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Excelentisimas e llustrisimas Autoridades,
[lustrisimos Sefiores Académicos,
Queridos Estudiantes,

Sefioras y Sefiores

Es para mi un honor, un placer, una obligacién aceptada de buen
grado y una gran oportunidad de difundir la ciencia, ante tan selecta
audiencia, el que me haya correspondido impartir esta leccion
inaugural del Curso 2010-2011 de la Academia de Ciencias de la
Region de Murcia.

1. Preambulo

Como muchos de ustedes saben, la Bioquimica y la Biologia
Molecular intentan resolver el problema mas complejo y fascinante al
que se puede enfrentar la mente humana, y que no es otro que
desentrafar los principios que dirigen y regulan todas y cada una de las
actividades de los seres vivos. La expresion de esas actividades
constituye la manifestacion visible de la cualidad esencial de lo que
todos entendemos por vida.

El desarrollo de la Biologia Molecular ha sido formidable a lo
largo del pasado siglo y, especialmente, desde la década de los 50,
cuando James D. Watson y Francis Crick hicieron publico el modelo
de doble hélice para el DNA. La propuesta, verificada méas tarde en
todos sus extremos por Arthur Kornberg y otros, tuvo tal impacto que
para muchos representa el arranque de la Biologia Molecular. La
semilla de la nueva ciencia fructifico rapidamente, de modo que los
nuevos descubrimientos permitieron conocer y comprender la ldgica
de la célula en términos moleculares, sobre todo en lo que atafie a la
replicacion del DNA, al papel de los distintos RNAs y a la conversion
del mensaje genético en proteina. A los primeros éxitos siguieron otros
muchos de gran importancia para establecer las secuencias de
nucleotidos en los genes y sus cambios en las enfermedades. Las
técnicas de la Biologia Molecular permitieron incorporar y expresar
genes en ceélulas bacterianas y no bacterianas, localizar genes
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particulares en los cromosomas Yy valorar la cantidad de RNA
mensajeros (MRNA) en células normales y patoldgicas.

Por sus numerosas aplicaciones, la Biologia Molecular se
extendié pronto a todos los campos de las Ciencias de la Vida. En
palabras de Arthur Kornberg “cuando disciplinas tan distintas como la
Genética, Fisiologia, Microbiologia, Endocrinologia, Neurobiologia,
etc., profundizan en su nivel de observacion hasta encontrar preguntas
y respuestas de caracter bioquimico, se confunden con la Bioquimica y
de la comunion de intereses nace la Biologia Molecular”. El
comentario alcanza su plena justificacion si consideramos que, en
ultimo término, todas las manifestaciones de los seres vivos descansan
sobre una base molecular.

Por sus principios, técnicas y resultados, la Biologia Molecular
ha rebasado con creces los limites de la Biologia para convertirse en la
doctrina que guia a los que intentan conocer las bases moleculares de
las enfermedades y explorar nuevas terapias, a los que pretenden
aumentar los recursos naturales y satisfacer las necesidades
nutricionales de una demografia en continuo crecimiento, y a los que
se esfuerzan en conservar el medio ambiente, todo ello con el objetivo
altimo de mejorar la condicion humana y legar a las generaciones
futuras un mundo en el cual puedan crecer con salud y en armonia con
la naturaleza.

Sirva este predmbulo para sefialar las dudas que me asaltaron a la
hora de elegir el tema de esta leccion. Al final, decidi abordar la
relacion entre el genoma humano, esto es, el conjunto de genes de
nuestra especie, y el proteoma, entendido como el repertorio de
proteinas que pueden producir las células humanas. Comentareé, pues,
los mecanismos por los que las proteinas se diversifican y las ventajas
de la diversificacion. Por ultimo, intentaré aclarar como los errores en
la expresion de los genes o en la sintesis de proteinas pueden romper el
delicado hilo que separa la salud y la enfermedad.

2. El Proyecto Genoma Humano: Objetivos y Resultados
La informacion que almacena cada gen reside en la secuencia de

nucleétidos del DNA. La secuencia del DNA se convierte en otra
sucesion de nucleétidos en el RNA (Figura 1). Por ultimo, el mensaje
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Figura 1. Conversion del DNA en proteina.
(A) Cromosomas y genes; (B) La ruta del DNA a la proteina. Una de las hebras del DNA

sirve de molde para un RNA mensajero (mRNA). El ribosoma convierte la secuencia de
nucleétidos en una cadena de aminoacidos. (C) Cada triplete de nucle6tidos (codén) del
mRNA define uno de los veinte amino&cidos que forman las proteinas.
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de tripletes (codones) del RNA se transforma en una secuencia de 20
signos, en la que cada codon sefiala uno de los 20 aminoacidos que
forman las proteinas.

Puesto que numerosas enfermedades, conocidas como
monogeénicas, derivan de anomalias en un solo gen, el Proyecto
Genoma Humano fue abordado con la certeza de que la secuencia
completa del DNA permitiria conocer el conjunto de proteinas que
puede fabricar la especie humana e identificar los cambios del genoma
en patologias de origen desconocido. En definitiva, la informacion del
Proyecto Genoma daria un fuerte impulso al desarrollo de la
Biomedicina y la Genética Clinica, por cuanto podria aclarar la causa
de enfermedades poco conocidas, facilitar la obtencion de marcadores
para el diagnostico y sentar las bases de nuevas alternativas
terapéuticas.

El Proyecto Genoma Humano fue propuesto en 1990 en el
Departamento de Energia y los Institutos Nacionales de la Salud (NIH)
de los Estados Unidos y fue dotado con 90.000 millones de ddlares. La
direccion corrié a cargo del profesor James D. Watson, de Estados
Unidos, quien junto al inglés Francis Crick, habia sido galardonado
con el premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1962, por sus
trabajos sobre la estructura del DNA.

Los objetivos del Proyecto Genoma eran muy ambiciosos Yy
constituian, sin duda, uno de los mayores retos de la investigacion
cientifica. Su intencion era conocer la secuencia de los 3.000 millones
de pares de bases del DNA humano, identificar los genes que contiene
y situarlos en los 46 cromosomas de nuestra especie. El plazo de
ejecucién era de 15 afios, pero los avances tecnologicos y la
implicacion de unos 1.200 cientificos de Estados Unidos, Canada,
Nueva Zelanda, Reino Unido y otros sesenta paises aceleraron los
trabajos. En febrero de 2001, se publicd la secuencia completa del
Genoma Humano con un 99.9% de confianza en las revistas Nature y
Science. La secuencia definitiva fue presentada oficialmente en el afio
2003, tras trece afios de trabajo y dos afios antes de lo previsto.

Los resultados del proyecto sorprendieron a la comunidad
cientifica por el pequefio nimero de genes que contiene el genoma
humano. Se creia que los mas de 3.000 millones de pares de bases del
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DNA humano podrian albergar unos 100.000 genes. En la Tabla 1 se
comparan los genomas de varios organismos, en cuanto al tamafio,
numero de genes, cantidad de cromosomas Yy proteinas codificadas. La
secuencia de nucledtidos reveld que en el Genoma Humano “s6lo”
habia 23.000-25.000 genes, 4 veces menos de lo esperado. La
comparacion de los genomas del hombre, raton, perro y gallo (Tabla 1)
confirmo el hecho ya conocido de que el nimero de genes no esta
relacionado con el nimero de cromosomas ni con la cantidad de
nucledtidos. Merece la pena destacar que el genoma relativamente
pequefio del arroz contiene casi el doble de genes que el genoma
humano. En definitiva, el anlisis del genoma humano reveld que el
funcionamiento biologico del organismo mas complejo del planeta
descansaba sobre unos 25.000 genes.

