Esto permite la activaciéon de la proteina asociada al dominio
citoplasmatico del receptor (en este caso la quinasa MyD88). Codigo PDB
de las cristalografias: 5GY2, 2ZBI, 4DOM.

transcripcidén son proteinas capaces de unirse a determinadas
regiones del ADN genémico, denominadas regiones promotoras,
y permiten la transcripcidon de determinados genes especificos.
Los ARN resultantes son transportados al citoplasma, donde
son traducidos por los ribosomas para formar las proteinas ne-
cesarias. De esta forma, la célula puede realizar respuestas mas
elaboradas frente a los estimulos que recibe.

En la superficie de los fagocitos, un tipo de célula pertene-
ciente al sistema inmunitario, hay un tipo de receptor denominado
TLR (del inglés 1ol Like Receptor). Esta tamilia de receptores tie-
nen como ligando estructuras que normalmente estan presentes
en los patdogenos. Por ejemplo, el TLR-5 reconoce una proteina
presente en el flagelo de muchas bacterias: la flagelina. El cam-
bio conformacional asociado a la union de estas estructuras al
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Las inmunoglobulinas. A. Estructura general de un anticuerpo. B. Formas
en las que se presentan las diferentes clases de anticuerpos. C. Unidn de
anticuerpos a la membrana celular. D. Proceso de activacion del mastocito.

Coédigo PDB de la cristalografia: 1THZH.

/

Dominlos iransmembrana

anticuerpos que se diferencian precisamente en las caracteris-
ticas de esta region constante. Existen algunos tipos de inmuno-
globulinas cuya region Fc presenta un alto contenido en residuos
hidrofobicos, lo que les permite estar insertados en la membrana
de las células. Es el caso de las inmunoglobulinas D (IgD) y la
inmunoglobulina M (IgM). La inmunoglobulina M, posiblemente
la mas antigua de todas, y presente en todos los vertebrados,
tiene la capacidad de interaccionar con una proteina denominada
cadena J, que permite la unién de cinco IgMs. Esto le impide
permanecer en la membrana y le hace soluble en la sangre.
Otras inmunoglobulinas que se encuentran en forma soluble
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La respuesta citotdxica. La célula inferior presenta una proteina extrana en
su interior. Mediante el proceso de presentacion antigénica, mediado por
el receptor MHC-I, los linfocitos T-CD8 pueden identificar y matar a la

célula, induciendo su apoptosis.

esos orificios, el linfocito introduce una proteina denominada
granzima, que destruye ciertas proteinas citoplasmaticas, lo que
dispara el proceso de muerte celular programada (apoptosis).
Ademas, el linfocito citotoxico activado secreta una serie de
sustancias (citoquinas) cuya funcion es atraer mas linfocitos, asi
como estimular que las células de la zona aumenten el nimero
de receptores MHC-I en superficie, y con ello poder identificar
si la infeccidon/tumor afecta a otras células vecinas.

Este sofisticado mecanismo de control, que permite la super-
vivencia del ser humano, representa un grave inconveniente para
los millones de personas que hoy dia aguardan un trasplante.
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AcIDO ARAQUIDONICO

Grupo hemo

HO

/ PROSTAGLANDINA H2
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PROSTAGLANDINA E2 PROSTAGLANDINA 12 TROMBOXANO A2
(PGE2) (PGIZ) (TxA2Z)

Las ciclooxigenasas. Estructura de la enzima COX, donde se muestra
la ubicacién del grupo hemo. La prostaglandina H2, producida por la
enzima a partir del acido araquiddnico, es precursora de otras moléculas de
senalizacion. Codigo PDB de la cristalografia: 5] VI.

tromboxanos es responsable del intenso dolor que acompana la
enfermedad.

Ademas de los mastocitos, implicados directamente en disparar
la respuesta inflamatoria y producir prostaglandinas, otras células
de la zona afectada y alrededores son inducidas a expresar la COX-2,
y por tanto a producir esta y otras prostaglandinas derivadas del
acido araquidonico. Este es el caso de las células endoteliales,

114



BI10LOGIA MOLECULAR

35

¢POR QUE LOS HIJJOS SE PARECEN A SUS PADRES?

