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Advertencia

La farmacia es un área en constante evolución. Aunque deben seguirse unas precauciones de seguridad estándar, a medida que aumenten nuestros conocimientos gracias a la investigación básica y clínica habrá que introducir cambios en los tratamientos y en los fármacos. En consecuencia, se recomienda a los lectores que analicen los últimos datos aportados por los fabricantes sobre cada fármaco para comprobar la dosis recomendada, la vía y duración de la administración y las contraindicaciones. Es responsabilidad ineludible del médico determinar las dosis y el tratamiento más indicado para cada paciente, en función de su experiencia y del conocimiento de cada caso concreto. Ni los editores ni los directores asumen responsabilidad alguna por los daños que pudieran generarse a personas o propiedades como consecuencia del contenido de esta obra.

El Editor







Dedicatoria

Esta obra está dedicada al profesor José Luque Cabrera, maestro, mentor y amigo. Sin su visión y su contribución este libro nunca habría existido, ni en su primera edición ni en esta segunda.

Doy las gracias, asimismo, a todos los que me rodean y día a día me dan su apoyo; aun cuando éste pudiera parecer intangible, lo aprecio y sus efectos están ahí. Gracias; este libro es también un poco vuestro.





Prólogo a la segunda edición


José Luque Cabrera

Catedrático jubilado de bioquímicay biología molecular, Universidad de Alcalá


Deseo, en primer lugar, agradecer al Dr. Ángel Herráez, entrañable colaborador y amigo, el honor que me hace al permitirme escribir el prólogo de esta nueva edición del Texto ilustrado e interactivo de biología molecular e ingeniería genética, actualizado y enriquecido con un novedoso contenido digital interactivo. No cabe duda de que el hecho de pasar de coautor de una obra a prologuista de su continuación es, en cierto modo, equivalente al sentimiento de un padre orgulloso de la madurez intelectual de un hijo.

Pero permítanme comenzar comentando brevemente de dónde surge mi preferencia por la didáctica gráficamente ilustrada. Ésta se remonta a los inicios de mi trayectoria profesional, cuando la enseñanza de la bioquímica se basaba en la lección magistral —criticada pero insustituible— con el apoyo de la pizarra y los medios visuales del momento, situación que evolucionó de manera progresiva hasta el uso cotidiano del retroproyector, lo que me permitió crear, a lo largo de los años, una extensa colección personal de láminas en color. Una situación que sirvió para los diversos enfoques de la materia en las licenciaturas de Farmacia, Veterinaria, Biología y Química. No obstante, la situación cambió al hacernos cargo el Dr. Herráez y yo de la asignatura de Biología Molecular e Ingeniería Genética en la Facultad de Farmacia de Alcalá de Henares, y plantear su docencia bajo el criterio de la participación del alumnado en el aprendizaje, evitando la toma indiscriminada de apuntes como única fuente de información, e introduciendo el ordenador como medio de apoyo a las exposiciones orales con figuras y esquemas de gran impacto visual. De esta manera, durante varios cursos lectivos, con un gran esfuerzo y no menos entusiasmo, se pudo publicar en 2001 la primera edición de esta obra. Su objetivo era doble. Por una parte, apuntalar conceptualmente las explicaciones y, por otra, profundizar en los fundamentos de las técnicas de laboratorio y las aplicaciones en ciencias de la salud. Todo ello acometido desde una ambición integradora y pluridisciplinaria, lo que nos permitió recibir críticas muy favorables y una sorprendente acogida editorial. Durante ese período, y hasta el año 2004, tuvimos ocasión de comprobar directamente la utilidad didáctica del texto, y la adaptación de su parte técnica y aplicada en una asignatura del área biosanitaria, la Patología Molecular. Esta andadura me hace recordar el proverbio: “un río puede alcanzar su meta porque ha aprendido a sortear los obstáculos”.

Desde entonces, el Dr. Herráez ha actualizado el texto original y sus ilustraciones y, sobre todo, ha diseñado un sitio web específico para la nueva edición, con modelos de las biomoléculas y los procesos estudiados por la biología molecular. Se logra, así, una obra para su utilización conjunta por el alumno en dos entornos interactivos y complementarios, que contribuirán notablemente al proceso de aprendizaje. Los detalles concretos de la publicación se describen en la presentación del autor. Por otro lado, esta edición aparece en un momento crucial: la entrada en vigor de las nuevas titulaciones de grado y posgrado del sistema educativo de reforma universitaria común en Europa, Plan Bolonia, cuyo inicio en 1999 tuve ocasión de conocer como responsable del primer Programa Erasmus de nuestro departamento. En estos años, el desarrollo de los nuevos planes de estudio y la metodología docente que los acompaña se han ido adaptando al cambio en la adquisición del número de créditos (European Credit Transfer System, ECTS) en función del tiempo de trabajo total empleado por el alumno a partir de la presencia en el aula —clase magistral—, los seminarios, los laboratorios, el estudio personal y la evaluación. Así, el estudiante pasa de ser un receptor pasivo de conocimientos a depender de su actitud y proactividad. A su vez, el profesorado adquiere una mentalidad docente presidida por la motivación personal del alumno, el acercamiento a los avances científicos del área y la proyección de éstos en la orientación profesional de cada grado. En este contexto, las modernas tecnologías de la información y la comunicación (TIC) —ordenador, vídeo, etc.— constituyen unas herramientas de extraordinario valor para la elaboración de materiales instructivos de interés didáctico. De hecho, como avance de esta perspectiva, el texto aparece citado en la bibliografía de las guías docentes de los grados que se imparten en nuestro departamento: Biología, Biología Sanitaria, Farmacia, Medicina y Química. Por tanto, considero que la obra del Dr. Herráez, al facilitar la interactividad entre docente y discente, entre los propios alumnos —esencial para el trabajo en equipo— y el autoaprendizaje, puede resultar especialmente adecuada y alcanzar mayor protagonismo en la consecución de las habilidades y competencias que se persiguen en el Plan Bolonia.

Obviamente, toda esta labor es fruto, en último término, de la actividad investigadora en el ámbito de la didáctica llevada a cabo por el Dr. Herráez en bioinformática estructural, bioinformática e innovación pedagógica, utilización de las nuevas tecnologías de la información en el estudio de las ciencias, y diseño instructivo (véase a estos efectos la página web del autor, biomodel.uah.es). No en vano, en su currículum vitae podemos destacar su quehacer como coordinador de la serie BioROM: Ayudas al aprendizaje de bioquímica, biotecnología y biología molecular (2001-2011), con un número creciente de participantes (30 en la última edición); como coordinador del Grupo de Enseñanza de la Sociedad Española de Bioquímica y Biología Molecular (SEBBM); como miembro del panel editorial de la revista Biochemistry and Molecular Biology Education (2007), y como miembro del Comité de Educación de la Federation of European Biochemical Societies (2012). Además, ha dictado cursos de formación en las temáticas indicadas, traducido libros, sitios web y software, y ha establecido contactos con personas y colectivos de instituciones y centros de enseñanza media y superior de España, Europa e Hispanoamérica. A ello debe añadirse la investigación experimental —de laboratorio— realizada durante el doctorado y el período posdoctoral, y su implicación actual en proyectos para el estudio de mecanismos de acción antitumoral (Grupo Leucagent, Universidad de Alcalá) y epidemiología nutricional y promoción de la salud (Grupo Epinut, Universidad Complutense de Madrid). Un currículum vitae, en definitiva, que muestra el equilibrio deseable entre los dos campos de investigación posibles en toda especialidad, aspecto que debiera ser considerado al evaluar la calidad global de la actividad investigadora del profesorado universitario (sexenios, etc.), donde, en ocasiones, se valora casi exclusivamente el ámbito de la experimentación, fundamentalmente dependiente de los medios, el ambiente científico, la capacidad intelectual y la dedicación, en detrimento de la investigación didáctica, menos dependiente de los medios, pero igualmente necesitada de un ambiente adecuado, una capacidad intelectual y una gran dedicación.

No quiero terminar sin destacar y reconocer, desde la perspectiva que me brinda el haber finalizado mi actividad universitaria, a todas aquellas personas que, de manera directa o indirecta, han colaborado con el Dr. Herráez en la docencia teórica y práctica, en el laboratorio de investigación, y en las dos ediciones del presente texto. De forma muy especial, quiero agradecer la actitud de los miembros de nuestro grupo docente y de investigación: José Carlos Díez, Ana Isabel García, Montserrat Pinilla, Pilar Sancho y Cristina Tejedor; sin olvidar a tantos compañeros que han compartido vivencias, apoyo y cercanía con el Dr. Herráez. Todos ellos conocen la disponibilidad y la respuesta generosa de Ángel a todo tipo de cuestiones científicas, siendo, y no sólo por ello, merecedor del aprecio, amistad y afecto que muchos le profesamos. Decía Thomas Carlyle (1795-1881) que “un gran hombre demuestra su grandeza por la forma en que trata a las personas”. Pues eso es lo que hemos querido venir a subrayar aquí.