Los datos de la Tabla 1 revelan que el nimero de genes de un
organismo dista mucho de ser un indice de su complejidad bioldgica.
La razon estriba en que el conjunto de genes (el genoma) de un
organismo sefiala la informacién que pueden expresar sus células, pero
no la que expresa cada clase de célula y en una situacion concreta.
Como la unidad funcional en biologia es la proteina, la complejidad
bioldgica emana de la diversidad de proteinas (el proteoma) en cada
tipo celular, tejido y organo. Esta diversidad habra de ser modificada
cualitativa y cuantitativamente para adaptarse a situaciones
cambiantes, unas inherentes a la propia biologia celular, otras
derivadas de las modificaciones en el entorno.

Por tanto, cuanto mayor sea la diversidad de proteinas en células
u organismos, mas posibilidades tendran de adaptarse a las condiciones
del medio, enfrentarse a los agentes patdgenos y sobrevivir en
circunstancias hostiles. Cuanto mayor sea la diversidad proteica,
mayor sera la capacidad de las células para crear redes complejas con
las que coordinar todas sus actividades.
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Tamaio
Organismo N¢ de genes

Homo sapiens

3.274 millones ~25.000
{(humano}
Muis muscudiis 3.420 millones ~25.000 40
(ratomn)
Canis familiaris 2.385 millones ~20.000 78
(perro)
Gallus gallis 1.050 millones ~18.000 66
(zallo)
Lianio rerio 1.563 millones ~22.000 48
(pezcebra)
Drosophila melanogaster 168 millones ~13.000 8
(mosca dela fruta)
Cryza sativa 487 millones ~44.000 24
(arroz)
Caenorhabditis elegans 103 millones ~19.000 12
(gusano)
Saccharomyces cerevisiae NDsileines ~6.000 32

(levadura)

Tabla 1. Comparacion del tamafio del DNA, nimero de genes y de cromosomas en
humanos, en varias especies animales y vegetales, y en la levadura de cerveza.

3. Origen de la Diversidad de Proteinas en la Especie Humana

Aunque se desconoce el nimero de proteinas distintas que puede
producir la especie humana, algunos cientificos admiten que puede ser
entre tres y cuatro veces mayor que el nimero de genes, esto es
100.000 proteinas, sin contar las variantes post-traduccionales.
Obviamente, no todos los tipos celulares tendran el mismo repertorio
de proteinas, ni en la misma cantidad. Ademas, la variedad y cantidad
de cada proteina cambiara de acuerdo con las necesidades de la célula
en cada momento, la disponibilidad de aminoéacidos, la etapa del ciclo
celular y los estimulos externos que reciba.



CECILIO J. VIDAL MORENO 11

Hasta la fecha, se han identificado mas de 20.000 proteinas en la
especie humana; entre ellas, unas 1.000 en la mitocondria, otras 1.000
en el liquido cefalorraquideo y unas 3.000 en el suero sanguineo, pero
el nimero de proteinas identificadas aumenta sin cesar, a medida que
mejora la sensibilidad de las técnicas de deteccion. Es previsible, por
tanto, que en los proximos afios tengamos informacion muy precisa de
la variedad y cantidad de proteinas en el suero de personas sanas, en
distintas edades y grupos étnicos concretos. Cuando eso ocurra, se
habran alcanzado las condiciones ideales para descubrir proteinas
marcadoras en el suero, cuya cantidad cambie en enfermedades
concretas y sean Utiles para el diagndstico.

3.1. Ensamblado alternativo de exones y diversificacion de las
proteinas

El hecho de que con unos 25.000 genes, la especie humana sea
capaz de producir unas 100.000 proteinas pone en tela de juicio el
viejo dogma de la Biologia Molecular, segun el cual cada gen codifica
una proteina. Aunque la traslacion directa del gen a la proteina es
valida en bacterias, y no en todas, la realidad es que la sintesis de
proteinas en células no bacterianas transcurre en tres etapas
principales: 1) la transcripciéon del gen y la creacion de un mRNA
concreto; 2) el transporte del mMRNA desde el nlcleo al citoplasma; y
3) la traduccion del mRNA en proteina (Figura 2).

Membrana celular U U

A

Citoplasma Degradacién RNA

e

A
—'r'i —= Traduccién

, “/
/ Transporte
#\ Edicion \
Nucleo

A Splicing
S —

\ mRNA) A Transcripcién

\_D"‘A WY <&
P C— —

Figura 2. El camino del gen a la proteina.
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La extraordinaria complejidad del proceso se explica por la
necesidad que tienen las células de producir una proteina concreta, que
sea plenamente funcional, en una cantidad precisa y que, ademas, debe
variar para ajustarse a las necesidades temporales. Como cada mRNA
final codifica una proteina especifica y la viabilidad de los distintos
tipos celulares depende, a menudo, de la actividad de proteinas
concretas, es logico que el camino del gen a la proteina esté
fuertemente regulado en sus diferentes etapas. Conviene tener en
cuenta que cualquier fallo en alguna de las etapas puede comprometer
gravemente la viabilidad de las células y ocasionar diversas patologias,
como veremos mas adelante.

Al contrario que los genes de las bacterias, los genes de las
células no bacterianas y, obviamente, los genes humanos, estan
formados por dos clases de fragmentos de DNA: los exones y los
intrones, pero solo los exones codifican la proteina. Un gen humano
contiene 8 exones de promedio y cada exon unos 145 nucleétidos. El
tamafo de los intrones puede sobrepasar los 20.000 nucledtidos. La
sintesis del mMRNA final implica la eliminacion de intrones y la unién
de exones. Sirva como ejemplo la produccion del mRNA de la
ovoalbumina, cuyo gen consta de ocho exones (L-E1-E7) y siete
intrones (A-G) (Figura 3). Los intrones desaparecen en el mRNA final.

Gen de la ovoalbumina

le 7,700 bp
|}- 1 2 3 4 5 6 7
ona [ A [Ie[l cTIo[] & [JF[] G | | |
Transcripciény adiciénde
lacaperuzaens’ Extra RNA
Transcrito L L . - u \
r T
imers, M= WEN oW € WEW | b
Cap
Rupturayadiciénde la cola
poli(A)en3’
Splicing, ellmmacwondeT I:I Extra RNA
intrenes y union de exones
L123456
mRNA T [ Ana),

maduro |(_ 1,872 _’I

Nucleétidos

Figura 3. Procesamiento del gen de la ovoalbUmina.



CECILIO J. VIDAL MORENO 13

Aunque la unién de los ocho exones del gen de la ovoalbdmina
proporciona un solo mRNA vy, por tanto, una sola proteina, este caso
representa la excepcion mas que la regla. Numerosos cientificos creen
que el 90% de los mRNAs humanos derivan del ensamblado
alternativo de exones. Esto quiere decir que si un gen posee, pongamos
6 exones (E1-E6), la sintesis del mRNA maduro (y de la proteina
codificada) dependera de los exones seleccionados (E1-E2-E3-E4; E1-
E2-E3-E5; E1-E2-E3-E6). Este fendmeno se conoce como
procesamiento alternativo del RNA primario y explica por qué el
mismo gen puede generar un conjunto de mRNAs en distintos tipos
celulares e incluso en la misma célula.

Los diversos mMRNAs produciran una serie de proteinas, distintas
en su secuencia de aminoacidos y, por tanto, en su estructura global y
funcionalidad. Un ejemplo de ello, es la maduracion del mRNA
primario de la a-tropomiosina. Con sus 15 exones, el ensamblado
alternativo produce 9 proteinas distintas (Figura 4). Del mismo modo,
el gen de la calcitonina genera dos péptidos: la propia calcitonina en el
tiroides y un péptido relacionado en el hipotalamo (Figura 5).

