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1.1. ESTRUCTURA DE ACIDOS NUCLEICOS

Los nucledtidos participan en multitud de funciones celulares. Ademas, son los
constituyentes de los acidos nucleicos: acido desoxirribonucleico (ADN) y acido
ribonucleico (ARN), las principales moléculas participantes en el
almacenamiento y la descodificacion de la informacidbn genética. Los
nucleotidos y los acidos nucleicos también desempefian papeles estructurales

y cataliticos en la célula. *

Las funciones del ADN son almacenamiento y transmision de la informacion
biolégica. En el ADN se encuentran especificadas las secuencias de
aminoacidos de todas las proteinas y las secuencias de nucleétidos de todas
las moléculas de ARN. Un segmento de ADNque contiene la informacion
necesaria para la sintesis de un producto bioldgico funcional (proteina o ARN)

se denomina gen. *

En la célula existen tres clases de ARN: los ARN ribosémicos (rARN), que son
componentes de los ribosomas; los ARN mensajeros (MARN) que son
componentes de los ribosomas; los ARN mensajeros (MARN), y los ARN de

transferencia (tARN). *
Los nucleétidos
Desempefian numerosas funciones en el metabolismo:

e Actlan como transmisores de energia (ATP).

e Actlan como sefiales quimicas en los sistemas celulares en respuesta a
las hormonas y otros estimulos extracelulares (AMPc).

e Son componentes extracelulares de una serie de coenzimas e
intermedios metabdlicos (NAD+, FAD, NADP+).

e Son los constituyentes de los acidos nucleicos: ADN y ARN.
Diferencia entre nucleétido y nucledsido.

Los nucleotidos estan constituidos por tres componentes caracteristicos: una

base nitrogenada, una pentosa y al menos un grupo fosfato. *
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Las bases nitrogenadas son moléculas que derivan de la purina o pirimidina.
Las bases puricas mas comunes son la adenina (A) y guanina (G). Ambas
aparecen tanto en el ADN como en el ARN. Las bases pirimidinicas principales
son la citosina (C), el uracilo (U) y la timina (T). La citosina se encuentra en
ambos tipos de acidos nucleicos, pero la timina sélo aparece en el ADN y el

uracilo Gnicamente en el ARN.?!
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Estructura de bases nitrogenadas.

Las bases se unen a una pentosa a través de un enlace N-B-glucosidico con el
C’-1 de la pentosa. A los atomos de las pentosas de los nucleétidos se les
afiade el signo prima (‘) para distinguirlos de los atomos de las bases
nitrogenadas. En los ribonucleétidos, la pentosa es la D-ribosa, mientras que
en los desoxirribonucledtidos (desoxinucleotidos) el azucar es la 2’-desoxi-D-
ribosa. Ambos tipos de pentosas se encuentran en forma (. El compuesto

resultante de la unién de una base més la pentosa es un nucleésido. *

El grupo fosfato se une en la posicion 5 de la pentosa normalmente, aunque
también puede aparecer en otras posiciones (2, 3’). La base mas la pentosa

mas el fosfato constituyen el nucleétido. *
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Estructura de nucledsidos y nucleétidos.

Los nucledtidos de los acidos nucleicos estan unidos por enlaces

fosfodiéster

La union de nucledtidos se realiza mediante “puentes” de grupos fosfato, en
los cuales el grupo —OH en la posicion 5’ de un nucleétido que esta unido al
grupo —OH del siguiente mediante un enlace fosfodiéster. De esta forma, los
esqueletos de los acidos nucleicos consisten en residuos de fosfato y pentosa,

quedando las bases nitrogenadas como grupos laterales unidos al esqueleto. *
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Enlaces fosfodiéster en una cadena de ADN o ARN.

Culiacan Rosales, Sinaloa a Junio, 2015.



Todos los enlaces fosfodiéster tienen la misma orientacion a lo largo de la
cadena, con lo cual cada cadena lineal de acido nucleico tiene una polaridad
especifica y extremos 5’ y 3’ diferenciados. El residuo terminar cuyo C-5" no
esta unido a otro nucleétido se conoce como extremo 5’, mientras que el
residuo terminal cuyo C-3’ no esta unido a otros nucleétidos se llama extremo
3.1

Estructuray funcién del ADN

Una molécula de ADN esta formada por
dos largas cadenas de polinucleétidos.
Cada una de estas cadenas se
denomina una cadena de ADN o una
hebra de ADN: las dos cadenas
permanecen unidas entre si mediante
enlaces de hidrégeno que se forman
entre las bases de los nucleétidos. Los

nucleétidos estan unidos

covalentemente entre si a través de los
azucares y los fosfatos, formando una cadena que constituye el “esqueleto” de

azucar-fosfato-azlcar-fosfato. *

€. @ "//‘ ] é"“--f@ La estructura tridimensional del ADN —la doble

/x, v *-.,__;’ hélice- es una consecuencia de las propiedades
G e U o .
;} . /;“'\ D “*--}® ¥ quimicas y estructurales que tienen la cadena de
,j/ )~ "’ﬁ polinucledtidos. Estas dos cadenas se mantienen
¥ ﬁlqex <Q ““@ | unidas entre si por enlaces de hidrégeno que se
/,s;"v"'/ ./ /:" forman entre las bases de las diferentes cadenas.
®/{ {;{ /; b "*--t@ Por lo tanto, todas las bases se encuentran en el
yO & - "(/ interior de la doble hélice y el esqueleto de
®/“-n\_} (&22{_ "“'-x..t@ azucar-fosfato en la periferia. En cada caso, una
/,r\"\ /},,/ ___}-/ \“‘v purina se aparea con una pirimidina. A siempre se
@f»\? E _;\ ::iz—;\} /--a.@ aparea con T y G siempre con C. Este
/,{j )/_ -/ —W;/ apareamiento complementario de bases permite

~_  que los pares de bases se empaqueten en el
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interior de la doble hélice de la forma mas favorable energéticamente posible.
Segun esta distribucion, cada par de bases tiene aproximadamente el mismo
tamafio, manteniendo asi el esqueleto azlcar- fosfato a la misma distancia a lo
largo de la molécula de ADN. Ademas los dos esqueletos de azucar fosfato se
enrollan uno en torno al otro formando una doble hélice que da una vuelta

completa cada 10 pares de bases. !

Los miembros de cada par de bases so6lo pueden unirse dentro de la doble
hélice si las dos cadenas son antiparalelas, es decir, si la polaridad de una
cadena estd orientada de manera opuesta a la de otra cadena. Una
consecuencia del apareamiento de bases es que cada una de las cadenas de

una molécula de ADN contiene una secuencia de complementaria a la otra. *

DNA puede adoptar distintas formas tridimensionales

Estas variaciones reflejan tres aspectos: las
diferencias conformacionales posibles de la
desoxirribosa, la rotacion alrededor de los
enlaces del esqueleto de la hélice, y la libre

rotacién en torno al enlace glucosidico. *

La estructura de Watson y Crick se conoce
como forma B del DNA o DNA B. La forma B
es la estructura mas estable que puede
adoptar un DNA de secuencia al azar en
condiciones fisiolégicas. La forma A y Z son

dos variantes estructurales. *

Forma A Forma B Forma Z

La forma A predomina en disoluciones

relativamente pobres en agua. EI DNA esta estructurado en una doble hélice
dextrogira, pero la hélice es mas gruesa y el niumero de pares de bases por
vuelta es de 11, en lugar de los 10 de la forma B del DNA. El plano de los pares
de bases de la forma A tiene una inclinacién de unos 20° con respecto al eje de
la hélice. Esto hace que el surco mayor sea mas profundo y el surco menor

mas superficial.
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El DNA Z supone una mayor desviacion de la forma B. Es una hélice levodgira.
Contiene 12 pares de bases por vuelta y la estructura es mas delgada y
alargada. Las cadenas del DNA adoptan un plegamiento en zigzag.*

1.2. ESTRUCTURA Y PARTES DE UN GEN.

Uno de los conceptos que con frecuencia se ha modificado en biologia es el de
gen y cada vez es mas dificil describirlo con precision. En general se acepta
que gen es “una secuencia de acido desoxirribonucleico (ADN) que codifica la
informacion para la sintesis de proteinas o acido ribonucleico (ARN)”, pero los
nuevos descubrimientos en biologia celular y molecular indican que esta
definicion debe revisarse.?