Prólogo a la primera edición


Prof. José Carreras Barnés

Universidad de Barcelona


En la presentación de este libro, que tengo el honor de prologar, los autores afirman que pretenden reunir los conceptos actuales de la biología molecular y las modernas metodologías de la ingeniería genética con vistas a su aplicación a la patología molecular, humana y animal en sus diversos aspectos: etiología, fisiopatología, diagnóstico, pronóstico, terapéutica y prevención de las enfermedades, y promoción de la salud. Y pretenden hacerlo desde una perspectiva pluridisciplinaria e integradora dirigida, fundamentalmente, a los estudiantes que cursan las licenciaturas de Farmacia, Medicina, Odontología y Veterinaria, y las orientaciones biosanitarias de Biología, Bioquímica y Química. Se trata, sin duda, de una empresa tan oportuna y ambiciosa como compleja y difícil. Pero, a la vista del resultado alcanzado, puede afirmarse que el éxito ha sido total.

La elaboración de un texto de las características mencionadas es oportuna y necesaria. En los últimos decenios, la biología ha experimentado un proceso de progresiva molecularización que ha conducido a un nuevo paradigma biológico que trata de entender lo que se ha denominado “la logique du vivant” (F. Jacob, 1970) o “the molecular logic of the living state” (A.L. Lehninger, Biochemistry, 1970): las bases moleculares subyacentes a los procesos biológicos. El reciente desciframiento del genoma de diversos organismos, y muy especialmente del genoma humano, constituye una etapa fundamental que ha de hallar su continuidad en el no menos importante estudio de los proteomas. Siguiendo los pasos de la biología, la medicina y la veterinaria están experimentando un proceso de molecularización creciente que ha hecho emerger la que se ha denominado patología molecular. Hoy en día, el nivel molecular no es sólo un nivel de investigación biomédica, sino también un nivel de actuación diagnóstica, pronóstica y terapéutica. Por ello, es imprescindible preparar adecuadamente a los futuros profesionales de la salud, ya que sólo si disponemos de profesionales competentes podremos hacer frente con éxito a los retos del futuro. El ejercicio profesional de los años venideros exigirá competencia para abordar a nivel molecular los problemas de la salud. Por ello, harán falta profesionales que posean los conceptos y los elementos de lenguaje molecular necesarios para comprender las bases moleculares de la salud y de la enfermedad. Profesionales capaces de adquirir constantemente la información bioquímica necesaria para mantener su competencia, y capaces de aplicar dicha información a la solución de los problemas que les conciernan; profesionales con capacidad de autoaprendizaje para poder sustituir los conceptos caducos por los nuevos, haciendo uso de todas las posibilidades que las modernas tecnologías de la información pondrán a su alcance. Para la formación básica de tales profesionales tienen gran valor los textos que resumen los nuevos elementos conceptuales de las diversas áreas de la biología junto con las correspondientes técnicas y metodologías, ya que permiten que el estudiante adquiera una base sólida a partir de la cual podrá ampliar los conocimientos acudiendo, luego, a las monografías especializadas, a las revisiones o, incluso, a los artículos originales. Por todo ello, y por abarcar un ámbito hasta ahora insuficientemente cubierto, consideramos que la obra de José Luque y Ángel Herráez responde a una necesidad urgente e importante.

Ahora bien, como hemos indicado, la empresa no era nada fácil. Y no lo era por su carácter de obra básica, dirigida a estudiantes de varias licenciaturas y, por tanto, con formación diversa, y por su pretensión de seguir un tratamiento de los temas integral y multidisciplinario. Los autores pretendían integrar lo conceptual, lo tecnológico y lo aplicado, abordando lo esencial y rechazando, en aras de la claridad, lo complejo y no bien establecido. Es evidente que estos objetivos requerían, por parte de los autores, tanto un conocimiento profundo y actualizado de los diversos temas tratados como un conocimiento amplio y completo de los contenidos de la bioquímica y la biología molecular, y un conocimiento de los contenidos formativos de las diversas licenciaturas, a la vez que exigían una gran capacidad didáctica. Sin duda, la prolongada e intensa dedicación de los autores a la docencia universitaria ha sido un factor decisivo para culminar con éxito la empresa acometida. El método de trabajo seguido para la elaboración del texto, desde la recogida de la información inicial a la revisión final de cada capítulo, teniendo en cuenta las observaciones y sugerencias de los profesores, especialistas, doctorandos e incluso estudiantes de licenciatura que lo han analizado, ha contribuido, también sin duda, a la excelencia de la labor realizada. Excelencia acrecentada por el acertado tratamiento visual que se ha hecho de la información presentada.

En resumen, el Texto ilustrado de biología molecular e ingeniería genética de los profesores José Luque y Ángel Herráez es una obra ambiciosa, muy bien realizada y que ha de ser de gran utilidad para la formación tanto de la amplia gama de estudiantes a quienes va dirigida como de los profesionales de la salud que deseen actualizar sus conocimientos en uno de los campos más importantes de la actual biomedicina. Es por todo ello que ha sido para mí un honor y una satisfacción redactar estas líneas como prólogo.





Presentación de la segunda edición


Ángel Herráez Sánchez




Objetivos

Desde la publicación de la primera edición de este libro a principios de 2001, tanto el conocimiento en el área de la biología molecular como las técnicas de la ingeniería genética y sus aplicaciones han continuado expandiéndose, imparables, con la actividad característica de estas áreas. Ha sido, pues, tanto una necesidad como un reto considerable abordar la preparación de esta nueva edición.

A pesar de que la formación en esta área es actualmente mucho más amplia, y ha aumentado la disponibilidad de fuentes de información adecuadas, pensamos que sigue vigente la necesidad de un texto introductorio en español. Al igual que en la primera edición, la concepción de esta obra no se dirige únicamente a los estudiantes, sino que incluye a los profesionales cuya práctica diaria se ve invadida por cuestiones y técnicas, relacionadas con la biología molecular, que quizás aún captaban poca atención cuando recibieron su formación. Además, es una realidad cada vez más frecuente el solapamiento entre áreas, de conocimiento y profesionales, en particular la atención creciente a los aspectos y mecanismos moleculares o la cada vez mayor aplicación de las técnicas en todo tipo de ámbitos; de ahí la necesidad de transferir conocimiento de biología molecular e ingeniería genética hacia áreas afines.




Actualización

Además de la lógica revisión y actualización de los contenidos, en esta edición se insiste muy particularmente en una expansión de la idea ya presente en la primera. Si entonces apostamos por el uso extensivo del material gráfico, en preferencia al textual e integrado estrechamente con él, ahora los mismos principios de concreción, relación e interactividad se extienden hacia el desarrollo de ilustraciones animadas y, en especial, de material interactivo que permita al lector ser agente activo en el descubrimiento y en la construcción de su conocimiento. Para poder abordar esta fórmula se ha diseñado un formato que combina el texto impreso con material digital en páginas web.

No se ha querido ceder a la presión por actualizar con las últimas novedades si ésta arriesga la concepción original de un texto básico que sirva para la iniciación de los estudiantes, especialmente de grado, en estas áreas y para la actualización de aquellos profesionales que requieren un suplemento de formación. El lector que necesite una formación o información más avanzadas dispone de excelentes libros especializados, escritos por científicos y profesionales expertos en cada tema, con contenido más detallado y actualizado. No es esa la función de este texto, sino la de proporcionar unos fundamentos organizados y razonados sobre los que comprender los avances ya alcanzados o aún por llegar.




Planteamiento

La obra mantiene todas las premisas y objetivos de su primera edición, relativos al carácter multidisciplinario de los destinatarios, la integración de los conceptos con las técnicas que derivan de ellos y con las aplicaciones prácticas, el énfasis en su proyección a las ciencias de la salud y, en consecuencia, el enfoque preferente hacia el ser humano en particular y los organismos eucarióticos en general, etc. (pueden consultarse estos planteamientos con más detalle leyendo la presentación de la primera edición).

Como ya se ha mencionado, en esta edición se apuesta por una fusión entre el texto escrito, siempre con abundantes imágenes integradas, y el material digital en formatos diversos que confiamos permitirán una mejor ilustración y una mejor captación por el lector. El concepto director en el diseño de esta fórmula dual ha sido dar nuevo formato a aquello que en el papel se muestra con más limitaciones o dificultad, y que puede ofrecerse con más eficacia y facilidad de comprensión en otro tipo de soporte. Se ha tomado, además, la decisión de no mantener la versión estática, sino más bien eliminarla del papel para que sea el formato digital, más ventajoso, la fuente primaria de dicha información. No se trata, pues, de un libro acompañado de unos “suplementos electrónicos” o una “web acompañante”, sino de un recurso integral, en el que ni el papel ni el material digital bastan por sí mismos, sino que se entrelazan y complementan a lo largo de toda la obra. El lector deberá leer el libro consultando la sede web, y viceversa, pues los materiales no se duplican en ambos entornos.




Formato

Los formatos empleados en la sección digital son diversos, en dependencia de lo que cada apartado ha requerido. Destaca quizás el uso de modelos moleculares tridimensionales e interactivos para percibir la estructura de las biomoléculas y sus interacciones relacionadas con la función biológica (se abandonan las antiguas imágenes estáticas, basadas en dichos modelos). Se incluyen asimismo esquemas animados, derivados de las ilustraciones anteriores o de nueva creación, cuando se trata de procesos dinámicos, que experimentan una evolución temporal o espacial, así como algunas tomas de vídeo para ilustrar mediante modelos conceptos estructurales que resultan complejos de dibujar. Finalmente, en todos los apartados se hace uso de la integración de medios que permite la página web y de un diseño en el que los contenidos mostrados responden a la acción del lector, con el fin de proporcionar un material enriquecedor para la comprensión y el aprendizaje.