Hoy sabemos que los acidos nucleicos son los portadores de toda
la informacidn genética de un ser vivo, y que esta informacion
se transmite de generacidon en generacion a través del ADN,
material responsable de que los hijos se parezcan a sus padres.
Sin embargo, esta demostracion no fue posible hasta finales del
siglo XIX y principios de siglo xX.

Los primeros experimentos cientificos que muestra la exis-
tencia de unas leyes naturales asociadas a la herencia fueron rea-
lizados por el checo Johann Gregor Mendel en 1865. Usando la
planta del guisante (Pisum sativum), analizé siete pares de caracte-
risticas de la semilla y la planta: la forma y el color de la semilla,
la forma y el color de la vaina, la posicion y el color de las flores
y la longitud del tallo. El estudio de la frecuencia de aparicion
de cada caracter en las sucesivas generaciones obtenidas de deter-
minados cruces entre plantas le permitid postular su teoria de
la herencia particulada, donde determind la existencia de unos
elementos (que hoy llamamos genes) responsables de la transmi-
sion de los caracteres de los progenitores a la descendencia. Sin
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El pelo de los mamiferos. Diferentes fenotipos de pelo (superior) y pelaje
(inferior). Se indica el genotipo (alelos) responsable del caricter mostrado.

mismo cromosoma silenciado. El resultado de este proceso es
que el cuerpo adulto de las hembras presenta un mosaico en el
que ciertas partes expresan un cromosoma X y el resto el otro.
Como resulta evidente, este fenotipo de mosaico solo se pone
de manifiesto si ambos cromosomas presentan alelos diferentes
para los genes que alli se encuentran. Un gen equivalente al
gen B de ratones, denominado O en gatos (que da color na-
ranja (OO o Oo) o negro (00)), esta localizado precisamente en
el cromosoma X. Cuando un gato presenta tres colores en su
pelaje, manchas blancas (ss), manchas naranjas (OO) y manchas
negras (00), necesariamente tiene que ser una hembra, ya que es
la Gnica manera de explicar dos fenotipos distintos en un mismo
individuo. A estos animales se las conoce en genética como gatas
calico.
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O CcrRNA

Proteina Cas9

Sistema CRISPR. Elementos génicos del sistema CRISPR. La secuencia
presente en crRINA hidrida con el ADN exo6geno, lo que induce a su
rotura por Cas9.

Estas proteinas cortan ese ADN, evitando que se una al ADN
bacteriano o eliminandolo del genoma si ya ha sido integrado.

Como estudiaremos mas adelante, desde el punto de wvista
biotecnolédgico, la version simplificada del sistema CRISPR,
denominada cominmente CRISPR-Cas9, ha sido el punto de
partida de nuevas técnicas de edicion genética in vivo (empleando
dos complejos Cas9-sgRNA y un DNA de reparacion). Estas
técnicas estan revolucionando el modo en el que hoy dia pueden
obtenerse transgénicos, haciéndolo de forma mucho mas rapida y
eficiente.

49

¢COMO HABLAN LAS BACTERIAS?

Una de las caracteristicas que presentan las bacterias, y que las
diferencia del resto de organismos no procariotas, es la posibilidad
de mantener en su interior fragmentos de ADN que no forman
fisicamente parte de su genoma. Posiblemente por la ausencia de
la estructura nuclear, las bacterias son capaces de acumular, repli-
car e incluso transmitir a otras bacterias moléculas de ADN que
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¢SE PUEDE VIVIR SIN ENERGIA?

