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INTRODUCCION

Todo estudioso de la Biologia se ha planteado
alguna vez preguntas que, como la que da titulo a este
articulo, comienzan con un ¢por qué?, o bien con un
(para qué? Una respuesta como “las células proliferan
porque a partir de una célula inicial tiene que formarse
el organismo completo” puede parecer inmediata. Pero
esa respuesta estaria formulada desde un plantea-
miento teleologico’, en el que se atribuye a la finalidad
una categoria causal. Por otro lado, hay que tener en
cuenta que las ciencias experimentales no pueden dar
respuestas ultimas a los interrogantes que el hombre se
plantea. Una respuesta ultima es aquélla que satisface
plenamente todos los 6rdenes del conocimiento y que
no da lugar al planteamiento de una nueva cuestion.
Siendo, como son, contingentes las leyes de las
ciencias positivas, sus respuestas no pueden ser
ultimas. A cada respuesta se seguira otra pregunta,
hasta llegar a una pregunta ultima, un ;por qué? defini-
tivo, que la ciencia no puede responder. Pero a una pre-
gunta que comience por un ;jpor qué?, se puede
responder también utilizando el adverbio porgue en el
sentido de establecer una relacion entre el efecto
observado y las causas que lo producen. Es en este
contexto de causas materiales y no finales en el que las
ciencias experimentales se mueven y en el que se
desarrollara la presente contribucion. Ahora bien, las
causas de la proliferacion celular, como las de
cualquier fendmeno bioldgico, pueden describirse a
muchos niveles de complejidad. Como ya apunto el

1 Del griego “telos”, fin.

Prof. Angel Martin Municio hace bastante tiempo (1),
el nivel molecular penetra hasta los tltimos confines
estructurales de la realidad y, por tanto, es insustituible
la aportacion del enfoque que puede proporcionar la
Biologia Molecular a la descripcion y comprension de
los fendmenos bioldgicos. En esta linea, el presente
articulo acudird una y otra vez a las causas moleculares
para dar una respuesta profunda a la pregunta que lo
encabeza.

PROLIFERACION Y DIVISION DE LAS
CELULAS

Un caso paradigmatico de proliferacion celular se
da en el desarrollo embrionario y fetal. En el caso de
nuestra especie, un organismo, cuya vida comienza por
el estado unicelular de cigoto, pasa en nueve meses a
estar formado por 10"-10" células, formadas todas
ellas a partir de la célula inicial. Este proceso supone
una multitud de divisiones celulares; a las pocas horas
de la fecundacion, el cigoto da lugar a un embrion de
dos células, las cuales se dividen para formar un
embridn de cuatro células, luego de ocho y asi sucesi-
vamente. Cada una de las células resultantes de una
division recibe la misma informacidén genética con-
tenida en el cigoto, de modo que en una célula
somatica del organismo adulto se encuentra la misma
dotacion genética que contenia el cigoto. Natural-
mente, a lo largo de ese proceso va cambiando el
patron de expresion de los distintos genes, con lo que
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se produce una especializacion celular que se conoce
con el nombre de diferenciacion. Pero, en cualquier
caso, es evidente que han sido necesarias muchas divi-
siones celulares para pasar de la unica célula que
poseiamos en nuestro estado de cigoto a esos 10-100
billones de células que tenemos en nuestro organismo
adulto.

Hace ya muchos afios que los bidlogos se comen-
zaron a plantear el estudio de la division celular. Un
requisito para que se dé correctamente, es el que
implicitamente se apuntaba antes, es decir, que el
material genético de cada célula resultante de una
division tiene que ser el mismo que contenia la célula
que se ha dividido. Fue en 1880 cuando Starsburger,
Flemming y Van Beneden observaron por primera vez
al microscopio un proceso de division celular. El
material contenido en los nticleos celulares, que se tifie
facilmente con colorantes basicos, se condensa en el
momento de la division, se organiza en forma de unos
corpusculos constantes en numero, forma y tamafio
segun la especie, y se reparte entre las células resul-
tantes. Esos corpusculos, que se tifien con los mismos
colorantes que el nucleo celular, se comenzaron a
denominar entonces cromosomas. Se llamé mitosis a
la etapa de la division en la que los cromosomas son
visibles e interfase al periodo entre dos mitosis suce-
sivas, en el cual el material constituyente de los cro-
mosomas forma en el interior del nucleo la cromatina,
un estado estructural menos compacto, aunque con
una organizacion precisa. Ahora sabemos que el com-
ponente portador de la informacion genética en los
cromosomas es el DNA y conocemos con bastante
exactitud la estructura que adoptan el DNA y el resto
de los componentes cromosomales en la cromatina
nuclear y en los cromosomas metafasicos (2). Para el
proposito de este articulo, basta ahora con dejar cons-
tancia de que es preciso que el material genético de
una célula se duplique antes de que entre en mitosis,
de manera que cada una de las células resultantes
pueda heredar la misma dotacion genética. Esa dupli-
cacion implica la replicacion del DNA (2) y la sintesis
del resto de los componentes de la cromatina. Con este
proceso de duplicacion esta relacionado el conocido
hecho de que en una célula que entra en mitosis existe

un numero de cromosomas doble que el de las células
inmediatamente resultantes.