La integración de medios, la interactividad, la modularidad en general de los contenidos, pretenden configurar un texto flexible y dinámico que, por un lado, se adapte a intereses y necesidades variables (distintos niveles de estudio, profundidad o enfoque) y, por otro, aporte una experiencia de formación personal. Es ya un tópico hablar de la reforma de los estudios universitarios en adaptación al Espacio Europeo de Educación Superior y las directrices de la Declaración de Bolonia, donde se acentúa el trabajo personal del alumnado como método dominante en el aprendizaje de conocimiento y la adquisición de competencias; no deja de ser asimismo un reto importante para los profesores concretar dichas propuestas en acciones metodológicas específicas. Pensamos que un texto que ofrece no sólo referencia, sino también material con el que trabajar e interaccionar puede acomodarse bien a esta dinámica de organización del trabajo personal del estudiante universitario.

Queda, por fin, repetir el agradecimiento a todos aquellos alumnos, compañeros y colegas que participaron en la primera edición colaborando en la definición de los contenidos o revisando capítulos, y a quienes nos han hecho llegar comentarios posteriores a aquella publicación.

Ojalá esta nueva edición consiga satisfacer las expectativas de quienes durante los últimos once años han apreciado nuestro texto, así como de aquellos que se aproximen a él por primera vez en esta ocasión.







Presentación de la primera edición


José Luque Cabrera, Ángel Herráez Sánchez




Objetivo

Los avances y las aplicaciones de la investigación bioquímica y genética ocupan hoy día una posición privilegiada en el campo de las ciencias de la salud en general y en la farmacia y biomedicina en particular. Se vislumbra, en los albores del siglo xxi, una tendencia hacia el enfoque molecular de la enfermedad, como referente último en la interpretación de los procesos patológicos y como horizonte de nuevas estrategias diagnósticas y terapéuticas basadas en dichos avances. Para dar respuesta a esta situación se requiere una adecuada preparación universitaria, lo que justifica el desarrollo del presente proyecto: un libro de texto que facilite la adquisición de una formación básica en el área de biología molecular, un enfoque estructural y tridimensional del material genético y de los productos génicos, así como en la ingeniería genética, en un sentido amplio la modificación de dicho material en beneficio de la salud o de la técnica. Por su gran significado y su potencial futuro, estas disciplinas ya se enseñan, con mayor o menor profundidad, en las licenciaturas con responsabilidad directa o indirecta en la sanidad (Farmacia, Medicina, Odontología y Veterinaria; Biología, Bioquímica y Química) y en determinadas diplomaturas (Enfermería y Fisioterapia). Con el fin de contribuir a esta formación, se propone un enfoque adaptado a la realidad, asequible a todo este alumnado, que pueda facilitar el proceso de enseñanza y aprendizaje de tan importantes y novedosas materias en un área de conocimiento en continua expansión.




Planteamiento

Para dar cumplimiento a este objetivo, el libro se plantea bajo una triple vertiente:


Conceptos

Dada la variedad y las particularidades del alumnado al que va dirigida la obra, se ha puesto un énfasis especial en los fundamentos, comunes para todos. Se discuten con sencillez, aunque con el rigor científico exigido hoy día, las bases teóricas imprescindibles para comprender la materia y para desarrollar y aplicar científica o profesionalmente la tecnología derivada de estos conceptos. Se pretende un libro válido para conocer de forma adecuada y suficiente la biología molecular e ingeniería genética sin tener que acudir a una excesiva, y a veces innecesaria, especialización.




Aspectos técnicos

La metodología derivada de la biología molecular, y en especial de la ingeniería genética (inicialmente limitada a la tecnología del DNA recombinante), se ha ido extendiendo con el tiempo a fines muy diversos (aislamiento, clonación, hibridación, secuenciación, etc.), para dar lugar a una biotecnología molecular, término que en cierto modo podría utilizarse como alternativa a ingeniería genética en el título del libro. De ahí que, bajo un punto de vista formativo, nuestro segundo objetivo consista en estudiar los principios de los métodos y las técnicas más comunes, aquellos de mayor impacto y utilidad en la investigación básica y en el laboratorio clínico. La descripción y la aplicación concretas de las variantes tecnológicas, metodológicas e instrumentales, cada vez más diversas y en modificación constante, deben ser relegadas para los períodos de doctorado o de especialización profesional en áreas del laboratorio clínico, entre otras; principalmente en análisis clínicos o en bioquímica clínica y patología molecular.




Aplicaciones biosanitarias

La biología molecular e ingeniería genética ha contribuido a resolver problemas de carácter industrial (eliminación de xenobióticos o residuos), agrícola y ganadero (mejora genética y alimentos transgénicos). Las aplicaciones en farmacia, medicina y veterinaria, que se centran en la lucha contra la enfermedad humana y animal (etiología, patogenia, diagnóstico, tratamiento y prevención) y en la síntesis de moléculas con fines terapéuticos, ya han rendido sus primeros frutos. Este extraordinario avance ha dado lugar a una serie de términos que, en general, incluyen el prefijo bio- o el adjetivo molecular. Como representativo de todos ellos se acepta hoy el término biomedicina o medicina molecular, considerado de una forma amplia como una visión molecular de todos los aspectos relacionados con la enfermedad.






Características


Tratamiento integral y multidisciplinario

Se ha buscado integrar las técnicas y las aplicaciones con los conceptos, abordando lo esencial y rechazando, salvo excepciones, lo complejo o no bien establecido, relacionando cada nueva información con lo discutido en otros temas y con los ámbitos bioquímico, genético, químico, fisiológico, analítico, etc. Así lo sugiere la insuficiente o desproporcionada preparación recibida en ocasiones por el alumno en materias básicas previas, la inclusión de la biología molecular e ingeniería genética dentro de una disciplina de bioquímica general, su impartición en programas variados, en cursos distintos, con un número limitado de créditos docentes, etc. Se ha intentado proporcionar al libro un cierto carácter autónomo, adaptable al ritmo, el nivel y la situación de cada estudio particular. Ello no obsta, muy al contrario, para que deba seguir recomendándose la consulta de la bibliografía específica y, sobre todo, de los excelentes libros de texto de los que se dispone hoy día, con un abanico y un tratamiento de los temas diferentes al nuestro.




Diseño visual

Como aspecto más significativo, y para facilitar la característica anterior, el libro se apoya en un tratamiento visual, original, con profusión de esquemas y figuras que predominan sobre un texto lo más claro y sencillo posible. Como consecuencia, las ilustraciones deben considerarse parte integrante del texto, por lo que, en contraste con lo habitual, no son citadas en éste ni tienen un pie o título descriptivo. El lector debe acostumbrarse a examinar la figura cuando llegue a ella, pues la posición de ésta en la página es exactamente aquella que le corresponde en la lectura (salvo contadas excepciones debidas al tamaño de la figura). Por otra parte, se hace un uso extensivo del color, no sólo para aumentar el atractivo de las ilustraciones, sino también para transmitir una información; por ejemplo, el objeto dibujado y el texto relativo a él comparten color. Los dibujos son originales en su concepción y pretenden la interpretación pedagógica de descripciones que por escrito resultan a veces complicadas o tediosas, o de los dibujos y esquemas de otros autores. Se persigue un carácter intuitivo, que facilite la comprensión y motive al alumno al estudio detenido de la materia, al tiempo que enriquece la exposición. Sería deseable que este esfuerzo pudiera servir para vencer la resistencia actual del alumnado a la consulta y contraste de las fuentes bibliográficas, para convencerlo de lo antiuniversitario del uso indiscriminado de los apuntes, propios o ajenos, como única fuente de información. Como estímulo adicional a este enfoque, la editorial también ha tratado de lograr un precio universitario.




Terminología

Se han limitado las palabras inglesas y sus traducciones excesivamente literales, empleando los términos castellanos existentes. A pesar de ello, la definición de algunos se acompaña de la equivalencia inglesa, cuando ésta es de uso muy extendido en las fuentes bibliográficas y, especialmente, cuando permite comprender los acrónimos. A este respecto, hemos decidido utilizar exclusivamente los acrónimos ingleses, dado su uso extensivo en toda la bibliografía y en el lenguaje científico hablado; nos parece, por ejemplo, que tiene escasa utilidad que el alumno conozca la RCP cuando en todos los entornos profesionales en que se pueda mover en el futuro se encontrará con la PCR. Como consecuencia más llamativa de este criterio, los ácidos nucleicos no se llaman ADN y ARN, sino DNA y RNA.




Enfoque a organismos eucariotas

Nuestro tratamiento de la materia tiende a recoger el máximo de información posible, aún dispersa y escasa en otras fuentes, relativa a mamíferos en general y a humanos en particular. Se entiende, por ejemplo, que debe ponerse más énfasis en el cromosoma humano y sus alteraciones que en el mecanismo de acción de las DNA polimerasas de Escherichia coli. Obviamente, no se renuncia a la gran riqueza de conocimientos alcanzada en procariotas y virus, sobre todo cuando esta información es esencial para comprender procesos teóricos o de interés analítico en eucariotas.