A nivel estructural se amplia la idea de un gen como un segmento de ADN
constituido por intrones y exones, para concebirlo como una estructura que

ademas contiene secuencias reguladoras y regiones promotoras (ver figura 1).2

Gen

. m.lmrﬂ@g‘...._;_'.Ptr'?ﬂ---- iy ADN

Gen

Region Region B
reguladora reguladora

0 |} [”} ._!W_Er.ﬁnm-_-'ﬂtt'?ﬂ_. — [Il] 0

5'UTR n 3'UTR

Figura 1. Esquema de un gen. A, estructura simple concebida como secuencia de ADN constituida por
exones e intrones; B, estructura que incluye regiones reguladoras y promotoras.

Exones
Los exones son la region de un gen gue contiene ADN codificante para una

proteina.’
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Intrones
Los intrones son la seccion de un gen que no contiene ninguna instrucciéon para

la sintesis proteica.’

Region reguladora

En determinados lugares de la molécula de ADN hay secuencias reguladoras,
los promotores, que son cruciales para el inicio de la transcripcién por medio de
la enzima ARN polimerasa Il (esta enzima cataliza la sintesis del ARN)
También hay otras regiones del ADN que determinan el grado en que se
expresa un gen. Esas regiones se denominan “amplificadoras” (también
llamadas enhancers) o “silenciadoras” segun sea su efecto sobre la
transcripcion. Aungque es comdn que se encuentren cercanos al gen, también
pueden ubicarse en sitios muy distantes al gen, a miles de pares de bases de
este. Por lo tanto, en cada gen, la transcripcidbn comienza en su promotor. Pero
para que esto ocurra, se requiere de la interaccion de muchas proteinas que se
unen de manera especifica, posibilitando la accién de la ARN polimerasa Il
Consecuentemente, para que se inicie el proceso de transcripcion, las
proteinas que actlan como sefiales quimicas han de unirse al ADN en una
zona proxima al gen que ha de transcribirse. Si la combinacion de estas
sefales quimicas, que provienen del interior o del exterior de la célula, son las
apropiadas, entonces la ARN polimerasa Il, comenzara la transcripcion. Por lo
tanto, la actividad de un gen en un tejido dado es el resultado de la interaccién
entre muchas proteinas que actlan conjuntamente. La ARN polimerasa en
organismos superiores no actlda aislada sino que se requiere que otras
proteinas se fijen al promotor a fi n que se inicie la transcripcién. A estas
proteinas responsables del inicio de este proceso, se las llama factores
generales de transcripcion o factores basales, porque son comunes a todos los
genes. Se diferencian por lo tanto de otras proteinas que son especificas para

los distintos genes.?

Regiones
Las moléculas de ARN mensajero contienen tres regiones principales: una

region 5’ no traducida, una regién que codifica a proteinas, y una regién 3’ no
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traducida. Las regiones 3’ y 5’ no traducidas no codifican ningun aminoacido de

la proteina.*

Region 5’ UTR

La regiéon 5 no traducida (5’'UTR; en ocasiones llamada la lider) es una
secuencia de nucledtidos del extremo 5 del mRNA, que no codifica la
secuencia de aminodcidos de una proteina. En el ARNm bacteriano, esta
region contiene una secuencia consenso denominada secuencia Shine-
Dalgarno, que sirve como sitio de union de los ribosomas durante la traduccion:
se encuentran aproximadamente siete nucleétidos en direccion 5’ con respecto
al primer codon traducido a aminoéacido (llamado coddn de iniciacién). EIl ARNm
eucarionte no tiene una secuencia consenso equivalente en su regién 5’ no
traducida. En las células eucariontes los ribosomas se unen a un extremo 5’

modificado de un ARNm, (Ver figura 3).*

Region que codifica a proteinas

La region que codifica proteinas, la cual comprende los codones que
especifican la secuencia de aminoacidos de la proteina. La regién que codifica
proteinas comienza con un codén de iniciacion y finaliza con un codén de

terminacion, (Ver figura 3).*

Region 3’'UTR

La ultima regién del ARNm es la region 3’ no traducida (3’'UTR; A veces
llamada remolque), una secuencia de nucleétidos en el extremo 3’ del ARNm
que no se traduce a proteinas. La region 3’ no traducida afecta la estabilidad de
ARNm y | traduccién de la secuencia de ARN m que codifica la proteina, (Ver

figura 3).*

Secuencia de Shine-Dalgarno
sOlo en procariontes

Codon de iniclacion Codoén de terminacion
mRNA
| i | 3

’
5

| S— \ | _— J

Regién 5° Region que codifica  Region 3°
no traducida proteinas no traducida
Figura 3. Tres regiones primarias del ARNm maduro son la region 5’ no traducida, | region

que codifica proteinas y la region 3’ no traducida.
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Andlisis (Tema estructuras y partes del gen).

De acuerdo a las diferentes revisiones bibliograficas consultadas podemos
agregar otra definicion de gen como unidad funcional que ocupa un locus
especifico en un cromosoma especifico y tiene elementos necesarios para
regular su transcripcion como la secuencia de ADN que codifica a la
informacion para la sintesis de proteinas o &cido ribonucleico (ARN). Los
procesos de corte y empalme juegan un papel muy importante para la
traduccion de una proteina, gracias a las regiones que comprende un gen, asi

como los intrones y exones que son componentes importantes del gen.

1.3. ESTRUCTURA MOLECULAR Y ORGANIZACION DE LOS
CROMOSOMAS HUMANOS

Los cromosomas son las unidades dentro de las cuales estan organizados los
genes. En las células eucariontes, cada cromosoma consiste de una fibra
continua de ADN doble hélice y proteinas asociadas®. En la especie humana el
namero normal de cromosomas en el nucleo de las células somaticas es de 46
(44 autosomas y 2 cromosomas sexuales), y el de los gametos (células
sexuales) de 23. La férmula cromosomica normal es de 46,XX en la mujer y
46,XY en el hombre”.

El cromosoma en metafase es el utilizado habitualmente para su estudio, ya
gue se encuentra es forma condensada tal y como lo conocemos. Antes de la
metafase, es decir, durante la interfase el ADN se encuentra combinado con
proteinas y algo de ARN formando un complejo fiboroso denominado cromatina
(Figura 1). ® Existen dos tipos de cromatina; la eucromatina en la cual los genes
estan mas accesibles a ser transcritos, y la heterocromatina en la cual no lo

estan (Figura 2).°
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La cromatina tiene una estructura en cuentas de collar. Cada cuenta esta
representada por un nucleosoma y consiste en una cadena doble de ADN que
se enrolla dos veces alrededor de un nucleo de ocho proteinas denominadas
histonas, que contribuyen a organizar el enrollamiento y plegamiento del ADN.
El hilo entre las cuentas es el conector ADN que mantiene juntos a los
nucleosomas adyacentes. En las células que no estan en division, otra histona
promueve el enrollamiento de los nucleosomas en fibras de cromatina, de
mayor diametro, que luego se pliegan en grandes asas. Sin embargo, justo
antes de que se produzca la division, el ADN se replica, las asas se condensan

aln mas y se forma un par de cromatides (Figura 3).°
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Figura 3. Empaquetado y medidas de la cromatina hasta llegar a cromosoma.