Gen de la a-tropomiosina

mRNAs producidos segtin la ruta de maduracion

Musculo estriado -/\ %Am%

Musculo liso WYY —
miscuoestriado i W W WYY O —
Mioblasto -/\ %m%/\_
Fibroblasto/nomusculo -/\MW\/\—
Hepatoma . WYY
Cerebro m  wwYYYs

Figura 4. Procesamiento de un mRNA primario.
El ensamblado alternativo de exones genera todo un repertorio de variantes de
tropomiosina en un mismo tejido y en distintos tejidos.
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Péptido de
2 calcitonina

Calcitonina |

1 Procesamiento 1 (Tiroides)

hnRNA

A B C D Calcitonina | CGRP |

‘ Procesamiento 2 {Hipotalamo)

CECEEN CGRP

Péptido
CGRP

Figura 5. Produccién de dos hormonas distintas a partir de un mismo gen.

Pero si un mismo mRNA primario puede generar varias
proteinas distintas, ;como se seleccionan los exones y se cortan los
intrones? y lo mas importante, ¢por qué razén y a través de qué
mecanismos un tipo celular escoge una serie de exones y otras células
eligen otros exones? La razdn estriba en el hecho de que cada tipo
celular, por ejemplo, la neurona, fabrica las proteinas que necesita para
llevar a cabo sus funciones, y que seran distintas de las que desarrollan
las células del higado o del intestino. Los tres tipos de células
contienen los mismos genes, pero el repertorio de proteinas sera
distinto en cada caso, que a su vez sera el mas acorde con el papel
fisiolégico que ejerza cada tipo celular.

Veamos ahora como tiene lugar la seleccion de exones. Las
celulas no bacterianas disponen de una maquinaria molecular
sumamente eficiente, denominada “espliceosoma”, el cual se encarga
de elegir los exones, cortar los intrones y unir los exones (proceso
conocido en inglés como “splicing”) (Figura 6). El voluminoso
agregado proteico del espliceosoma contiene mas de 150 proteinas. De
ellas, unas forman parte de 5 particulas ribonucleoproteicas SNnRNPs
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(U1, U2, U4/U6, U5) y las otras son proteinas reguladoras del
splicing.

El espliceosoma rastrea y localiza, con exquisita precision, las
marcas de los exones e intrones y los sitios concretos que reconocen
las proteinas reguladoras del splicing. Estos sitios se sitGan en el RNA
primario y son conocidos como potenciadores y silenciadores del
splicing de exones (ESE y ESS) e intrones (ISE e ISS). La unién a
estos sitios de proteinas que activan o reprimen el reconocimiento de
exones e intrones (y cuyo conjunto depende del tipo celular) explica
por qué un mismo gen genera un MRNA y una proteina particular en
unas células, y otro mRNA vy otra proteina en otras células.

Los mRNA primarios poseen numerosos sitios en los que se fijan
las proteinas reguladoras de splicing; segun estudios recientes, los
sitios cubren mas del 75% del total de nucleotidos de los mMRNA. En
altimo término, son las proteinas reguladoras las que deciden los
exones a incluir en el mMRNA final. Las particulas U1-U6 y el conjunto
de proteinas reguladoras “cuelgan” de la RNA polimerasa 11, la enzima
que sintetiza el mRNA primario. Tal disposicion permite que el
espliceosoma “lea” y “procese” el mMRNA, a medida que se transcribe
el DNA. Al dictado de las proteinas reguladoras, el espliceosoma
trabaja con gran rapidez y precision para generar el mMRNA particular
que requiere la célula en cada instante.

La complejidad de la regulacion del splicing del mMRNA primario
queda patente en el caso de la expresion de la distrofina. La distrofina
procede del gen DMD vy sus mutaciones producen la Distrofia
Muscular de Duchenne. Con 79 exones y mas de 2.000 kb, el gen
DMD es uno de los mas grandes que se conocen. Las mutaciones en el
gen pueden alterar el marco de lectura, pero también los sitios del
RNA en donde se fijan las proteinas que potencian y/o reprimen la
adicion de exones. La deficiencia de distrofina funcional produce
dafos irreparables en el musculo.

La elevada energia que supone la construccion del complejo
macromolecular del espliceosoma es el precio que debe pagar la célula
para garantizar, con absoluta precision, que la combinacion de exones
sea la adecuada para generar el mRNA final que necesita. Conviene
tener presente que los errores en el ensamblado de exones pueden
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afiadir o quitar un nucleétido, lo que trastocara la informacion del
MRNA. Cuando eso ocurre, la célula producira una proteina aberrante
no funcional o un fragmento de la proteina deseada y, posiblemente,
con una actividad bioldgica anormal o sin actividad alguna.

La aparicion del ensamblado alternativo de exones, a lo largo de
la evolucion, no sélo permitié ampliar el numero de proteinas distintas
que podia expresar un mismo gen, sino también ajustar la cantidad de
proteina sintetizada, via eliminacion o adicion de elementos
reguladores de la traduccion, la estabilidad del mRNA o su
localizacion celular. Ademas, la expansion del nimero de proteinas
distintas y de variantes de una misma proteina supuso un gran avance
para aumentar las posibilidades de supervivencia de las células en las
maés diversas circunstancias y para afrontar el problema de la falta de
una proteina esencial, mediante el principio de redundancia. Segln
éste, varias proteinas pueden desempefiar funciones parecidas, de
modo que una proteina defectuosa o ausente puede ser sustituida
funcionalmente por otra.

El ensamblado alternativo de exones es mas frecuente a medida
que se asciende en la escala evolutiva; es escaso en plantas, medio en
invertebrados y elevado en vertebrados. La opinidn general es que el
90% de los genes humanos se procesan de forma alternativa, un 40%
de ellos generan al menos 5 variantes proteicas, y alrededor del 10%
mas de 10 variantes. La alternancia de exones es particularmente
intensa en cerebro y los fallos en el splicing originan patologias
neurodegenerativas. Desde luego, no todos los mRNAs llegan a
producir proteinas, algunos se eliminan poco después de su sintesis y
otros no se traducen porque su mensaje queda bloqueado por la unién
de microRNAs.

El procesamiento alternativo fue de capital importancia para la
aparicion de proteinas multimodulares (con varios dominios),
conforme los organismos unicelulares se convertian en pluricelulares.
Tan trascendental salto evolutivo no habria sido posible sin la
necesaria adaptacién de las células para funcionar de un modo
cooperativo. La necesidad de una perfecta colaboracion entre las
células impulsé la sintesis de proteinas esenciales para el
reconocimiento célula-célula, las que intervienen en la interaccién
célula-matriz extracelular y las que facilitan la comunicacién entre
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células y tejidos, por ejemplo via receptores que promueven la sintesis
de segundos mensajeros quimicos. De este modo se consiguio que el
organismo pluricelular llegara a funcionar como una unidad
perfectamente integrada.

Llegado a este punto, tengo que referirme al caso de la
acetilcolinesterasa (AChE), una enzima a cuyo estudio he dedicado la
mayor parte de mi actividad profesional. La AChE hidroliza con gran
eficiencia al neurotransmisor acetilcolina, de modo que su accion es
esencial para que termine cada pulso de actividad colinérgica en el
sistema nervioso central, el sistema autonomo y la unién
neuromuscular. Los vertebrados contienen un gen ACHE vy el
procesamiento alternativo del mRNA primario produce tres mMRNAS
(Figura 7). Sus productos, las proteinas AChE-R, AChE-H y AChE-T,
se encuentran en los tejidos y fluidos corporales como monoémeros,
dimeros, tetrdmeros y oligdbmeros superiores (Figura 7).