Orientación

El contenido se desarrolla pensando en las orientaciones biosanitarias que posiblemente más requieren del conocimiento de los conceptos y las técnicas de la biología molecular e ingeniería genética, aunque, dados su amplitud y su futuro, en el presente libro sólo pueden apuntarse las bases mínimas necesarias para su comprensión. Por un lado, el diagnóstico molecular, ya de uso casi rutinario en los modernos laboratorios clínicos para, por ejemplo, la prevención prenatal, la identificación de individuos con fines forenses, etc. Debe, no obstante, señalarse que no se trata de un libro de patología molecular, sino de un texto básico sobre los conocimientos necesarios para abordar procesos patológicos. Por otra parte, la terapia molecular, o tratamiento de futuro de la enfermedad basado en los avances sobre modificación genética de las células (terapia génica), el conocimiento del genoma humano (genómica) y, más a largo plazo, su relación con la funcionalidad de las proteínas (proteómica).




Desarrollo del libro

El método de trabajo se ha basado en una total corresponsabilidad y coordinación de ambos autores a lo largo de su construcción (en su más estricto sentido), en varias etapas durante los casi cuatro años de su gestación. Se ha partido de toda la información recogida previamente, con fines docentes, de innumerables fuentes (textos, libros especializados, revisiones, artículos originales, notas personales, etc.). Cada tema, una vez redactada su primera versión, en ocasiones a partir de trabajos en grupo con estudiantes, se readaptó incorporando las figuras originales elaboradas para la ocasión e incluyendo en ellas toda la información posible a expensas del texto. En una segunda etapa, dicho trabajo se ha visto enriquecido, pedagógica y científicamente, por la labor de revisión, observaciones minuciosas y críticas rigurosas realizadas por antiguos alumnos, doctorandos, compañeros profesores, investigadores y profesionales. A todos ellos agradecemos profundamente su colaboración.
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Sección I

Estructura y función del material genético





Capítulo 1 Introducción y aspectos generales



1.1 TRANSMISIÓN DE LA INFORMACIÓN GENÉTICA 3

1.2 EL DNA COMO MATERIAL GENÉTICO 4

1.3 CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL GENOMA 5

1.3.1 Genoma de procariotas y eucariotas 5

1.3.2 Magnitud del genoma nuclear de eucariotas 7

1.3.3 Magnitud y características del genoma mitocondrial 10





A modo de introducción general al planteamiento de la biología molecular y la ingeniería genética en este texto, se comenzará describiendo de modo sucinto los tres aspectos que mejor ponen de manifiesto el papel de los ácidos nucleicos en la célula y en especial del DNA como portador de la información genética: por un lado, la descripción global de las rutas de transmisión de la información genética; en segundo lugar, los antecedentes experimentales que demostraron el importante papel de los ácidos nucleicos; finalmente, las características generales del genoma de eucariotas, como punto de partida para el estudio posterior en profundidad de los conceptos teóricos, las tecnologías y las aplicaciones de esta materia en las ciencias de la salud.


1.1 Transmisión de la información genética




[image: image]
1.1 Esquema conjunto de los procesos implicados en el flujo de información genética


Francis Crick introdujo el término “dogma central de la genética molecular” para describir, incluso antes de conocerse por completo su relevancia en los seres vivos, el flujo de la información genética y la utilización de dicha información en las células. En concreto, la transmisión de la información contenida en la secuencia del DNA a las células y organismos descendientes mediante la replicación, y su expresión en biomoléculas funcionales mediante los procesos de transcripción y traducción. Esta descripción comprende, pues, el conjunto de relaciones generales existentes entre el DNA, el RNA y las proteínas.

Debe evitarse la posible interpretación errónea de la representación abreviada de este “dogma”, DNA → RNA → proteína, que no indica la transformación de una molécula en otra, tal como se utiliza normalmente en las rutas metabólicas, sino que cada elemento en este esquema aporta la información necesaria para la síntesis del siguiente. En este sentido, es importante el concepto de plantilla o molde molecular: aunque cada paso está catalizado por una enzima, los sustratos (nucleótidos, aminoácidos) no son seleccionados por dicha enzima, sino que vienen especificados por la intervención del molde, en concreto por su secuencia de nucleótidos.

El progreso en el conocimiento de los procesos de transmisión de la información genética obligó a la ampliación de este esquema básico original para acomodar otros procesos que también ocurren, al menos en algunos organismos particulares, como es el caso de algunos virus:     
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1.2 Visión actual de la transmisión de la información genética


Debe resaltarse también el papel esencial de los productos finales (proteínas y algunos RNA) como componentes estructurales de todas las células y como responsables de la catálisis de las reacciones bioquímicas que conducen a la formación de las biomoléculas.




1.2 El DNA como material genético

El conocimiento de la estructura de los ácidos nucleicos se inicia en el siglo xix con el aislamiento a partir de núcleos celulares de un compuesto denominado inicialmente nucleína, formado por una parte ácida (hoy, DNA) y una parte básica (proteína), así como con el estudio parcial de las propiedades de la nucleína y de su relación con la herencia celular. Sin embargo, la estructura sólo se conoció a mediados del siglo xx, tras demostrarse que el DNA era el componente cromosómico depositario de la información genética. Cabe destacar en este sentido, como antecedentes clave, los experimentos de Frederick Griffith, Oswald T. Avery, Colin MacLeod y Maclyn McCarty, en 1928 y 1944, y de Alfred D. Hershey y Martha Chase, en 1952, que constituyen sendos hitos en la identificación del DNA como material genético.
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Web 1.1 Experimentos que demostraron la identidad molecular del material genético.


Tras estas aportaciones iniciales identificando el DNA como portador de la información genética, el verdadero inicio de la biología molecular moderna lo constituyó la propuesta de estructura en doble hélice para el DNA, formulada en 1953 por James D. Watson y Francis Crick. A partir de este momento, casi todo el esfuerzo realizado se centra en el estudio del DNA genómico, desde el punto de vista estructural y funcional, en procariotas y eucariotas, con una atención especial a mamíferos en general y humanos en particular. Los avances logrados, tanto teóricos como técnicos y aplicados, han sido enormes. A ello ha contribuido la aparición de la ingeniería genética, como principal área derivada de la biología molecular. Una vez concluido en 2003 el Proyecto Genoma Humano (genómica estructural) se inició el análisis de las funciones de cada gen (genómica funcional) y la disección de la estructura y función de las proteínas (proteómica). Como expresión de estos nuevos conocimientos ha surgido una gran variedad de campos de actividad en las ciencias de la salud (medicina, farmacia y veterinaria), tales como anticuerpos monoclonales, métodos inmunoquímicos, biochips para el diagnóstico, clonación molecular y clonación animal, farmacogenes, ingeniería de proteínas, proteínas recombinantes de interés diagnóstico y terapéutico, sondas de hibridación, terapia celular y terapia génica, transferencia de genes, vectores, virus, etc. Nuestro objetivo no es describir los aspectos concretos de estos campos, sino sólo poner de manifiesto las bases moleculares que les sirven de soporte, como punto de partida para un estudio detenido de cada campo en su correspondiente área de conocimiento. Con este fin se presentan en este primer capítulo las características generales del genoma de eucariotas.




1.3 Características generales del genoma


1.3.1 Genoma de procariotas y eucariotas

Conceptualmente, el genoma (de la raíz griega gen, origen) puede ser considerado como el “patrimonio genético” de un organismo, es decir, el conjunto total de material genético hereditario presente en una célula. Debe incluirse en este concepto tanto el material genético existente en el núcleo como el que contienen mitocondrias y cloroplastos. Por otra parte, es más adecuada esta definición que la que se emplea en ocasiones, “conjunto de genes de un organismo” pues, como se estudiará más adelante, existe gran cantidad de material genético que no se expresa. La mayoría de organismos poseen un genoma constituido por DNA, pero algunos virus tienen un genoma de RNA. La parte codificante del genoma especifica, en forma de genes, la información necesaria para dar lugar a productos génicos, moléculas funcionales que son las proteínas y los RNA. Estos productos son responsables de toda la actividad celular, de sus características morfológicas y de muchas de las claves del comportamiento de un organismo, desde la embriogénesis a su crecimiento, maduración física e intelectual, estado adulto, reproducción, y todas sus funciones metabólicas y actividades fisiológicas.

Con respecto al estudio del genoma, comenzaremos por resaltar las características diferenciales de procariotas y eucariotas: 


[image: image]
1.3 Distribución del genoma en procariotas y eucariotas


Recuérdese que los procariotas (o procariontes) son organismos unicelulares (bacterias y arqueas) de tamaño pequeño (entre 0,2 y 5 μm de diámetro), con membrana plasmática rodeada generalmente por una pared celular rígida y con diversas estructuras superficiales (pili, flagelos, etc.), pero carecen de membrana nuclear, de orgánulos y de cualquier otro tipo de compartimentación interna . El genoma de procariotas es, comparativamente, de pequeño tamaño y relativamente sencillo. Se reduce a un único cromosoma formado por una molécula circular de DNA, localizada en suspensión en el citosol pero anclada a la membrana constituyendo la zona nuclear o nucleoide, sin membrana que la delimite. Es frecuente encontrar, además, una pequeña cantidad de material genético extra, no esencial, en forma de pequeñas moléculas circulares de DNA, llamadas plásmidos. Los plásmidos poseen la propiedad de replicación autónoma, es decir, sin coordinación alguna con la división celular. Desempeñan un papel importante, al codificar proteínas que confieren resistencia a los antibióticos u otros materiales tóxicos, y ofrecen una importante aplicación como herramientas en la tecnología del DNA recombinante, concretamente como vectores para la incorporación de DNA a células.

