CAPITULO 6

Los dcidos nuckeicos son compuestos aisla-
dos originalmente de un material rico en ndcleos
celulares; de alli su nombre.

Contienen carbono. hidrégeno. oxigeno, ni-
irégeno y {dsforo, poseen cardcter acidico y se
encuentran en todos los seres vivientes. Son ma-
cromoléculas formadas por polimerizacion, en
cadenas lineales, de upidades estructurales lla-
madas nucleotidos.

Los 4cidos nucleicos son sustancias del més
alto rango biolégico: a ellos les estdn asignadas
importantisimas funciones: a) Son depositarios
de la informacidn genética y responsables de su
transmusion de padres a hijos y de una genera-
cion celular a otra. b) Tienen an papel fundamen-
tal en la sintesis de proteinas en las células y diri-
gen el ensamble correcto de aminodcidos en se-
cuencias definidas. En iiltima instancia, [a indi-
vidualidad y el potencial funcional de cada ser
son determinados por Ja informacién contenida
en sus dcidos nuclercos.

En primer término presentaremos las unida-
des constituyentes, los nucledtidos.

NUCLEOTIDOS

Los nucleétidos. unidades estructurales de
acidos nucleicos. son sustancias formadas por
unién de: a) base nitrogenada, b) monosacirido
de cinco carbonos {aldopentosa) y c) dcido orto-
fosférico.

Bases nitrogenadas. Por hidrdlisis de nu-
cledtidos se obtienen sustancias derivadas de 1os
nicleos heterociclicos pirimidina y purina. Se
habla de bases pirimidinicas o pirimidicas y ba-

Acidos nucleicos

ses purinicas o pdricas. En la figura 6-1 se indi-
ca la constitucién de esos nucleos y la numera-
cién de sus elementos. La purina se considera
derivada de pirimidina por fusion a ésta de un
nticleo imidazol. Ambos ciclos tienen todos sus
atomos ubicados en el mismo plano.
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Iig. 6-1. La numeracidn de los elementos del nicleo
pirimidina se hace en sentido distinto al de purina. Sélo
las numeraciones de carbonos 2 y 5 coinciden en ambos
nicieos.

Cinco bases derivadas de estos nicleos par-
ticipan en la composicién de dcidos nucleicos;
tres de ellas son pirimidicas y dos puricas. Las
bases pirimidicas son timina (5-metil-2,4-dioxi-
pirimidina), cifosina (2-0x0-4-aminopirimidina)
y uracilo (2,4-dioxipirimidina) (fig. 6-2).

Las bases puricas son adenina (6-aminopuri-
na) y guanina (2-amino-6-oxipurina) (fig. 6-3).

Las férmulas de bases pirimidicas y de
guanina en las figuras 6-2 y 6-3 respectivamen-
te, corresponden a Ja forma cetdnica o factama,
predominante en productos naturales. En menor
proporcidn se encuentran isdmeros (tautémeros)
de forma endélica o lactima (se producen por des-
plazamiento hacia el oxigeno del H unido al N

-
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vecino). Eventualmente, los dcidos nucleicos
HUoGen contener una pequena cantidad de otras
caces, en general derivadas de las anteriores,
coino S-metil-citosina, por ejemplo.

Bases pirimidicas y puricas tienen la propie-
dad de absorber radiaciones en la region ultra-
violeta del especiro, con un mixumo a la longi-
tud de onda de 260 nm. Esta caracteristica se debe
a la naturaleza aromadtica de las bases y se utiliza
dara detectar su presencia en una muestra y esti-
mar su concentracion por espectrofotometria.

Aldopentosas. El monosacarido integrante de
la molécula de dcidos nucleicos puede ser D-
ribosa o D-2-desoxirribosa. Segin la pentosa pre-
sente, se distinguen acidos ribonucleicos (ARN
0 RNA en las siglas inglesas) y dcidos desoxirribo-
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Aldosas componentes de dcidos nucleicos.

nucleicos (ADN o DNA). Las aldopentosas de éci-
dos nucleicos adoptan la forma furanosa (fig. 6-4).

Ribosa o desoxarribosa se unen al nitrogeno
9 de bases puricas o al nitrégeno | de bases piri-
midicas mediante enlace glicosidico [ (estd in-
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Adenosina (nucledsido). A la izquierda se muestra la forma sin. a la derecha, la forma anti.
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Timidina (nucledsido).

teresado el carbono 1 de la pentosa, en configu-
racién ). La union glicosidica permite libre ro-
tacién; la disposicidn espacial relativa de 1a base
nitrogenada y del monosacdrido puede variar
entre los dos extremos representados en la figura
6-5. correspondientes a las formas sin 'y anti. Esta
ultima es termodindmicamente mas favorable.

El compuesto formado por una base nitroge-
nada, ptirica o pirimidica, y aldopentosa, se lla-
ma nucleosido.

Un nucledtido se forma por esterificacion con
dcido ortofosforico del hidroxilo de carbono 5
de laribosa o desoxirribosa de un nucledsido. La
tabla 6-1 presenta los nucledsidos y nucledtidos
mas comunes.
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Acido guanilico o guanosina monofostfato (nu-
cleétido, forma anti).

Los nucledtidos se unen entre s{ por enlaces
éster; el fosfato forma un “puente” desde carbo-
no 5 de ia pentosa de un nucledtido al carbono 3
de la pentosa del nucleotido anterior. La primera
unidad de la cadena tiene libre su fosfato, mien-
tras la pentosa del dltimo nucledtido tiene libre
el hidroxilo de carbono 3. Se habfa asi de extre-
mos 5’ y 3’ de la cadena (fig. 6-8). Esta estructu-
ra basica es valida para Jos dos tipos de dcidos
nucleicos.

La notacion 5 prima (5°) y 3 prima (37), refe-
rida a nucledtidos, indica numeracion de carbo-

Nucledsidos y niucieétidos mas comumnes
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Estructura basica de una cadena polinucleo-
tidica. Sobre fondo gris, fosfatos y pentosas que forman
la “columna vertebral™ o hebra continua del acido
nucleico.

nos de la pentosa. Para dtomos de las bases
nitrogenadas se usa directamente el ndmero co-
rrespondiente

La existencia de este tipo de enlace entre
nucleétidos ha sido confirmada mediante estu-
dios con agentes (dlcalis, enzimas) que especifi-
camente escinden un tipo de unidn determinado.
El andlisis de los productos resultantes ha permi-
tido establecer la disposiciéon en la cadena.

Segtin la pentosa integrante de la molécula,
se distinguen dcidos desoxirribonucleicos (ADN
o DNA) y ribonucleicos (ARN o RNA). Entre
estos dos tipos de compuestos existen diferen-
cias estructurales que exigen su consideracién por
separado.

El dcido desoxirribonucleico se encuentra en
su casi totalidad en nucleos celulares; mas preci-
samente, en ¢l material que forma la cromatina.

Hay también una pequena cantidad de ADN en
mitocondrias y cloroplastos.

Todas las células somdticas de individuos de
una misma especie tienen igual contenido de
ADN. En humanos, la cantidad de ADN por cé-
lufa es de 6 x 106 ug (microgramo) o 6 pg (pico-
gramo). Las gametas masculina y femenina po-
seen la mltad. Estas cantidades permanecen cons-
tantes y no se modifican con la edad ni por facto-
res ambientales o nutricionales.

ADN es una molécula lineal de gran longi-
tud; a veces alcanza a medir centimetros, esto es,
magnitudes macroscdpicas. En cambio, su eje
transversal es de 2 nm y por ello la hebra se corta
facilmente durante los procedimientos de sepa-
racién y purificacidn. En la célula se encuentra
densamente empaquetada: el cromosoma huma-
no m4s pequeno, con una longitud de 2 um, aloja
una molécula de ADN de 30 milloneskDay 1,4 cm
de largo. Si pudieran colocarse extendidas, una a

continuactdn de otra, las moléculas de ADN de los

46 cromosomas de una célula somatica humana,
alcanzarfan una longitud de cast 2 metros.