3.2.  Fallos en la maduracion de los mMRNAs y enfermedades
humanas

Segun parece, el 15% del todas las enfermedades humanas en las
que cambia un solo nucle6tido derivan de errores en el splicing del
mRNA primario. Si consideramos que, ademas del splicing, la
maduracion del mRNA primario incluye la edicién, la exportacién del
MRNA final al citoplasma y su estabilidad, los fallos en alguna de esas
etapas pueden estar detras de casi la mitad de todas las patologias
humanas (Tabla 2).

Algunas enfermedades derivan de mutaciones gendmicas, que
cuando se trasladan al RNA primario afectan al ensamblado de exones.
Es lo que ocurre, por ejemplo, en el gen de la distrofina, cuyas
mutaciones producen Distrofia Muscular de Duchenne. Otro ejemplo
es la proteina tau. Las anomalias genéticas producen formas aberrantes
de tau que, generalmente, incorporan numerosos restos fosfato. Tau
hiperfosforilada tiende a la agregacion y eventual formacién de los
nudos neurofibrilares que se observan en el cerebro de enfermos con
Alzheimer. El Parkinson y otras demencias también se relacionan con
mutaciones de tau (Tabla 2).
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Figura 7. Procesamiento del mRNA primario del gen ACHE.

El ensamblado alternativo genera tres mRNAs: AChE-R, AChE-H y AChE-T. Las
proteinas producto forman homo- y hetero-oligémeros, los dltimos con la ayuda
de otras proteinas.
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En cuanto a las proteinas del espliceosoma, apenas se han
encontrado anomalias, lo que sugiere que las mutaciones son letales
para la célula. Con todo, se han identificado aberraciones en cuatro
proteinas de los complejos U4/U5/U6. La consiguiente pérdida de
funcion del espliceosoma parece ser la razon que impulsa la
degeneracion de las células cono de la retina y el origen de la Retinitis
Pigmentosa (Tabla 2).

La Atrofia Muscular Espinal se origina por mutaciones en el gen
SMNL1. La proteina SMN1 no forma parte del espliceosoma, pero juega
un papel esencial en su construccién. En consecuencia, la deficiencia
de SMN1 afecta al procesamiento de numerosos mRNAS, pero la
deficiencia de SMNL1 no tiene los mismos efectos en todas las celulas.
Las mas perjudicadas son las neuronas motoras de la médula espinal,
cuya pérdida de funcién produce paralisis. Algunas patologias se
originan por mutaciones en las proteinas que regulan el splicing,
mediante la ocupacién erronea de los sitios en el RNA primario que
potencian o silencian el reconocimiento de exones. Asi, por ejemplo,
las mutaciones en los factores reguladores Nova y Fox se asocian con
retraso mental, epilepsia y autismo (Tabla 2).

En cuanto a la relacién entre las anomalias en el procesamiento
de los RNA primarios y el cancer, resultados recientes indican que
algunos factores de splicing se sobre-expresan en ciertos tumores. Este
es el caso de la proteina SF2/ASF, la cual induce la transformacion
maligna de las células, a través de un cambio en el splicing del mMRNA
para la proteina ribosémica S6-quinasa-p1. Cabe pensar que los fallos
en la construccion del espliceosoma, en el mecanismo de unién de
exones, 0 en su regulacion produciran proteinas aberrantes que
favorezcan la division celular y el cancer. Los errores en el splicing y/o
la estabilidad de los mRNAs pueden alterar la expresion y/o la
cantidad de las proteinas que regulan la proliferacién, diferenciacion y
supervivencia de las células. El crecimiento desordenado de la masa
celular puede dar paso a un tumor y mas tarde a un cancer.
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4. Modificaciones Post-traduccionales de las Proteinas

Aunque el procesamiento alternativo de los RNAs primarios
explica la expansion de la diversidad de proteinas, la realidad es que la
variedad de proteinas en las células humanas (el proteoma) es mucho
mayor de lo que cabria esperar del splicing alternativo. La razon
estriba en el hecho de que una misma proteina puede generar todo un
abanico de variantes a travées de las modificaciones post-
traduccionales. Este término se refiere a los cambios que sufren las
proteinas a medida que se sintetizan o inmediatamente después de su
sintesis. Hasta la fecha, se han descrito alrededor de 200 clases de
cambios post-traduccionales. En general, los cambios afectan a la
estructura espacial de la proteina, a sus propiedades fisico-quimicas y a
su capacidad para interaccionar con otras proteinas, lipidos y acidos
nucleicos.

La importancia de los cambios post-traduccionales queda
claramente de manifiesto si tenemos en cuenta que alrededor del 5%
del genoma humano, unos 1.200 genes, se ocupan de la sintesis de
enzimas directamente implicadas en tales cambios y que el 1% al
menos de los genes humanos, el equivalente a unos 250 genes,
codifican enzimas de la glicosilacion. La verdad es que son escasas las
proteinas que a lo largo de su vida util se ven libres de algin cambio
post-traduccional. Teniendo en cuenta las 200 clases de cambios
conocidos y que la misma proteina puede sufrir varios cambios, en
respuesta a diversos estimulos, se comprenderda facilmente el
extraordinario numero de variantes de una misma proteina que pueden
coexistir en la célula y la tremenda expansion de la diversidad de
proteinas a partir del moderado nimero de elementos del genoma.

Veamos un ejemplo de hasta donde puede llegar la diversidad de
proteinas. La proteina Abl, con actividad tirosina quinasa, puede
incorporar fosfato en once aminoacidos: una serina, una treonina y
nueve tirosinas. Esto implica que, en principio, el nimero de variantes
de fosfo-Abl sera mas de 2.000, y eso para jj una sola proteina !!.
Mencion especial merece la proteina tau de los microtdbulos, con 40
sitios de fosforilacion. Los cambios post-traduccionales pueden ser
reversibles o irreversibles, y una misma proteina puede ser modificada
de las dos maneras.
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4.1. Modificaciones reversibles

Las modificaciones reversibles actuan como interruptores
bioldgicos, pues permiten que, en un momento dado, una proteina
particular exprese sus capacidades, las modifique o incluso las
suprima. Las capacidades incluyen la posible interaccion con otras
proteinas, lipidos o acidos nucleicos. Los cambios reversibles marcan
la velocidad a la que operan las rutas metabolicas, la variedad de genes
que expresan las células en cada instante, cudndo empieza la division
celular, la diferenciacion, la asociacion con otras células y la apoptosis.
También regulan el paso de iones a traves de las membranas y la
duracion de las respuestas a hormonas y neurotransmisores. Es obvio
que cualquier fallo en la regulacion de esas actividades puede
comprometer gravemente la viabilidad de las células y afectar a la
fisiologia de los tejidos, lo que al final se traducirad en una determinada
patologia. Entre los cambios reversibles figuran, entre otros, la
fosforilacion,  acetilacion,  metilacion,  acilacion,  oxidacion,
nitrosilacion, carbonilacién, la adicion de azucares y de ubiquitina.
Pasaré a comentar brevemente las repercusiones funcionales de
algunos de ellos.

4.1.1. Fosforilacion/desfosforilacion

De entre todas las modificaciones de las proteinas, la mejor
conocida y la que ejerce mas influencia sobre numerosas actividades
celulares, a través de las rutas de sefializacion, es sin duda la adicion de
fosfato y su eliminacion, por la accion concertada de quinasas y
fosfatasas. Las protein-quinasas catalizan la entrada del grupo y-fosfato
del ATP en restos de serina, treonina o tirosina. La fosforilacion suele
modificar la estructura de la proteina (Figura 8), lo que explica que
cambie su actividad bioldgica, su capacidad para reconocer a otras
proteinas o su destino celular. Las protein-fosfatasas contrarrestan las
acciones de las quinasas, de modo que el conjunto de proteinas-fosfato
en la célula depende de la variedad y cantidad de quinasas y fosfatasas.
Los cambios en el entorno y las moléculas de sefializacion (hormonas,
neurotransmisores u otras) aumentan las actividades quinasa o
fosfatasa, que a su vez desencadenan numerosos acontecimientos
celulares.
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Inactive IRK
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(Hubbard et al., 1994) (Hubbard, 1997)

Figura 8. La fosforilacién cambia la estructura y actividad de algunas proteinas.
La entrada de fosfato altera profundamente la estructura y actividad del dominio
quinasa del receptor de insulina. La separacién del dominio inhibitorio (en rojo)
permite la entrada al centro activo de la proteina substrato (en azul).