Desde un punto de vista termodinamico, los organismos vivos
son sistemas abiertos, ya que intercambian materia y energia con
el entorno. Gracias a esta propiedad, la vida puede existir. Segtin
los principios de la termodinamica, los sistemas tienden esponta-
neamente a aumentar el desorden, parametro que es cuantificado
a través de la entropia (S). Segtin estos principios, el aumento de
la entropia de un sistema solo puede ser paliado a través de la
administracion, desde el entorno, de energia al sistema, lo cual
solo puede ocurrir cuando el sistema no es cerrado. Un ejem-
plo visual de este principio podria ser lo que ocurre cuando se
anade al agua unas gotas de aceite. Como las moléculas de agua
no pueden interaccionar con los lipidos, estas tienden a ordenarse
espontaneamente alrededor de las cadenas alifaticas de los lipidos
y minimizan el contacto con ellos. Si imaginamos cinco molécu-
las de acido graso aisladas, es decir, cada una de ellas rodeadas de
moléculas de agua ordenadas, es facil entender que si se juntan
las moléculas de grasa unas con otras, el nimero total de molé-
culas de agua que estan en contacto con los lipidos disminuye. Al
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Rutas metabolicas. Representacion esquematica de varias rutas metabolicas
ficticias. Cada flecha representa una actividad enzimatica. También se

representa un caso de inhibicidon del compuesto b sobre la enzima que
cataliza la reaccién de A a B.

<

de estas rutas de degradacidon y produccion de compuestos celu-
lares, que terminan o se inician en el ciclo de Krebs, tienen gran
relevancia bioenergética, lo que hace de este ciclo uno de los
puntos mas importantes del metabolismo de las células, y por eso
necesita un apartado especial. Otra forma muy eficaz de controlar
la actividad de las rutas metabolicas es denominada retroinhibicion
o inhibicion feedback. Normalmente, el producto final de una ruta
metabdlica tiene la capacidad de interaccionar con alguna de las
enzimas de la ruta, e inducir a una inhibicién de estas y detener la
accion de la ruta. Este mecanismo permite detener la obtencidén
del producto cuando este se encuentra en determinada concen-
tracion en el citoplasma e impide de esta forma su acumulacion
excesiva.

Existen algunos individuos que presentan alteraciones en sus
rutas metabdlicas, lo que puede producir las denominadas enfer-
medades metabdlicas. Estas enfermedades estan producidas bien
por una disminucion de la cantidad de enzima, bien como con-
secuencia de una disminucion en su actividad catalitica, normal-
mente por defectos en los genes que codifican para estas enzimas.
Como resultado de una alteracién metabolica se pueden producir
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La inanicién. En situaciones
avanzadas de ayuno prolongado,
la bajada de los niveles de
proteinas en sangre (albimina
fundamentalmente) produce

la salida de agua de los vasos
sanguineos, lo que produce

el abultamiento de la zona
abdominal y los pies.

hace mucho mas sensible a las infecciones, lo que inevitablemen-
te agrava atin mas la situacion ya de por si critica de la persona.
Junto a los anticuerpos, la albimina también es degradada, lo que
tiene consecuencias desastrosas para todo el organismo. Como
hemos comentado, la albaimina es la proteina mas abundante del
plasma (representa algo mas del 50 % de la proteina total) y esa
cantidad le hace en gran medida responsable de la carga total de
soluto que viaja por la sangre. Una disminucion drastica de la
concentracion de albimina produce que la concentracion total
de soluto del plasma baje, y por efecto de la dsmosis, el agua de
los vasos tienda a salir, lo que se manifiesta en forma de edemas y
un claro abultamiento de la zona abdominal y de los pies por la
acumulacion de liquidos. Finalmente, el catabolismo de las pro-
teinas musculares termina por impedir la contraccidon muscular, y
produce la muerte por parada cardiorrespiratoria.
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¢PODEMOS VER LAS MOLECULAS?