Figura 4. Componentes del cromosoma.
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cromatides hermanas, las cuales quedan unidas por el centrdmero. El
centromero es el punto de anclaje de los microtubulos del huso, que son los
filamentos responsables del movimiento del cromosoma durante la division
celular. Los teldmeros son los extremos o puntas de los cromosomas lineales;
sirven para estabilizar los extremos de los cromosomas, y evitar que los
cromosomas se peguen entre si en ciertas condiciones, como una ruptura
(Figura 4). *°

Los cromosomas se clasifican en cuatro
tipos de acuerdo con la localizacion del
centromero: metacéntricos (D),
submetacéntricos (C), acrocéntricos (B)
y telocéntricos (A). En el metacéntrico el
centrébmero se encuentra en el centro
del cromosoma. El submetacéntrico tiene el centrémero recargado hacia uno
de los extremos y la longitud de un brazo es un poco mayor al otro. Mientras
que en el acrocéntrico el centrbmero se encuentra casi en un extremo,
destacando un brazo mas largo y en el corto se aprecia mas el satélite. Uno de
los dos brazos del cromosoma (el brazo corto de un cromosoma
submetacéntrico o de un cromosoma acrocentrico) se designa con la letra p y
el brazo més largo con la letra g. El cromosoma telocéntrico es el Unico que no
se presenta en humanos, y el centrdmero se encuentra en un extremo, por lo

que solo se visualiza un solo brazo.**

En los humanos los cromosomas se encuentran

Alelos
/de' 98N organizados en pares, de tal forma que uno de los
///' Locys Cromosomas se hereda de la madre y el otro del
‘ el padre, es importante mencionar que el término “par”
e se utiliza para referirse a uno de los cromosomas del
conjunto. En las células somaticas cada cromosoma
de un conjunto tiene su correspondiente en el otro
= & juego y juntos constituyen un par homélogo (Figura
Cromos:}qa/:homélogos 5). En general, los dos cromosomas de un par
Figuré 5. Par de homdlogo se parecen en su estructura y tamafo, y

cromosomas homélogos
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cada uno contiene informacion genética para el mismo conjunto de
caracteristicas hereditarias. Por ejemplo, si un gen (alelo) de un cromosoma
particular codifica para el color de cabello, otra copia del gen en la misma
posicion en su cromosoma homalogo también codificara el color de cabello. Sin
embargo, no es necesario que estos dos alelos sean idénticos: uno puede

codificar para el cabello pelirrojo y el otro para el rubio.*®

La ploidia se refiere al nimero de dotaciones de cromosomas completas de
una célula. Las células sométicas humanas son diploides, es decir, contienen
dos copias de informacién genética. Mientras que las sexuales son haploides,

poseen una sola copia de cada gen.*?

La somia se refiere al nUmero de cromosomas homodlogos que existen. Por
ejemplo, en el Sindrome de Down se presente una trisomia del cromosoma 21,
es decir, hay tres cromosomas 21. De manera normal, el ser humano en sus

células somaticas es un organismo disémico.™

El cariotipo es la disposicion ordenada de los cromosomas del ndcleo de una
célula atendiendo al tamafio y forma segun la posicion del centromero. Suele
representar como un diagrama de los cromosomas metafasicos alineados en

orden descendente segtn su tamafio (Figura 6). ’

ag Cada cromosoma de las
o~
- ) »
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o2 . ,
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1 2 } ‘ 5 .
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§ye > o, .
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Figura 6. Cariotipo. Obtenido por técnicas de bandeo. son sometidos a técnicas de

bandeo para producir los

patrones de las bandas que los conforman. Estas técnicas permitieron la
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completa individualizacion de los cromosomas humanos. Las regiones y las
bandas se enumeran a partir del centrbmero y hacia los telébmeros. El

centrémero no constituye una banda.’

Para designar una banda el International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN) acordd poner primero el nimero del cromosoma seguido
del simbolo del brazo, el nimero de la region, el nimero de la banda,

subbanda, etc., todo seguido y sin dejar espacio.” Ejemplo:

7q31.2

‘ ‘ \ | subbanda

banda
region
brazo
Cromosoma

Las bandas permiten también el mapeo de genes en el cromosoma, es decir la
designacion del locus, por ejemplo 7q31.2 es el locus del gen de la fibrosis

quistica.’
1.4. DOGMA DE LA BIOLOGIA MOLECULAR.
1.4.1 Replicacion

Todos los organismos vivos tienen que duplicar su ADN de una forma muy fiel
antes de cada division celular’®. Conocemos como replicacion del ADN al
proceso por el cual una molécula de ADN se
duplica. La transmision de la informacién
genética se inicia con el proceso de
replicacion del ADN durante la interfase y

culminara con la division celulart®.

Una de las propiedades de la replicacion es

que es semiconservativa (Figura 1), asi lo Cadena
. . —AT _UiE.'jE. B AT
demostraron Watson y Crick. La doble hélice

del ADN se abre por el medio y las bases ooy Cadena

A —Nueva
apareadas se separan a nivel de los puentes 5
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de hidrégeno. A medida que se separan, las dos cadenas actian como moldes
0 guias (cadena patrén), cada una dirigiendo la sintesis de una nueva cadena
complementaria (cadena cebadora) a lo largo de toda su extension. De esta
manera, la doble hélice progenitora se replica dando lugar a dos dobles hélices
hijas, cada una de las cuales estd formada por una cadena progenitora (cadena

vieja) y una cadena hija (sintetizada de novo).*®

Para que el ADN pueda duplicarse, debe desenrollarse y separar sus dos
cadenas complementarias como si fuera un cierre que se abre, esto, a esta
zona se le conoce como horquilla de replicacion®® (Figura 2), en ella un
complejo multienzimatico que contiene ADN polimerasa sintetiza el ADN de dos
hélices hijas. La horquilla de replicacién tiene la propiedad se abrirse hacia
ambos lados, por lo tanto la replicacion es bidireccional®® (Figura 2).

Las posiciones por las que se abre en primer lugar la hélice de ADN se
denominan origenes de replicacion. Los origenes de replicacion se encuentran
en regiones de ADN enriquecidas en pares T=A, ya que estos tienen menor
namero de enlaces de hidrégeno. EI ADN de células eucariotas tiene varios

origenes de replicacion®’.

Cehador Fragmento de Cadsna Cadena
“Primer" Okazaki Continua Retardada

Figura 2. Horquilla de replicacién bidireccional

La apertura de la doble hélice del ADN es gracias a una enzima llamada ADN
helicasa y proteinas de union de ADN de cadena sencilla. Antes de que actuen,
la enzima topoisomerasa ADN girasa alivia el estrés causado por la torsion,
cortando enlaces fosfodiéster en sitios al azar, ademas evita que se enrolle de
nuevo®®. Después de esto la ADN helicasa se une al ADN y se desliza por toda

la hélice rompiendo los dobles enlaces y separandola. Mientras la ADN
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helicasa actla, las proteinas de union de ADN de cadena sencilla recubren las
regiones de ADN de cadena sencilla de la cadena retrasada evitando la
formacién de cortas hélices y estabilizando la cadena (Figura 3). *°

Helicasa
Primasa

N — _
DNA de cadena

sencilla
Origen

¢

Figura 3. Accion de la helicasa, ssb: proteinas

de unién de ADN de cadena sencilla.

El ADN se caracteriza por tener orientacion antiparalela, éste mecanismo
requeriria que una de las cadenas hijas creciera en sentido 5’ a 3’ y la otra en
sentido 3’ a §’. Las ADN polimerasas, o sea las enzimas que sintetizan el ADN,
solo pueden agregar nucledtidos al extremo 3’ de la cadena proliferativa (no al
5’), entonces, jcomo puede producirse la sintesis en ambas cadenas de la
horquilla de manera simultdnea? La cadena que va en direccion 5’ a 3’ deberé
producirse de manera opuesta al desenrollamiento, es decir, la ADN
polimerasa debera esperar a que la cadena se desenrolle cierto espacio para
poder colocar el nucleétido, quedando de ésta manera pequefios fragmentos

de ADN, los cuales reciben el nombre de fragmentos de Okazaki (Figura 2).*

De esta manera, la horquilla de replicacion tiene una estructura asimétrica. La
cadena hija del ADN que se sintetiza de manera continua recibe el nombre de
cadena conductora o continua. Es sintetizada antes que la otra cadena hija,
que crece de forma discontinua y que recibe el nombre de cadena retardada
(Figura 2).%°

Para la sintesis de una nueva cadena complementaria de ADN se necesita no
solo la presencia de la cadena progenitora que sirve de molde, sino también de
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una secuencia de inicio para la nueva cadena que permita que la ADN
polimerasa prolongue la cadena. Esta secuencia de inicio, conocida
habitualmente como cebador (primer, en inglés) esta formada por nucleotidos
de ARN. Los nucleétidos de ARN pueden formar puentes de hidrogeno con los
nucledtidos de la cadena de ADN, siguiendo un principio similar de
complementariedad. La sintesis del cebador es llevada a cabo por una enzima
denominada ARN primasa.*?