De hecho, quinasas y fosfatasas regulan la mayoria de las
actividades celulares (si no todas), operan sobre una gran variedad de
proteinas y lo hacen del modo mas eficiente y preciso. Estas
circunstancias explican que se hayan identificado hasta ahora méas de
500 protein-quinasas y mas de 150 protein-fosfatasas. Al nimero de
quinasas Yy fosfatasas hay que afiadir numerosas proteinas adaptadoras,
que, en Ultimo término, hacen que una misma protein-quinasa (o
fostatasa) pueda actuar sobre casi un tercio del total de proteinas del
protcoma humano. De momento, se han identificado mas de un
centenar de proteinas diana para la protein-quinasa A y 20.000
proteinas para el repertorio de quinasas.

Los aspectos funcionales de quinasas y fosfatasas adquieren gran
complejidad por el hecho de que ambas puedan actuar sobre otras
quinasas y fosfatasas. Este fendmeno se ilustra en la Figura 9, en la que
podemos ver que la sefializacion celular, en este caso por el sistema
protein-quinasa activada por mitégenos (MAPK), se organiza en forma
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de cascada, en las que la activacion de una quinasa induce la activacion
de otras quinasas. Las Ultimas deciden el o los procesos celulares que
ocurren en respuesta al estimulo inicial. Los fallos en la funcionalidad
de quinasas y fosfatasas estan detras de la diabetes, las enfermedades
cardiovasculares y los trastornos neurodegenerativos. Ademas, dado
que las quinasas juegan un papel central en el control de la division
celular, y el cancer se origina por una proliferacion descontrolada de
las células, es facil comprender el interés terapeutico de los inhibidores
de las quinasas para combatir el cancer.

Estrés por Factoresde
receptores de muerte  crecimiento
Estimulo Mitéienos \ni\argacién estrés oxidativo éstres oxidativo
Activadores Ras \ ?
MAPKKK Raf MTK MEKK3
(A-Raf/B-Raf/Rafl) TA
MAPKK MEK1,2 MKK3MKKE  MKK4 MKK7 MEKS
II
.
P
P
L/
MAPK ERK1,2 p38 MAPK INK1-3 ERK5

(ct, B, .0)

c-Fos
MNK1/2

|

MSK1/2
Dianas Ets-1 CHOP-1 Elk-1
RSK1 MEF-2
MAPKAP-2/-3
PRAK

Figura 9. Activacion secuencial de sucesivas quinasas y sus proteinas diana.

4.1.2. Acetilacion/desacetilacion

Otro cambio que afecta a las funciones de las proteinas es la
adicion y eliminacion de restos acetilo a lisinas por las enzimas acetil-
transferasas y desacetilasas. Trabajos recientes en células humanas han
revelado unos 3.600 sitios de ocupacidn con restos acetilo en mas de
1.750 proteinas, lo que da una magnitud de acetilacion/desacetilacion
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de proteinas comparable a la de la fosforilacién/desfosforilacion. La
acetilacion de las histonas H3 y H4 afecta a la estructura de la
cromatina y a la expresion genica. La desacetilacion de proteinas ha
atraido la atencién de los cientificos por los efectos de la limitacion
nutricional sobre las funciones de la sirtuina-1, una desacetilasa
conocida como “la proteina de la longevidad” por su impacto en el
aumento de la esperanza de vida en levaduras, gusanos, moscas Yy
mamiferos.

4.1.3. Metilacion/desmetilacion

Respecto a las enzimas metil-transferasas y desmetilasas, que
afiaden y quitan restos metilo en lisinas y argininas de las proteinas,
conviene precisar que, si bien se descubrieron en relacién con la
funcién de los quimioreceptores en flagelos bacterianos y la estructura
de la cromatina, sus efectos van mucho mas alla. La metilacion
reversible es muy importante para regular la formacién de mielina, la
estabilidad del citocromo c, la funcionalidad de ciertos factores de
transcripcion y la sefializacion celular a través del receptor de
interferdn.

4.1.4. Oxidacion de cisteinas

El proteoma humano contiene unos 214.000 restos de cisteina y
el nimero de proteinas con una cisteina, al menos, aumenta conforme
se asciende en la escala evolutiva. EI aumento de cisteinas desde las
bacterias hasta los humanos sugiere que la cantidad de cisteina en las
proteinas puede estar relacionada con los cambios evolutivos, tanto en
lo que atafie a la diversidad funcional de las proteinas como a la
versatilidad de los sistemas de sefializacion celular. La cisteina puede
reaccionar con otra cisteina de la misma u otra proteina, asi como con
glutation y oxigeno. También puede reaccionar con Oxido nitrico,
aldehidos, restos acilo y otras moléculas (Figura 10).

A través de estas reacciones, la cisteina regula la actividad de
numerosas proteinas, participa activamente en la adquisicion y
mantenimiento de sus estructuras y actividades biol6gicas, en la
interaccion con proteinas del citoesqueleto y de las membranas
celulares, y en el transporte de proteinas al nucleo, a la mitocondria y
al medio extracelular.
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Figura 10. Modificaciones que pueden sufrir los restos SH de las cisteinas.

Cada minuto, la célula produce suficiente peroxido de hidrégeno
(H20,) como para oxidar el 0.5% de todos los grupos tioles libres de
las proteinas y demé&s componentes celulares. Como resultado del
estrés oxidativo, cientos de proteinas se oxidan parcialmente durante la
actividad celular. Entre ellas, se encuentran enzimas del metabolismo,
proteinas del citoesqueleto, tubulinas y dineinas, factores de
transcripcion, Ras, fosfatasas, proteinas del ribosoma, de sefializacion
celular, de choque térmico, de la traduccion y de los complejos
respiratorios mitocondriales. El conjunto de proteinas oxidadas es el
mismo o parecido en distintos tipos celulares y organismos. Aunque el
estrés oxidativo, en general, perjudica a la célula, puede favorecer la
actividad de algunas proteinas. Trabajos recientes indican que el H,O,
actia como una molécula de sefializacién, ya que algunos factores de
transcripcion sélo son activos en estado oxidado, precisamente, para
impulsar la expresion de proteinas de defensa contra la oxidacion. El
estrés oxidativo cambia la actividad de las células, que se ven
obligadas a adaptarse a la nueva situacion, mediante la activacion de
ciertas quinasas e inhibicion de algunas fosfatasas.
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Excepto en la situacion anterior y en algunas més, lo normal es
que el estrés oxidativo sea nocivo para la actividad celular. Para
evitarlo, la célula dispone de una bateria de proteinas que devuelven
las cisteinas oxidadas al estado reducido, como son las tiorredoxinas,
peroxirredoxinas, transferasas del glutation y otras. EIl problema viene
cuando la sintesis de estas proteinas reductoras falla o la produccion de
H.O, excede la capacidad de las células para eliminarlo. Lo anterior
sefiala la importancia del equilibro entre las formas reducidas y
oxidadas de glutation y cisteina a la hora de mantener la funcionalidad
de las proteinas y la viabilidad celular.