El ser humano aprendi6 hace siglos a utilizar lentes para conse-
guir aumentar la resolucion del ojo y de esta forma conseguir
aproximarse cientos o incluso miles de veces a los objetos que
observa. En los microscopios, por ejemplo, varias lentes son situa-
das en serie para conseguir ver cuerpos diminutos, aumentando
la resolucion de la imagen hasta 2 500 veces. Es decir, dos puntos
que se encuentran separados por 1 mm, pasamos a verlos como si
estuvieran separados por 2,5 metros. La capacidad de ampliacion
de imagenes que presentan las lentes convexas esta limitada por
la naturaleza material del objeto que se observa, de tal forma que,
aunque aumentemos el nimero de lentes no se consigue aumen-
tar ese limite de resolucion. ;Por qué?

Cuando vemos un objeto es porque parte de la luz que lo
flumina esta siendo reflejada en su superficie, o refractada desde
donde llega hasta nuestro ojo. Los cuerpos que vemos a simple
vista 0 a través de un microscopio estan formados por estructuras
moleculares que permiten que la luz rebote en ellas. Hay que
recordar que la luz visible esta formada por un continuo de ondas
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Niveles de resolucion. A. Microscopio 6ptico (protozoo ciliado). B.
Microscopio electronico de barrido (mosquito). C. Microscopio electronico
de trasmision (virus de la gripe HI1N1). D. Cristalografia en rayos X /
Resonancia magnética nuclear (molécula de penicilina).

cristal son idénticas, es decir, en todas ellas la posicion de cada
atomo de la molécula cristalizada ocupa la misma coordenada den-
tro del cristal. Cuando el cristal es irradiado con rayos X, estos
rebotan en los atomos del cristal, e inciden sobre una pelicula
fotosensible. Mediante complejas operaciones matematicas, las
senales obtenidas pueden convertirse en mapas tridimensionales,
donde la posiciéon de cada atomo de la celda unidad es localizada.

Aunque continuamente se desarrollan nuevas técnicas para
conseguir cristalizar moléculas, incluidos grandes complejos
multiproteicos, existen algunas moléculas que no han podido
ser cristalizadas y, por tanto, no han podido ser analizadas con
esta técnica. En estos casos en los que la molécula no puede ser
cristalizada, el Gnico método capaz de determinar su estructura
atdmica es la resonancia magnética nuclear. En este caso, la mo-
lécula a estudiar se encuentra en disolucion y es colocada en el
interior de un potente campo magnético. Cuando la muestra es
sometida a ondas de radio, algunos dtomos, fundamentalmente los
hidrégenos, emiten radiaciones que pueden ser captadas por un
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El 1soelectroenfoque. Separacion de una mezcla que contiene tres hipotéticas
proteinas con puntos isoeléctricos (pl) diferentes. Una vez distribuida la
muestra por el gradiente, el campo eléctrico desplazara las proteinas hasta que
alcancen la posicion dentro del gradiente correspondiente con su pl.

las proteinas se separan por su tamano, y quedan las de mayor ta-
mafo mas alejadas del anodo.

El isoelectroenfoque consiste en separar las proteinas en fun-
c16n de su punto isoeléctrico. Como ya estudiamos, un aminoacido
puede presentar diferentes cargas dependiendo del pH en el que
se encuentre (recordemos el concepto de pKa estudiado en el
bloque I) y también puede existir cierto pH en el que pierde su
carga. El valor de pH al que un aminoacido pierde la carga se
denomina punto isoeléctrico (pl) y es especifico de cada ami-
noacido. Como cada proteina tiene una cadena de aminoacidos
tnica, es facil entender que cada proteina presentara también un
pl especifico en el que perdera su carga. Si colocamos una mezcla
de proteinas sobre un gradiente de pH (una tira de gel que altera
paulatinamente su pH a lo largo de un eje longitudinal) y aplica-
mos un campo eléctrico en la orientacidon apropiado (haciendo
coincidir el anodo (polo +) con el pH mas acido), los aminoa-
cidos se repartiran en el gradiente, se arrastraran hasta alcanzar la
posicion dentro del gradiente que corresponda con su pl. Aqui,
la proteina perdera su carga y el campo eléctrico dejara de em-
pujarla. Tras el 1soelectroenfoque, cada una de las proteinas de la
mezcla estara localizada en la posicidn correspondiente a su pl.
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La cromatografia de afinidad. Queremos aislar una hipotética proteina
(enzima; pentagono) que presenta afinidad por un sustrato conocido
(cuadrado negro).Tras hacer pasar la mezcla de proteinas por la columna, la
enzima que queremos aislar queda unida, separandose del resto de la mezcla,
que sale de la columna (izquierda). Al adicionar el sustrato soluble en la fase
movil se consigue liberar la enzima (derecha).