Con los cebadores de ARN colocados en el lugar correcto, la ADN polimerasa
agrega nucledtidos al extremo 3’ de las cadenas en crecimiento. Dado que un
cebador de ARN contiene un nucledtido apareado adecuadamente con un
grupo 3-OH en un extremo, el ARN puede elongarse mediante la ADN
polimerasa por este extremo empezando un fragmento de Okazaki. La sintesis
de cada fragmento de Okazaki acaba cuando la ADN polimerasa se encuentra
con el cebador de ARN unido al extremo 5 del fragmento anterior de ADN
(Figura 2).*°

Todos los fragmentos de ARN de la cadena retrasada son degradados y
reemplazados por ADN, por la enzima ADN polimerasa |. Luego una enzima
llamada AND ligasa se encarga de unir todos los fragmentos sintetizados.

La tasa de error de la replicacibn es menos a uno cada mil millones de
nucleodtidos, ya que las ADN polimerasas son muy especiales para aparear los
nucleotidos con sus complementos en la cadena molde. La mayoria de los
errores que se producen en la seleccion de nucleétidos se resuelven gracias a
un segundo proceso denominado correccion (proofreading). Cuando una ADN
polimera introduce un nucleétido erréneo en la cadena proliferativa, el grupo 3’-
OH del nucleétido equivocado no se ubica correctamente en el sitio activo de la
polimerasa, y la actividad de exonucleasa de 3’ a 5’ de la ADN polimerasa

elimina al nucleétido apareado en forma incorrecta, e inserta el correcto.*?

Otro proceso es la reparacion de los errores de apareamiento, corrige los
errores detectados cuando ya finalizd la replicacion. La presencia de
nucledtidos acoplados de manera incorrecta produce una deformidad en la

estructura secundaria del ADN; las enzimas encargadas de eliminar estos
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nucleotidos reconocen la deformidad y usan la cadena de nucleétidos original
como molde para reemplazar el errobneo. Para este proceso se requiere que la
enzima distinga entre la cadena vieja y la nueva. En E. coli se agregan grupos
metilo a secuencias nucleotidicas especificas después de la replicacion, por lo

tanto la cadena vieja esta metilada.*?

1.4.2 TRANSCRIPCION: SINTESIS DEL ARN A PARTIR DE UN MOLDE DE
ADN.

Todos los ARN celulares se sintetizan a partir de un molde de ADN mediante el
proceso de transcripcion. En muchos aspectos este proceso es parecido al de
replicacion pero difiere en la longitud del molde empleado. Durante la
transcripcion se transcriben solo pequefias porciones de la molécula de ADN.
La transcripcion es un proceso altamente selectivo: se transcriben genes
individuales solo cuando se requieren sus productos. Esta selectividad implica
un problema fundamental para la célula: la identificacion de genes y su

transcripcion en el momento y el lugar adecuados.?

Al igual que la replicacion, la transcripcion requiere tres componentes

principales:

1. Un molde de DNA.

2. Los materiales en bruto necesarios para construir una nueva molécula
de RNA.

3. El aparato de transcripcion consiste en las proteinas necesarias para
catalizar la sintesis del RNA.

(1) Iniciacion:

(a) ARN polimerasa se INO ®/ ANONONANZNENANVANAVANANON
une a promotor.

(b) Formacion de los @ INANONONININONLNLNONLNAN

primeros enlaces
fosfodiéster.

(2) Elongacién @ .

(3) Terminacion NANRRNNRNNRNNARRNNRNNR

Visién general del proceso de PW////_O/

transcripcion del ADN.
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El molde

El molde para la sintesis de RNA, al igual que para la sintesis de DNA, es una
cadena simple de la doble hélice de DNA. Al contrario de lo que sucede en la
replicacion, la transcripcion solo ocurre sobre una de las dos cadenas de
nucleotidos del DNA. La cadena de nucledtidos utilizada para la transcripcion
se denomina cadena molde. La otra cadena, llamada cadena no molde, casi

nunca se transcribe.?

Durante la transcripcion se sintetiza una molécula de RNA complementaria y
antiparalela a la cadena molde de DNA. El RNA transcripto tiene la misma
polaridad y secuencia de bases que la cadena no molde, salvo que la RNA

contiene U en lugar de T.*?

Dentro de una unidad de transcripcidn hay tres sitios criticos: un promotor,
secuencia que codifica RNA y un terminador. El promotor es una secuencia de
DNA que el aparato de transcripcién reconoce y a la que se une. Indica cudl
cadena de DNA debe ser molde y la direccion de la transcripcion. También
determina el sitio de iniciacion de la transcripcion, el primer nucleétido que sera

transcripto a RNA.*?

El segundo sitio critico es la regidn codificante de RNA, una secuencia de
nucledtidos de DNA que se copia a una molécula de RNA. El tercer
componente de la unidad de transcripcion es el terminador, sefiala el sitio en el

que debe finalizar la transcripcion.*?
El sustrato

El RNA se sintetiza a partir de ribonucledsidos trifosfatos (rNTP). Durante la
sintesis se anaden uno por vez al grupo 3'-OH de la molécula de RNA. Se
cortan dos fosfatos del ribonucledsido trifosfato que ingresa; el fosfato restante
participa en un enlace fosfodiéster que conecta el nucleétido a la cadena de
RNA creciente.™?
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Sintesis de ARN en bacterias
Sintesis inicial de RNA.

Después de la unién de una holoenzima al promotor, la RNA polimerasa se
posiciona sobre el sitio de iniciacion de la transcripcion y desenrolla el DNA

para producir un molde de cadena simple.*

El sitio de iniciacion no estd marcado por una secuencia consenso pero a
menudo tiene la secuencia CAT y el sitio de iniciacion se encuentra en la A. La
posicion del sitio de iniciacion esta determinada por la ubicacién de secuencias

consensos que posicionan la RNA polimerasa.*?

Para comenzar la sintesis de RNA la RNA polimerasa aparea la base de un
ribonucledtido trifosfato con su base complementaria en el sitio de iniciacion de
la cadena molde de DNA. No se necesita cebador para iniciar la sintesis del
extremo 5’ del RNA. Se cortan dos de los tres fosfatos del ribonucleétido
trifosfato cuando se afade el nucledtido al extremo 3. En el extremo 5

permanecen los tres fosfatos unidos.?
Elongacion.

Al final de la iniciacién la RNA polimerasa sufre un cambio morfoldgico y no es
capaz de unirse a secuencias consenso del promotor. Esto permite escaparse

del promotor y comenzar a moverse en direccién 3’.*2

A medida que la RNA polimerasa se mueve hacia el extremo 3’ de la burbuja
de transcripcién une nucleétidos a la molécula de RNA de acuerdo con la

secuencia presente en el molde y vuelve a enrollar el DNA en direccién 5°.1
Terminacion
La RNA polimerasa afiade nucleétidos hasta que se transcribe un terminador.

En bacterias existen dos tipos principales de terminadores. Los dependientes
de rho que son capaces de provocar la terminacion solo en presencia de una
proteina auxiliar llamada factor rho. Los terminadores independientes de rho

que provocan la finalizacién en ausencia de rho.*

Culiacan Rosales, Sinaloa a Junio, 2015.
21



Proceso de transcripcion en eucariontes.

Es semejante al de bacterias. Las células eucariontes poseen tres RNA
polimerasas distintas, cada una transcribe una clase diferente de RNA y
reconoce un tipo diferente de promotor. Otra diferencia radica en la naturaleza

del reconocimiento del promotor e iniciacién.
Transcripcion

Requiere que las secuencias de DNA sean accesibles para la RNA polimerasa,
por lo que se modifica la cromatina a una configuracion mas abierta y

accesible.?
Iniciacion

Para que comience la transcripcién Bngfr':::;i:]"ici“ 3;':::::::0":
son importantes dos clases de

secuencias de DNA: promotores e

intensificadores. Un promotor se

encuentra préximo al gen que "

regula y tiene localizacion fija con

respecto al punto de iniciacion de la

transcripcion. Por lo contrario un

intensificador no necesita estar

cerca del gen; los intensificadores l’

pueden afectar la transcripcion de XOOOCOOOCOOL NN

genes que estan a miles de ADN ARN m Inmaciuro

" . . 12
nucleodtidos de distancia. Inicio y terminacion de la transcripcion.