Pero el interés de la relacion cisteina reducida/oxidada va mas
alla de la preservacion de las actividades celulares. El estado redox
varia en los ambientes celulares (més reductor en el nucleo y
mitocondria, y menos en el medio intersticial y plasma). En los Gltimos
afios, se ha propuesto que el estado redox puede actuar como un sensor
que condiciona y coordina todas las actividades celulares. Lo
demuestran las acciones pro-apoptésicas Yy pro-necrosicas de
oxidantes, metales y reactivos electrofilicos, tanto més intensas cuanto
mayor es la oxidacion de las cisteinas. Ademas, parece probable que el
estado redox influya en el ciclo celular. Dos hechos sustentan esta
idea: el primero, la mayor cantidad de glutation y tiorredoxinas en
células de proliferacion rapida que en las que se dividen mas
lentamente. El segundo, que la velocidad de division celular cambia de
acuerdo con la relaciéon de glutatién reducido y oxidado. El estado
redox es mas reductor en células que proliferan que en las que se
diferencian. En la sangre, cuando el estado redox del plasma se hace
méas reductor comienzan la division de monocitos y células
endoteliales; al contrario, aumenta la sintesis de citoquinas
proinflamatorias en dichas células.

De momento, se desconoce cdmo se regula el estado redox en las
celulas o en la sangre “in vivo”, pero cabe la posibilidad de que la dieta
desempefie un papel importante. En efecto, se ha visto que los
suplementos de cinc, en combinacion con vitaminas C y E, protegen
contra la oxidacién en personas mayores.

En cuanto a la S-nitrosilacion, entendida como la adicion de
oxido nitrico (NO) al grupo tiol de la cisteina, los primeros trabajos de
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1985 relacionaban el NO con la activacion de la guanilato ciclasa
(GC). La guanilato ciclasa es la enzima que genera GMP ciclico
(cGMP), un mensajero quimico que activa una de las diferentes clases
de protein-quinasas. Veinticinco afios después, se han identificado
unas 1.000 proteinas con cisteinas modificadas con NO y varias S-
nitrosilasas, transnitrosilasas y desnitrosilasas, las enzimas que afiaden
y quitan NO. Las proteinas que incorporan NO participan en las mas
diversas actividades celulares, entre las que cabe incluir la propia
sintesis de NO, la actividad mitocondrial, la expresion de genes, la
proliferacion celular y la apoptosis, la transduccion de sefiales, el
trafico celular, la funcionalidad de la hemoglobina y otras. Tales
funciones quedaran, en mayor o menor medida, afectadas por la falta o
el mal funcionamiento de alguna nitrosilasa o desnitrosilasa. Ello
explica por queé los errores en la S-nitrosilacion de proteinas ocasionan
patologias en los sistemas respiratorio, circulatorio y cardiaco, dafian la
contraccién del musculo, producen trastornos neurologicos y favorecen
el desarrollo del céncer.

4.1.5. Adiciony eliminacion de ubiquitina

Los trabajos relativos a la identificacion de la proteina ubiquitina
y su participacion en todo un conjunto de aspectos esenciales de la
biologia celular fueron desarrollados por los profesores Ciechanover,
Hershko y Rose, quienes recibieron el premio Nobel de Quimica en el
afio 2004. Sus hallazgos permitieron sentar las bases de la implicacion
de la ubiquitina en la division celular, la replicacion y reparacién del
DNA, la estructura de la cromatina y la expresion de genes, la
endocitosis de receptores, el recambio de proteinas funcionales y la
degradacion de proteinas defectuosas, entre otros procesos. Para
desarrollar sus acciones, la ubiquitina monomérica u oligomérica debe
incorporarse, de modo reversible o irreversible a proteinas particulares.
Hoy dia se sabe que las células contienen cientos de enzimas que
afiaden ubiquitina y casi un centenar que la quitan, la mayoria con la
ayuda de otro elevado nimero de proteinas adaptadoras (Figura 11).

Con tan solo 76 aminoacidos y 7 lisinas en las posiciones 6, 11,
27, 29, 33, 48 y 63, la ubiquitina se une a algunas proteinas para alterar
su estructura, actividad y capacidad de asociacién con otras proteinas;
también puede marcar la proteina diana para su completa destruccion
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Figura 11. Adicion y eliminacion de ubiquitina en las proteinas.

en el proteasoma. El destino de la proteina dependera de cuéntas
unidades de ubiquitina incorpore y de como se enlacen. Con una sola
unidad, el cambio estructural de la proteina objetivo es reversible. Asi
se regula la asociacion de las histonas H2A/H2B con el DNA vy la
expresion de genes. También se regula la interaccién proteina-proteina
y la sefalizacion celular, via endocitosis de ciertos receptores. Con
frecuencia, la proteina diana incorpora hasta cuatro unidades de
ubiquitina, pero segun queden ligadas el resultado sera distinto. Como
vemos en la Figura 12, mientras que la union de ubiquitinas por las
lisinas 48 y 29 sirve para marcar las proteinas diana para su
degradacion, la unién de ubiquitinas por la lisina 63 se relaciona con la
activacion de proteinas que reparan el DNA, regulan el trafico de
vesiculas o controlan la actividad de algunas quinasas.

De entre las actividades de la ubiquitina, la mas estudiada ha
sido, sin duda, la relativa a la degradacion proteica. A través de la
degradacion de proteinas, el sistema ubiquitina-proteasoma regula el
ciclo celular, la autofagia, la expresion de genes y otros procesos. El
conocimiento de esta via degradativa ha permitido conocer por que el
virus del papiloma produce el cancer de cuello de utero. EI mal
funcionamiento del tandem ubiquitina-proteasoma esté en el origen del
aumento de la actividad telomerasa y la senescencia replicativa
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Figura 12. Significado funcional de la incorporacion de ubiquitina a las
proteinas.

acelerada. Los fallos en la eliminacion de proteinas, via proteasoma,
contribuyen al desarrollo de tumores, inmunodeficiencias, y patologias
neurodegenerativas y musculares.

4.2. Modificaciones irreversibles

Estas modificaciones permiten que muchas proteinas consigan su
estructura espacial optima y desarrollen actividad bioldgica, puedan
alcanzar su destino celular preferente y se protejan de la protedlisis.
Son cambios irreversibles, y por tanto duraderos, la formacién de
enlaces disulfuro, la adicion de metales y grupos prostéticos y la
adicion permanente de restos hidroxilo, acetilo, carboxilo y sulfato.
Otra modificacion importante es la adicion de azucares. Lo prueba el
hecho de que mas de la mitad de las proteinas humanas lleven
oligosacaridos. La mayoria de ellas afiaden una o mas copias de un
oligosacarido base y ramificado en el reticulo endoplasmico, que luego
se remodela en el aparato de Golgi. Otras proteinas reciben azucares
sucesivos, como ocurre en las mucinas.
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Algunas proteinas quedan, de modo permanente, ancladas a las
membranas por restos de acidos grasos, cadenas de poli-isopreno o
restos de glicosilfosfatidilinositol. Los resultados disponibles indican
que unas 500 proteinas humanas incorporan cadenas de poli-isopreno,
mas de 100 &cido miristico, otras tantas &cido palmitico y casi un
centenar de las proteinas de Trypanosoma cruzi contienen
glicosilfosfatidilinositol.

Otras proteinas adicionan, de modo duradero o transitorio,
nucleétidos como AMP, UMP y ADP-ribosa. Finalmente, las proteinas
pueden ser fragmentadas por toda una bateria de enzimas proteoliticas,
un proceso cuyo interés se extiende mucho mas alla de la digestion de
los alimentos. La ruptura de las cadenas polipeptidicas en sitios
concretos es absolutamente necesaria para que las proteinas marchen al
organulo celular donde ejerceran sus funciones y para que pro-
enzimas, pro-hormonas y neuropéptidos se conviertan en sus formas
biol6gicamente activas. La division y la diferenciacion celular, la
fecundacion, la embriogénesis, la morfogénesis, la muerte celular
programada y la necrosis no serian posibles sin la ayuda de la
protedlisis; tampoco la coagulacion de la sangre, la activacion del
sistema complemento, la respuesta inmunoldgica y la lucha contra las
infecciones. La presencia en humanos de unas 650 proteinas con
actividad proteolitica pone de relieve la importancia de la protedlisis
para el sostenimiento de las actividades celulares, para la construccién
de los tejidos y para otros muchos procesos bioldgicos.

