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RESUMEN

Los acontecimientos fisioldgicos que acontecen en nuestro organismo estdn modu-
lados por multiples factores actuando a distintos niveles bioldgicos: molecular, subcelu-
lar, celular, de érgano o de tejido y de organismo completo. Hasta hace poco tiempo,
el estudio de las enfermedades humanas consistia exclusivamente en el estudio de las
anomalias que se producian a nivel del organismo completo o a nivel de determinados
drganos o tejidos en particular. En los Ultimos afios, los procesos patoldgicos se estudian
también en los niveles celular, subcelular y molecular. Para ello, la medicina ha incorpo-
rado la légica y la tecnologia de la biologia molecular. La biologia molecular estudia fun-
damentalmente el proceso por el que la informacién contenida en el genoma es trans-
mitido ¢ los elementos de los que se valen las células para hacer operativa esa informa-
cién: las proteinas. De tal incorporacion estdn resultando avances que modifican sustan-
cialmente no sélo la comprension de la fisiopatologia de las enfermedades humanas, sino
también su diogndstico y, probablemente, su profilaxis y su tratamiento. En esta breve re-
vision sobre la biologia molecular se considerardn brevemente sus bases bioquimicas y
fisioldgicas, sus principales instrumentos metodoldgicos y sus aplicaciones en nefrologia.
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SUMMARY

Physiological events are regulated by « number of factors acting at severa/ levels, ie.,
molecular, subcellular, cellular, organ-tissue, and whole organism. Classically, the study of
human diseases was approached at the whole organism and/or organ-tissue level. Lastly,
pathologic conditions are also studied at the molecular, subcellular, and cellular levek.
This new approach comes from the development and application of molecular biology
to medicine. Molecular biology studies the process by which genetic message is translat-
ed into final proteins synthesized by techniques to begin to unravel complex biological
problems that have direct relevance to undentanding, diagnosis, and freatment of medi-
cal problems. The objective of this article is to provide a comprehensive discussion of the
biochemical and physiological foundations of molecular biology and its application fo cli-
nical medicine. In addition, this brief review is intented to provide a framework within
which evaluate research arficles in this field of growing importance to clinical nephrology.
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Evolucion historica

El origen de la biclogia molecular data de principios de
los afios cuarenta. En aquel tiempo, los bioquimicos ha-
bian descubierto muchas reacciones quimicas intracelula-
res fundamentales y habian comprendido la importancia
de las reacciones especificas y de ciertas moléculas para
definir numerosas propiedades de las células. Sin embar-
go, el desarrollo de la biologia molecular tuvo que espe-
rar a los adelantos que se llevaron a cabo estudiando cé-
lulas «sencillas» tales como bacterias y virus bacterianos
(organismos procariéticos), los cuales proporcionan infor-
macion acerca de los procesos bioldgicos basicos de una
forma mas rapida que las células animales (organismos eu-
cariéticos). La creencia en la uniformidad basica de los
procesos de la vida fue un factor importante en este ra-
pido desarrollo’. Es decir, se pensd que los principios bio-
l6gicos fundamentales que gobiernan la actividad de los
organismos procariéticos; podrian aplicarse también a los
organismos eucariéticos, solamente variarian los detalles.
Esta creencia ha sido posteriormente ratificada por los re-
sultados experimentales.

las bacterias y los virus permitieron a los cientificos
identificar un acido nucleico, el acido deoxirribonucleico
0 ADN, como la molécula que contiene la mayoria de la
informacién genética de una célula y la que, a través de
otro acido nucleico -el acido ribonucleico o ARN-, con-
trola gran parte de las funciones celulares, regulando la
sintesis de otras moléculas, las proteinas. Después de este
descubrimiento, el nuevo campo de la genética molecu-
laravanzo rapidamente durante las siguientes décadas (ta-
bla I}, proporcionando nuevos conceptos a una velocidad
que sélo puede compararse con la del desarrollo de la
mecanica cuantica en los atios veinte. Los ultimos afios
estan conociendo la aplicacién creciente de la metodo-
logia de la biologia molecular -la denominada tecnolo-
gia del ADN recombinante- a la investigacion de aspec-
tos muy diversos tanto de la biologia general como de la
medicina y de otras ciencias.