A diferencia de las bacterias, en eucariontes existen tres RNA polimerasas
distintas que reconocen diferentes promotores. Otro particular son los factores
de transcripcidon general, que junto con la RNA polimerasa forma el aparato de
transcripcion basal que se ensambla cerca del sitio de iniciacion y es suficiente
para iniciar niveles minimos de transcripcion. Otras proteinas son las

activadoras de transcripcion.?
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Promotores de la RNA polimerasa ll
Promotor minimo

El promotor minimo se localiza corriente arriba del gen e incluye una o mas

secuencias consenso. La mas comudn es la caja TATA.

Promotor regulativo se localiza inmediatamente corriente arriba del promotor

minimo 5.

Las secuencias de DNA que incrementan la velocidad de transcripcion en

genes distantes se denominan intensificadoras.

Las secuencias que tienen muchas propiedades que poseen los
intensificadores en ocasiones participaban en la represion de la transcripcion

en lugar de intensificarla; estas secuencias se conocen como silenciadores.*?
Promotores de RNA polimerasas |y llI

La RNA polimerasa Il reconoce diversas clases de promotores. Los
promotores de los genes de snRNA transcriptos por la RNA polimerasa Il
contienen algunas secuencias consenso que Se encuentran en algunos
promotores transcriptos por la RNA polimerasa Il. Los promotres de los genes
de rRNA y tRNA pequerios transcriptos por la RNA polimerasa Il que contienen

promotores internos ubicados en direccion 3'.%2

ARN Polimerasa

y
KOO

La ARN polimerasa reconoce el promotor, una secuencia especifica de nucleétidos,
que define el sitio de inicio de la transcripcion.
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Elongacion

Después de la unién de varios nucleétidos la RNA polimerasa abandona al
promotor, se disocia en alguno de los factores de transcripcion y se mueve en

direccion 3’ para continuar con la sintesis. *

En el curso de la elongacion la doble hélice ingresa en una hendidura de la
polimerasa y es atrapada. Las dos cadenas del DNA se desenrollan y los
nucleotidos del RNA complementarios a la cadena molde se agregan en el

extremo 3'.%2

Terminacion

Las tres RNA polimerasas eucariontes emplean diferentes mecanismos de

terminacion.

¢ RNA polimerasa I: Factor de terminacion, como el factor rho.
¢ RNA polimerasa Il: en multiples sitios dentro de una extension de
cientos o miles pares de bases.

¢ RNA polimerasa lll: después de transcribir una secuencia terminadora.

1.4.3. CODIGO GENETICO Y TRADUCCION
Caodigo genético

Una vez fabricado el ARNm, la informacién presente en su secuencia se
utilizara para la sintesis de una proteina. La transcripcion es un proceso facil,
dado que el DNA puede actuar de forma directa como un molde para la sintesis
del RNA por apareamiento entre bases complementarias. Por el contrario, la
conversion de la informacion del RNA a proteina representa una traduccion con
simbolos muy diferentes. Esta traduccién no puede realizarse uno a uno entre
los nucledtidos del ARNm y los aminoacidos de la proteina. La secuencia de
nucleotidos de un gen, a través del ARNm, es traducida a una secuencia de
aminoacidos siguiendo una serie de reglas, conocidas como el codigo genético
(Figura 1).* El c6digo genético es un cédigo de tripletes o codones, en el cual

tres nucledtidos codifican cada aminoacido de una proteina.*?
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u
uuu ucu | UAU uGu u
Phe Tyr Cys
uuC ucc UAC UGC C
U >Ser
UUA i UCA Stop @8N Stoo |A
eu
uuG UCGJ Stop UGG Trp |G
cuu ceu) caul  |cau u
IS
cuc cee CAC CGC c
Cc Leu >Pro Arg
CUA CCA CAA " CGA A
n
CcuG CCa CAG CGG G
AUU ACU ) AAU AGU u
Asn Ser
AUC Plie [ACC AAC AGC c
A >The
AUA ACA AAA AGA A
Lys Arg
R Met [ACG | AAG AGG} G
GUU GCU ) caul,  lesu U
GUC GCC GAC GGC [o-
G Val >Ala Gly
GUA GCA GAA " GGA A
U
GUG GCG GAG GGG G

Figura 1. Cédigo genético.

La secuencia de nucleétidos de un RNAmM se lee en grupos consecutivos de
tres nucledtidos o tripletes. EI ARN es un polimero de cuatro nucleotidos
diferentes, asi que hay 4x4x4=64 combinaciones posibles de tres nucleotidos
gue en consecucion codifican un aminoacido o sefial del proceso de la
traduccién.’® Tres son codones de terminacién, mientras que 61 codones
llamados codones con sentido codifican para los aminoacidos. Por lo tanto
algunos aminoéacidos son especificados por mas de un triplete (codones
sinbnimos) por esto se dice que es un codigo degenerado. Solamente el

triptéfano y la metionina estan codificados por un solo codén.?
Caracteristicas del codigo genético

A) El cédigo es universal. Se observa la misma correspondencia en todos
los sistemas estudiados. (Sélo en los sistemas de sintesis de proteinas

de mitocondrias y algunos protozoos se han descubierto variaciones).

Culiacan Rosales, Sinaloa a Junio, 2015.
25



B) El cddigo contiene un triplete de iniciaciébn (AUG) correspondiente a
metionina. La traduccion inicia por este triplete y codifica el aminoacido
mencionado.

C) El codigo contiene tres tripletes sin sentido (UAA, UAG y UGA) a los que
no corresponde ningun aminoacido y sirven para finalizar la traduccion.

D) El cédigo contiene 61 tripletes para codificar 20 amino&cidos.

E) Los tripletes aparecen yuxtapuestos en el mensajero, desde iniciacion a

terminacién sin huecos ni solapamientos.*®

Marco de lectura

Una secuencia de RNA podria traducirse siguiendo cualquiera de los marcos
de lectura diferentes dependiendo del punto en que empiece el proceso de

descodificacién. (Ver figura 2)

Los tres marcos de lectura tienen conjuntos distintos de codones que
especificaran protefnas con secuencias distintas.*® Por lo que sélo una
de las tres pautas de lectura de un ARNm codifica la proteina correcta.?

El marco de lectura queda establecido por el codén de iniciacion.*

Secuencia de nucledtidos A UACGAGUC

AUACGAGUC
e e S
lle Arg Val

Codigo no superpuesto

oy AUACGAGUC
Cadigo superpuesto —_
Ile
UAC
=
v
accG
Thr

Figura 2. Ejemplo de marco de lectura.
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Traduccién

La informacion de la secuencia codificante de un gen es transcrita a una
molécula intermediaria de ARN, cuya secuencia es idéntica a la de la cadena
codificante del ADN y complementaria a la de la cadena molde. Después la
secuencia de la informacion en la molécula de ARN mensajero (ARNmM) es

traducida a una secuencia de aminoacidos®®.