Por hidvdlisis de dcido desoxirribonucleico se
obtienen los nucledtidos constituyentes. La hidré-
lisis de éstos, a su vez, da lugar a bases puricas y
pirimidicas, desoxirribosa y dcido fosférico. Las
bases puricas que participan en la constitucion
de ADN son adenina (A) y guanina (G), y las
pirimidicas, timina (T) y citosina (C). En nota-
ciones abreviadas, se acostumbra indicar las ba-
ses con la letra inicial de su nombre.

La proporcion de bases en dcido nucleico ais-
lado de distintas especies es caracteristica para
cada una; sin embargo, existen relaciones fijas
entre las bases en todas las muestras de acido
desoxirribonucleico, cualquiera sea su origen. Por
ejemplo, el contenido molar de bases ptricas es
siempre 1gual al de bases pirimidicas, es decir, la
suma de moléculas de adenina mas las de guanina
esigual alade timinamas citosina (A+G=T +C).
Ademas, las relaciones adenina/timina y gua-
nina/citosina son siempre iguales a la unidad, esto
es, el nimero de moléculas de adenina es igual al
de timina (A =T), y el de guanina, al de citosina
(G=0C).

Observaciones de este tipo, debidas a estu-
dios de Chargaff y el andlisis mediante difraccidon
de rayos X realizado por Wilkins y Franklin, sir-
vieron de base a Watson y Crick para elaborar,
en 1953, su modelo molecular del ADN. La des-
cripcién adelantada por estos autores recibid
amplia aceptacion. La estructura del ADN pro-
puesta por Watson y Crick estaba en perfecto
acuerdo con hallazgos previos sobre proporcio-
nes de bases e imagenes de rayos X; también



~v'ndaba un modelo para explicar satisfactoria-
=onte la capacidad de esta molécula de duplicar-
-2 durante la divisién celular y servir de deposi-
-zria de informacién genética.

Lamolécula de Acido desoxirribonucleico estd
“zrmada por dos cadenas polinucleotidicas, en-
-olladas en hélice alrededor del mismo eje. El
ADN es una doble hélice.

En cada una de las hélices, la hebra continua
¢slé constituida por la sucesion de desoxirribosas
v fosfatos tendidos como puentes entre C5’ de
ana pentosa y C3’ de la anterior (sector de la
-10lécula sobre fondo gris en la figura 6-8, don-
.2 se representa solo una cadena). En la doble
nélice, desoxipentosas y fosfatos, francamente
ridréfilos, quedan situados en el exterior de la
molécula y toman contacto con el medio acuo-
0. Las bases puricas y pirimidicas, estructuras
nlanas muy poco polares, escapan del contacto
con el solvente y se orientan hacia adentro, en
Jireccion perpendicular al eje central. La figura
£-9, imitada de la original de Watson y Crick, es
ana representacion muy esquematica de Ja doble
hélice. En ella estdn indicadas como dos cinias
las cadenas formadas por desoxirribosas y fos-
fatos. Los “travesafios” perpendiculares al eje
central y dispuestos como peldafios de una esca-
lera de caracol, representan las bases puricas y
pirimidicas.

Cada vuelta de hélice fiene una extensién de
3.4 nm y cada base estd a 0,34 nm de la siguiente,
es decir, una vuelta completa de hélice compren-
de diez bases nitrogenadas (fig. 6-9). El didme-
tro o seccién transversal de la molécula es de 2 nm.

Si pudiéramos mirar la molécula desde cual-
quiera de sus extremos, comprobariamos que el
enrollamiento se hace en el sentido del giro de
las agujas del reloj; la hélice es derecha o
dextrogira.

La cadena polinucleotidica se forma por los
“puentes” de fosfato entre carbono 5’ de una
desoxirribosa y el 3” de la pentosa del nucleétido
vecino. En el ADN, las dos cadenas son antipa-
ralelas; esto es, ambas siguen una direccidn
opuesta. Mientras en una de ellas las uniones
“ysfato van de carbono 5 a carbono 3’ de las
~entosas, la otra esté orientada en sentido opues-
20 (de carbono 3’ a carbono 57). En cada punta
Ze lamolécula se encuentra el extremo 5’ de una
cadena y el 3’ de la otra (fig. 6-10).

La estructura primaria de estas cadenas, es
secir, el ordenamiento o secuencia de nucledtidos,
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Representacién muy esguemitica de la doble
héuce de dacido desoxirribonucleico (ADN), segtin el
modelo de Watson y Crick.

es un aspecto de gran importancia en el estudio
de ADN. Dadas las enormes dimensiones de la
molécula, frecuentemente constituida por cien-
tos de miles a millones de unidades, las posibili-

‘dades de formar ordenamientos diferentes con las

cuatro bases A, G, T y C son extremadamente
grandes.

La informacidén genética estd precisamente
contenida en la molécula de ADN, “cifrada” o
“codificada” en su secuencia de bases. Como se
verd mds adelante, el ordenamiento de nucleo-
tidos en los trozos de ADN correspondientes a
los genes, indica la secuencia con Ja cual habran
de disponerse los aminoacidos al construir una
proteina.

ILa secuencia se suele indicar, en forma abre-
viada, con las iniciales de nucledsidos constitu-
yentes, separadas por p para indicar los fosfatos
de unién, por ej., pApGpCpTpApCpT... 0, mas
simplemente, suprimiendo las p, AGCTACT...
Asi como en las cadenas polipeptidicas los
aminodcidos se nombran en el sentido que va

. desde el extremo N-terminal al C-terminal, en los
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"isquema de un segmento de molécula de ADN
en el cual se muestra el apareamiento de las cadenas en
la doble hélice. Nétese como la orientacién de Jas unio-
nes de fosfatos (esferas rosadas) en una de las cadenas
tiene un sentido opuesto al de 1a otra. Las Ifneas de pun-
tos rojos representan los enlaces tipo puente de hidroge-
no que mantienen apareadas las bases, indicadas como
rectdngulos: guanina: rosa, citosina: rojo, adenina: blan-
coy fimina: gris.

polinucledtidos las unidades se mencionan comen-
zando desde el extremo 5’.

Sanger, en Inglaterra, y Maxam y Gilbert, en
EE.UU., idearon métodos muy eficientes y prac-
ticos para determinar la secuencia de bases en
dcidos nucleicos. Ellos han facilitado notable-
mente los estudios de estas sustancias.

Las bases puricas y pirimidicas de cada cade-
na se dirigen perpendicularmente hacia el eje
central, y se aparean en forma definida con los
de ia otra.

El espacio comprendido entre las dos hélices
no permite alojar dos bases puricas a la par, pero
resulta deimasiado grande para dos bases pirimi-
dicas, que quedarfan muy alejadas, sin poder es-
tablecer uniones o atracciones entre ellas. En cam-
bio, el espacio o “luz” existente entre las dos he-
bras es el adecuado para acomodar un par purina-
ptriratdina. Las bases se unen y mantienen en-
frentadas mediante enlaces puente de hidrégeno.
Adenina y timina forman dos uniones de hidré-
geno al aparearse; guanina y citosina establecen
entre si tres enlaces de hidrégeno (fig. 6-11). Es-
tos son los Unicos apareamientos estables posi-
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Uniones puente de hidrogeno (lineas de puntos
rojos) entre pares de bases del ADN. Adenina siempre
estd unida a timina por dos enlaces de este tipo. Guanina
se enfrenta con citosina, a la cual estd ligada por tres
uniones de hidrégeno (Watson). C: esferas negras, O:
rojas, N: rosadas, H: blancas.

bles: cada adenina de una de las cadenas estd siem-
pre enfrentada por timina de la otra; cada citosina,
por guanina.

La doble hélice es una estructura muy estable
gracias a los enlaces de hidrégeno entre las ba-
ses. Estas fuerzas, individualmente débiles, re-
sultan sygnificativas al multiplicarse a lo largo de
la molécula, constituida por enorme ndamero de
pares de bases.

Otras fuerzas contribuyen, atin mds significa-
tivamente que los puentes de hidrégeno. al man-
tenimiento de la doble hélice. Se trata de las
interacciones hidrofébicas y fuerzas de van der
Waals en los pares de bases apilados en el inte-
rior de la molécula.