En la Gltima parte de esta leccion, comentaré los cambios post-
traduccionales a que se ven sometidas las proteinas Ras, los
sarcoglinanos y la tubulina para que puedan desarrollar sus funciones e
intentaré explicar como los errores en la maduracion de esas proteinas
originan enfermedades como el cancer, las distrofias musculares y el
Alzheimer.
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4.2.1. Maduracion de las proteinas Ras. Funciones e implicacion en
cancer

La familia de las proteinas Ras incluye 39 miembros que se
diferencian en la regién del extremo carboxilo. Algunas proteinas Ras
intervienen activamente en el control de la expresion de genes que
influyen en la proliferacion y la diferenciacion celular (Figura 13).
Conviene sefialar que todas las células del organismo dejan de ser
funcionales al cabo de cierto tiempo, por lo que han de renovarse de
forma periddica. Para la renovacion, las células tienen que dividirse,
pero de forma muy controlada. El crecimiento desordenado de alguno
de los tipos celulares que componen los tejidos produce un tumor, que
a menudo evoluciona para dar un cancer.
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Figura 13. La activacion de los receptores de crecimiento dispara toda una serie
de acontecimientos celulares.

Entre las funciones de las proteinas Ras (por ejemplo K-Ras)
figura la proliferacion celular. La proteina K-Ras normal, es decir, la
variante que no produce cancer, impulsa la division celular de forma
altamente ordenada, esto es, solo cuando se necesita y en la medida
justa. Para ello, Ras se activa por factores que favorecen la division
celular y se desactiva rapidamente (Figura 13). La falta de K-Ras
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afectara a la renovacion celular y al funcionamiento correcto de los
tejidos. En cambio, la activacion prolongada de K-Ras o su produccién
en exceso pueden impulsar la division celular de forma persistente, el
aumento del nimero de células y la formacion de tumores.

La maduracién y ubicacion de K-Ras en la membrana requieren
cuatro cambios post-traduccionales: 1) adicién de poliisopreno; 2)
incorporacion de acido palmitico; 3) ruptura del polipéptido por una
proteasa especifica; y 4) adicion de un resto metilo en la cisteina del
nuevo extremo carboxilo. Cualquier error impedira la funcion de Ras
para la renovacién de las células. Al contrario, los fallos en la
secuencia de aminoacidos, y por tanto en su estructura y funcion
impulsaran la formacién de tumores. Esto explica la observacién de
formas andmalas de K-Ras en el 80% de los carcinomas de pancreas,
en el 40-50% de los de colon y en el 30-50% de los del pulmon.
También aparecen formas aberrantes de K-Ras en carcinomas del
tracto biliar, endometrio y cérvix, vejiga, higado y mama, y en algunas
leucemias.

En la medida que se consiga impedir que las variantes anomalas
de K-Ras marchen a la membrana, se podra detener la division celular
en exceso y el desarrollo del cancer. En esa direccion van las pruebas
para bloquear la sintesis de la cadena poliisoprénica e impedir asi que
K-Ras quede anclada a la membrana. Los primeros intentos han sido
francamente positivos; se ha logrado revertir el estado canceroso de las
células del pancreas.

4.2.2. Glicosilacion de distroglicanos y sarcoglicanos: fallos y
distrofias musculares

Para que el mdsculo funcione correctamente es absolutamente
necesario que la membrana plasmatica mantenga sus propiedades de
barrera, esto es, que sea impermeable a iones, metabolitos y proteinas
plasmaticas. Sin embargo la membrana del mdsculo es muy fragil y
propensa a las lesiones por el estrés mecanico inherente a los repetidos
ciclos de contraccion y relajacion. Con todo, la realidad es que la
organizacion de la membrana se mantiene a lo largo de la vida de un
individuo y ello solo es posible gracias a la proteccion que aportan
otras proteinas, las cuales actlan como “grapas” que aumentan
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poderosamente la resistencia de la membrana frente a la fuerza
mecénica.

La resistencia de la fibra muscular estd estrechamente
relacionada con los complejos distrofina/laminina y utrofina/laminina.
Estos complejos residen en la membrana muscular y la refuerzan por
dentro y por fuera con la ayuda de otras proteinas. En la Figura 14,
vemos que el eje distrofina/laminina esta formado, de abajo a arriba,
por distrofina, sarcoglicanos, distroglicanos y laminina.
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Figura 14. Proteinas del eje distrofina/laminina.
La deficiencia de alguna de ellas produce varias clases de distrofia muscular.

Los sarcoglicanos y distroglicanos son glicoproteinas y la
adicion de azucares es decisiva para que ejerzan su papel fisioldgico.
La importancia del eje distrofina/laminina para la integridad de la
membrana muscular es tan grande que la deficiencia genética de
distrofina, sarcoglicanos o laminina origina varias clases de distrofias
musculares. Las distrofias son patologias de extrema gravedad porque,
entre otros efectos, producen paralisis como resultado de la destruccion
continua de la fibra muscular. Son enfermedades incurables, por ahora.

Los distroglicanos a y B forman parte del conjunto de proteinas
del eje distrofina-laminina. En mamiferos, los dos estan codificados
por el mismo gen. La proteina producto incorpora azUcares antes de
desdoblarse en los dos distroglicanos. El distroglicano P reside en la
membrana celular y sujeta al distroglicano o. A diferencia del
distroglicano B, la proteina o afiade una gran cantidad de azucares en
sus 55 restos de serina y treonina. De hecho, tras la glicosilacion, el
tamafio del distroglicano o aumenta al doble en el mdsculo. Los



38 DIVERSIFICACION DE LAS PROTEINAS

distroglicanos juegan un papel crucial en la construccion y funcion de
los complejos distrofina/laminina, utrofina/laminina y actina/laminina
en celulas musculares, neurales y en celulas no excitables. La pérdida
de distroglicanos impide que se formen los complejos, una
circunstancia letal para ratones y la razon por la que ninguna de las
distrofias musculares en humanos tenga su origen en anomalias
geneticas de los distroglicanos. En cambio, si que se produce distrofia
muscular cuando faltan las enzimas que introducen azlcares en el
distroglicano o, un hecho que resalta la importancia de la glicosilacion
del distroglicano para preservar la integridad de la membrana
plasmatica y la funcionalidad del musculo.

En realidad, los errores congénitos en las enzimas que
intervienen en la adicion de azlcares, su remodelado y eliminacién
acarrean, con frecuencia, fallos multisistémicos, en el sentido de que
afectan a la mayoria, si no a todos los 6rganos y tejidos, y dafian las
funciones de muchas proteinas y organulos en los mas diversos tipos
celulares y en la sangre. Los errores en los genes que codifican
enzimas de la glicosilacion y los fallos en su transcripcion, sintesis,
procesamiento, transporte y acumulacion en organulos subcelulares
estan detras de numerosas patologias. Entre ellas, algunas variantes de
hipotiroidismo, diabetes e hiperplasia adrenal, inmunodeficiencias,
enfermedades hematoldgicas, la deficiencia de sacarasa/isomaltasa, las
enfermedades de Gaucher y Niemann-Pick, fibrosis quistica, retinitis
pigmentosa, quilomicronemia, hipercolesterolemia, enfisema y varios
trastornos neuroldgicos. La lista incluye el céancer, dado que los
glicanos son importantes para regular la actividad y endocitosis de
algunos receptores de factores de crecimiento celular.