Concepto

Para definir la biologia molecular hay que partir de la
consideracién de que una célula contiene entre 10.000 y
100.000 clases de moléculas diferentes. Aproximadamen-
te la mitad de estas moléculas son pequefias -iones inor-
ganicos y componentes organicos cuyos pesos molecula-
res generalmente no exceden de algunos cientos-. Las
otras moléculas son grandes, peso molecular entre104y
10" y se les llama macromoléculas. Existen cuatro tipos
de macromoléculas: proteinas, acidos nucleicos, polisaca-
ridos y lipidos, que estan constituidos por polimeros de
aminoacidos, nucledtidos, azdcares y acidos grasos, res-
pectivamente. Las macromoléculas son esenciales para que
acontezcan los distintos procesos que posibilitan la vida
de las células. En este sentido, y dada la multiplicidad de
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Tabla I.  Hitos histéricos en el desarrollo de la biologia
molecular

1869 Miescher aisla por vez primera el ADN.

1944 Avery demuestra que durante la transformacion bacteriana es
el ADN, y no las proteinas, el que contiene la informacién
genética.

1953 A partir de los estudios con rayox X efectuados POr Franklin y
Williams, Watson y Crick proponen que la estructura del
ADN se asemeja a la de una doble espiral.

1957 Kornberg descubre la ADN polimerasa (enzima que sintetiza
ADN).

1961 Marmur y Doty desarrollan la técnica de hibridacién del ADN.

1962 Arber descubre las nucleasas de restriccion (enzimas que se-
paran en fragmentos al ADN).

Nathans y H. Smith usan esas enzimas para caracterizar la se-
cuencia del ADN.

1966 Nirenberg, Ochoa y Khorana descubren el codigo genético.

1967 Geller descubre la ADN ligasa (que une fragmentos de ADN).

1972-73  Boyer, Cohen y Berg desarrollan las técnicas de clonacion del

ADN.

1975.77 Sanger y Barrell y Maxam y Gilbert desarrollan métodos de se-
cuenciacion rapida del ADN.

1981-82 Palmiter y Brinster desarrollan ratones transgénicos.

las funciones desempefiadas por las proteinas? (tabla Il),
éstas son las macromoléculas mas importantes de la cé-
lula. Pero, al fin y al cabo, las proteinas constituyen la ex-
presion molecular de una informacion quimica contenida
en y elaborada por los &cidos nucleicos ADN ARN. Ate-
nor de todo ello, la biologia molecular podria definirse
como aquella rama de la biologia que estudia los meca-
nismos que regulan la disponibilidad y la actividad de las
proteinas en las células a partir de la informacién genéti-
ca contenida en los &cidos nucleicos.

Tabla II.
Tipo de proteinas

Principales funciones de las proteinas

Funcién

Regular la transmisién de la informa-
cion genética
Regular el metabolismo de la célula

Enzimas

Mantener la configuracién de la cé-
lula (citoesqueleto, membrana
plasmatica, matriz extracelular)

Proteinas estructurales

Asegurar la constancia fisicoquimica
del medio intracelular

Mecanismos de transporte

Mediar la relacion de la célula con
el medio extracelular

Receptores, antigenos

Hormonas, factores de crecimien-  Transmitir sefiales entre las células

to, anticuerpos
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El ADN vy la sintesis de proteinas
Estructura del ADN

Cada molécula de ADN esta constituida por dos poli-
meros lineales de nucledtidos en forma de cadena’*.
Cada nucledtido consta de una base nitrogenada (adeni-
na, guanina, timina o citosina) y un azucar (deoxiribosa).
Los nucledtidos estan unidos entre si por enlaces cova-
lentes fosfodiéster que unen el carbono en posicién 5' de
una deoxiribosa con el carbono 3’ de la deoxiribosa si-
guiente (fig. 1).

Watson y Crick® avanzaron hace cuarenta afios que las
dos cadenas que constituyen cada molécula de ADN se
enrollan entre si adquiriendo una configuracion final de
doble hélice (fig. 2). Ello es posible porque entre las ba-
ses de cada polimero se forman parejas de bases com-
plementarias. Cada pareja esta constituida por la unién, a

través de puentes de hidrégeno, de la adenina de un poli-
mero con la timina del otro y de la guanina de un poli-
mero con la citosina del otro (fig. 2).