Si bien la doble hélice es un conjunto com-
pacto, tiene flexibilidad como para arquearse y
hasta enrollarse sobre si misma o sobre otras es-
tructuras. Esta propiedad es importante, pues
le permite interaccionar con otras moléculas
y también “empaquetarse” en muy pequenos
volumenes.

Es conveniente destacar dos aspectos rela-
cionados con la estructura y funcién de ADN:
a) Las dos cadenas constituyentes de una molé-
cula de ADN no son 1dénficas, sino complemen-
tarias; los apareamientos A-T y G-C se producen



cuando una cadena posee adenina exactamente
frente a timinade la otray guanina frente a citosina.
b) Las cadenas son antiparalelas, una marcha en
sentido 5’— 3’ y la otra en direccién 3°— 5.
Estos principios de complementariedad y anti-
paralelismo se aplican en todos los procesos en
los cuales estas moléculas participan, como los
de duplicacion o replicacion, transcripcién y tra-
duccidn, términos que serdan definidos en los ca-
pitulos 19 y 20.

El enrollamiento de las dos cadenas de desoxi-
rribosas y fosfatos forma dos surcos o estrias en
la superficie de la molécula, paralelas a los giros
de la hélice. Uno de ellos es mucho mas ancho
que el otro (fig. 6-12). En el fondo de esos surcos
quedan expuestos atomos componentes de las
bases puiricas y pirimidicas. Especialmente a ni-
vel del surco mayor, las bases pueden establecer
interacclones con proteinas u otras sustancias.

Conformaciones de la doble hélice. La es-
tructura de ADN descripta de acuerdo con la pro-
puesta de Watson y Crick, ampliamente confir-
mada por estudios posteriores, corresponde a la
llamada conformacién B, la mds comun en las
condiciones reinantes en la célula (fig. 6-12).
Existe otra forma, designada A, mds ancha y mds
corta que Ja hélice B, tiene 11 pares de bases en
lugar de [0 por cada vuelta de hélice, que abarca
una longitud de 2,8 nm en vez de 3,4 nm. Des-
aparece la diferencia entre los surcos, ambos son
practicamente de igual profundidad. Esta forma
no se encuentra en condiciones fisioldgicas; se
produce cuando el ADN estd pobremente hidra-
tado; es caracteristica de dobles hélices de ARN
o formadas por ARN y ADN.

I.a adquisicion de métodos para sintetizar cadenas
cortas de ADN (oligonucledtidos) permitié estudiar
L conformacidn de dobles hélices con secuencias de-
:nidas. Se comprobd que cadenas formadas por su-
c2sion alternada de guaninas y citosinas (GCGC..))
-doptan una conformacién muy diferente de {a B, a la
caal se Ja lJamd Z. La doble hélice cambia el sentido
‘e su enrollamiento, se hace levégira en lugar de dex-
c6gira; el surco menor es mas profundo y el mayor
~rdcticamente desaparece (fig. 6-13). La molécula es
- s delgada y elongada y presenta 12 pares de bases
-vuelta. La cadena de desoxirribosas y fosfatos di-
1ja una linea en zigzag (de alli el nombre Z), no di-
.zctacomo en la forma B. Atio no se conoce si el ADN
2~ tiene algin papel funcional. De cualquier manera,
< estudios en moléculas sintéticas han puesto de
nifiesto que determinadas secuencias de nucleétidos
~.niten cambios en la conformacién de la doble héli-
.2 y pueden llegar a alterar el acceso a las bases ubi-
us en el fondo de los surcos, modificando la am-

- dy profundidad de éstos. El fendmeno quizis ten-
Z: osignificacion. La actividad det ADN es modulada
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-Modelo molecular compacto de dcido desoxi-
tronucleico (ADN), conformacién B. Notense los sur-
cos mayor y menor paralelos a las espiras de Ja doble
hélice. Los elementos que forman la hebra continua: C:
negro; O: rojo; H: blanco; P: rosado. Elementos de los
pares de bases: gris.

por proteinas que se unen a él en sitios precisos. Cam-
bios conformacionales podrian favorecer o dificultar
la fijacidn de esas proteinas reguladoras. Igual signi-
ficacion tendria la presencia de bases metiladas en cier-
tos sectores de la doble hélice. La molécula de ADN
no s6lo almacena informacién genética: también po-
see. como parte de su estructura, sefiales para el con-
ol de su propia actividad.
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-Modelo molecular espacial compacto de ADN,
contormacién Z. La molécula es mds delgada y elongada
que en la forma B; el sentido del giro es hacia la izquier-
da (Jevégiro) y la cadena sigue una linea quebrada. en
zigzag. C: negro, O: rojo, H: blanco, N: gris, P: rosado.

La doble hélice se mantiene por las uniones
puente de hidrégeno entre pares de bases y por
interacciones de las bases apiladas en el interior
de la molécula. Estas fuerzas le dan una estruc-
tura compacta y cierta rigidez.

Diversos agentes (calentamiento, dlcalis fuer-
tes, urea, formamida) debilitan dichas fuerzas y
promueven la separacidn de las cadenas: el
proceso es llamado desnaturalizacion. Las he-
bras polinucleotidicas desenrolladas tienen una
estructura flexible y adoptan disposicidn al azar.

La desnaturalizacién de ADN en solucién
puede ser seguida espectrofotométricamente,
mudiendo la absorcién de luz ultravioleta a 260 nm;
ADN al estado nativo absorbe menos que las dos
cadenas separadas, fenémeno llamado hipo-
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- curva de desnaturalizacién del ADN. Se de-
termina la variacién de absorbencia a 260 nm al anmen-
tar la temperatura (efecto hipercrémico). Cuando se ha
producido separacién completa de las dos hélices, la
absorbencia no aumenta m4s aunque se incremente fa temn-
peratura. Tm: temperatura de fusidn, corresponde a la tem-
peratura a la cual se ha desnaturalizado 50% del ADN.

cromicidad. S1 se somete la solucién a calenta-
miento lento, se registra la absorcion de luz
ultravioleta (a 260 nm) a distintas temperaturas,
y se representan los resultados en un sistema de
coordenadas, se obtiene una curva sigmoide (fig.
6-14). A medida que aumenta la temperatura, se
produce incremento de absorcién (efecto
hipercrémico). Cuando se llega al maximo de
desnaturalizacién, la densidad éptica no aumenta
mas con el calentamiento, indicando que las ca-
denas se han separado totalmente.

La temperatura a ]a cual la mitad del ADN estd
desnaturalizado (correspondiente al punto medio o de
inflexidn de la curva), es la temperatura de fusidn o
Tm. El valor es caracteristico para cada ADN en con-
diciones definidas de concentracién salina y pH. Para
ADN aislados de distintos organismos, oscila entre
80°C y 100°C. La determinacién del valor de Tm es
Giil para conocer aproximadamente 1a composicién en
bases de un ADN. Como el par G-C estd unido por
tres puentes de hidrégeno y el par A-T por dos, cuanto
mayor es el contenido de G-C, e} ADN es mas resis-
tente a la desnaturalizacion y mayor su temperatura de
fusion.

El proceso de desnaturalizaciéon de ADN es
reversible en condiciones controladas de pH y
concentracién i6nica. Si se disminuye lentamen-
te la temperatura en la solucién donde el ADN
se habia desenrollado completamente. se produ-



ce reasociacion de las cadenas y se restablece la
estructura original de doble hélice. Este proceso
se puede seguir espectrofotométricamente a 260
nm y obtener una curva que es practicamente la
inversa de la de desnaturalizacion. La renatu-
ralizacion por enfriamiento lento se Jlama rem-
plado del ADN (en la literatura inglesa se utiliza
el término reannealing). Al encontrarse cadenas
complementarias, reconstituyen Ja doble hélice.

La velocidad de renaturalizacidn tiene interés
por su relacion con aspectos de la estructura del
ADN en las células.

St en un determinado ADN existen muchas
zonas de 1igual secuencia (secuencias repetitivas),
el tiempo de templado es menor, pues es mas
facil para una cadena dada encontrar un trozo
complementario con el cual reasociarse. En cam-
bio, segmentos cuya secuencia es unica en todo
el ADN de una célula necesttaran un tiempo pro-
longado para alcanzar su cadena complementa-
ria y volver a tformar la doble hélice.