Las células de eucariotas (o eucariontes ), tanto multicelulares (animales y plantas) como unicelulares y multicelulares simples (protozoos, hongos y algas), son más variadas y complejas. Son de mayor tamaño (entre 10 y 50 μm), poseen membrana plasmática, pueden poseer pared celular (plantas), tienen citoesqueleto interno, y muestran una gran compartimentación citoplasmática, con diferentes tipos de orgánulos subcelulares (mitocondrias en animales y plantas, cloroplastos en plantas, lisosomas en animales, etc.) y otras estructuras (retículo endoplásmico, complejo de Golgi, etc.). El núcleo tiene como característica esencial la presencia de una membrana nuclear doble. En el genoma de eucariotas debe distinguirse entre el genoma nuclear y el de orgánulos. El genoma nuclear aparece bajo dos formas estructuralmente diferentes a lo largo del ciclo celular: la cromatina como material filamentoso disperso por la mayor parte del núcleo en la interfase (entre divisiones), y los cromosomas, fácilmente observables como entidades morfológicas o corpúsculos independientes en los momentos previos a la división celular. Ambas formas están constituidas por las mismas moléculas lineales muy largas de DNA bicatenario, estrechamente asociado a proteínas. El genoma de orgánulos (cloroplastos y mitocondrias) está formado por cromosomas circulares, al igual que el de procariotas.

 Algunas características diferenciales del genoma humano (célula somática, diploide, 2n)



	 
	NUCLEAR
	MITOCONDRIAL



	Tamaño
	6,4 Gb = 6.400 Mb = 6.400.000 kb = 6,4 · 109 pb
	16,5 kb × m



	Tipo de DNA
	Lineal, bicatenario
	Circular, bicatenario



	Número de cromosomas
	23 distintos, 2 copias: 46 en total
	Uno, con varias copias en cada mitocondria; entre 200 y 2.000 copias por célula



	Presencia de nucleosomas
	Sí
	No



	Proteínas asociadas
	Alrededor del 50% de la masa, histonas y otras
	Poco numerosas o ausentes



	DNA codificante
	Entre 2 y 5%
	∼ 93%



	DNA repetitivo
	Abundante (∼ 40%)
	Prácticamente nada



	Número de genes
	∼ 25.000
	37



	Densidad de genes
	∼ 1 gen cada 128 kb
	1 gen cada 0,45 kb



	Presencia de intrones en los genes
	En la mayoría
	Ausentes




   

Las cifras relativas al número de genes han sufrido fuertes variaciones en los años recientes y aún son dispares dependiendo de la fuente que se consulte. Ello se debe a que no es sencillo definir qué región del DNA genómico es o no un gen, e incluso identificar con certeza sus puntos de comienzo y de fin, los que definen un “marco de lectura abierto” (pág. 314); las técnicas de detección e identificación de genes en la secuencia del genoma continúan evolucionando. Como ejemplos de situaciones que hacen difícil esta precisión pueden mencionarse la existencia de copias de genes que no son funcionales (pseudogenes, pág. 113); el tamaño mucho menor de las regiones codificantes (exones) en la mayoría de genes frente a las no codificantes; la posibilidad de expresión en formas alternativas de algunos genes, dando lugar a diferentes productos (ayuste alternativo, pág. 306); los genes que codifican RNA funcionales son cortos y carecen de marco de lectura, etc. Todo ello complica la definición e identificación inequívocas de un segmento del genoma como un gen. Igualmente varían las cantidades derivadas, como la fracción del genoma constituida por regiones codificantes. Lo importante es, en todo caso, transmitir una idea de las cifras aproximadas, los diferentes tipos de secuencia implicados y las diferencias entre el genoma nuclear de los eucariotas y los genomas de orgánulos y de procariotas.




1.3.2 Magnitud del genoma nuclear de eucariotas

El material genético contenido en el núcleo supone generalmente más del 90% del total de DNA celular. El primer aspecto a destacar es su magnitud con respecto al genoma mitocondrial y al de procariotas. Además, a diferencia de éstos, el genoma nuclear está repartido en varios cromosomas, en número diferente según la especie, generalmente muy grandes y con el DNA muy condensado al estar estrechamente asociado con histonas y otras proteínas.

La magnitud del genoma nuclear viene determinada por la cantidad total de DNA en el conjunto de cromosomas de una célula. Ésta se puede expresar de varias formas:


• En número de cromosomas, designado por n en organismos haploides y 2n en diploides, en los que hay 2 copias de cada cromosoma.

• En masa de DNA (pg = picogramos).

• Como valor C, notación que expresa la cantidad de DNA total en el genoma de una célula con respecto a la presente en una célula haploide de la misma especie. Como se verá, en células diploides el valor puede ser de 2C o 4C, dependiendo del estadio del ciclo celular.

• Lo más habitual es expresarlo en longitud: pb = pares de bases en bicatenario, o nt = nucleótidos en monocatenario. Para moléculas largas se emplean kilobases (kb o kpb = 103 pb) o megabases (Mb o Mpb = 106 pb).




Comparaciones que resaltan la magnitud del DNA nuclear en eucariotas




• Por regla general, la cantidad total de DNA en una célula diploide eucariótica es entre 10 y 1.000 veces superior que la de una célula procariótica, aunque la diferencia puede llegar hasta un factor de 200.000, por ejemplo, considerando los casos extremos de algunas plantas y anfibios respecto a la bacteria de menor tamaño, el micoplasma.

• En forma lineal, la longitud total del DNA de una célula humana somática (diploide, 46 cromosomas) sería de unos 2,2 metros.

• Al referir esta cifra al número de células del cuerpo humano, la longitud total resultante, 110 billones de metros (110   1012 m), equivale a casi 3 millones de vueltas a la Tierra, 143.000 viajes de ida y vuelta a la Luna o 370 viajes de ida y vuelta al Sol.

• Para escribir la secuencia completa del genoma de una célula humana diploide se necesitarían 1.280 tomos, que ocuparían 64 m de estantería.

• Para leer en voz alta dicha secuencia se necesitarían 20 años y 3 meses.

• Para almacenar la secuencia completa del genoma de una célula humana diploide en formato electrónico se requieren 1,5 GB (gigabytes).

• Las cifras se hacen casi incomprensibles si se quiere considerar la magnitud total del DNA de la humanidad (actualmente 7 · 109 individuos).

• Datos empleados:

– N.° de células en el cuerpo: estimado al menos en unos 50 billones = 50 · 1012 células.

– Circunferencia de la Tierra: 40.000 km.

– Distancia promedio entre la Tierra y la Luna: 384.000 km.

– Distancia promedio entre la Tierra y el Sol: 150 millones de km.

– 5.000 letras por página y 1.000 páginas por tomo, con un grosor de 5 cm.

– Velocidad de lectura: 10 letras por segundo.





Procede, por otra parte, analizar la magnitud del genoma de forma comparativa tanto entre individuos de una misma especie como entre especies diferentes:


a Todas las células de los individuos de una misma especie poseen la misma cantidad total de DNA y número de cromosomas. De esta generalización deben exceptuarse las células germinales, dedicadas a la reproducción del individuo, que poseen la mitad. En todos los casos, estas cifras se refieren a células en un mismo estado de división celular (normalmente la interfase) pues, como se verá posteriormente (capítulo 8), la cantidad total de DNA, aunque no el número de cromosomas, varía en una célula a lo largo del ciclo celular.

b El contenido total de DNA, expresado en pg o en n.° de pb, y el número de cromosomas varían ampliamente entre especies diferentes. A menudo se ha asumido que el tamaño del genoma pueda estar relacionado con el grado de complejidad del organismo, o su posición en la escala evolutiva, pero hoy en día está claro que esto no es así. Solamente al comparar virus, procariotas y eucariotas se aprecia una diferencia significativa en la magnitud del genoma. Dentro de los eucariotas, el tamaño del genoma varía ampliamente pero de forma independiente de la posición en la escala evolutiva o de lo que pudiera, bajo un punto de vista antropocéntrico, entenderse como complejidad de la especie. Así, por ejemplo, la célula humana contiene 700 veces más DNA que la de E. coli, pero 300 veces menos que las células de algunas salamandras y plantas angiospermas, e incluso menos que algunos protozoos (eucariotas unicelulares).
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1.4 Tamaño de diversos genomas


Por otro lado, no existe correlación alguna entre el tamaño del genoma de una especie y el número de cromosomas que lo componen. Por ejemplo, mientras que el genoma humano diploide (6,4 · 109 pb) está repartido en 46 cromosomas (23 pares, n = 23), las células de ratón, con un genoma menor (3 · 109 pb), poseen menor número de cromosomas (40), mientras que en las células de cebolla un genoma 2 veces mayor que el humano (1,5 · 1010 pb) está contenido en sólo 16 cromosomas. De forma similar, la mosca de la fruta, con un genoma (1,7 · 108 pb) mucho mayor que el de la levadura (1,6 · 107 pb), posee un número muy inferior de cromosomas (8 frente a 32).
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1.5 Correlación entre número de cromosomas y tamaño del genoma




Esta ausencia de correlación entre cantidad de material genético y complejidad del organismo es una de las pautas para sugerir que el tamaño de los genomas de organismos superiores es muy superior al necesario y, por tanto, que una gran parte es no codificante, es decir, no está organizado en genes, nunca traduce su información a un producto génico (RNA o proteína). De todos modos, se debe ser cauto al considerar una categorización de los organismos de acuerdo a su complejidad, pues es muy discutible que un ser humano sea más complejo que, digamos, un gusano. En cualquier caso, la hipótesis de una importante fracción no codificante en el genoma se ha confirmado. Por ejemplo, se ha encontrado que los genes tienen una longitud media de alrededor de 1.000 pb. Asumiendo esta cifra, el genoma humano haploide podría contener unos 3,2 millones de genes y, sin embargo, se estima hoy en día que sólo contiene unos 25.000, de modo que la fracción codificante sólo alcanza alrededor del 1% del DNA total.