La distribucién de las bases a lo largo de cada polime-
ro también estd sometida a unas determinadas normas®.
Concretamente, en ciertas partes de la molécula, que
constituyen las secuencias codificantes, ha bases orde-
nadas en grupos de tres o tripletes, de ta manera que
cada uno de estos tripletes constituye una palabra clave
0 codon que codificara un aminoacido determinado. Los
codones se hallan presentes sélo en ciertos segmentos
del ADN, los llamados exones o regiones codificadoras,
que constituyen alrededor del 10 % del total de ADN. En
otros segmentos, las bases no estan dispuestas formando
codones. Entre estos segmentos se cuentan los denomi-
nados intrones o regiones intercalares. Los intrones se ha-
llan intercalados entre los exones a lo largo de la molé-
cula de ADN. También hay secuencias repetitivas de ba-

Complejo
azicar-fosfato

Puentes de
hidrogeno

Fig. 2.—Estriictura en doble hélice de una
molécula de ADN (fas iniciales correspondén
a las bases).




ses y otros segmentos cuyas funciones se conocen en
unos casos y se desconocen en otros. Un gen representa
la secuencia completa de bases de ADN que especifica
la secuencia de aminoacidos de una Unica cadena poli-
peptidica o de una molécula proteica. Ello significa que
en el ADN un gen consiste en un numero vana le de exo-
nes y de los intrones entre ellos intercalados.

Se ha calculado que el genoma humano (constituido
por el conjunto del ADN localizado en los 23 cromoso-
mas de cada célula) consta de 3.000 millones de bases vy
que codifica entre 30.000 y 100.000 productos génicos.

Transmision de la informacion genética:
ADN en las proteinas

Expresion del

Que la informacién genética contenida en el ADN se
transmite quiere decir que los genes se expresan en for-
ma de proteinas Ello implica que una secuencia lineal de
nucledtidos ha de ser convertida en una secuencia coli-
neal de aminoacidos, lo que acontece a lo largo de una
serie de pasos (fig. 3).

El primer paso consiste en que el ADN de los cromo-
somas se transcribe en el nlcleo celular a una copia de
ARN*”, El ARN es otro polimero lineal de nucleétidos que
se distingue del ADN porque su azucar es la ribosa (en
lugar de la deoxiribosa) y porque la timina estad sustituida
por la uridina o uracilo (otra base capaz de formar una pa-
reja de bases complementarias con la adenina).

Durante la transcripcion, los nucleétidos del ARN se van
alineando a lo largo de uno de los polimeros del ADN
-que sirve como «molde> del ARN- siguiendo las reglas

ADN
PRE——-—- Transcripcién
NUCLEO ARN
«---- Procesamiento

ARN  mensajero

+---= Transporte
ARN  mensajero

CITOPLASMA «-—-- Transferencia

Polipéptido/Proteina

fig. 3.-Proceso de fransmsién de la informacién genética del ADN
las proteinas.
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del emparejamiento de las bases®. Asi, la adenina del
ADN se empareja con la uridina del ARN, la citosina se
empareja con la guanina, la timina con la adenina y la gua-
nina con la citosina. Los nucleotidos se unen entre si por
accion de una enzima con varios componentes: la ARN
polimerasa de tipo Il 8.Un componente inicia la transcrip-
cién cuando reconoce en el ADN una secuencia especi-
fica de nucledtidos (denominada sefial de iniciacién), otro
componente realiza la adicién sucesiva de nucleétidos
(elongacién de la cadena de ARN) y otro componente fi-
naliza la transcripcién cuando reconoce otra secuencia es-
pecifica en el ADN (denominada sefial de terminacién). Fi-
nalmente, el ARN transcrito y la ARN polimerasa se sepa-
ran del ADN.

Hay que sefialar que la transcripcion del ADN da lugar
a una copia fiel de toda la secuencia génica; asi, en el
ARN transcrito también alternan los exones y los intrones
Pero el ARN transcrito, antes de salir al citoplasma es so-
metido en el nicleo a un procesamiento que elimina los
intrones y posibilita que los exones se agrupen para for-
mar un solo gen continuo®. De esta manera, el ARN trans-
crito resultante constituye el molde necesario para la tra-
duccion en forma de secuencia de aminoacidos de una
proteina. Este es el ARN denominado ARN mensajero.

El ARN mensajero abandona el nucleo y penetra en el
citoplasma, donde se asocia a los ribosomas, que son
grandes complejos de ARN (ARN ribosémico) y proteinas.
Una vez en ellos, la sintesis tiene lugar mediante la parti-
cipacion de otro tipo de ARN (denominado ARN de trans-
ferencia o translacién) unido especificamente a cada uno
de los 20 amino&cidos existentes en las células. Cada ARN
de transferencia contiene un triplete de bases complemen-
tarias de las existentes en un coddn especifico del ARN
mensajero. Las moléculas del ARN de transferencia, con su
aminoacido correspondiente, se alinean a lo largo de la
molécula del ARN mensajero en el orden preciso dictado
por la secuencia de codones de éste. Por la accién de cier-
tas enzimas citoplasmicas (aminoacil transferasas) se for-
man enlaces peptidicos entre los diversos aminoacidos, y
la cadena polipeptidica o la proteina completa asi forma-
das se desprenden del ribosoma'.