En preparaciones de ADN de mamiferos, se pue-
de demostrar Ja presencia de fragmentos repetidos
muchas veces. Es el llamado ADN alramente repe-
titivo, del cual pueden existir cientos de miles a mi-
llones de copias. Estos segmentos se reasocian ra-
pidamente después de Ja desnaturalizacién, pues
existen muchas posibilidades de encuentro de dos
trozos complementarios. Las porciones de ADN al-
tamente repetitivo de mas de seis pares de bases de
longitud son designadas también ADN sarélite. En
los cromosomas se las ha localizado en sitios proxi-
mos al centrémero y en los extremos o telémeros. Es
frecuente encontrar repeticiones en tdndem de uno
a seis nucledtidos; son los llamados microsatélites.
Otra parte del ADN esta representada por trozos
moderadamente repetilivos, que comprenden se-
cuencias ‘presentes entre cientos y miles de copias
en el ADN total; éstos se reasocian con menor velo-
cidad que el anterior. Una teycera fraccién. que en
mamiferos comprende alrededor del 60% del ADN
total, corresponde a secuencias que sélo sc encuen-
fran en una a tres copias, tazén por la cual se
reasocian muy lentamente. En general, se acostum-
brallamarla ADN de copia iinica. En bacterias, prac-
ticamente la totalidad del ADN es de copia unica.

Hibridacién. Si se mezclan, en condiciones ade-
cuadas, ADN desnaturalizado de dos organismos di-
ferentes, algunos segmentos pueden tener trozos com-
plementarios que forman dobles hélices “hibridas”
(una cadena de cada uno de los organismos). Este
tipo de hibridacién de ADN permite estudiar la proxi-
midad o distancia evolutiva entre dos especies dite-
rentes. ADN desnaturalizados pertenecientes a se-
res filogenéticamente proximos, formaran molécu-
las hibridas en mayor proporcién que los muy apar-
tados. Por ejemplo, ADN humano forma dobles hé-
lices hibridas en mayor proporcion con ADN de
mono rhesus que con ADN de ratén.
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El ADN nuclear de células de eucariotas (po-
seen nucleo rodeado por una membrana) se en-
cuentra en los cromosomas, cada uno de los cua-
les aloja una molécula de ADN (dos moléculas
inmediatamente después de la replicacién, cuan-
do se forman las cromadiidas hermanas). Estas
enormes motéculas estin densamente “empaque-
tadas” en los complejos nucleoproteicos que for-
man la cromatina. La organizacién de ésta expe-
rimenta cambios durante el ciclo celular. En la
interfase, en el niicleo solo se detecta un reticulo
irregular de cromatina extendida y no se visua-
lizan cromosomas. Al iniciarse la mitosis, mds pre-
cisamente al final de la profase, la cromatina se
condensa en formaciones discretas, {os cromosomas,
que alcanzan mdxima densidad en la metafase.

Las nucleoproteinas que forman la cromatina
ttenen ADN y una variedad de proteinas nuclea-
res. Las mds abundantes de estas proteinas son
las histonas, de cardcter basico. Mas del 20% de
fos aminoacidos constituyentes de las histonas
estd representado por lisina y arginina. Los gru-
pos libres ionizables de estos aminoécidos tienen
carga positiva, que establece atracciones elec-
(rostaticas con grupos negativos de fosfatos de
fas cadenas de ADN. Se trata de interacciones de
moléculas policatiénicas con moléculas poli-
aniénicas. Se han aislado cinco tipos diferentes
de histonas en el nicleo, denominados Hl, H2a,
H2b, H3 y H4, cuya masa molecular oscila entre
[T y 2] kDa. Solo se encuentran en células de
eucariotas.

Las otras proteinas asociadas a ADN consti-
fuyen un conjunto heterogéneo en el cual se in-
cluyen polipé€ptidos con funciones estructurales.
como el grupo de proteinas de alta movilidad
(1IMG, de high-mobility group), proteinas re-
gulatorias de la actividad génica (ej. Fos, Myc)y
las enzimas necesarias para la sintesis y procesa-
miento de acidos nucleicos en el nicleo (por ej.,
ADN y ARN polimerasas).

Estudios con difraccién de rayos X y micros-
copia electronica han permitido describir la dis-
posicién de la cromatina y explicar coma la enor-
mme molécula de ADN se “empaqueta” en cro-
mosomas (en promedio, se calcula que cada
cromosoma humano aloja una doble hélice de
ADN de 4 cm de longitud).

A 1tervalos regulares, la molécula de ADN
da dos vueltas sobre un ndcleo constituido por
un octamero de histonas H2a, H2b, H3 y H4 (dos
unidades de cada una). Este tipo de estructura,
en la cual una hélice se enrolla a su vez sobre un
eje, se llama superhélice.
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ADN H1

v : ,.-i

Octamero de histonas

.Representacién esquemadtica de un nucleosoma.
La doble hélice de ADN se enrolla en una superhélice de
dos vueltas sobre un nicleo constituido por un octamero
de histonas (cilindro centratl). El cilindro més delgado a
la derecha, en el lugar donde la doble hélice entra y sale
del nucleosoma. es histona HI.

Las vueltas de superhélice sobre el “carretel”
formado por las histonas abarcan una longiiud
de 146 pares de bases. El nicleo de histonas y la
superhélice consfituyen una particula llamada
nucleosoma (fig. 6-15). Una unidad de histona H1
estd asociada a la doble hélice de ADN en el lugar

rig. 0-16. Empaquetamiento de ADN. Los nucleosomas se
disponen en solenoide, enrollandose sobre un eje central;
cada vuelta comprende seis nucleosomas. La linea de tra-
zos indica el sentido de! enrollamiento. Se han representa-
do s6lo los cromatosomas situados al frente y no los de atrds.

de su entrada y salida del nucleosoma. El con-
junto de nucleosomas y H1 recibe el nombre de
cromatosoma. E] ADN, después de dar dos vuel-
tas sobre las histonas, se extiende en un trozo de
unos 50 a 60 pares de bases (ADN espaciador)
antes de volver a formar una superhélice alrede-
dor de otro octdmero de histonas y asi sucesiva-
mente. Este segmento de ADN “libre” entre nu-
cleosomas adyacentes puede ser mds corto, a
veces s6lo de 8 pares de bases. El conjunto de
nucleosomas es visible al microscopio electroni-
co y aparece como cuentas de rosario entazadas
por la hebra de ADN. Esta ristra de nucleosomas,
de 10 nm de seccion, se presenta extendida du-
rante la interfase. En el momento de iniciacién de
la mitosis, se produce la condensacién. Se ha
propuesto que la serte de cromatosomas se en-
rolla en “solenoide” de seis unidades por vuelta
(fig. 6-16), que forma una fibra de 30 nm de
seccion transversal. Probablemente las histonas
HI juegan un papel en esta condensacion, pues
quedan todas ubicadas en la parte interior, for-
mando el centro del solenoide. La larga fibra con
los nucleosomas densamente agrupados en sole-
noide, a su vez se pliega en asas o bucles. Para
los cromosomas mitoticos, esta estructura seria
mantenida por uniones cruzadas en la cromatina.
La imagen que cominmente se tiene de los
cromosomas es la de su forma mdas condensada,
en metafase. Las dos crométidas hermanas resul-
tantes de la duplicacidn se unen a nivel del cen-
trémero, sitio donde se ensambla el cinetocoro,
complejo proteico al cual se unen los micro-
tibulos del huso mitdtico. Los microtibulos se-
paran las cromatidas en la anafase. El ADN del
centrémero en la levadura tiene una secuencia
rica en A-T de 88 pares de bases de longitud,
flanqueada por dos regiones conservadas cortas.
En células de mamiferos, la secuencta es mas lar-
ga y estd flanqueada por gran cantidad de ADN
repetido, el ADN satélite. Los extremos del cro-
mosoma son Jos relémeros, correspondientes a los
terminales 5> y 3 de la molécula de ADN. En
ellos se encuentran cientos de secuencias cortas
repetidas (TTAGGG). Su funcién es proteger de
la degradacion los extremos de Jos cromosomas.
Durante la interfase, los cromosomas adoptan
una estructura difusa; sin embargo, parte de la
cromatina permanece condensada, visible al mi-
croscopio en la periferia del ndcleo. Se trata de
porciones inactivas de ADN y recibe el nombre
de heterocromatina. Generalmente contiene ADN
con secuenclas repetidas miles de veces (satéli-
tes) o modificado covalentemente (metilaciéon de
citosinas). La mayor parte de la heterocromatina
se encuentra cerca de los centrémeros y teldémeros.



