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Lectura

ELADN RENATURALIZADO

Los trabajos de Doty y Marmur en 1960 descubrieron
que si se calentaba a unos 100 °C v durante una media hora,
una molécula de ADN en doble hélice, 1odos los puentes
de hidrdgeno se rompian vy las cadenas se separaban. Si
posteriormente estas cadenas simples de ADN desnatura-
lizado se dejaban enfriar lentamente, se formaban algunas
moléculas nuevas de ADN de doble hélice. Este ADN rena-
turalizado obtenido por reasociacidn presentaba un com-
partamiento bioldgico normal, Este hecho constituye un po-
deroso instrumento en la investigacion, ya que si se parte de
ADN de diferentes individuos, segiin el grado de reasocia-
citn de las cadenas, puede deducirse ¢l grado de parentesco
enire ellos,

I. En el caso de un homicidio, en el que se dispone de célu-
las sanguineas del asesino, y en el que no hay ningiin in-
conveniente por parte del acusado a que se haga un and-
lisis de ADN, explica qué pasos deberian llevarse a cabo
para realizar dicho andlisis,

- Para llevar a cabo prucbas de paternidad. En 1995 unos
médicos de la Universidad de Granada probaron median-
te estas técnicas que dos mellizas eran hijas de padres di-
ferentes. Explica cientificamente este caso.
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. 3¢ ha descubierto que ciertos virus provocan la apari-
citn de células cancerosas en el ratén. Mediante técnicas
de calentamiento (fusidn) se ha obtenido ADN desnatu-
ralizado de virus, de células cancerosas y de células nor-
males. Tras un enfriamiento lento se ha observado que el
ADN virico se ha reasociado muy bien con el de la célu-
la cancerosa, v no lo ha hecho con el de la célula normal,
(Qué interpretacién se puede dar a este hecho? ;Cémo
se podria prevenir este tipo de cdncer?

El estudio del ADN
de estas tres especies
de garzas nos desve-
laria su proximidad
evalutiva.

a) Garza real.

b) Garza imperial.

c) Garza Goliath.

4. En una investigacion zooldgica se encuentran dificulta-
des para establecer si tres especies son igualmente dis-
tintas o si dos de ellas son méds proximas, es decir, si tie-
nen un antepasade comin, Explica como se podria
realizar un andlisis de ADN para resolver este problema
¥ qué cabe esperar si dos de ellas tienen un mayor grado
de pareniesco.
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Cuestiones:

1. En este esquema se observa
una doble hélice de ADN en
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la que una hebra ha sufrido 2
la pérdida de un segmento.
a) JQué tipo de enlaces se
han roto?

b) ; Cudles serdn los nucled-
tidos gque se anadiran, en
qué orden, ¥y a partir de
qué extremo?
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¢} ;Qué enzima lo realizari?
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2. Respecto a la duplicacion del
ADN, contesta a las siguien-
tes preguntas;
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a) ;A qué velocidad se ana-
dirdn los nuevos nucledti-
dos complementarios?

b} ;Como son las dos hebras
entre si?

¢} ;Puede tener alguna ven-
taja la aparicién de =erro-
res= que no perjudiguen
la supervivencia del indi-
viduo?
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d) ; Como se denominan, en 3
general, estos errores?

3, ;Qué posibles ventajas nos pueden reportar la identi-
ficacion y secuenciacion del genoma humano?

SOBRE EL PROYECTO GENOMA

Como sabes, los investigadores de todo el mundo impli-
cados en ¢l ambicioso Proyecto Genoma humano aseguran
que para el afio 2000 habrin finalizado su objetivo: la lectu-
ra de los 3.000 millones de «letrass» (nucledtidos) gue com-
ponen nuestra biblioteca genética,

Con esta informacion se podrd identificar el origen de
las enfermedades hereditarias. Estas podrin ser detectadas
incluso en los embriones, gracias a sencillos tests genéticos
y se tratardn medianie la terapia pénica, el revolucionario
tratamiento gue permite reemplazar genes defeciuosos por
OLros Sanos, pero gque no esld exento de riesgos,

&Cual es el limite entre prevenir enfermedades here-
ditarias ¥y mejorar la raza? ;Tenemos derecho a inmis-
cuirnos en la evolucion humana?