Regulacion de la expresion  génica

Los distintos tipos de células existentes en los organis-
mos pluricelulares deben su diversidad al hecho de que
expresan distintos genes. Ello es debido a que en cada cé-
lula la expresion de sus genes estd regulada. La regulacion
de la expresion génica puede hacerse a tres niveles'"2;
1) Nivel transcripcional, en el que se regula como es trans-
crito el ADN en el ARN de transcripcion. 2) Nivel pos-
transcripcional, en el que se regulan el procesamiento del
ARN transcrito hasta su conversion en ARN mensajero, el
transporte del ARN mensajero desde el nucleo hasta el ci-
toplasma y la o transferencia translacién de los codones
del ARN mensajero a los aminoacidos del ARN de trans-
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lacién. 3) Nivel de proteina, en el que se regula la estruc-
tura y la actividad de las proteinas sintetizadas.

La regulacién a nivel transcripcional es la mas impor-
tante de las tres™. Esta regulacion es ejercida por las lla-
madas proteinas reguladoras de genes o factores de trans-
cripcién. Se trata de unas proteinas existentes en el nu-
cleo que reconocen en el ADN secuencias especificas de
nucledtidos a las que se unen. Esta unién hace que en
unos casos se faciclite la transcripcién de un gen adya-
cente o alejado y que en otros casos se inhiba. A las se-
cuencias de ADN que facilitan la transcripcion se las de-
nomina promotoras o intensificadoras segun que faciliten
el inicio o la continuacién de la transcripcion, respectiva-
mente. Se sabe actualmente que la transcripcién de un
gen esta regulada por una combinacién de proteinas re-
guladoras facilitadoras y de proteinas reguladoras inhibi-
doras. Asimismo, se sabe que existen proteinas regulado-
ras, llamadas maestras, cada una de las cuales regula la
transcripcion de grupos grandes de genes.

Hay genes que son transcritos siempre de una manera
constante. La regulaciéon de su expresion se efectua en-
tonces a nivel postranscripcional™. Este tipo de control es
ejercido por proteinas reguladoras o por moléculas regu-
ladoras de ARN que reconocen secuencias especificas del
ARN a regular. Hay que sefialar que uno de los puntos im-
portantes de este tipo de control es el que afecta tanto a
la formacion como a la degradacion del ARN mensajero.

Finalmente, la regulacién del producto Ultimo del gen,
la proteina, también forma parte del control de la expre-
sién génica'®. Ello supone que se regula la degradacion
de las mismas, su «localizacién» y funciones en la célula
y las modificaciones que pueda experimentar su estruc-
tura.

Papel de la expresion génica en las interacciones
celulares

Las células de un organismo multicelular se comunican
entre si con el triple fin de regular su desarrollo y organi-
zacion en tejidos, controlar su crecimiento y division y
coordinar sus funciones. Esa comunicacion se puede es-
tablecer a través de tres mecanismos distintos'®: 1) Secre-
tando moléculas que actlan en células localizadas a dis-
tancia variable de la célula secretora (moléculas de sefal).
2) Sirviéndose de moléculas unidas a la membrana plas-
matica y que contactan fisicamente con la membrana de
células adyacentes. 3) Intercambiando pequefias molécu-
las a través de las uniones abiertas (gap junctions) que
existen entre las membranas de células adyacentes ya tra-
vés de las que se unen los citoplasmas de dichas células.
Aunque los tres mecanismos son importantes para las in-
teracciones celulares, el primero es el mejor conocido ac-
tualmente.

Las moléculas de sefal secretadas por ciertas células
pueden comunicar a éstas con células muy alejadas de
ellas (comunicacién endocrina mediada por hormonas
transportadas por la sangre), con células de su entorno
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proximo (comunicacién paracrina mediada por mediado-
res quimicos locales) y con células adyacentes (comuni-
cacion sinaptica mediada por neurotransmisores). La no-
repinefrina y las encefalinas constituyen excepciones a
esta clasificacion, pues tratandose de neurotransmisores
median un tipo de comunicacion paracrina-autocrina.