En las células de hembras de mamiferos, uno
de los cromosomas X permanece en su totalidad
como heterocromatina (corpuisculo de Barr). El
resto de la cromatina, no detectable como
heterocromatina, es denominada eucromatina. Si
bien no hay pruebas concluyentes al respecto, se
acepta generalmente que la eucromatina compren-
de las regiones de ADN “activo”, suficientemen-
te extendidas como para permitir la transcripcidn
(pag. 353).

Bacterias. La informacion genética de orga-
nismos procariotas (s nucleo) como las bacte-
rias, se encuentra en un cromosoma unico cons-
titido por una doble hélice de ADN que no tie-
ne extremos libres: la molécula se cierra sobre si
misma formando un circulo. Al parecer, el ADN
bacteriano no estd organizado en nucleosomas,
aunque es comun observar acdmulos compactos
de material genético. Inicialmente se pensd que
no estaba asociado a proteinas y se lo conside-
raba un ADN “desnudo”. Sin embargo, se han
aislado varias proteinas de pequefla masa, seme-
jantes a las histonas, con capacidad para formar
complejos con ADN de bacterias.

Para dar una 1dea del tamafio del ADN bac-
teriano, se referirdn algunos datos del cromo-
soma de Escherichia coli, bacteria de 1a flora in-
testinal. cuyo ADN ha sido intensamente estu-
diado. El cromosoma de E. coli tiene unos 4 mi-
llones de pares de bases o 4.000 kilobases (para
simplificar, se usa corrientemente el multiplo
kilobase, que corresponde a mil pares de bases).
Como el peso promedio de un par de nucledti-
dos es 660 Da, la molécula tiene una masa de
2,6 x 10° Da: su longitud es 1,36 mm, notable-
mente menor que ¢] de cromosomas de anima-
les superiores.

Si el anillo se extiende sobre un plano, for-
mando un circulo (fig. 6-17 A), se dice que el
ADN eslid “relajado”. Es mds comun encontrarlo
enrollado sobre si mismo, en superhélices (fig.
6-17 B). La existencia de enzimas especiales que
catalizan superenrollamientos y la energia inver-
tida en estos procesos, indican que deben tener
ymportancia funcional.

Plasmidos. Ademds de un cromosoma en el
cual se almacena la casi totalidad de la informa-
cién genética, muchas bacterias poseen otras
moléculas de ADN circular, de pequefio tamaifio
(de 2 a 200 kilobases), que se duplican indepen-
dientemente y contienen informacion genética ac-
cesoria. Estas pequenas moléculas de ADN
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. ADN circular bacteriano. A: ADN circular “re-
lajado”. B: el mismo ADN circular enrollado sobre sf
mismo en superhélice.

extracromosomal son llamadas pldsmidos. Co-
minmente los genes responsables de la resisten-
cia a anfibidticos estdn contenidos en estos
plasmidos. Pueden ser transferidos de una bac-
teria a ofra a través de las paredes celulares, ra-
z6n por la cual los genes incluidos en ellos se han
difundido ampliamente.

Existen técnicas que permiten separar
plasmidos de una preparacion de bacterias y ob-
tenerlos puros, libres de ADN cromosomal.

Mitocondrias. En mitocondrias y cloro-
plastos se ha aislado ADN con caracteristicas se-
mejantes a las del cromosoma de bacterias, aun-
que de tamafio menor. Es un ADN.circular consti-
tuido por unos 15.000 pares de bases (15 kilobases).
El de mitocondrias humanas posee 16.569 pares
de bases, cuya secuencia ha sido determinada;
contiene informacién para la sintesis de ARN y
de algunas proteinas propias de la organela.

La mitocondria no es autosuficiente desde el
punto de vista genético, ya que la mayor partc de
sus proteinas son sintetizadas por la célula con
informacién contenida en ADN nuclear.

La existencia de este ADN mitocondrial, con
caracteristicas similares al de bac(erias, es una evi-
dencia a favor de la hipétesis que postula a la mi-
tocondria como el estado evolutivo actual de una
bacteria en relacion endosimbidtica con la célula.

Todos los individuos de una especie tienen la mis-
ma cantidad de ADN en cada una de sus células. En
organismos diploides con reproduccién sexual, las
células somdticas contienen el doble del existente
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en células gaméticas (haploides). La totalidad de ADN
en cada célula es denominado genoma; éste repre-
scnla el “capital genético” caracteristico del imdividuo.
El tamano del genoma guarda relacion con la
complejidad del organismo, pero esta relacion no es
simple. Por ejemplo, la bacteria Escherichia coli
contiene en su cromosoma unico algo mds de 4 millo-
nes (4 x 10°) de pares de bases (pb); la levadura Sacha-
romices cerivisiae. 1,4 x 107 pb; la mosca de |a fru-
ta Drosophila melanogaster, 1,7 x 10% pb; el Homo
sapiens, 6 x 10 pb. El aumento en la cantidad de ADN
por célula en eucariotas con respecto a procariotas es
mucho mayor que el esperado segin Jas necesidades
del incremento de informacion y complejidad. Entre
eucariotas sc observan algunos hechos llamativos:
existen especies de peces y anfibios cuyos genomas
son mucho mds grandes (hasta 10" pb) que los de
mamiferos. Como se explicard mds adelante. ¢l ADN
en exceso del esperado segin la complejidad del
individuo, se debe a la existencia de extensas porcio-
nes del genoma que, al parecer. son funcionalmente
Inactivas, no poseen informacién genética.

El genoma o contenido total de ADN de una -

célula haploide humana (espermatozoide u Svulo)
csta distribuido en 23 cromosomas, 22 autosémicos
y uno sexual (X o Y) y comprende 3 mil millones de
pares de bases. Las células diploides tienen un total
de 46 cromosomas; cada uno de los 22 cromosomas
autosomicos tiene un homédlogo. Las moléculas de
ADN de cromosomas homdlogos son stmilares, pero
no necesariamente idénticas. Un cromosoma de cada
par procede del padre y ¢l otro de la madye. Cada célu-
la diploide tiene ademas dos cromosomas sexuales; en
la mujer dos X y en el hombre, un X y un Y.

El dcido ribonucleico ¢s un polinucledtido cu-
yas principales diferencias estructurales con ADN
son las siguientes: a) El azdcar presente es D-
ribosa en lugar de D-2-desoxirribosa. b) En el
acido ribonucleico no existe la base pirimidica
fimina; en cambio, se encuentra uracilo. Las ba-
ses restantes son las mismas presentes en ADN
(adenina, guanina y citosina). ¢) La molécula de
ARN estd formada por una cadena polinucleo-
tidica, no dos como en ADN. Sin embargo, co-
munmente la cadena de ARN se dobla en hor-
quilla y se enrolla sobre si misma, en trozos que
remedan la doble hélice de cadenas antiparalelas.
Para ello. por supuesto, deben existir segmentos
complementarios.

Si bien la constitucién quimica del ARN no
difiere mucho de la de ADN, cxiste gran dispari-
dad en cuanto a propiedades funcionales. La
molécula de ARN tiene mayor flexibilidad
contormacional y capacidad para ejercer diver-
sas funciones (ver pdg. 373).

Como fa molécula posee sélo una cadena, no
es requisito que se cumplan las relaciones
molares entre purinas y pirimidinas observadas
en ADN. La cantidad de guaninas no es necesa-
riamente igual a la de citosinas, ni la de adeninas
a la de uracilos.

En las células existen cuatro tipos principales
de 4cido ribonucleico: mensajero (ARNm),
ribosémico (ARNr), de transferencia (ARNt) y
ARN nuclear pequeno.