Como ya se mencion0, la traduccion es el proceso mediante el cual la
secuencia nucleotidica del ARNm se utiliza para construir una cadena de
aminoécidos siguiendo la secuencia codificada en el ADN. Sin embargo, el
ARNmM no puede unirse directamente a los aminoacidos. En cambio, interactia
con moléculas de ARN de transferencia (ARNt), que son hebras de ARN en

forma de hoja de trébol (Figura 1). *2

Sitio de unisn de aminoscidos Cada molécula de ARNt cuenta con un

Extremo 3’

lugar extremo 3’ para su unién con un
aminoacido especifico mediante un enlace
Extramo §

covalente, por accibn de la enzima

aminoacil-ARNt sintetasa. En el extremo

O-C-0-C-O-0-2-0-O->

a-cccc’’ a4 opuesto del trébol hay una secuencia de

6-6.. 6 tres nucleétidos denominada anticodon,

gue experimenta un emparejamiento de

bases complementarias con el coddn

correspondiente del ARNm. El aminoacido

l_y_, fijado se transfiere entonces a la cadena
Rl (s e polipeptidica que se estéa sintetizando.®

Figura 1. ARN de transferencia

Ribosoma

El lugar citoplasmatico de la
sintesis proteinica es el ribosoma,

que consiste en partes

aproximadamente iguales de
Cadena
1 1 At olipeptidica
proteinas enzimaticas y ARN Ng,!%z:%w -
ribosomatico (ARNr). La funcién I

AUC s
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del ARNr es ayudar a unir el ARNm y ARNt al ribosoma. Durante la traduccion
el ribosoma se une primero a un lugar de inicio en la secuencia de ARNm. Este
lugar consiste en un codon especifico, AUG, que especifica el amino&cido
metionina. A continuacién, el ribosoma se une al ARNt en la superficie, para
gue pueda producirse el emparejamiento de bases entre ARNt y ARNm. El
ribosoma se desplaza por la secuencia de ARNm, codon a codoén, en direccion
5’ a 3’ (Figura 2).*?

La siguiente etapa en la traduccion es la elongacion, en la cual los aminoécidos
se unen para crear una cadena polipeptidica. El primer paso es la entrega del
ARNt cargado al sitio Aminoacil, o sitio A. Esto requiere la presencia del factor
de elongacion Tu, factor de elongacion Ts y GTP. Después el aminoacido es
unido a la cadena y pasa al sitio peptidilo, o sitio P, por la peptidil transferasa. Y
por ultimo, ya que esta formada la cadena polipeptidica, se traslada al sitio de

salida, o sitio E, para pasar al citoplasma (Figura 3).*°

Ribosome walts for
next aminoacy| tRNA

Step 1
Decoding

mRNA

Elongation
Cycle

Step 3 Step 2
Translocation Peptide bond
formation

Figura 3. Ciclo de elongacion.

Antes de gque un polipéptido recién sintetizado pueda iniciar su existencia como
proteina funcional, sufre modificacion postraduccional. Estas modificaciones
pueden adoptar varias formas, incluyendo la division en unidades polipeptidicas
mas pequefias o0 la combinacion con otros polipéptidos. Otras modificaciones

son la adicion de cadenas laterales de carbohidratos al polipéptido.*?
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1.5 EDICION DEL ARNm

ARN mensajero

El ARN mensajero funciona como molde para la sintesis proteica; transporta la
informacion genética desde el ADN hasta un ribosoma y ayuda a ensamblar los
aminoacidos en el orden correcto. Cada aminoacido de una proteina esta
especificado por un conjunto de tres nucleétidos del ARNm llamado codén.
Tanto los ARNm procariontes como los eucariontes contienen tres regiones

primarias (ver figura 1).'?

Secuencia de Shine-Dalgarno
sOlo en procariontes

Codon de iniclacion Codon de terminaciéon
A \—
| peEEnenese—— Y | 3

’
5

\ J \ A" 7/

Region 5° Region que codifica  Regidn 3°
no traducida proteinas no traducida

Figura 1. Tres regiones primarias del ARNm maduro son la regiéon 5’ no traducida, la regiéon

que codifica proteinas y la regién 3’ no traducida.

La region 5' no traducida (5 UTR; en ocasiones llamada la lider) es una
secuencia de nucledtidos del extremo 5 del ARNm, que no codifica la
secuencia de aminoacidos de una proteina. En el ARNm bacteriano, esta
region contiene una secuencia consenso denominada secuencia Shine-
Dalgamo, que sirve como sitio de union de los ribosomas durante la traduccion;
se encuentran aproximadamente siete nucleétidos en direccion 5’ con respecto
al primer codon traducido a aminoacido (llamado codén de iniciacién). EI ARNm
eucarionte no tiene una secuencia consenso equivalente en su region 5’ no
traducida. En las células eucariontes los ribosomas se unen a un extremo 5’
modificado de un ARNm. La siguiente seccion de ARNm es la region que
codifica proteinas, la cual comprende los codones que especifican la secuencia
de aminoéacidos de la proteina. La region que codifica proteinas comienza con
un codon de iniciacion y finaliza con un coddén de terminacion. La ultima region

del ARNm es la regién 3’ no traducida (3’ UTR; a veces llamada remolque), una
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secuencia de nucledtidos en el extremo 3° del ARNm que no se traduce a
proteina. La region 3’ no traducida afecta la estabilidad del ARNm vy la

traduccion de la secuencia de ARNm que codifica la proteina.*?

Procesamiento del pre-ARNm

En las células bacterianas la transcripcién y la traduccion ocurren en forma
simultanea; mientras se esta transcribiendo el extremo 3’° de un ARNm, los
ribosomas se unen a la secuencia de Shine-Dalgarno cerca del extremo 5’ e
inician la traduccion. Dado que la transcripcion y la traduccion estan acopladas,
hay pocas oportunidades para que el ARNm se modifique antes de la sintesis
proteica. Por el contrario, en las células eucariontes la transcripcion y la
traduccion estan separadas en forma temporal y espacial. La transcripcion
curre en el nacleo, mientras que la mayor parte de la traduccion se produce en
el citoplasma; esta separacién proporciona una oportunidad para que el ARNm
eucarionte se modifique antes de ser traducido. De hecho, el ARNm eucarionte
se altera extensamente después de la transcripcion. Se hacen cambios en el
extremo 5’, en el extremo 3’ y en la seccién que codifica proteinas de la
molécula de ARN. El transcripto inicial de los genes que codifican proteinas de
las células eucariontes se conoce como pre-ARNm, mientras que el transcripto
maduro procesado es el ARNm. Reservaremos el vocablo ARNm para las
moléculas de ARN que han sido procesadas por completo y estan listas para
ser traducidas. Los hallazgos de investigaciones recientes han demostrado que
parte de la traduccion de los organismos eucariontes ocurre en el nucleo. Por lo
tanto, parte de la transcripcion y de la traduccion podria estar acoplada como
en los procariontes. La importancia de este acoplamiento para el

procesamiento del ARN aun no estéa clara.*?

Adicion del casquete 5'

Un tipo de modificacién de los pre-ARNm eucariontes consiste en la adicion, en
la region 5, de una estructura denominada casquete 5. Este proceso de
adicion del casquete consiste en afadir un nucledtido en el extremo 5’ del

ARNmM y la metilacién por la adicién de un grupo metilo (Cii3)- de la base del
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nucleotido recién afiadido, y la adicion de un grupo 2’-OH, al azdicar de uno o

mas nucledtidos presentes en el extremo 5’ (Ver figura 2). *

El proceso de adicion del casquete ocurre
rapidamente después de la iniciacion de la
transcripcion, asi como, el casquete 5
funciona en la iniciacion de la traduccion.
Las proteinas que se unen al casquete, lo
reconocen y se adhieren a él; luego un
ribosoma se une a estas proteinas y se
mueve en direccion 3’ a lo largo del ARNm,
hasta que llega al codon de iniciacién y
comienza la traduccion. La presencia de un
casquete 5’ también aumenta la estabilidad
del ARNm e influye en la eliminacion de los
intrones. En el extremo 5’ del pre-ARNm

puede como 5 -

pppNpNpN...,
representa un ribonucleétido y la p, un

representarse

en el cual la letra N

fosfato. Poco después de la iniciaciéon de la
transcripcion, uno de estos fosfatos se
elimina y se aflade un nucleétido guanina
(ver figura 2).*

Este nucledtido guanina se une al pre-

ARNmM por un enlace 5’-5 unico, que es
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Figura 2. La mayoria de los ARNm eucariontes

tienen un casquete 5’. El casquete consiste en

un nucleétido con una 7-metilguanina unida al
pre-ARNm con un enlace 5’-5’ Unico.

nucleotidos del ARN: esencialmente, el nucledtido guanina se fija al revés en el

extremo 5’ del pre-ARN. Luego se afiaden uno o mas grupos metilo al extremo

5’; el primero de estos grupos se afade a la posicion 7 de la base del

nucledtido guanina terminal, transformando la base en una 7-metilguanina. Un

grupo metilo puede afadirse entonces a la posicidon 2’ del azucar, que se

encuentra en el segundo y en el tercer nucleotido (Ver figura 2). En raras

ocasiones, pueden unirse grupos metilo adicionales a las bases del segundo y
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del tercer nucleotido del pre-ARNm. La adicion del casquete 5 requiere la

participacion de varias enzimas distintas.?