Funciéon normal y patolégica del ADN mitocondrial

Las alteraciones y deficiencias que presenta el ADIN extracromosomico de las mitocondrias constituyen la
fuente de innumerables enfermedades, muchas de ellas atribuidas a los achaques de la vejez.

Douglas C. Wallace (Universidad de Yale)

El chico, a sus cinco afios recién cumplidos, rebosaba salud. Pero empezo6 a perder
oido y quedo sordo del todo antes de los 18. En su historia se lefa ya que era hiperactivo y
habia sufrido ataques esporadicos. A los 23 afios afos tenia la vision bastante deteriorada,
con cataratas, glaucoma y degradacion progresiva de la retina. Los ataques adquirieron
después mayor gravedad y comenzaron a fallarle los rifiones. La afeccion renal complicada

con una infeccidn sistémica se lo llevd a la tumba a los 28 afios de edad.

En la raiz de todos esos trastornos se encontraba una imperfecciéon diminuta de
sus genes, aunque no de los genes habituales, los que residen en las hebras cromosémicas
de ADN del ntcleo celular. Su muerte se debi6 a una alteracion de los lazos sutiles del
ADN que se aloja en las mitocondrias. Son éstas los organulos donde se genera la energia
que la célula consume. Y cada lazo de ADN contiene la informacién para la sintesis de 37
de las moléculas que la mitocondria necesita para producir energia.
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Aunque se sabia desde 1963 que las mitocondrias albergaban sus propios genes,
hasta 1998 no quedd patente la vinculaciéon de los yerros de estos con enfermedades
humanas. En mi laboratorio de la Universidad de Emory descubrimos, en el marco de un
estudio realizado con varias familias, la relacién existente entre una forma de ceguera que
afecta a j6venes y adultos (neuropatia Optica hereditaria de Leber) y una pequefia mutacion
heredada en un gen mitocondrial. Por las mismas fechas, Ian J. Holt y Anita E. Harding,
del Instituto de Neurologia de Londres, asociaron la deleccion de segmentos extensos de la
molécula de ADN mitocondrial con patologias musculares de caracter progresivo.

Hoy se sabe que las alteraciones experimentadas por el ADN mitocondrial causan,
o al menos contribuyen, a la aparicién de un amplio repertorio de enfermedades, algunas
con perfiles borrosos aunque potencialmente catastroficas. De interés quiza mas general: la
mutacion de este AN podria estar detras de muchos casos de diabetes e infartos. Por no
hablar de la documentacion creciente que avala la tesis segtn la cual los dafios sufridos por



genes de las mitocondrias desempefiarian un papel destacado en el proceso de
envejecimiento y en los procesos degenerativos y cronicos habituales en edades avanzadas
(Alzheimer y alteraciones motoras)

El ADN mitocondrial ha recabado también la atencién por su incidencia en otros
campos. Por ejemplo, en las migraciones humanas. Al comparar las secuencias de los pares
de bases del ADN mitocondrial de diferentes poblaciones, se observan pautas muy
interesantes acerca de la evolucion y las migraciones del hombre moderno. Por su parte, los
médicos forenses han empezado a sacar partido de las comparaciones a pequena escala de
las secuencias de ADN en la identificacion de restos de soldados desaparecidos en combate
y en la determinacion de si un imputado es o no responsable de los hechos que se le
atribuyen.

Resulta llamativo que se haya tardado tanto en abordar las posibilidades que ofrece
el ADN mitocondrial. Sin duda, se podrian haber sospechado antes las consecuencias
patolégicas de las mutaciones genéticas mitocondriales. Las mitocondrias aportan el 90%
de la energia que las células -y por ende, tejidos, 6érganos y el organismo en su conjunto-
necesitan para desenvolverse.