Las moléculas de sefial que median cualquiera de es-
tos tres tipos de comunicacion son de dos clases, segun
sea la solubilidad que presentan en el agua, el tiempo
que permanecen intactas en el medio extracelular, el me-
canismo por el que transmiten la informacion a las célu-
las diana y la respuesta que provocan en éstas'”: 1) Mo-
léculas hidrofébicas (las hormonas esteroideas y las hor-
monas tiroideas) que persisten en el medio extracelular
por largo tiempo y que, tras atravesar la membrana de la
célula diana, activan receptores localizados en el citoplas-
ma o en el nucleo, dando lugar a respuestas lentas y de
larga duracion. 2) Moléculas hidrofilicas (la gran mayoria
de las hormonas, los mediadores quimicos locales y los
neurotransmisores) que, tras permanecer corto tiempo en
el medio extracelular, interaccionan con receptores de la
membrana de las células diana, originando respuestas ra-
pidas y de corta duracién. Una excepcion a esta doble dis-
criminacién la constituyen las prostaglandinas y el factor
activador de las plaquetas, moléculas hidrofobicas que ac-
tian como mediadores quimicos locales uniéndose a re-
ceptores de la membrana celular y provocando una res-
puesta rapida y de corta duracién.

La respuesta de las células diana a estas dos clases de
moléculas implica siempre una modificacion de la expre-
sidn génica, resultado fundamentalmente de cambios en
la transcripcion del ADN. Mientras que las moléculas hi-
drofobicas de sefial influencian la expresion génica direc-
tamente®, las moléculas hidrofilicas de sefial lo hacen a
través de mediadores intracelulares, los segundos mensa-
jeros?®20,

Asi, la unién de las moléculas hidrofébicas de sefial a
su receptor intracelular forma un complejo molécula-re-
ceptor que se une a secuencias del ADN que son secuen-
cias intensificadoras de la transcripcion de ciertos genes
proximos (fig. 4). La respuesta primaria inmediata de la cé-
lula a esas moléculas consiste, pues, en facilitar la expre-
sion de ciertos genes, conocidos como genes de respues-
ta inmediata. Pero, a su vez, el producto de algunos de
estos genes puede facilitar la transcripcion de otros genes
(genes de respuesta tardia); es la llamada respuesta secun-
daria diferida, que sirve para amplificar la respuesta de la
célula a las moléculas hidrofobicas de sefial.

Es interesante mencionar que los receptores para estas
moléculas estan constituidos por una familia de proteinas
homologas en la que cada proteina reconoce una sola
molécula hidrofobica de sefial y secuencias intensificado-
ras de mas de un gen, segun el tipo de célula que se con-
sidere?'. Ello da una idea de la multiplicidad de respues-
tas a las que puede dar lugar en distintas células una mis-
ma molécula hidrofébica de sefal.

Las moléculas hidrofilicas de sefial inciden sobre el ge-
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Molécula hidrofobica de sefial

Receptor intracelular

Complejo molécula-receptor

Secuencia intensificadora del ADN

Transcripcion gen (s)

Fig. 4.-Eventos implicados en la modificacion de la expresion génica
por las moléculas hidrofobicas de sefial.

noma a través de una cascada de eventos (fig. 5). Esta cas-
cada se inicia con la interaccion de esas moléculas con
sus receptores especificos de la membrana celular. Exis-
ten tres tipos de receptores: receptores ligados a canales
idnicos, receptores ligados a tirosin cinasas especificas y
receptores ligados a las proteinas G?. La unién de una
molécula de sefial con un receptor ligado a proteinas G
da lugar a la modificacién, mediada por el guanosintrifos-
fato o GTP, de la actividad de tres enzimas de la mem-
brana: La adenilatociclasa, la guanilatociclasa y la fosfoli-
pasa C. La adenilatociclasa activada hidroliza e adenosin-
trifosfato o ATP yda lugar al AMP ciclico®. La guanilato-
ciclasa activada Hidroliza el fosfatidilinositol-bifosfato y da
lugar al inositoltrifosfato y al diacilglicerol®.