(como el SDS-PAGE que ya comentamos, aunque en este caso
la cantidad obtenida en muy pequefia). Gracias a estos métodos,
muchos de los componentes proteicos de los diferentes extractos
que tradicionalmente usan los seres humanos han podido ser pu-
rificados y estudiados.

88

¢HAY BISTURIS QUE HUELEN EL CANCER?

En las preguntas anteriores hemos visto diferentes técnicas que
permiten identificar la presencia de cierta proteina en una mues-
tra. Sin embargo, para todas ellas necesitamos conocer previa-
mente de qué proteina se trata. Ahora vamos a explicar como es
posible identificar una proteina, es decir, saber cual es su secuencia
de aminoacidos o cual es el gen que la codifica.
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ellos tienen un aminoacido de K o R en sus extremos. Ahora,
esos fragmentos son sumergidos en una matriz e introducidos
dentro del tubo al vacio. Mediante excitaciéon con un pulso laser,
la matriz se descompone y lanza los fragmentos peptidicos que
contiene hacia los electroimanes. Ademas, como consecuencia
de la excitacion de la matriz, los péptidos adquieren una potente
carga (positiva normalmente, aunque puede ser negativa de-
pendiendo del tipo de matriz), y permiten que los electroimanes
los aceleren hacia el detector. Tras establecer el tiempo de vuelo
de los péptidos mas representativos (el tamanio exacto de los di-
ferentes péptidos presentes en la muestra), se realiza una segunda
fragmentacion, pero ahora de cada uno de esos péptidos de forma
aislada. Mediante el control de la potencia de los electroimanes, es
posible hacer volar solo uno de los péptidos, que se fragmenta al
colisionar con un chorro de helio (He) u otro gas inerte. Con la
identificacion de los fragmentos liberados por las colisiones efec-
tivas (aquellas que liberan un fragmento con una carga positiva),
es posible establecer la secuencia exacta de cada uno de los pép-
tidos identificados en el primer vuelo. Existen programas infor-
maticos que son capaces de comparar la secuencia de los péptidos
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Anticuerpos monoclonales. Cada uno de los hibridomas obtenidos a partir

de un clon de células B produce un tipo de anticuerpo que reconoce una
parte concreta de la proteina de interés.

causando fuertes espasmos e incluso la muerte. Mediante la admi-
nistraciéon de anticuerpos especificos contra esta toxina es posible
bloquear su entrada al sistema nervioso, para frenar su efecto y dar
tiempo al sistema inmunitario a terminar con la bacteria. Los
anticuerpos obtenidos por los métodos que acabamos de ver, al
estar producidos en una especie diferente a la humana, existe un
alto riesgo de producirse una reaccion inmunologica contra ellos.
Para evitar este efecto, es necesario obtener anticuerpos humani-
zados, que pasen desapercibidos a nuestro sistema inmunologico.

Para obtener anticuerpos humanizados se comienza con la ob-
tencidon de un hibridoma productor del anticuerpo que reconoce
especificamente la proteina de interés, siguiendo el protocolo que
acabamos de comentar para la obtencion de anticuerpos mono-
clonales. Mediante técnicas de ingenieria genética, que veremos
mas adelante, es posible sustituir la region constante del gen de
la inmunoglobulina de ese clon de célula B de raton por la se-
cuencia de la region constante humana. De esta forma, el clon
comienza a secretar anticuerpos con la misma especificidad que
antes. Pero ahora la mayor parte de la molécula es humana, evi-
tando que sea reconocida como proteina extrana.
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que ayudan a eliminar posibles estructuras secundarias formadas
en el molde o los oligos, favoreciendo asi un correcto proceso
de hibridacion. Esta mezcla de reaccion sera sometida a un na-
mero variable de ciclos de amplificacion (95-[50-60]-70 °C), y
obtiene un namero de copias del ADN molde igual a 2", donde
n es el namero de ciclos. Esto quiere decir que, en condiciones
6ptimas, desde una molécula de ADN molde podrian obtenerse
aproximadamente 10" copias con cuarenta ciclos (dos horas de
experimento aproximadamente).