Adicion de la cola de poli (A)

Un segundo tipo de modificacién al ARNm eucarionte consiste en la adicion de
entre 50 y 250 nucledtidos de adenina en el extremo 3’, los que forman una
cola de poli(A). Estos nucleotidos no estan codificados por el DNA, sino que se
afladen después de la transcripcién (Ver figura 3) en un proceso conocido
como poliadenilacién. La secuencia consenso AAUAAA suele encontrarse
entre 11 y 30 nucledtidos en la direccion 5’ con respecto al sitio de corte (ver
figura 3) y determina el punto en el que ocurrira el corte. Una secuencia rica en

U (0o G y U) siempre se encuentra en direccion 3’ con respecto al sitio de

12
corte.
Sitlo de Iniclacion | El pre-mRNA se corta 3 una posicion
P e de la transcripeion Transcripcion enire 1 1y30 nudeotidos haci ¢l ex:
’ A \ tremo 3 de una ecuendia Consenso
Trasscripeisn Secuencia Nucledtidos  AAUAAA en la regidn 3" no traducida
{ consenso 11-30
e Ay, e A—
‘ " { Pre-mRNA 5 e V(Y VS Bese 3
)
‘..“*‘h»& | Sitio de
DELANAG B Corte corte
~ ’ ‘ La adicidn de los nucledtidos
M adenina (pokadenilacion) ccurre en

S' LYV 3 o extremo 3' del pre-mRMA y

genery 1a cola de polita),
Poliadenilacion
‘ Cola de poli(A)

mRNA 5 LY L VT AAAAAAAARAAAAAARAAA - 3

Figura 3. La mayoria de los ARNm eucariontes tienen una sola cola 3’ poli(A).

La cola de poli(A) confiere estabilidad a la mayoria de los ARNm, aumentando
el tiempo durante el cual esta molécula permanece intacta y disponible para el
proceso de traduccion, antes de ser degradada por enzimas celulares. La
estabilidad conferida por la cola de poli(A) es dependiente de las proteinas que
se .unieron a esta cola. La cola de poli(A) también facilita la unién del ribosoma
al ARNm. Los ARNm eucariontes que codifican histonas del core son unicos,
por el hecho de que carecen de una cola de poli(A) y dependen de un
mecanismo diferente para el corte 3, que requiere la formacion de una
estructura en forma de horquilla en el pre-ARNm y de una pequefia particula

Culiacan Rosales, Sinaloa a Junio, 2015.
32



ribonucleoproteica (snRNP) llamada U7 (ver figura 4). La U7 contiene una
ARNsn con nucleétidos complementarios con una secuencia presente en la
molécula de pre-ARNm, justo en direccion 3’ con respecto al sitio de corte, y

U7, muy probablemente, se une a esta secuencia.?

Sitio de corte i/ empalme S° Sitio de corte y empalme 37
'

- ®)
fasideasn Pre-mRNA [FTTH] Intrén | Exon 2| C
I W 4
BB i mRNA s cortaon Elextrerno S delin- | B Se hace un conte & e
¢ 5ino de corte y won se une al punto en el $to da cone ‘\'
ermpalme 5, de ramificacién ¢ eroalme 3 ‘(</1\
PROCESAMKNTO I * o Gy
L (GOTLENA > &5 )
~ > ._A._;'_. — A o/'
~ + P a3 ~ N M
2 ’ AL < N/ V.
Exon 1 5 Exon 2 | @,L\ e - W, P
| G A5 2 N
BBt ntron se lbera ylos coseronssse | p L AN T L ]
como un lazo, Coran juntes £ e 83 ot \
Lazo LUTNExon | Exon 2|
B¢ enlace que mantene l l B 1 mRNA cortado y empa-
conformado al lazo se mado se gnge al Coplas-
rompe y of inteda lirea Traduccién may se traduce
¢ degraca

Figura 4. El corte y empalme de los intrones nucleares requiere un proceso de dos

Una proteina que se une a la horquilla se aflade entonces a la estructura de
horquilla y estabiliza la unién de U7 a la secuencia complementaria presente en
la molécula de pre-ARNm. La proteina que se une a la horquilla, ademas
estabiliza al ARNm e incrementa su velocidad de traduccién. *2

Corte y empalme del ARN (Splicing).

El otro tipo principal de modificacion que se produce en el pre-ARNm
eucarionte es la eliminacion de los intrones por el corte y empalme del RNA.
Esto ocurre en el ndcleo habitualmente después de la transcripcion y de la
adicién de la cola de poli(A), pero antes de que el RNA se mueva hacia el

citoplasma.*?

Secuencias consenso y el empalmosoma (spliceosome).

El corte y empalme requiere la presencia de tres secuencias en el intrén. Un
extremo del intrébn se conoce como sitio de corte y empalme 5 y el otro
extremo es el sitio de corte y empalme 3’ (Ver figura 5); estos sitios de corte y
empalme poseen secuencias consenso cortas. La mayoria de los intrones del

pre-ARNmM comienzan con GU y terminan con AG, lo que sugiere que estas
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secuencias desempefian un papel central en el corte y empalme. El cambio de
un nucleétido Gnico en cualquiera de estos sitios evita el corte y empalme. *?
Pocos intrones del pre-ARNm comienzan con la secuencia AU y terminan con
la secuencia AC. Estos intrones son cortados y empalmados mediante un
proceso que resulta similar al que se ve en los intrones GU...AG, pero se utiliza
un conjunto diferente de factores de corte y empalme. Este andlisis se cencetra
en el corte y empalme de los introngs GU...AG mas comunes. La tercera
secuencia importante para el corte y empalme esta en el punto de ramificacion,
gue es un nucledtido de adenina que se encuentra entre los nucleotidos 18 a

40 en direccién 5 con respecto al sitio de corte y empalme 3’ (Ver figura 5).*

La secuencia que rodea al punto de

44 Exon 1 Intrén A [Omas
- ., . ' [ 5N
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fuerte, pero suele tomar la forma
e N
YNYYRAY (Y es una pirimidina, N es
B} Ut e une al simo B U2 se une dl pun-

cualquier base, R es cualquier purina

y A es adenina). La delecion o

de conte y empaime 5

f?::r: Intrén
m

10 de rarmifcaodn
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U2 t

mutacion del nucleétido adenina en

ED Un compleyo de US,
U4, y US s unen sl
empaimotoma

U4 us
o —a

B U y Ud se 1beran
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y empalme. El corte y empalme

— Y Empalmosoma

Ul: Ud - 49"‘ Q?\%us
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formado por varias moléculas de mANA y los $1BNA L AR BT
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componentes son RNA nucleares l 1
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a 210 nucleédtidos; estos ARNsn se

A
u2 ué

asocian con proteinas para formar
Figura 5. El corte y empalme del ARN ocurre dentro

rlbonucleoprotelcas de empalmosoma. El empalmosoma se ensamble en
pequefias (PRNsn, que en inglés se

particulas

forma secuencial.

pronuncia “snurps”). Cada PRNsn contiene una tinica molécula de snRNA y

multiples proteinas. EI empalmosoma estd compuesto de cinco PRNsn que
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reciben su nombre de los ARNsn que contienen (Ul, U2, Lf4, U5 y U6), y

algunas proteinas que no estan asociadas con un ARNsn.*?