Aunque la función de los genes está bien establecida para una pequeña fracción del total presente en el genoma humano, la diversidad en la cantidad total de DNA en los genomas puso de manifiesto la necesidad de estudiar con mayor precisión la organización estructural de genes y genomas a nivel molecular (capítulos 9 y 17). Las características más relevantes del genoma nuclear son la presencia de grandes regiones que no codifican producto génico alguno (DNA no codificante) y la existencia de secuencias de DNA que se repiten un número más o menos elevado de veces (DNA repetitivo). Como se estudiará con detenimiento posteriormente, hay que unir a ello la existencia de una enorme diversidad en la secuencia (polimorfismo, capítulo 24) en distintas regiones del DNA, tanto sencillas como repetitivas, codificantes o no.   
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1.6 Distribución funcional del genoma







1.3.3 Magnitud y características del genoma mitocondrial

El genoma de orgánulos (mitocondrias en animales, mitocondrias y cloroplastos en plantas) es, posiblemente, un vestigio del cromosoma de bacterias arcaicas que accedieron al citoplasma de eucariotas primitivos, para dar lugar tras la evolución a dichos orgánulos (hipótesis endosimbionte). Se cree que la mitocondria (orgánulo que aporta casi toda la energía que necesitan las células) surgió al acumularse el oxígeno en la atmósfera terrestre. Posiblemente, la mitocondria y el núcleo de la célula eucariótica se formaron en paralelo, al incorporarse por endocitosis células procariotas aeróbicas al interior de la célula eucariótica anaeróbica y fusionarse ambas. Con el tiempo, la mayoría de los genes procarióticos (genes protomitocondriales) se integraron en el genoma nuclear, con lo que el eucariota primitivo anaeróbico ya podía vivir en una atmósfera rica en oxígeno; sólo una pequeña fracción del genoma procariótico primigenio permaneció en la mitocondria. 

Las células animales poseen un número muy variable de mitocondrias, dependiendo de la especie y del tejido. Cada mitocondria posee varias copias de un único cromosoma (habitualmente menos de una decena), situadas en la matriz mitocondrial y ancladas a la membrana interna. En consecuencia, el número de copias de DNA mitocondrial (mtDNA) en una célula oscila entre 200 y 2.000 (algunas referencias hablan de hasta 100.000 en casos puntuales). El cromosoma mitocondrial es bicatenario y circular, como el de procariotas, aunque de tamaño muy inferior: 16.569 pb en humanos, con una longitud de 5 μm y una masa molecular de 10 MDa; esto supone una longitud 3.000 veces inferior a la del cromosoma nuclear más pequeño. Teniendo en cuenta el número de copias totales (2 del genoma nuclear frente a múltiples, y muy variables, del mitocondrial), se puede calcular que el DNA mitocondrial total supone, dependiendo del tejido, entre un 0,05 y un 0,5% del DNA total de la célula (quizás hasta el 20% en los casos extremos mencionados). Finalmente, la situación es similar para el cromosoma de cloroplastos, que es igualmente bicatenario y circular, pero de mayor tamaño que el mitocondrial.

A diferencia del DNA nuclear, con abundantes repeticiones y regiones no codificantes, el mtDNA es en su casi totalidad no repetitivo y codificante. En concreto, el cromosoma mitocondrial humano contiene un total de 37 genes que suponen el 93% del DNA. Entre ellos se cuentan 2 genes para RNA ribosómico, 22 para RNA transferente y 13 para proteínas; éstas forman parte de los complejos enzimáticos respiratorios I, III, IV y V, pero suponen sólo el 5% de las proteínas mitocondriales, estando el resto codificadas por DNA nuclear.
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Los ácidos nucleicos (DNA y RNA) están constituidos por la unión de numerosos nucleótidos, de 4 tipos. Como introducción a su estudio, se consideran algunos aspectos de interés para cada uno de los componentes estructurales de dichas unidades, los nucleótidos:
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2.1 Componentes de los nucleótidos



2.1 Componente ácido: fosfatos

 El fosfato inorgánico (Pi) , mezcla de las especies químicas resultantes de la disociación de la molécula de ácido fosfórico, aparece como anión a pH ácido, como dianión a pH fisiológico y como trianión a pH alcalino. En la célula, el fosfato se encuentra tanto en forma libre (Pi) como formando parte de numerosos compuestos orgánicos (R–P), resultado de un enlace éster entre el fosfórico y un grupo hidroxilo (alcohol); entre ellos se encuentran los nucleótidos.
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2.2 Monofosfatos


Cuando un nucleótido se encuentra formando parte de un ácido nucleico, su grupo fosfato está esterificado al mismo tiempo con dos grupos alcohol (formando un enlace fosfodiéster, pág. 28), por lo que sólo existe un equilibrio de ionización. El pK de tal ionización es similar al pK1 del ácido fosfórico, razón por la que se denominan ácidos nucleicos:


[image: image]
2.3 Fosfodiésteres



2.1.1 Difosfatos

El difosfato o pirofosfato (PPi) se presenta a pH fisiológico como trianión (una de las 4 formas iónicas del ácido pirofosfórico). Es estable en disolución a pH neutro o alcalino; sin embargo, dentro de la célula es inestable por acción de las pirofosfatasas, que lo hidrolizan formando 2 Pi. Aparece combinado fundamentalmente en nucleósidos-difosfato (por ejemplo, ADP).  
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2.4 Difosfatos






2.1.2 Trifosfatos

El trifosfato (PPPi) se presenta a pH fisiológico como tetraanión. No aparece en forma libre en las células, sino formando parte, esencialmente, de nucleósidos-trifosfato (por ejemplo, ATP). 
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2.5 Trifosfatos


La elevada densidad de carga negativa presente en estos compuestos es responsable de que los nucleósidos-trifosfato, los nucleósidos-difosfato y el PPi, e incluso el Pi, se encuentren en la célula en su mayor parte formando complejos con iones Mg2+ (págs. 23-24).




2.1.3 Tipos de enlaces fosfato

Pueden distinguirse cinco tipos de enlaces fosfato que van a formar parte de los nucleótidos. Obsérvese la estructura y nombre de todos ellos, así como la diferencia entre enlaces éster y anhídrido en los nucleósidos difosfatados y trifosfatados.  
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2.6 Tipos de enlaces fosfato



Más adelante se irán encontrando ejemplos de biomoléculas con estos enlaces, tales como el AMP (fosfoéster, pág. 20), los dinucleótidos, oligonucleótidos y ácidos nucleicos (fosfodiéster), la vitamina B12 (fosfodiéster, pág. 19), el ADP (difosfato, pág. 20), el ATP (trifosfato, pág. 20), o las coenzimas NAD, FAD y CoA (diésteres pero también difosfatos, pág. 25).






2.2 Componente neutro: azúcares

El azúcar (en su denominación histórica, una osa) siempre es una pentosa (monosacárido con 5 átomos de carbono), bien la D-ribosa o la D-desoxirribosa. La ribosa (nombre derivado de osa del Rockefeller Institute of Biochemistry, 1908) interviene en nucleósidos y nucleótidos bajo su forma más estable, β-D-ribofuranosa.  
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2.7 Azúcares componentes de los ácidos nucleicos


La fórmula representada como ejemplo puede extenderse a otras muchas moléculas de interés bioquímico, como D-glucosa, D-galactosa, 3-desoxi-D-ribosa, etc., aunque éstas no forman parte de los ácidos nucleicos, por lo que no se exponen aquí.




2.3 Componente básico: bases nitrogenadas

Son moléculas heterocíclicas, con varios átomos de nitrógeno, formadas bien por un anillo único (pirimidina) o bien por dos anillos condensados (purina). Obsérvense en los ejemplos de bases que intervienen en los ácidos nucleicos la numeración de los átomos del heterociclo y la posición de los sustituyentes externos.



2.3.1 Bases nitrogenadas más frecuentes: 2 tipos
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2.8 Bases nitrogenadas





2.3.2 Otras bases de interés biológico y clínico

Existen otras bases purínicas y pirimidínicas, en general poco frecuentes, que bien se sintetizan a partir de o bien pueden considerarse como derivados estructurales de las bases principales A, G, C, T y U o de la hipoxantina (H), una base purínica emparentada metabólicamente. Algunas existen de forma natural, mientras que otras se han obtenido de modo sintético. Algunas forman parte de la estructura de ácidos ribonucleicos, o presentan una función en el DNA (metilación de las citosinas como señal de regulación epigenética, pág. 278). Otras, en particular sintéticas, muestran utilidad como agentes antibióticos, antivíricos o antitumorales.
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Web 2.1 Bases nitrogenadas infrecuentes y derivados de bases.
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Web 2.2 Agentes antivirales: análogos de bases, nucleósidos y nucleótidos.