El AMP ciclico induce la activacién de ciertas protein-
cinasas dependientes de AMP ciclico, que a su vez fosfo-
rilaran determinadas proteinas. El CMP ciclico también
modifica la actividad de proteincinasas y de fosforilasas, y
afecta por tanto a la fosforilacion proteica, aunque puede
ser en un sentido distinto a como lo hace el AMP ciclico.
El inositoltrifosfato eleva la concentracién citosdlica de cal-
cio, facilitando su salida desde sus reservorios citoplasma-
ticos. A partir de una cierta concentracion, el calcio se une
a la calmodulina y a ofras proteinas citoplasmaticas, crean-
do complejos que activan ciertas proteincinasas depen-
dientes de calcio, capaces entonces de fosforilar protei-
nas. El diacilglicerol también induce la fosforilacién de
proteinas, previa activacion de la proteincinasa C. Como
se observa, el resultado final de la interaccion entre la mo-
lécula hidrofilica de sefial y su receptor es la fosforilacion
de numerosas proteinas celulares®. Estas proteinas fosfo-
rladas pueden influir sobre la transcripcion del ADN, bien
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Fig. 5.-Eventos implicados en la modificacion de la expresién génica
por las moléculas hidrofilicas de sefial.

Proteinas

a través de la activacion de factores de transcripcién (pro-
teinas reguladoras de genes) o bien a través de la accién
directa sobre las secuencias de ADN que promueven y
que intensifican la transcripcion.

Es de interés mencionar que ciertas proteinas fosforila-
das pueden estimular la expresion de unos genes espe-
ciales, los protooncogenes, que son genes de respuesta
rapida que dan lugar a tres tipos de proteinas fundamen-
talmente: proteinas G, proteincinasas y proteinas regula-
doras de genes?. Ello significa que a través de este me-
canismo se puede amplificar la respuesta génica inicial de
la célula a las moléculas hidrofilicas de sefial.

Tecnologia del ADN recombinante
Clasicamente, la unica manera de estudiar la informa-

cion contenida en el ADN consistia en deducir las funcio-
nes de los genes a partir del analisis de los fenotipos de



organismos mutantes y de su progenie. Aunque este en-
foque metodoldgico propio de la genética clasica sigue
siendo de utilidad, la biologia molecular ha aportado otro
enfoque sustentado por un grupo de técnicas que en
su conjunto constituyen la denominada tecnologia del
ADN recombinante 27-2° (tabla Ill).

Esta tecnologia ha revolucionado el estudio de la célu-
la en general y de los genes en particular. Cualquier re-
gion del ADN de una célula puede ser escindida enzima-
ticamente (con nucleasas de restriccion) e insertada en un
elemento autorreplicativo (un plasmido bacteriano o un
virus) para producir ADN por clonacién; asi se obtiene el
llamado ADN gendmico. Por otra parte, el ADN puede sin-
tetizarse a partir de un ARN mensajero .utilizando la enzi-
ma transcriptasa reversa, y asi se obtiene el llamado ADN
complementario (cADN). La cantidad de este ADN puede
aumentarse también mediante el procedimiento de clo-
nacién anteriormente descrito. La secuencia de nucle6ti-
dos de un cADN purificado puede precisarse y a partir de
ella puede delimitarse incluso la secuencia de aminoaci-
dos de la proteina que codifica.

Un fragmento de ADN obtenido por cualquier méto-
do puede marcarse (por ejemplo, con is6topos del tipo
del 32P) y puede ser usado como sonda. Con el ADN son-
da y utilizando técnicas de blotting se puede determinar
si un gen se expresa en un tejido (southern blotting), asi
como su localizacion en los cromosomas (hibridacion in
situ). Analogamente se puede proceder para detectar y lo-

Tabla lll. Técnicas utilizadas en biologia molecular

Fundamento Método

Separar en fragmentos el ADN Nucleasas de restriccion

Método quimico
Método enzimatico (ADN polimera-
sa lj

Analizar la secuencia del ADN

Producir ADN

Por sintesis a partir de ARN men-
sajero

Transcriptasa reversa

Por reproduccién de fragmentos Clonacion

de ADN
Por duplicaciéon de cadenas de Hibridacion
ADN

Por amplificacién de secuencias Reaccién en cadena de la polimera-

de ADN sa (PCR)
Detectar ADN especifico Southem blot
Detectar ARN mensajero especi- Northem blot

fico Ensayo de proteccion con ARNasa
Sintesis de cADN + PCR
Localizar ARN mensajero especifi- Hibridacion in situ
co en un tejido

Trasladar el ADN
A células
A animales

Transfeccion
Modelos transgénicos
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calizar la presencia del ARN mensajero (northern blotting).