Uno de los problemas asociados al uso de la Tag-polimerasa es
la poca fidelidad en las copias que realiza, pues comete aproxima-
damente un error por cada 9000 pb que son copiadas. Mediante
el empleo de las polimerasas de otros organismos termofilos, o
mediante técnicas de ingenieria genética, se han conseguido
ADN-polimerasas de alta fidelidad, que cometen hasta diez veces
menos errores que la Taq convencional.

La doble hélice de ADN es una molécula altamente estable ca-
paz, como hemos visto, de soportar altas temperaturas sin romper
sus hebras. Por tanto, en caso de no ser degradada por una acti-
vidad enzimatica, puede permanecer durante siglos sin descom-
ponerse. Esto es lo que ocurre en muestras biologicas que estan
conservadas en lugares extremadamente secos donde, al no haber
humedad, ni los microorganismos ni las enzimas pueden funcio-
nar para degradarlo. O en lugares extremadamente frios, donde
tampoco es posible la actividad que pueda destruirlo. Gracias a
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electroforesis es transferido a un papel para poder ser expuesto a
una pelicula fotografica, donde la radiacién emitida por el fosforo
radiactivo dejard una seial. La imagen obtenida nos permite esta-
blecer la secuencia de nucleétidos del fragmento original.

Este método presenta varios inconvenientes, entre los que cabe
destacar su lentitud, debido a que hay que purificar el fragmento
que se quiere secuenciar, ademas de la toxicidad de los compues-
tos que se utilizan para la fragmentacion del ADN. De hecho, hoy
dia este método, que se conoce como secuenciacidon quimica del
ADN, no es utilizado. En el mismo afio que Maxam y Gilbert
publican su protocolo, el cientifico britanico Frederick Sanger
reporta otro método de secuenciaciéon (método enzimatico) que,
a posteriori, ha resultado ser mucho mas eficiente. Sobre todo tras
la invencién de la PCR.

Con el método enzimatico no es necesario aislar el fragmento
de ADN que queremos secuenciar, ya que seran los oligos que
utilicemos para la PCR los que van a definir el fragmento
que va a ser secuenciado. Para conseguirlo, preparamos una reac-
ci6n de PCR en la que incluiremos los nucleétidos trifosfatos, los
oligos especificos y la Tag-polimerasa, ademas de cierta cantidad
de dideoxinucleétidos fluorescentes. Estos nucledtidos carecen de
grupo hidroxilo (-OH) en la posicion 3’, de tal forma que una vez
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Clonacién molecular. Para obtener bacterias que porten un fragmento
de ADN determinado (inserto), se utiliza un vector de clonacion.Tras la
transformacion, las bacterias se crecen en presencia de antibidtico y X-Gal.
Solo aquellas que porten el vector creceran. Como el inserto entra dentro
del gen de la B-galactosidasa, solo aquellas bacterias que no producen color
portan el vector recombinante.

clonicos con reproduccidn sexual: una ruptura del embrion en los
primeros momentos del desarrollo o una manipulacién genética
realizada por el ser humano.

Una vez formado el cigoto, tras la union de los dos gametos,
este sufre una serie de divisiones que dan lugar a un conglome-
rado de células, todas iguales entre si, que se llama morula. Si en
este momento se separan esas células, cada una de ellas dara lugar
a una nueva moérula que podra, tras mas divisiones y diferencia-
ciones, transformarse en individuos idénticos genéticamente entre
si. El caso mas comtn en la naturaleza es el de los gemelos, que
se produce por la rotura del embrion en las primeras fases del
desarrollo.