Representa aproximadamente 5% del total de
acido ribonucleico de la célula. Se lo encuentra
distribuido en el micleo y citoplasma. La masa mo-
fecular y composicién en bases son muy variables.

Su papel fisiologico es transmitir informacién
genética desde ADN nuclear hacia el sistema de
sintesis de proteinas en citoplasma y servir de
gufa para el ensamble de aminoacidos en el or-
den correcto.

El ARN nuclear es muy heterogéneo y alcanza
gran tamaiio, su masa es a veces méas de 10° Da.
Las grandes moléculas sintetizadas en el nuicleo
son sometidas a un proceso designado splicing
en la literatura inglesa (las cadenas originales son
seccionadas en trozos, algunos de los cuales
vuelven nuevamente a unirse y terminan forman-
do las hebras de ARNm que pasan al citoplas-
ma). Aproximadamente 20% del ARN original es
utilizado para formar ARNm; el resto es degra-
dado. El llamado ARN nuclear heterogéneo
(ARNnh) incluye las grandes moléculas precur-
soras de ARNm, las intermediarias del splicing y
las de los productos finales del procesamiento,
los ARNm “maduros”. de longitud mucho me-
nor que la del precursor. EI ARNnh se asocia a
proteinas para formar tibonucleoproteinas nuclea-
res heterogéneas (RNPoh).

Los ARNm procesados son modificados en
ambos extremos, al 5° terminal se le une 7-metil-
guanosina trifosfato. Este nucledsido trifosforado
serviria como “marcador” para el reconocimien-
to del ARNm por parte del sistema de sintesis de
proteinas; también contribuye a la estabilidad del
ARNm, protegiendo el extremo 5 de la accién
de enzimas hidrolfticas. El extremo 3’ terminal
fija un polimero constituido por 100 a 250 uni-
dades de dcido adenilico o AMP, al cual se lo
llama poli-A. Al parecer, esta “cola” de poli-A
otorga estabilidad al ARNm. El ARNm es el més
labil de los dcidos ribonucleicos, su vida media
en células de mamiferos es de unas 6 horas. El
de bacterias es aun de mas corta duracién.



Si se mezclan en condiciones adecuadas ADN
desnaturalizado y ARN, pueden producirse aso-
ciaciones en doble hélice si existen en las cade-
nas secuencias complementarias. Se produciria
hibridacién ADN-ARN, con apareamientos G-C,
A-Uy T-A.

Este tipo de ARN, también llamado soluble.
cs el de menor tamano molecular; su masa es de
unos 25 kDa; su cadena contiene alrededor de
75 nucledtidos.

ARNTE participa en la sintesis de proteinas
transportando aminodcidos libres del citosol hasta
el lugar de ensamble. Actia como molécula
adaptadora, que asegura la ubicacién de cada
aminodcido en el sitio correspondiente. En cada
célula existen distintas especies de ARNt, espe-
cificos para cada uno de los aminodcidos. Se co-
noce la secuencia de nucledtidos o estructura pri-
maria de ARNt aislados de diferentes organis-
mos. En estas moléculas es relativamente fre-
cuente la presencia de nucleésidos distintos de
A, U, Gy C, como dihidrouridina, seudouridina,
inosina v derivados metilados o dimetilados de
A U, GyC.

Los primeros estudios indicaron que la molé-
cula de ARNt semeja, en su disposicion general,
una hoja trilobulada (fig. 6-18). La cadena
polinucleotidica posee segmentos complementa-
rios que se aparean antiparalelamente. Aproxima-
damente la mitad de los residuos constituyentes
def ARNI estan enfrentados en cualro zonas de
doble hélice. Existen también porciones desple-
gadas de la cadena; son los [6bulos o “asas™ de la
molécula. El asa central contiene un grupo de tres
bases, el anticodon, responsable de la especifici-
dad de aminodcido y de la funcidn de adaptador.
El conjunto de esta “hoja de trébol” posee un ta-
[llo (uno de los segmentos en doble hélice), en
cuyo extremo se encuentran los terminales 57 y
3" dc lamolécula. En el extremo 5’ existe un res-
to guanosina (G) o citidina (C). En el-3’, todos
fos ARNt presentan la secuencia CCA para los
tres ultumos nucle6tidos. El aminodcido se une
por enlace tipo éster entre el carboxilo del
aminodcido y el —OH de carbono 3’ de ribosa de
la ultima adenosina. Debido a esta funcion de fi-
jar cl aminodcido, el tallo es llamado brazo aceptor.
Hay también un brazo extra, indicado en la figura
como lébulo adicional, cuya extensién varfa en
distintos ARN.

Modelos posteriores, construidos segun re-
sultados de estudios por difraccién de rayos X,
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. Representacion esquemdtica de una molécula
de ARNL. En rojo se muestran las tres asas o 16bulos. Los
(rozos en los cuales hay apareamiento de la cadena co-
rresponden a los cnatro segmentos de doble hélice (en
rosado). EJ terminal 3 posee la secuencia CCA: a estle
extremo se une el aminodcido transportado por el ARNt.
Las bases seflaladas con letras son invariables en todos

los ARNI.
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A B
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Ribosoma. A: Particula menor. B: Particula mayor. C: Ensamble de las dos particulas para formar el ribosoma.

demostraron que la molécula tiene, en conjunto,
forma de L (fig. 6-19). El sitio aceptor del anuno-
dcido estd en uno de los extremos de la L y en el
otro, el asa anticoddn. Si bien esta estructura es
mas fidedigna, el esquema trilobular sigue siendo
util para representar la molécula.

Es la especie mds abundante: constituye

aproximadamente 80% del ARN contenido en
la célula.
- Es el nticleo prostético de nucleoproteinas
componentes de ribosomas, pequenos granulos
localizados en el citoplasma, libres o unidos a
reticulo endoplasmatico rugoso. Mis de 55% de
la masa del ribosoma corresponde a ARN: el res-
to, a proteinas.

Los ribosomas de organismos eucariotas tie-
nen coeficiente de sedimentacién de 80 S (uni-
dades Svedberg); estdn constituidos por dos par-
ticulas: la mayor, de 60 S, integrada por 3 molé-
culas de ARN (de 28 S, 5,8 Sy 5 S) y alrededor
de 45 proteinas diferentes. Su masa es de 2.700
kDa. La particula menor tiene una molécula de
ARN (de 18 §) y unas 30 proteinas; su coeficien-
te de sedimentacion es de 40 S y la masa, 1.300
kDa. Las bacterias poseen ribosomas de 70 S con
una particula mayor de 50 S y una menor de 30 S
(fos valores no son aditivos porque S depende
no sélo del tamaiio, sino también de la forma).

Las moléculas de ARNr presentan plega-
mientos definidos y numerosos segmentos en
doble hélice. EI ARNr de cada particula cumple
un papel importante, tanto desde el punto de vis-
ta estructural como funcional. Si se agregan en
un medio adecuado todas las moléculas de ARNr
y las proteinas constituyentes de la particula, ésta
se ensambla espontaneamente.

Se ha confeccionado un modelo tridimen-
sional de ribosomas con el cual se trata de expli-

car su funcién en la sintesis de proteinas. Am-
bas particulas componentes del ribosoma poseen
una forma irregular (fig. 6-20).

Al microscopio electrénico es posible detec-
tar conjuntos formados por varios ribosomas uni-
dos a una hebra de ARNm como cuentas de un
rosario; esos conjuntos son denorminados polisomas.

Otras particulas con ARN existentes en las
células integran las ribonucleoproteinas nuclea-
res pequefias (la notacion en inglés es snRNP;
también se las llama snurps) y las ribonucleopro-
teinas citosolicas pequenas (SCRNP). E] ARN de
snRINP tiene menos de 300 restos nucleotidicos;
es rico en uracilo, razén por la cual se designan
anteponiendo laletra U a las siglas (UsnRNP). Se
han aislado varias especies de estas particulas,
que se distinguen con un nimero a continuacién
dela U (U, U2, U6). Las snRNP intervienen en
el procesamiento de ARNm en el nicleo.

Los virus son particulas formadas por acidos
nucleicos rodeados de proteina, con capacidad
para reproducirse a expensas de las células que
invaden. Son agentes de numerosas enfermeda-
des, tanto en animales como en vegetales. Algu-
nos de ellos producen desarrollo de tumores en
el organismo hospedador. Existen virus, llama-
dos bacteriofagos, que atacan a bacterias.