Las mitocondrias generan energia a través de un proceso que requiere un flujo de
electrones a través de una serie de complejos protéicos (la llamada cadena  respiratoria).
Este flujo capacita indirectamente a otro complejo (la ATP sintetasa) para sintetizar ATP
(adenosin trifosfato), la molécula portadora de energia de las células.
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Desde muy pronto se adivindé que cualquier cosa capaz de comprometer la
producciéon de ATP en la mitocondria podria dafar, si no matar, las células con el
consiguiente desarrollo de alteraciones funcionales en los tejidos y aparicion de los
sintomas. De hecho, el grupo encabezado por Rolf Luft, del Instituto Karolinska y la
Universidad de Estocolmo, publicaba en 1972 que cierto fallo en la generacién de energia
mitocondrial provocaba un trastorno debilitante. Con los afios, acabé averiguandose que
los tejidos y 6rganos que antes se resienten de la caida de producciéon energética son, en
orden decreciente, el sistema nervioso central, musculo cardiaco y esquelético, rifiones y
tejidos productores de hormonas.

Desde el principio se buscod explicacion a las alteraciones mitocondriales en
mutaciones de genes nucleares, algunos de los cuales dan lugar a componentes de las
mitocondrias. Ilegados los afios noventa, sin embargo, viose que el ADN mitocondrial
portaba la informacién de un nimero notable de moléculas: no sélo especificaba la
estructura de 13 proteinas (cadenas de aminodcidos) que eran subunidades de la ATP



sintetasa y de los complejos de la cadena respiratoria, sino que determinaba también otras
24 moléculas de ARN que intervenian en la sintesis de esas subunidades en las
mitocondrias. Se inferfa de esas observaciones que las mutaciones del ADN mitocondrial
podrian redundar en las proteinas mitocondriales o en el ARN vy, de ese modo, minar la
capacidad productora de energifa de las mitocondrias, lo que, a su vez, serfa causa de
enfermedades. A esa posibilidad se aludia ya en las publicaciones de 1998.

Extrafias reglas de la herencia

Desde 1998 se han venido descubriendo rasgos peculiares de sindromes que brotan
de deficiencias del ADN mitocondrial. Asi, los trastornos en cuestién son a menudo
hereditarios, aunque su pauta de transmisién difiere de la exhibida por las enfermedades
que resultan de mutaciones experimentadas en genes nucleares. Y los sintomas que se
manifiestan son mas impredecibles que los causados por nutaciones genéticas nucleares.

Los procesos que sirven de cauce para la herencia de las enfermedades genéticas del
nucleo comienzan por la fecundaciéon de un évulo por un espermatozoide. El embrién
mononuclear que surge de esta unién posee un nucleo con una dotacién de parejas
concordantes de cromosomas cargados de genes: unos 30000 genes extendidos a lo largo
de 3000 millones de pares de bases, procedentes de la madre y otros tantos del padre. Esta
célula y sus descendientes se replican repetidamente hasta formar el nifio. Antes de que las
células se dividan, las células duplican su ADN. Los progenitores legan pues su propio
complemento de cromosomas paternos y maternos, a la célula hija. De este modo, cada
célula del organismo lleva genes idénticos e idénticas mutaciones.

¢Qué ocurre con la herencia mitocondrial? Los genes que se extienden a lo largo de
los 16569 pares de bases de cada lazo de ADN mitocondrial ser heredan sélo de la madre, a
través de las mitocondrias del 6vulo. El espermatozoide no aporta, en este sentido, una
contribucién permanente. Ademas, cada o6vulo, igual que el resto de las células del
organismo, porta varios centenares de mitocondrias; cada mitocondria, a su vez, puede
contener varias moléculas de ADN. Aunque la célula progenitora viene a duplicar el
nimero de mitocondrias y de moléculas de ADN mitocondrial antes de dividirse, y provee
de cantidades aproximadamente iguales a cada célula hija, la progenitora no determina qué
mitocondrias especificas iran a cada una de las células hijas.

Quiere ello decir que, si un 6vulo fecundado lleva una mutacién en alguna fraccion
de se ADN mitocondrial (condicion que recibe el nombre de heteroplasmia) , una célula
hija puede heredar una proporciéon mayor de mitocondrias que porten el ADN mutante, al
tiempo que la otra heredara una proporciéon mayor de mitocondrias con ADN normal.Las
leyes de la probabilidad dictan que, a medida que las células continten reproduciéndose, las
poblaciones de ADN mitocondrial en las células hijas emergentes se moveran hacia la
uniformidad (homoplasia): tenderan a estar constituidas por moléculas predominantemente

normales o predominantemente mutantes.