Una técnica de gran impacto en el campo de la bio-
logia molecular es la de la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR). Esta técnica se basa en conocer la secuen-
cia de una cierta regién del ADN para poder reproducirla
en gran cantidad -amplificarla- por un método enzima-
tico. A tal fin se preparan oligonucleétidos complemen-
tarios de ciertas secuencias de un gen, cadenas opuestas
de ADN (oligonucledtidos cebadores) que se incuban con
el ADN cuya secuencia se quiere amplificar y con ADN po-
limerasa. La reaccion, que tiene tres fases (desnaturaliza-
cion para separar las cadenas con la secuencia problema,
hibridacion de la misma con los oligonucleétidos ceba-
dores y polimerizacién con la enzima), se repite a lo lar-
go de un numero determinado de ciclos, tras los que se
obtienen cientos de miles de copias de la secuencia ori-
ginal

El disponer de ADN aislado (intacto o mutado, previa
suU manipulacion) permite su insercién ulterior en el cro-
mosoma de una célula, tal que se convierta en parte per-
manente del genoma de ésta. Sila célula diana de este
procedimiento de traslado del ADN es una célula germi-
nal de un animal, entonces el gen insertado se transmiti-
ra a su progenie. Asi pueden estudiarse los efectos en la
célulay en el organismo de un gen concreto, lo que per-
mite eliminar sus funciones y su trascendencia para la
biologia de la célula y para la fisiologia del organismo en-
tero.

Las consecuencias de la aplicacién de la tecnologia del
ADN recombinante en medicina empiezan a ser eviden-
tes. Asi, para entender mejor la etiopatogenia de ciertos
procesos o para enfocar mas adecuadamente su diagnos-
tico y su tratamiento, actualmente es preciso contar con
las aportaciones de algunas de las técnicas mencionadas
(tabla 1V).

Tabla IV. Aplicaciones de la metodologia de la
biologia molecular a la investigacion en
medicina

Creacion de modelos experimentales de enfermedad:
Utilizacién de ratones transgénicos.
Utilizacién de ratones mutantes.

Estudio gendémico de enfermedades diversas (metabdlicas, microbiol6-
gicas, oncoldgicas etc.):
Estudios de clonacion de ADN.
Estudios de deteccion y localizacion de acidos nucleicos.
Estudios de transfeccion celular.

Diagnéstico de enfermedades genéticas:
ldentificacion de marcadores (polimorfismo de los fragmentos de res-
triccion).
Andlisis de ligamiento genético.
Tratamiento:
Produccién de proteinas con aplicacion terapéutica a partir de célu-
las transfectadas.
Terapia de reposicion génica.
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Aplicaciones de la biologia molecular a la nefrologia

La biologia molecular ha tenido cuatro efectos funda-
mentales sobre la nefrologia®® (tabla V). 1) La caracteriza-
cion de la secuencia y la clonacion de fragmentos de ADN
codificadores de ciertas proteinas criticamente relaciona-
das con la funcion renal o con la interaccién de las célu-
las renales con su entorno y con el resto del organismo.
2) la creacion de modelos animales de enfermedades re-
nales con trastornos genéticos aislados. 3) La obtencién
del mapa cromosomico y de los marcadores genéticos de
algunas enfermedades hereditarias del rifion. 4) El cono-
cimiento de los mecanismos implicados en el desarrollo
renal y en la respuesta del rifién ante las agresiones.

La tecnologia del ADN recombinante ha permitido ana-
lizar la estructura y la expresion de los genes que codifi-
can muchas de las proteinas directa o indirectamente re-
lacionadas con la funcién renal. Algunas de estas protei-
nas estan implicadas en los procesos de transporte trans-
membranario de iones y de otras sustancias, otras funcio-
nan como moléculas de sefial con actividad endocrina o
paracrina y otras son importantes para la regulacion del
tono vascular. También se conocen ya los genes codifica-
dores de proteinas relacionadas con la capacidad de las
células renales para interaccionar con el medio extracelu-
lar, tanto en condiciones normales (proteinas de la matriz
extracelular, receptores para moléculas de sefial) como en
condiciones patoldgicas (antigenos). Junto al conocimien-
to de todos estos genes, la manipulacién de su secuen-
cia de nucledtidos y, consiguientemente, la modificacién
de la secuencia de aminoacidos de la proteina final esta

Tabla V. Efectos de la biologia molecular sobre la
nefrologia

Caracterizacion genético-funcional de proteinas relacionadas con las fun-
ciones Yy las interacciones de las células renales:

o Proteinas de transporte (ATPasas, intercambiador de aniones, inter-
cambiador Na*/H*, canales de K*, otros transportadores).

o Moléculas de sefal (sistema renina-angiotensina-aldosterona, factor
natriurético auricular, endotelina, vasopresina, eritropoyetina, vita-
mina D, hormona paratiroidea).