Béasicamente estdn constituidos por una cu-
bierta de naturaleza proteinica llamada cdpsida,
con acido nucleico en su interior. I.a cdpsida se
forma por asociacion de unidades polipeptidicas
o capsomeros, dispuestos regularmente en forma
simétrica. Gracias a esta disposicién, los virus



presentan por lo general conformaciones
geométricas, a veces poliédricas, otras cilindri-
cas. En los virus mds simples, la cubierta esta
formada por un solo tipo de unidades poli-
peptidicas; en los mds complejos, existen distin-
tas clases de unidades, e incluso suelen asociarse
a ellas lipidos o hidratos de carbono.

En el intetior de la cdpsida, protegido por ella,
se aloja el material genético del virus, constituido
por ADN o ARN. Se utiliza el término virion para
designar a la forma completa de un virus, con-
sistente de ADN o ARN rodeado por una cubier-
ta. A diferencia de Jos organismos pro- y eu-
cariotas, en los cuales se encuentran los dos ti-
pos de acido nucleico, en los virus sélo existe
uno de ellos. Los virus que atacan a células ani-
males pueden contener ADN o ARN. Estas mo-
léculas son de una sola hebra en algunos casos,
0 presentan estructura de doble hélice en otros.
Por su pequefio tamaiio relativo, es mas facil ais-
lar moléculas de ADN intactas en virus que en
organismos méas complejos. Esto ha impulsado
su utilizacién como prototipos en NUMErosos es-
tudios de su estructura y funcién. Uno de los
virus mas pequefios es el bacteriéfago 06X 174,
con una sola hebra compuesta por 5.386
nucledtidos. Esta molécula de ADN fue la prime-
ra en la cual se determiné integramente la se-
cuencia de bases.

En Ja figura 6-21 se muestra la estructura de
un virus de vegetales, el del mosaico del tabaco.
Tiene una cadena de ARN enrollada en hélice,
cubierta por multiples unidades polipeptidicas;
el conjunto es un bastoncito cilindrico. El ARN
de este virus posee 6.400 nucledtidos y la cdpsida
estd compuesta por 2.130 unidades iguales, dis-
puestas helicoidalmente.

Virus del mosaico del tabaco; se representa
esquematicamente la hélice de ARN en el inlerior y uni-
dades polipeptidicas de cubierta. Debajo se muestra un
virus completo con su forma de bastoncillo cilindrico.
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Adenovirus (simetria icosaédrica).

La figura 6-22 presenta un esquema de ade-

_ novirus, cuya cubierta estd formada por 252 cap-

someros dispuestos segiin la simetria de icosae-
dro. En el interior de esta cubierta se encuentra
ADN de doble hélice.

Los bacteridéfagos serie T poseen estructura
mas compleja. Las protefnas de cubierta forman
una “‘cabeza’” poliédrica dentro de la cual estd con-
tenido el ADN con la informacién genética del
virus. Ademds tienen un tallo hueco formado por
proteinas con capacidad contrictil y seis filamen-
tos en su base que le permiten fijarse a la pared
de la bacteria atacada (fig. 6-23).

El acido nucleico encerrado en la cdpsida con-
tiene informacién necesaria para sintetizar las
proteinas del virus. Estos se multiplican inva-
diendo una célula en la cual introducen su aci-
do nucleico, y la obligan a reproducir nuevas
particulas virales. Se comportan como parasitos
perfectos, que utilizan la maquinaria metabdlica
y laenergia de las células invadidas para la sinte-
sis de protefnas y dcidos nucleicos del propio
virus.

/ T

. Bacteridéfago T4.
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Viroides. Son agentes infecciosos que cau-
san enfermedades en vegetales. A diferencia de
los virus, en Jos cuales el genoma estd protegido
por una cubierta proteica, el viroide es sélo dcido
nucleico. Estdn constituidos por una molécula
circular de ARN de hebra Gnica, de alrededor de
300 nucledtidos.

Existen sustancias de tipo nucleotidico con
fupciones muy importantes, no como constitu-
yentes de dcidos nucleicos, sino libres o integrando
moléculas de tamaiio relativamente pequeiio.

En esta categoria se encuentran nucledsidos
difosforados y trifosforados, derivados de jos
ribonucledtidos de la tabla 6-1 por adicién de uno
0 dos restos de dcido ortofosforico. El mds abun-
dante en ¢l organismo es adenosina trifosfato
(ATP). Este compuesto es el mas importanie me-
diador en reacciones de transferencia de grupos
fosforilo, acompanadas por notables cambios de
energia. La hidrélisis de Jos enlaces entre el se-
gundo (B) y tercer () fosfato y entre el primero
(o) y segundo, tiene un AG francamente negati-
vo, razdén por la cual se dice que el ATP es un
compuesto “‘rico en energia” (ver pag. 121). Al
hidrolizarse ld union entre los tosfatos segundo y
tercero, el ATP se convierte en adenosina difosfato
(ADP). Si éste pierde otro resto fosforilo. se ob-
tiene adenosina monofosfato (AMP) (fig. 6-24).
El guanosina trifosfato (GTP) es otro nucledtido
que partictpa en procesos muy importantes. CTP
y UTP también intervienen en reacciones de trans-
ferencia de grupo fosforilo.

Tanto ribonucledsidos como desoxirribo-
nucledsidos trifosforados son compuestos basi-
cos necesarios para la sintesis de ARN y ADN
respectivamente.

En el organismo, nucledsidos mono y difos-
forados son convertidos en trifosforados por pro-
cesos de captacién de la energia liberada duran-
te Ja oxidacion de combustibles ingresados con
los alimentos (fosforilacidén oxidativa) o por trans-
ferencia de energia a partir de intermediarios
metabdlicos ricos en ella (fosforilacién a nivel
de sustrato) (ver pigs. 156 y 166).

Entre los nucledsidos difosforados hay varios
que participan en reacciones de transferencia de
moléculas utilizadas en procesos de sintesis o
conjugacion. Por ejemplo, uridina difostato-glu-
cosa (UDPGIc), uridina difosfato-galactosa (UPD
Gal) y uridina difosfato-glucurénico (UDPGlu)
actian como importantes intermediarios en el me-
tabolismo. Citidina difosfato-colina (CDPcolina)
transfiere colina para sintesis de fosfolipidos y

|
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fostoadenosina fosfosulfato (PAPS) transfiere  mado porque el fosfato forma un ciclo entre car-
grupos sulfato. bonos 3" y 57 de la ribosa (fig. 6-25). Este com-

Otros nucledtidos integran factores indispen-  puesto se forma en el organismo a partir de ATP
sables para Ja accion de enzimas. Estos factores,  poraccion de adenilato ciclasa, enzima regulada
llamados coenzimas, a menudo presentan estruc-  por distintas hormonas. E} AMP ciclico es un mensa-
tura nucleotidica. jero quimico, mtermediario de esas hormonas.

Algunos nucledtidos sirven como intermedia- El guanosina monofostato-3’,5-ciclico (GMP
rios en sistemas de transmision de sefales (pdag.  ciclico) es otro importante nucledtido que actda
406), por ejemplo, el AMP-3", 5’-ciclico, asi lla-  como mensajero intracelular.

Acidos nucleicos. Desempefian muy umportantes funciones: a) son deposiiarios de la informa-
cion genética: b) tienen un papel principal en la sintesis de proteinas en la célula. Son macromoléculas
poliméricas lineales; tas unidades estructurales son nucledtidos. Nucledtidos. formados por unién de
una base nitrogenada, aldopentosa y dcido ortofosforico. Las bases nirogenadas son de dos tipos:
pirimidicas y paricas. Entre las primeras se encuentran timina (T), citosina (C) y uracilo (U); entre las
segundas, adenina (A) y guanina (G). La aldopentosa es D-ribosa en dcido ribonucleico (ARN 0 RNA)
0 D-2-desoxirribosa en #cido desoxirribonucleico (ADN o DNA); la pentosa se une por enlace f3-
glicosidico a N1 de bases pinmidicas 0 a N9 de bases priricas, para formar nucledsidos. Por esterificacion
con 4cido ortofosférico del C57 de la pentosa de un nucledsido se obtiene un nucledtido. Los acidos
nucleicos son polinucledtidos; las unidades se unen mediante enlaces éster entre fosfato de un nucledtido
con ¢l OH de C3’ de la pentosa de otro.