Alta velocidad de mutacion.

Para complicarlo todavia un poco mas, conviene recordar que el ADN mitocondrial
presenta una tasa de mutacion espontanea 10 veces superior a la del DNA nuclear. Este



fenémeno puede estar causado porque en la mitocondria se producen continuamente
radicales de oxigeno, como consecuencia de la oxidacién final de los compuestos de
carbono, que pueden dafiar a un DNA que no esta protegido por proteinas reparadoras.
Debido a este hecho, la variaciéon de secuencias entre individuos de una misma especie es
muy grande, hasta unos 70 nucleétidos, y en un mismo individuo se estara generando, a lo
largo de la vida, una pequefia heterogeneidad en el ADN mitocondrial. De este modo, se ha
llegado a proponer que la disminucioén en la capacidad respiratoria de los tejidos que tiene
lugar en el envejecimiento pueda ser debida a una acumulacién de este dafio mitocondrial.
Esta teorfa tiene su primera evidencia en un trabajo del grupo de Attardi, que document6
que las mitocondrias se deterioran con la edad como consecuencia de la acumulaciéon de
mutaciones. Las variaciones de secuencia existentes entre diferentes individuos han
resultado muy utiles para estudios antropolégicos, etnoldgicos y forenses, y es la base de la
hipétesis de que el hombre desciende de una mujer que vivié en Africa hace unos 250 000
afios (“Eva mitocondrial”)

Si como parece los radicales libres
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largo de toda la vida, de antioxidantes efectivos. Los trabajos preliminares con animales
permiten abrigar esperanzas en esa direccion. Para frenar el paso del envejecimiento podria
también optarse por poner coto a la multiplicaciéon de las moléculas mutadas de ADN
mitocondrial en el musculo u otros tejidos. Para lograrlo, es preciso conocer de antemano
las interacciones moleculares a través de las que los nucleos detectan la caida de energfa
local y estimulan la reproduccion de mitocondrias aberrantes en su entorno.

Hace apenas dos décadas nadie sospechaba la implicacién de las mutaciones del
ADN mitocondrial en el envejecimiento y en multiples enfermedades degenerativas
crénicas. Hoy el estudio de ese ADN cosecha sin cesar nuevas pistas para ahondar en las
causas y el desarrollo de muchas patologias; y, mejor aun, sugiere tratamientos plausibles de
las mismas y formas de prevenir su progresivo agravamiento. Si se demuestra que las
hipotesis sobre el papel del ADN mitocondrial en el envejecimiento y en las enfermedades
son acertadas, la biologfa de las mitocondrias pasarda aocupar un lugar central en la lucha
contra el sufrimiento humano.

Enfermedades genéticas del DNA mitocondrial.




Las enfermedades originadas por dafios en el genoma mitocondrial tienen en comun el estar
producidas por una deficiencia en la biosintesis de ATP, ya que toda la informacién que contiene
este. DNA estd dirigida a la sintesis de proteinas componentes del sistema Oxphos. Las
manifestaciones de estas enfermedades son muy variadas y pueden afectar a todos los 6rganos y
tejidos, ya que la sintesis de ATP se produce en todos ellos y a cualquier edad. Estas pueden
presentar una serie de aspectos clinicos, morfolégicos y bioquimicos muy concretos que dan lugar a
sindromes bien caracterizados pero, en la mayor parte de los casos, principalmente en edad
pediatrica, los sintomas son muy poco informativos y es solo la presencia de anormalidades
neurolégicas, a veces acompafiadas de aumento de acido lactico y de otros sintomas clinicos
secundarios que afectan a diversos 6rganos, lo que da alguna orientacién en el diagnéstico de una
enfermedad mitocondrial. Entre las manifestaciones clinicas mds comunes se encuentran una o
varias de las siguientes: desérdenes motores, accidentes cerebrovasculares, convulsiones, demencia,
intolerancia al ejercicio, ptosis, oftalmoplejia, retinopatia pigmentaria, atrofia Optica, ceguera,
sordera, cardiomiopatia, disfunciones hepaticas y pancredticas, diabetes, defectos de crecimiento,
anemia sideroblastica, pseudo obstruccion intestinal, nefropatias, acidosis metabdlica y otras mas
secundatias.