- Proteinas de interaccién (proteina del proteoglicano, fibronectina,
laminina, receptores para hormonas, receptores para factores de
crecimiento, receptores para linfoquinas, antigenos y autoantigenos
diversos).

Creaciéon de modelos transgénicos de enfermedad renal:
o Glomerulosclerosis (gen de la hormona de crecimiento, oncogen vi-
ral T grande SV40, gen de la proteina de superficie Thy-1).
o Glomerulonefritis proliferativa (ADN de retrovirus).
o Aplasia-hipoplasia renal (protooncogen c-myc).

Localizacion del mapa cromosomico y del ligamiento genético de en-
fermedades renales:
o Enfermedad poliquistica autosémica dominante del adulto.

Carcinoma renal.

Tumor de Wilms.

Enfermedad de Alport.

Diabetes insipida nefrogénica.

Acidosis tubular renal proximal.

otras.
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permitiendo establecer relaciones estructura-actividad que
mejoran el conocimiento de los procesos moleculares
que acontecen en el rifidn.

La capacidad de introducir genes extrafios en las lineas
celulares germinales de los ratones ha hecho posible
construir modelos animales de diversas nefropatias, prin-
cipalmente glomerulopatias. la mayoria de las mismas tra-
ducen la expresion inadecuada del gen extrafio que se in-
sertd (es el caso de las glomerulopatias resultantes tras in-
sertar el gen de la hormona del crecimiento, el gen viral
T grande SV40, el gen de la proteina de superficie Thy-1
y el protooncogen c-myc). Pero otras glomerulopatias pue-
den ser el resultado de la interrupcién de un gen endé-
geno por el gen extrafo insertado (asi se originaria la glo-
merulopatia resultante tras la insercién de los retrovirus).
De todo ello se desprende que algunas enfermedades re-
nales pueden ser el resultado de la expresion de genes
anormales, mientras que otras pueden ser consecuencia
de la represion de genes nativos.

La secuencia de nucledtidos del ADN varia entre los in-
dividuos de una poblacion. Ello se puede detectar facil-
mente midiendo la longitud (en miles de bases o kiloba-
ses) de los fragmentos de restriccion resultantes tras tratar
el ADN con nucleasas de restriccion. Por lo tanto, en una
poblacion existira polimorfismo de la longitud de los frag-
mentos de restriccion. Si el ADN de estos fragmentos se
relaciona con el ligamiento familiar que presenta una de-
terminada enfermedad, se puede construir el mapa gené-
tico de dicha enfermedad en aquella familia. Asi es como
se ha localiado en el brazo corto del cromosoma 16 el
locus genético cuya mutacion produce la enfermedad he-
reditaria renal mas estudiada: la enfermedad poliquistica
autosémica dominante del adulto. Hay que sefalar que
en esta enfermedad renal, y en otras cuyo locus también
se ha identificado ya, aun se desconoce cual es el pro-
ducto génico afectado y responsable ultimo de la lesion
renal.

Actualmente se empiezan a caracterizar los genes que
regulan el momento y el lugar en que las células renales
se desarrollan y se diferencian. Evidentemente, el conoci-
miento de estos genes puede ayudar a entender el desa-
rrollo anormal del rifidn en situaciones de hipoplasia-
aplasia, hipertrofia y cancer.

También es mucho lo que se investiga hoy en dia con
técnicas de ADN recombinante sobre el posible papel de-
sempefiado por los factores de crecimiento, las citoquinas
y los autocoides en la induccion yo el mantenimiento de
la respuesta renal a agresiones diversas. Menos investiga-
do esta todavia el papel de los protooncogenes y de las
proteinas por ellos inducidas en la mediacién de esas res-
puestas. Pero donde mas trabajo queda aun por hacer es
en el estudio de la participacion de las llamadas protei-
nas de estrés en la respuesta renal a la agresion. Es pro-
bable que, como ha sucedido en otras areas de la medi-
cina -neurologia, cardiologia-, del estudio de estas pro-
teinas tan singulares se derive un conocimiento mas pre-
ciso de la patogenia de las enfermedades renales.
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