2.3.3 Propiedades fisicoquímicas de las bases purínicas y pirimidínicas


2.3.3.1 Existencia de dipolos

 Todas las bases poseen átomos electronegativos de oxígeno (excepto la adenina), en posición exocíclica o extranuclear, y de nitrógeno, tanto exocíclicos como en el anillo, nucleares. Como consecuencia, son abundantes los enlaces polares, lo que les permite interaccionar entre sí mediante puentes de hidrógeno, que poseen una importancia capital en la estructura secundaria de los ácidos nucleicos, en especial del DNA (capítulo 4).




2.3.3.2 Hidrofobia

La naturaleza aromática de los anillos hace que las bases tengan un marcado carácter apolar, sean hidrófobas y poco solubles en agua al pH celular, cercano a la neutralidad. A pH ácido o alcalino adquieren carga y se hacen más solubles en agua. Como ya se estudiará, el efecto hidrófobo (es decir, el aislamiento de las bases evitando el contacto con el agua) y las interacciones de apilamiento, que tienen lugar entre bases dispuestas paralelamente (a modo de monedas apiladas), son esenciales para estabilizar la estructura tridimensional de los ácidos nucleicos.





2.3.3.3 Disposición coplanar de los anillos

La observación de modelos tridimensionales permite apreciar la coplanariedad de los anillos y de buena parte de sus sustituyentes, asociada con el carácter aromático.
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Web 2.3 Estructura tridimensional de los anillos.





2.3.3.4 Tautomería o isomería dinámica

Los grupos funcionales ceto y amino de las bases están sometidos a equilibrios tautoméricos que afectan, entre otras cosas, a su capacidad de ionización y de formación de enlaces de hidrógeno. A pesar de ello, en las bases libres las formas tautoméricas lactama (ceto) y amina son las predominantes.



[image: image]
Web 2.4 Tautomería de las bases nitrogenadas.





2.3.3.5 Propiedades ácido-base

Todas las bases nitrogenadas son bases débiles, pues sus átomos de N, tanto nucleares como extranucleares, se pueden protonar, con valores de pKb comprendidos entre 9 y 10. Sin embargo, este carácter básico, propio de los anillos purina y pirimidina, se ve disminuido por la presencia de algunos sustituyentes. En concreto, es ligeramente ácido el grupo -OH de las formas lactima tautoméricas en las bases nitrogenadas con grupos lactama (ceto).
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Web 2.5





2.3.3.6 Absorción de la luz en el ultravioleta



[image: image]




[image: image]









2.4 Estructura de nucleósidos
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2.4.1 Características generales
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2.4.2 Tipos de nucleósidos




2.4.2.1 Nucleósidos que forman parte de ácidos nucleicos
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2.4.2.2 Otros nucleósidos de interés biológico y clínico
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2.5 Estructura de nucleótidos
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2.5.1 Características generales
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2.5.2 Nucleótidos sencillos
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2.5.2.1 Nomenclatura
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	adenosina-5’-monofosfato
	ácido 5’-adenílico
	5’-AMP



	adenosina-3’-monofosfato
	ácido 3’-adenílico
	3’-AMP



	adenosina-5’-difosfato
	ácido 5’-diadenílico
	5’-ADP



	adenosina-5’-trifosfato
	ácido 5’-triadenílico
	5’-ATP
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2.5.2.2 Estructura de los nucleósidos-monofosfato que forman parte de los ácidos nucleicos
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2.5.3 Propiedades fisicoquímicas de nucleósidos y nucleótidos


2.5.3.1 Propiedades iónicas





2.5.3.2 Formación de complejos
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2.5.3.3 Absorción de la luz en el ultravioleta
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2.5.3.4 Nucleótidos como moléculas de reserva energética





2.5.3.5 Hidrólisis
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2.5.4 Nucleótidos cíclicos y nucleótidos complejos















[image: image]








OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-18-9788480866477.jpg
Nucledtido =

Base - Aaicar P
e

Erd idisi dcida suave Tidlsis alcaina s
s ool
Nuclegsido

hidrolisis alcalina hidrlisis dcida suave
olura del
‘otlace olura del
fosfoéster enlace
Negicosidico








OEBPS/images/B9788480866477000041_si5.gif
G-ammopurinas {A) + 4-aminopirimidinas

-oxopurinas (G) | 4-oxopirimidinas (T)






OEBPS/images/B9788480866477000284_fm02-01-9788480866477.jpg






OEBPS/images/B9788480866477000041_si6.gif






OEBPS/images/B9788480866477000028_t0010.jpg
A G u T ©
adenina guanina unacilo citosina
adenosina guanosina uridina citidina
adenilato, guanilato, uridilato, timidikato, citdilato,
. adenilico ic. guanilico . uridilico e imidilico ic. citidilico
monofosfato, 0 AMP 0 GMP o UMP o TMP

NMP)






OEBPS/images/B9788480866477000016_f01-02-9788480866477.jpg
Qo o e s e g ol 0o
e S

replicacion replicacién del ANA replcasas. S da n luno s,

como el del mosaico del tabaco
transcripcion
o

DNA RNA® —taducdn ___, proteing
G

genoma ranseripoign ranscriptoma proteoma l
inversa o
biomoléculas
Fomacnde DNA a partr e FIA metaboloma ‘metabolitos
cromesémic,La cafalzan o ansrtasas componentes celulares

inversas. Se da n s retovis.





OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-05-9788480866477.jpg
cido trifosforico:

Hspsovv

Ho—

0 0

[ 1
P—0-P-0
&1 A On

2 enlaces
anhidrido

~——— tifosfato orgénico (R-PPP) —





OEBPS/images/B9788480866477000041_si7.gif
razon de asimetria =






OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-13-9788480866477.jpg
Nucledtido

Fosfato(s)

I
=

Base nitrogenada <

enlace N-glicosidico

Aziicar <

purinica
pirimidinica -

ribosa -
desoriibosa -

nucledtidos purinicos

nucledtidos pirimidinicos

ribonuclestidos

desoxirmibonucledtidos






OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-17-9788480866477.jpg





OEBPS/images/B9788480866477000016_f01-01-9788480866477.jpg
REPLICACION

‘moide,o fuente
de informacion

Copia del DNA NP ———————  DNA
i .
‘para formar las H

]
ey (RNA polimerasas

i Bl

Se ealza o f bosona
Sitesis oo ptenas, oo o) stk enpre g 1)
Secvonc especica o yetd mciada por s RNA
amiocicidos s a base
el mensio genéico cidates oo speics.

codicadoen l MANA

stuacas en protinas independentes y
en un ANA componerte del rbosoma





OEBPS/images/B9788480866477000016_f01-06-9788480866477.jpg
Moderadamente
oy

D






OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-02-9788480866477.jpg
Tres equilibrios de disociacion en funcion del pH:

dcido fosforico: LS
(écido ortofosforico) Ho—p-0 == 0ZP-0
i OH OH
—_—
alcohol R-OH —\1 (=mezcla de las 3 formas ionicas del . fosforico,
Dos equilrios do disoiacidn en funcin delpH:
[
ol al
]
lace S u
‘ef‘sm ~——fosfato organico (R-P)———

(compuesto orgénico fosfatado)





OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-01-9788480866477.jpg
Nucledtido

| Fostaos

®
Nucledsido

[ paicar
+
| Base nitrogenada

i1t





OEBPS/images/9788481744811_FC.jpg
I Biologia molecular
. e ingenierfa genéti

2. edicion






OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-06-9788480866477.jpg
—S0LO CON ENLACES ESTER

[
I
o -o-p-o-m
I
fosfoéster: fosfodiéster:
(fosfomonogéster, un éster con
fosfato, monofosfato): dos moléculas
un éster en una posicion diferentes
de la molécula
[
[}
0 —T -0
[

o

bis-fosfato:

dos fosfomonaésteres en sitos iferentes de una
‘misma molécula

[~ CON ENLACES ESTER Y ANHIDRIDO
fosotseg

fostaanpidido

(pirofosfato, difosfoanhidrido)
fostantiido fosoaniaido

NN\ 1 /8

N

fostoéstr

trifosfato
(trifosfoanhidrido)






OEBPS/images/B9788480866477000016_f01-05-9788480866477.jpg
humano

nematodos
°

‘@ Dictyostelium

°
Drosophila






OEBPS/images/B9788480866477000028_u02-01-9788480866477.jpg
wWww





OEBPS/page-template.xpgt
 

   
    
		 
    
  
     
		 
		 
    

     
		 
    

     
		 
		 
    

     
		 
    

     
		 
		 
    

     
         
             
             
             
             
             
             
        
    

  

   
     
  





OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-12-9788480866477.jpg
Nuclesidos purinicos
o : ribonucledsido
2| ribonucledsidos (se encuentran en el ANA) oY bonucledsdo
= L Samrhonciets. desovirbonucetsido en i)
- (on DNA)
w, o
N "
7, W It
ar | | X
g el Sy N o
S woon, HooH HOOH
Brot o " o " _o.
Bl L5 | | e
I I [ | |
o on o om o on o on o om
g quancsia | cifdina il [ uidn
2| o-Forooanes | o-Fomoraosy [ 10-porpobraesy | eI | 1o momosy
g atenma guanina dusia LAty vacio
2| 2"desoriadencsina | 2-desoxiguanosina [o-desoxitimidina o imidina)
92" des0t 1o 9@ desai1po | 1@desmirpo | 12desnd-pa- 2. desourdina
rbofuanosi) adenina | nbofuranosi) uanina |  ibofurancsi ctosina | bofuranosi timina | (00 exsieen DI