Desde que en 1998 se describieran las primeras enfermedades causadas por dafios en el ADN
mitocondrial, se han encontrado mas de 150 mutaciones (mas 100 deleciones y unas 50 mutaciones
puntuales) asociadas a enfermedades humanas. El interés por su estudio ha crecido enormemente
debido al gran aumento de pacientes diagnosticados con estos trastornos y a que se presentan desde
en recién nacidos hasta en adultos de todas las edades. Ademais, muchas de estas mutaciones se
trasmiten por linea materna, como se ha indicado anteriormente, lo que hace que el diagnéstico en
un individuo pueda tener implicaciones en muchas generaciones de wuna familia.

Neuropatia dptica hereditaria de Leber. (LHON) se caracteriza por la pérdida bilateral de la
visién central, originada por atrofia del nervio éptico. Aparece en la segunda o tercera década de la
vida y afecta a mds hombres que a mujeres. Aunque normalmente sélo la visién esta afectada, hay
casos en los que también aparecen trastornos en la conduccién cardiaca, neuropatia periférica y
ataxia cerebelar.

Sindrome de neuropatia, ataxia y retinopatia pigmentaria. Este sindrome esta caracterizado
por debilidad muscular neurogénica, ataxia y retinitis pigmentosa. Suele ir acompafiado de
demencia, convulsiones y neuropatia sensorial axonal, presenta una herencia materna y se ha
asociado a una mutacién puntual, T8993G, en el gen de la subunidad 6 de la ATPasa (cuadro I

Sindrome de Lejgh de herencia materna. El sindrome de Leigh de herencia materna (MILS) es
una enfermedad muy heterogénea que se puede presentar asociada a diferentes tipos de herencia,
autosémica recesiva, ligada al cromosoma X o materna (mitocondrial) segun el gen que esté
dafiado. Es una enfermedad devastadora que se caracteriza por trastornos degenerativos
multisistémicos que aparecen en el primer afio de vida, disfunciones del tallo cerebral y de los
ganglios basales, desmielinizacion, regresion psicomotora, retraso en el desarrollo, ataxia,
convulsiones, neuopatia periférica.

Sindrome de epilepsia mioclonica con fibras rojo-rasgadas (MERRF). Este sindrome de
herencia materna, esta caracterizado por epilepsia mioclonica, convulsiones generalizadas y
miopatia con presencia de fibras rojorasgadas. Otros sintomas clinicos que pueden acompafiar a los
anteriores son demencia, sordera, neuropatia, atrofia Optica, fallo respiratorio y cardiomiopatia.
Aparece tanto en la infancia como en edad adulta y es de curso progresivo.

Sindrome de encefalomiopatia mitocondrial con acidosis Idctica y episodios de accidentes
cerebro-vasculares (MELAS). Se trata de una encefalomiopatia mitocondrial, de herencia
materna, caracterizada por accidentes cerebrovasculares producidos a edad temprana que provocan
una disfuncién cerebral subaguda y cambios en la estructura cerebral, y por acidosis lactica. Estos
caracteres suelen ir acompafiados de convulsiones generalizadas, dolor de cabeza, sordera, demencia
y, a veces, presenta fibras rojo-rasgadas.




Diabetes de herencia materna con sordera. Ademas de los dos tipos clasicos de diabetes
dependiente y no dependiente de insulina (tipo 1 y 2, respectivamente), se ha descrito recientemente
un nuevo tipo de diabetes asociada a sordera, que no encuadra dentro de la clasificacion de la

Organizacién Mundial de la Salud.

Otras enfermedades del mtDNA asociadas a mutaciones puntuales. Ademas de las
enfermedades descritas anteriormente, hay otras muchas que se han asociado a otras mutaciones
puntuales (cuadro I). Entre ellas, se estudia la posible implicaciéon del mtDNA en enfermedades

neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer.

Actividades

1- ¢Qué se entiende por ADN mitocondrial?

2- ¢Qué funcioén tienen los genes mitocondriales?

3- ¢De qué forma se transmiten los genes mitocondriales?

4- ¢Qué consecuencias pueden acarrear las mutaciones en los
mitocondriales?

genes
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