ADN. Se encuentra en nucleos celulares formando cromatina; una cantidad muy pequenia esta
localizada en mitocondrias. Los individuos de la misma especie tienen igual cantidad de ADN en cada
célula (6 pg en humanos). Las gametas femenina y masculina contienen la mitad. Las moléculas de
ADN alcanzan enormes longitudes, del orden de centiimetros, mientras ¢l eje transversal es de 2 nm. Por
hidrélisis de ADN se obtienen nucfedtidos con las bases pdricas adenina (A) y guanina (G) y las
pirimidicas timina (T) y citosina (C). En toda muestra de ADN, cnalquiera sea su origen, se mantiene
una relacién definida entre cantidad de bases paricas y pirimidicas: A + G es siempre iguala T+ C. A/
T y G/C son siempre iguales a }. La molécula de ADN es una doble hélice formada por cadenas
polinucleotidicas encolladas sobre el mismo eje. La sucesién de desoxirribosas y losfatos tendidos
entre C5" y C3° de pentosas forman Ja hebra continua de cada cadena. Bases puricas y pirimidicas,
estructuras planas, se proyectan hacia el interior en sentido perpendicular al eje de la doble hélice. El
primer nucleétido de cada cadena tiene libre el foslato unido a C5’ (extremo 5°); el @ltimo nucledtido
no liene esteriflicado el C3" de su desoxirribosa (extremo 3’ o fin de la cadena). Cada vuclta de hélice
ticne una extension de 3,4 nm y entre las bases hay una distancia de 0,34 nm. Una vuelta de hélice
comprende 10 bases nitrogenadas. La hélice es dextrogira o derecha (se enrolla en el sentido de las
agujas del reloy). Las dos cadenas del ADN son antiparalelas: una marcha en sentido 5°—3’, y la otra,
3’—5’. El enrollamieno de las hélices forma dos surcos paralelos a las cadenas, uno mds ancho (surco
mayor).

La secuencia de nucledtidos en las cadenas tiene gran importancia. ya que el ordepamiento de bases
constituye la “clave”™ 0 "cddigo™ con el cual se inscribe la informacién genéuca. Las bases piricas y
pirimidicas de cada cadena, dirigidas hacia el eje central. se enfrentan de manera definida. Siempre
frente a adenina de una cadena se ubica timina en la otra; este par A-T se mantiene unido por dos
enlaces de H; guanina de una hélice se aparea con citosina de la otra mediante tres puentes H. La
doble hélice es muy estable, no sélo por la muliitud de enlaces H entre pares de bases, sino también por
mteracciones hidrofébicas y de van der Waals que manticnen las bases apiladas en el interior de ta
molécula. Como consecuencia del apareamiento de bases, las dos cadenas no son iguales sino comple-
mentarias.

El calentamiento y algunos reactivos quimicos debijljtan los enlaces de H y producen separacion de
ambas cadenas. Este proceso es [lamado desnaturalizacion; por espectrofotometria a 260 nm se com-
prueba que la absorbencia aumenta cuando las cadenas se separan (efecto hipercrémico). La tempera-
tura a la cual la mitad de] ADN en una muestra estd desnaturalizada corresponde a la temperatura de
(usidn o Tm. La determinacion de Tim da idea de la composicion de bases. A mayor proporcién de G-
C. mayor Tm. Si se deja enfriar lentamente ADN desnaturalizado, Jas cadenas sc reasocian y vuclven
a formiar dobles hélices (templado). En pruebas de reasociacion de ADN desnaturalizado se comprueba
la existencia, en células de eucariotas, de ADN alltamente repetitivo, moderadaimente repetitivo y de
copia dnica. Es posible lograr asociacién de cadenas de ADN procedentes de organismos diferentes
cuando en ellas existen zonas complementarias (hibridacion).
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El ADN de células eucariotas se encuentra asociado a proteinas, formando cromatina. Esas protei-
nas son de cardcter basico (histonas). En la cromatina, la molécula de ADN, a intervalos regulares, da
dos vueltas sobre un micleo constituido por un octdmero de histonas (las dos vueltas abarcan 146
pares de bases). El nicleo de histonas y la superhélice de ADN forman un nucleosoma. Los nucleosomas
estdn conectados por un tramo de ADN de una extensién de unos S0 pares de bases. Estas estructuras
se encuentran extendidas durante la interfase; al iniciarse Ja mitosis, se empaquetan en un solenoide de
6 nucleosomas por vuella. La hererocromatina €s cromatina altamente condensada, inactiva. En bacte-
rias, pldsmidos, mitocondrias y cloroplasios se encuentra ADN circular,

ARN. Polinucledtido; difiere estructuralmente del ADN: a) ribosa en lugac de desoxirribosa; b)
uracilo en vez de timina; c) formado por una sola cadena. Se distinguen ARN mensajero (ARNm),
ARN de transferencia (ARNt) y ARN ribosomal (ARNr). ARNm: constituye aproximadamente 5%
del ARN total en Ja célula; se encuentra en niicleo y citoplasma. Su masa y composicién son muy
variables. En todos los ARNm el extremo 5’ se une a 7-metilguanosina trifosfato y el extremo 3’ tiene
un trozo de 100 a 250 unidades de dcido adenilico (“cola” de poli-A). EI ARNm transmite informa-
cién genética desde ADN nuclear a citoplasma, donde se realiza la sintesis de proteinas. Es el ARN
mas ldbil. Si se mezclan ADN desnaturalizado y ARN con segimentos complementarios, se forman
dobles hélices “hibridas” ADN-ARN. ARNt: o soluble, es el de menor masa (25 kDa), formado por
unos 75 nucledtidos. Transporta aminoécidos hacia el lugar de sintesis de proteinas. Presenta bases
poco frecuentes en otros ARN, como dihidrouridina, seudouridina, inosina y A, G, U, C metiladas.
La molécula tiene en conjunto forma de L, posee tres asas y segmentos en doble hélice. El extremo 5°
estd formado por un resto G o C; en el extremo 3, los tres dltimos nucleétidos son siempre CCA.
A este extremo se une el aminodcido. ARNr: es el mas abundante en la célula (aproximadamente 80%
del total). Es grupo prostético de nucleoproteinas que forman los ribosomas, particulas constituidas
por una particula mayor (60 S) compuesta por 3motéculas de ARN y alrededor de 45 de proteina, y
una particula menor (40 S), | molécula de ARN y unas 30 de proteina. Ambas porciones presentan
conformacién irregular y se asocian durante la sintesis de cadenas polipeptidicas. Al microscopio
electrénico, se ven conjuntos de varios ribosomas “enhebrados” a una molécula de ARNm como
cuentas de un rosario (polisomas). Otros tipos de ARN son ARN nuclear pequeiio que integra parti-
cutas designadas con las siglas snRNP y citosélico pequerio (scRNP).

Virus. Agentes de enfermedades en animales y vegetales. Se reproducen a expensas de la célula
que invaden. Son particulas formadas por dcidos nucleicos rodeados de proteinas. La cubierta proteinica
se llama cdpsida, formada por unidades polipeptidicas o capsémeros. En el interior de la cdpsida se
aloja el material genético, constituido por ADN o ARN, comiinmente de una sola hebra.

Nucledtidos libres. En el organismo se encueniran nucleétidos con dos o tres restos ortofosfato.
Los enlaces de los dos tiltimos fosfatos trenen alta energia de hidrélisis. El mas abundante es adenosina
trifosfato (ATP), principal portador de energia en seres vivos. GTP también cumple funciones impor-
tantes. Nucleodsidos difosforados (UDP, CDP y PAPS) transfieren moléculas en procesos de sintesis.
Otros nucledtidos forman parte de coenzimas. AMP-3".5"-ciclico y GMP-3’,5’-ciclico tienen impor-
tante papel como “mensajeros’” quimicos.