OEBPS/images/B9788480866477000028_si1.gif
nucleotido = nucleosido | tostato(s)

base nitrogenada | azucar | fostato(s)





OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-11-9788480866477.jpg
nicleo de






OEBPS/images/B9788480866477000028_si2.gif
nucleotido = azucar-fostato + base nitrogenada





OEBPS/images/B9788480866477000016_u01-01-9788480866477.jpg
wWww





OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-16-9788480866477.jpg
Nucletsidos-monofostato componentes del ANA (= ibonuciedtidos)

:

adenialo, quanialo, widiao, clidiao,
AVP; 5-ANP; A GNP 5-GMP; G, UNP; 5-UNP; U, OMP; 5-UNP; C,
adenosina-5" fosfato guanosina-5-fosfato widina:5-osfato cidina-5'fostato

Nuctedsidos-monofostato componentes del ANA (= desoriribonuciedtidos)

w,

&
|
o001,

il i
I
I

desouadencsina-5 fostalo  desouguanosina-5-fosfato desoxtimidina-5'fosfto desacltina-5"fostato






OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-03-9788480866477.jpg
Un solo equilibrio de disociacion en funcion del pH:

0 o 0

51 sl :

R—0=P—0—R R=0=p—0—R
oH 0

~———fosfodiéster orgénico——"
(P-R-P)





OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-15-9788480866477.jpg
e T

(P normalmente en 3' 0 5', raramente en 2')

" detsisosioso.(_NOP )

(P consecutivos, normaimente en 5')

Tosloanhidndo
(enkcerio en
energa)

O OH

En forma liore y como mondmeros
constituyentes de los &cidos nucleicos

o OH

it (TP

P consecutivos, normalmente en 5)

S6lo en forma libre.

Son los mas importantes
por su funcien energética o
coenzimtica. Ademés, son
precursores en la biosintesis
de dcidos nucleicos.

N,
N
v B @ N
iFh e fie
Po0=P=0-F-0-CH, dATP
o u—*n' . ATP






OEBPS/images/B9788480866477000016_f01-04-9788480866477.jpg
10°

10 100 10° 10 100 100100 0 10¢
L L I n L

[E—— virs

— bacterias

| — arqueas

protozoos

hongos

esponias, pipos, medusas
nematodos

musgos y biffas
helechos

plantas

algas

plateimintos

anéidos

maluscos

ardonicos

insectos

crusticeos

cordados no vertebrados
peces

anfibios

replies

ans

mamiteros (ehumancs)

T T T I T T T T
10¢ 10¢ 100 10 10° 10100 0n 10

‘Tamaiio del genoma haploide (pb)

P . R e |
o1 1 10 100 1000

Masa total del DNA (pg / célula diploide)





OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-07-9788480866477.jpg
5,0 M

Hli/ HO*?
Ho.cH on
oo e 7“ ol V'8
e = e I Nyl
o =g I
si 18 1 o0 on
cnon con forma anular o cicica,
forma lineal, forma ciclica, (Proyeccion de HAWORTH) 5.5 esosirribofuranosa
en cadena o aldehidica pentagonal p-o-ribofuranosa (2-desoxirribosa)
(Proyeccion de FISCHER) (ribosa) (desoxirribosa)

o-ribosa

Tepresentacion habiual
(se omiten los dtomos de H)

HO-CH, HO-CH,

I/\I \/\I





OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-04-9788480866477.jpg
Cuatro equilibrios de disociacion en funcion del pH:
o 0

(Acido difosforico)

.
i - e
o "~ pirofosfato norgénico (PP) ————
- (=mezcla de las 4 formas iénicas del c. pirofosférico,
dlcohol ROH———— o dieents poparcn segtn 11

Tres equilibrios de disociacion en funcion del pH:

[ 0 [ 0

[} n [} s

oniace _nj—v— —P—0H == == == R—0—P—0—P—0"

éster —!.y* o L
enlace ~— pirofosfato organico (R-PP)—

anhidrido (compuesto organico pirofosfatado)






OEBPS/images/B9788480866477000119_si1.gif
DNA moide,

ny dATP + ny dGTP + n3 dCTP + ny dTTP W DNA + (n; 4 ny +n3 +ny) PP,
TRUA meboscar






OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-09-9788480866477.jpg
‘2 260 0m se mide la ‘a 260 nminterfere con
mezcla de bases Ta medida do protenas

adenina
15
citosina
104
absortidad
molar
& guanina
(M em)
54
0
200 220 240 260 280 300

longitud de onda (vm)





OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-10-9788480866477.jpg
urnica = nucledsidos purinicos
Base nitrogenada <" i

irimidinica - nucledsidos pirimidinicos
Nuclecsido: i i
union covalente  enlace N-glicosidico

(N-heterdsido)
ribosa - ribonucledsidos
Ratoar <
desoxirribosa - desoxirribonucledsidos






OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-14-9788480866477.jpg
i!&V
=/






OEBPS/images/B9788480866477000028_t0025.jpg
2'<itidina-monofosfato

3-dTMP (Tp) 3-CMP (Cp) 3-demp
F-desoxitmidilato 3<itdilato desoxietc.
desoxitimidina-3-fosfato _citidina-3"-fosfato
3 desoxitimidina-monofosfato3"citidina-monofosfato
5-dTMP (§T) 5-CMP (pC) s5-demp
5*desoxitimidilato 5*<itdilato desoxivtc.
desoxitimidina-S"fosfato _citidina-5"-fosfato
5-dCDP
desoxitimidina-S"difosfato it desoxiete.
S aridinadifosiato 5-desoxitimidina difosfato  *citidina-difosfato
ifosfato 5~ UTP (pppU) 5-dTTP (pppT) 5'- CTP (pppC) s5-dcTP
uridina-5"trifosfato desoxitimidina-5trifosfato  citdina-5"-trifosfato desoxicte.

S*-uridinatrifosato 5" desoxitimidina-trifosfato__ 5™citidinarifosfato

Aunquela nomenclatura que se muestea s la siscematizada,es habinial -y est reconocido por los rganismos resporsabls de normalizar 1
nomendatura- omitie ¢l prefjo “desoxi y uilizar semplemente “Grmidina” y “timidiata” pacs los nucleosidos y nucedridos detimina con
desoirrboss. Fsto e debe a I presencia sisemitica de Ten ol DNA.y su ausencia enlos RNA (salvo excepcianes puntuales).

i N AR g Ao





OEBPS/images/B9788480866477000028_t0020.jpg
monofosfato AMP

2"-adenilato 2-guanilato
adenosina-2"fosfato guanosina-2-fosfato
2"adenosina-monofosfato cwanosina-monofosfato
3-AMP (Ap) 3-dAmMP 3-GMP (Gp) 3-dGmP
3-adenilato desoxite. 3-guanilato desoxietc.
adenosina-3'fosfato guanosina-3-fosfato
3-adenosina-monofosfato 3*-guanosina-monofosfato
5AME o) 5-dAMP 5-GMP (pG) 5-dGMP
5*-adenilato desoxiete. 5*-guanilato desoxietc.
adenosina-5"fosfato guanosina-S*fosfato
5*adenosina-monofosfato 5*-guanosina-monofosfato
difosfato 5-ADP (ppA) 5"-dADP 5'-GDP (ppG) 5-dGDP
adenosina-5"difosfato desoxiete. ‘guanosina-S™difosfato desoxiete.
5"adenosina-difosfato 5
wifosfato SATP (pppA) 5-dATP 5-GTP (pppG) 5-dGTP
adenosina-5"trifosfato desoxiete. guanosina-S™trifosfato desoxietc.
S*-adenosina-trifosfato S*guanosina-trifosato

o L e





OEBPS/images/B9788480866477000028_f02-08-9788480866477.jpg
v .
(j smina . 2-0c0-4-ampopiinicing)
S

Sitema de numeracion

(anilopiimiding:
senido horaro)

W

citosina

wracilo

UB) e los doms del (2.4-dioxopitinidina)
anilo piimidina.
L

Y
oty
W

timina

(2:4-doxo-5-melipirmiding

(5-metiuracio)

v
W

piimigna imidazol

"

"I\>m‘s$'\sa
uina

KA

L}

L

Sistema de rumeracin (UB)de o5
omos gl anlo purina.
(Aol pinidina: sentido anthacari;
anil iidazo sentido hora)

N
[Q
Ny
LA |
adenina

(6-aminopurina)

m

Q0

w7

guanina
(2-anino-6-0xopurina)

o, - o
Amodo de resumen, A L
Ia posiion de os c ) 2
sustiuyentes presentes P
en cada una de las
bases nitrogenadas es: ] 2 E
T 274 >






OEBPS/images/B9788480866477000016_f01-03-9788480866477.jpg
EUCARIOTAS PROCARIOTAS

(animals,pants, levaduras, hongos) (bactrias)
ONA nucear @ =
(cromatina/ e - ST piésmices
cromosomas) "m /

0

regn
a comosoma citen Q
s (%5

<« DNA extranuclear
mitocondrias 0 de organulos

Nota: Aunque, por cardad, e aigra 10 2 haya refado, el tamano e s cas eucaridicas e, en geera, bstate mayor
comparaiamentecon 15 rocandicas.Ademas, i canidad de ONA Qu 11Ta S rOTOSOaS ecaiGicas €5 muy Supeir
ala comespondente al comosDma pocardic.guament, s ROMOSOas 6 OANUOS S0 ayoes Que s PASTICRS.