El proceso de corte y empalme.
Antes de que se produzca el corte y empalme, un exdn que esta en direccion 5°
(exdén 1) y un exon que esta en direccion 3’ (exon 2), se encuentran separados

por un intrén (Ver figura 6).*

El pre-ARNmM se corta y empalma
en dos pasos distintos. En el
primer paso, el pre-ARNm se corta
en el sitio de corte y empalme 5’.
Este corte libera al exén 1 del
intrén y el extremo 5’ del intron se

une al punto de ramificacion; esto

implica que el intrébn se repliega
Figura 6. La eliminacion de los intrones, el procesamiento y sobre si mismo para formar una
la transcrlpcujn ocurren en el mismo sitio.
estructura  llamada  lazo. El
nucleétido de guanina de la secuencia consenso que se encuentra en el sitio
de corte y empalme 5’ se liga con el nucledtido de adenina que se encuentra en
el punto de ramificacion. Este enlace se lleva a cabo mediante un proceso de
transesterificacion, reaccion quimica en la cual el grupo OH del atomo de
carbono T del nucleétido de adenina del punto de ramificacion ataca el enlace
fosfodiéster 5’ del nucleétido de guanina, que se encuentra en el sitio de corte y
empalme 5’, lo corta y forma un nuevo enlace 5- 2’ fosfodiéster entre los
nucleétidos de guanina y adenina. En el segundo paso del proceso de corte y
empalme del RNA, se hace un corte en el sitio de corte y empalme 3’, y en
forma simultanea el extremo 3’ del exdén 1 se une en forma covalente (corte y
empalme) al extremo 5’ del exén 2. Este enlace se forma. También, mediante
una reaccion de transesterificacion, en la que el grupo 3’-OH unido al extremo
del exon 1, ataca el enlace fosfodiéster en el sitio de corte y empalme 3, lo
corta y forma un nuevo enlace fosfodiéster entre el extremo 3’ del exén 1 y el

extremo 5’ del exdn 2; el intron se libera como un lazo. El intréon se hace lineal
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cuando el enlace se corta en el punto de ramificacion y luego se degrada con
rapidez por accidén de las enzinaas nucleares. EI ARNm maduro, formado por
los exones que se han cortado y empalmado uno junto a otro, sale al
citoplasma donde se traduce. Si bien el proceso de corte y empalme se ilustra
en la figura 6 como un proceso de dos pasos, las reacciones estan coordinadas
dentro del empalmosoma. Una caracteristica clave del empalmosoma es una
serie de interacciones que ocurren entre el ARNm y los ARNsn, y entre
diferentes ARNsn. Estas interacciones dependen del apareamiento de bases
en forma complementaria, entre las diferentes moléculas de RNA y lleva a los
componentes esenciales del pre-ARNm transcripto y del empalmosoma en
intima proximidad, lo cual hace posible el proceso de corte y empalme. Las dos
reacciones de transesterificacion se producen uniendo los dos exones y
liberando el intron en forma de lazo. Las secuencias consenso que se
encuentran en los extremos 5’ y 3’ de los intrones, son de clara importancia en
el corte y empalme; sin embargo, en eueariontes mas complejos con intrones
largos, estas secuencias pueden no ser suficientes, para que la maquinaria de
corte y empalme reconozca adecuadamente el extremo de lo intrones. La
mayor parte de los ARNm se producen a partir de una sola molécula de pre-
ARNmM a partir de la cual los exones se escinden en conjunto. Sin embargo, en
algunos organismos, los ARNm pueden ser producidos por el empalme de
exones provenientes de dos o mas pre-ARNm; a este proceso se lo conoce
como corte y empalme trans. Vias de procesamiento alternativo otro hallazgo
que complica la visibn de un gen como una secuencia de nucleétidos que
especifica la secuencia de aminoacidos de una proteina es la existencia de las
vias de procesamiento alternativo, en que una limca molécula de pre-ARNm se
procesa de diferente forma para producir tipos alternativos de ARNm que
conducen a la produccién de diferentes proteinas a partir de una misma
secuencia de ADN.*?

Un tipo de procesamiento alternativo es el corte y empalme alternativo, en el
cual la misma molécula de pre-ARNmM puede cortarse y empalmarse de mas de
una manera, para dar como resultado multiples ARNm que se traducen a
proteinas con diferentes secuencias de aminoacidos (Ver figura 7a). Otro tipo

de procesamiento alternativo requiere el empleo de multiples sitios de corte 3’
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(Ver figura 7b); en el pre-ARNm se encuentran dos 0 mas sitios potenciales
para corte y poliadenilacién. En el ejemplo de la figura 7b, el corte en el primer
sitio produce un ARNm A relativamente corto, comparado con los ARNmM
producidos mediante el corte en el segundo sitio. El uso de un sitio de corte
alternativo puede producir una proteina diferente o no producirla, segun si el
sitio se localiza antes o después del codén de terminacion.*

Tanto el corte y empalme alternativo como la existencia de mdultiples sitios de
corte 3’ pueden coexistir en el mismo transcripto de pre-ARNm. *?

El procesamiento alternativo es una importante fuente de la diversidad proteica
en los vertebrados; se estima que entre el 40% y el 60% de la totalidad de los
genes humanos sufren corte y empalme alternativo. Muchas enfermedades
genéticas de los seres humanos surgen de mutaciones que afectan el corte y
empalme del pre-ARNm; de hecho, alrededor del 15% de las sustituciones de
una sola base que resultan en enfermedades genéticas humanas alteran el
corte y empalme del pre-ARNm. Algunas de estas mutaciones interfieren con el
reconocimiento de los sitios normales de corte y empalme 5’ y 3’, mientras que
otras crean nuevos sitios de corte y empalme. Las mutaciones en el interior de
los exones también pueden interferir con la union de las proteinas SR a los
amplificadores de corte y empalme de los exones provocando la omision de

exones en el ARNm maduro. *?

Edicion del RNA

Un principio de larga data en la genética molecular es que la informacion
genética reside en la secuencia de nucledétidos del DNA, a excepcion del RNA
en los virus. Esta informacion se transcribe a ARNm y el ARNm luego se
traduce a una proteina. La suposiciéon de que toda la informacion acerca de la
secuencia de aminoacidos de una proteina reside en el ADN esta violada por
un proceso llamado edicién del RNA, en este proceso, la secuencia codificante
de una molécula de ARNm se altera después de la transcripcion, de modo que
la proteina tiene una secuencia de aminoacidos distinta de la codificada por el
gen. La edicion del ARN se detectd por primera vez en 1986, cuando las
secuencias codificantes de los ARNm se compararon con las secuencias

codificantes de los ADN desde donde habian sido transcriptos. Se encontraron
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discrepancias para algunos genes nucleares de las células de mamifero y para
los genes de las mitocondrias de las células vegetales. En estos casos hubo
sustituciones en algunos de los nucleétidos del ARNm. Se ha encontrado una
edicion mas extensa del ARNm en los ARNm de algunos genes mitocondriales
de los tripanosomas (que provocan la enfermedad del suefio africana). En
algunos ARNm de estos organismos, mas del 60% de la secuencia esta
determinada por la edicion del ARN. En la actualidad, ya se han observado
diferentes tipos de edicion del ARN en los ARNm, ARNt y ARNr de un amplio
espectro de organismos que incluyen la insercidon y la delecion de nucledétidos,
y la conversién de una base en otra. Si la secuencia modificada en moléculas
de RNA editadas no proviene de un molde de DNA, ¢entonces como esté
especificada? Hay diversos mecanismos que pueden llevar a cabo cambios en
las secuencias de ARN. En algunos casos, moléculas conocidas como ARN
guias (ARNg) desempefian un papel central. Los ARNg contienen secuencias
gue son parcialmente complementarias con segmentos del ARN preeditado, y
las dos moléculas aparean las bases de esta secuencia (Ver figura 8). *?

0

(8} N
Figura 8. Dos de las bases modificadas que
0
I . se encuentran en los ARNt. Todas las bases
HN" \| ] ‘ibethmidiee modificadas  del ARNt se producen por
A D o alteracién quimica de las cuatro bases
S - andares del ARN
e N L & estandares de .
Fibes] = _[ribosa]
Uracilo S _,L )
0O N

H
Seudouridina

Después de que el ARNm se ha anclado al ARNg, el ARNm sufre cortes y se
afladen nucledtidos, se delecionan, o bien se alteran, de acuerdo con el molde
provisto por la ARNg. Luego se unen los extremos del ARNm. En otros casos,
la conversiéon de bases es llevada a cabo por las enzimas. Durante el proceso
de edicion, una enzima desamina una citosina y la convierte en uracilo. Esta
conversion cambia un coddn que especifica el aminoacido glutamina a un
coddén de terminacién, que termina en forma prematura la traduccion, y deja

como resultado la proteina acortada.?
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