Para generar dos individuos idénticos de forma artificial, se
parte de una célula embrionaria a la que se le retira el ntcleo,
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Finalmente, estos fragmentos obtenidos son clonados en el
interior de plasmidos o bacteridéfagos. La mezcla de ADN recom-
binantes son introducidos dentro de bacterias (por transformacion
o por infeccion respectivamente), obteniéndose cultivos de bac-
terias en el primer caso o de fagos en el segundo, en el que cada
individuo de la poblacidon porta un fragmento distinto del ADN
gen6émico original.

Con este método, por ejemplo, ha sido posible realizar la se-
cuenciacion de los genomas de multitud de especies, incluida la
humana, ademas de ayudar a infinidad de investigaciones desti-
nadas a entender la estructura y funcionamiento de los genomas.

Existe un tipo particular de librerias gendémicas en las que
solo son clonadas las secuencias codificantes para proteinas, a
diferencia de la que acabamos de ver en la que todo el geno-
ma es clonado, y reciben el nombre de librerias de cDNA. Para
conseguirlas, en vez de partir del ADN gendémico, utilizamos el
ARN mensajero (ARNm) presente en la célula, ya que en estas
moléculas esta, casi exclusivamente, la secuencia con los codo-
nes que permite al ribosoma sintetizar la proteina (recordemos
la existencias de las regiones no traducidas, 3° y 5° UTRs).
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Los chips de ADN. La imagen muestra el resultado obtenido de un microarray
que contiene unas 37 000 secuencias de ADN. Los puntos marcados
corresponden con los lugares donde se ha producido hibridacion de la sonda
problema.

vector vacio) que permitan saber que la unién detectada es espe-
cifica. De esta forma, un chip que contiene el genoma humano
tiene que portar aproximadamente unos 75 000 puntos, que son
colocados por un robot en superficies de pocos centimetros cua-
drados. Por causa del gran nimero de puntos que puede llegar a
tener un array, es imprescindible la ayuda de ciertos soffiwares para
el analisis de los resultados, ya que ademas de identificar qué se-
cuencias hibridan, también podemos cuantificar en qué cantidad,
lo que permite, por ejemplo, establecer variaciones en los niveles
de expresion de todo un genoma.

Supongamos que queremos identificar qué genes son dife-
rencialmente expresados entre una célula tumoral y una normal.
Es decir, qué genes aumentan su expresion y cuales se repri-
men. El primer paso consiste en extraer el ARN mensajero de
ambos tipos de células y realizar una retrotranscripcion. En esta
ocasion se incluye uno de los nucleétidos en su version fluo-
rescente (que presenta unido un fluordforo). El color de la luz
emitida es diferente en cada reaccion de retrotranscripcion, de
tal forma que, al final, se obtiene el cDNA del tumor marcado
en un color (supongamos verde), y por otro lado, el cDNA de
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(GLOSARIO

Alelo: Cada una de las diferentes secuencias que puede presentar
un gen o una secuencia genoémica.

Anabolismo: Conjunto de reacciones metabolicas mediante
las cuales la célula obtiene moléculas complejas a partir de
otras mas simples.

Anfipatico: Que presenta una parte hidrofobica y otra hidrofilica.

Antigeno: Sustancia que es reconocida como extrana por el
sistema inmunitario y contra la que se monta una respuesta
inmunolégica.

Apoptosis: Muerte celular programada; conjunto de procesos di-
rigidos por diferentes proteinas que permiten una eliminacion
controlada de las células.

Bacteridfago: Formas de vida similares a los virus y que infectan
exclusivamente células procariotas.

Bombas 16nicas: Complejos proteicos capaces de transportar iones
a través de una membrana con gasto o ganancia de energia.

Catabolismo: Conjunto de reacciones metabolicas que permiten
la descomposicion de moléculas organicas, lo que permite a la
célula obtener energia y/o poder reductor.
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