4.2.3. Maduracién de tau y biosintesis de beta-amiloide: relacion
con la enfermedad de Alzheimer

Voy a terminar esta leccion comentando algunos aspectos
relativos a la maduracién de la proteina tau y del péptido precursor del
beta-amiloide porque, en opinion de los expertos, los fallos en su
procesamiento pueden estar en el origen, o al menos contribuir en
buena medida, al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer y otras
demencias.
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Se calcula que actualmente hay 30 millones de personas con la
enfermedad de Alzheimer y se admite que la poblaciéon afectada
aumentara hasta los 100 millones en las préximas décadas, si no se
descubre un tratamiento eficaz. En Espafia hay unos 600.000 enfermos
de Alzheimer y en 20 afios habra el doble. A pesar de los numerosos
estudios y los cuantiosos recursos invertidos, hoy por hoy se desconoce
el verdadero origen del Alzheimer. Aunque su desarrollo se ha
relacionado con efectos neurotoxicos, infecciosos e inmunolégicos, es
probable que confluyan factores genéticos y ambientales. En este
sentido, se sabe que el riesgo de contraer Alzheimer es mayor en
pacientes aquejados de hipertension, niveles elevados de colesterol en
sangre, diabetes y patologias coronarias.

En el cerebro de Alzheimer abundan dos tipos de formaciones
histopatoldgicas: los nudos u ovillos neurofibrilares (Figura 15) y las
placas seniles (Figura 16). La opinion mas extendida es que las dos
estructuras son tdxicas para las neuronas y que la toxicidad favorece su
destruccion. La muerte de neuronas en areas cerebrales concretas, la
supresion parcial de algunas redes y la consiguiente interrupcion de la
comunicacion entre circuitos cerebrales ocasionan Alzheimer y otras
neuropatologias.

Figura 15. Aspecto de los nudos neurofibrilares en cerebro post-mortem de
pacientes con Alzheimer.

Los ovillos neurofibrilares estdn compuestos por variantes
aberrantes de tau. Estas variantes contienen numerosos restos de
fosfato y presentan fuerte tendencia a formar agregados insolubles.
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Mientras que la proteina tau no patologica desempefia un papel
esencial en la estabilidad de los microttbulos y el transporte axonal,
las variantes aberrantes de tau, bien por fallos en la union de exones,
bien por errores en los cambios post-traduccionales, pierden la
capacidad de regular la formacion de microtibulos y perjudican a su
funcionalidad. La relacion entre las variantes anormales de tau y el mal
de Alzheimer se sustenta en el hecho de que la desorganizacion de los
microtibulos altera el transporte de material hacia los organulos
subcelulares de la neurona y, por tanto, afecta a su viabilidad. Algunos
cientificos creen que el deterioro cognitivo del mal de Alzheimer se
puede detener, o frenar, con sustancias que estabilicen los
microttbulos. Los primeros resultados de esta aproximacion han sido
muy alentadores, por lo que las investigaciones contintan.

En cuanto a las placas seniles, el hecho que las distingue es la
profusion de agregados de beta-amiloide (AB), un péptido que se
genera por protedlisis limitada de la proteina precursora del péptido
beta-amiloide (APP). En la protedlisis intervienen BACELl y el
complejo vy-secretasa, formado por las proteasas presenilina-1 o
presenilina-2 y otras proteinas. El péptido AP ejerce acciones
protectoras sobre las neuronas, pero en exceso produce agregados con
acciones neurotoxicas. En situaciones normales, la cantidad de AP se
regula ajustando la velocidad de sintesis y destruccion, de modo que
los fallos en la eliminacion pueden tener graves consecuencias.
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Figura 16. Aspecto de las placas seniles en el encéfalo de pacientes con
Alzheimer.
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Para comprender la importancia del procesamiento de AP y su
sintesis en cantidad suficiente, pero no en exceso, basta decir que las
personas que presentan errores congeénitos en la expresion de la
proteina APP o las presenilinas manifiestan una fuerte tendencia a la
formacion de placas seniles y al desarrollo de una forma temprana y
agresiva de Alzheimer. Por otro lado, cuanto mayor es la cantidad de
AP mayor es la sintesis de la proteasa BACEL vy, al revés, los ratones
manipulados genéticamente para que no expresen BACE1 no producen
APy, aparentemente, son normales.

Con todo lo anterior, es facil comprender que una de las
estrategias que se persiguen para rebajar la produccion de AP y
combatir el Alzheimer, se basa en la supresion o, al menos, inhibicion
de las actividades BACEL y/o y-secretasa. El problema que surge a la
hora de abordar esta aproximacion es la necesidad de salvar la escasa
permeabilidad de la barrera hematoencefalica. En efecto, el agente en
cuestion debe ser capaz de atravesar la barrera sangre-cerebro para
que, ya en el interior de las neuronas, pueda ejercer la accion supresora
o inhibidora. A pesar de este problema, hoy dia se dispone de
inhibidores de BACE1 que cuando se administran a ratones reducen la
produccion de AP a la mitad. Las pruebas clinicas en fase Il con
pacientes de Alzheimer comenzaron en 2008, y aunque los resultados
no sean totalmente satisfactorios, las pruebas marcaran un antes y un
después en la lucha contra el Alzheimer.

La segunda alternativa, la que se refiere a la inhibicion de la
actividad proteolitica del complejo y-Secretasa, para prevenir la
excesiva produccion de AP, choca con el problema de Ila
impermeabilidad de la barrera sangre-cerebro y con otro todavia
mayor, el elevado numero de proteinas que necesitan la accion de y-
secretasa para convertirse en sus formas biol6gicamente activas. Entre
éstas figuran APP, los receptores Notch, cadherinas y otras 30
proteinas. Naturalmente, la inhibicion de y-secretasa afectara, en
mayor o menor medida, a la maduracion de todas ellas, lo que
acarreard mas problemas que soluciones. Con todo, los estudios en
curso se centran en la busqueda de inhibidores especificos de la accién
de y-secretasa sobre APP y que no afecten al procesamiento de otras
proteinas. El hallazgo de varios agentes con esa condicion ha dado un
fuerte impulso a la investigacion en este campo. Actualmente, la
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combinacion de inhibidores de BACEL y vy-secretasa parece ser la
alternativa méas prometedora para combatir el Alzheimer.

5. Epilogo

Como acabamos de ver, la complejidad biologica no s6lo emana
del nimero de genes de los organismos. La uniformidad de la dotacién
cromosomica en el repertorio de células contrasta con el conjunto de
RNA mensajeros y proteinas en cada tipo celular. La razédn estriba en
el delicado control de la expresion de genes en cada clase de celula, de
modo que la diversidad de proteinas mejore sus posibilidades de
supervivencia y las relaciones con otras células y con el entorno. La
diversificacion de las proteinas, mediante el sellado alternativo de
exones y los cambios post-traduccionales, supuso un fuerte impulso a
la aparicion de la variedad de tipos celulares, facilitando la formacion
de tejidos, 6rganos y organismos. Sin embargo, estas estrategias de
diversificacion trajeron consigo nuevas fuentes potenciales de error, y
con ello nuevas enfermedades, a consecuencia de fallos moleculares.

El interés creciente por la ciencia, el entusiasmo de los jovenes
investigadores, los habitos mas saludables y los nuevos tratamientos
farmacoldgicos, todo ello unido al mejor conocimiento del origen de
las enfermedades, la disponibilidad de técnicas de diagndstico mas
precisas y las nuevas terapias reparadoras, a nivel molecular y celular,
alumbraran una nueva era con mas y mejores alternativas para prevenir
y combatir las enfermedades.
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