Se acaba de ver que durante el desarrollo embrio-
nario y fetal las divisiones celulares han de ser muy
frecuentes, lo que implica que la proporcion de células
en mitosis sea relativamente elevada. Lo mismo
ocurre en todos los casos en que el crecimiento es muy
rapido. Pero llega un momento en que la situacion
cambia, porque el nimero total de células se mantiene
aproximadamente constante a lo largo de la vida
adulta. Esto no significa que cese totalmente la
division celular. Por restringirnos al caso de la especie
humana, en el adulto existen tejidos en los que la
division celular ocurre continuamente. Es el caso, por
ejemplo, de los tejidos de la piel, en la que, por las
agresiones mecanicas y de todo tipo que sufren, se
pierden células continuamente y es preciso reponerlas
con la division de las preexistentes, por lo que al
observar al microscopio una seccion de piel humana,
es facil encontrar en ella células en mitosis. Hay, por el
contrario, 6rganos en los que la mayoria de sus células
no se dividen nunca. Un caso tipico es el del sistema
nervioso central, cuyas neuronas no entran en division
en el adulto’. Finalmente, hay otros drganos cuyas
células no se dividen ordinariamente, pero pueden
hacerlo en respuesta a determinados estimulos. El
higado constituye un ejemplo bien conocido de estos
organos y a ese proceso de division celular condi-
cionada se hard especial referencia en el ultimo
apartado de este articulo.

EL CICLO CELULAR

La figura 1A resume el proceso de la division
celular: a partir de una célula inicial resultan dos
células idénticas, con la misma dotaciéon genética.
Pero, como se acaba de ver, antes de que la division se
produzca es necesario que el DNA se replique, asi
como también resulta necesario un crecimiento celular
generalizado que permita que el citoplasma se reparta
mas o menos a partes iguales entre las dos células
resultantes y que €stas tengan un tamafio similar al de

2 Desde hace poco se sabe que en un cerebro adulto se pueden formar neuronas nuevas. Pero no aparecen como consecuencia de la division
de otras neuronas, sino como estado final de la diferenciacion de células progenitoras —cé¢lulas madre adultas— que existen en el sistema

nervioso central, como en casi todos los érganos adultos.
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Figura 1. A. Esquema de la division celular, que muestra sélo
la célula inicial y las dos células hijas. B. La divisién celular
implica el crecimiento de la célula inicial y la replicacion de su
material genético antes de la division. C. El proceso de la
division celular representado en forma ciclica (el ciclo celular).
El ciclo se divide en mitosis (fase M) e interfase, que, a su vez,
comprende varias fases en las que tienen lugar los aconteci-
mientos sefialados en el texto.

la célula inicial’. La figura 1B recoge estas precisiones
sobre la division celular. Ahora hay que tener en
cuenta otra cuestion. Durante un periodo de creci-
miento celular, cada una de las células resultantes es
capaz de iniciar otro proceso de crecimiento, repli-
cacion del DNA y division, con lo que el esquema de la
figura 1B se puede representar en forma ciclica (Fig.
1C). Se comprende asi que a la serie de aconteci-
mientos recogidos en esta figura se le dé el nombre de
ciclo celular, que continia de forma ininterrumpida
mientras dura la proliferacion. En este ciclo hay una

fase denominada M, que corresponde a la mitosis. En
la interfase, existe un periodo, fase S, en el que tiene
lugar la replicacion, o sintesis del DNA. Y, en la
mayoria de las células, existen otras fases, antes y
después de S, que reciben, respectivamente, el nombre
de G, y G,. La letra G es inicial de la palabra inglesa
gap, por denotar esos “huecos” que quedan entre M y
S o entre S y M. No hay que pensar que representen
simplemente un tiempo de espera; al contrario, suelen
ser periodos sumamente activos en el metabolismo
celular.

(Qué ocurre cuando las células dejan de proliferar
como les ocurre a algunas cuando, como se acaba de
ver, se llega a la edad adulta? Evidentemente, el ciclo
celular deja de progresar. Las células abandonan esa
sucesion de fases M, G, S y G,, y entran en una fase
de quiescencia, que suele denominarse G,. Se puede
decir que las células han interrumpido el ciclo celular
(Fig. 2). La fase G, es de quiescencia tan solo en el
sentido de que cesa la progresion a lo largo del ciclo,
porque esta fase es, de ordinario, funcionalmente muy
activa. Piénsese, por ejemplo, que la inmensa mayoria
de las células del higado adulto se encuentran en G, y,
pese a ello, los hepatocitos se encuentran entre las
células mas activas de todo el organismo desde un
punto de vista metabolico.

Todo lo que se acaba de comentar ocurre en la
mayoria de las células de casi todos los organismos.
Hay algunas singularidades, como la que se ha anotado
antes’ en relacién a los embriones animales, en los que

M
G, G,

G,

Figura 2. La fase Gy. En determinadas circunstancias, una
célula puede dejar de proliferar, salir del ciclo para entrar en un
periodo de quiescencia o fase Gy,

3 En los primeros estadios de la division embrionaria el citoplasma apenas aumenta de tamafio, de forma que un embrién de cuatro células,
por ejemplo, tiene un tamaiio practicamente similar al del cigoto. Naturalmente, cada una de las células tiene menos citoplasma que el cigo-

to.
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las primeras “vueltas” del ciclo celular practicamente
carecen de G, y G,. También hay diferencias en cuanto
a la duracion del ciclo o en el tiempo relativo ocupado
por cada una de sus fases, pero, en general, los
esquemas de las figuras 1 y 2 son validos para una
amplia variedad de células proliferantes o quiescentes.

REGULACION DEL CICLO Y DE LA
PROLIFERACION CELULAR

Existen procesos que, una vez iniciados, inde-
fectiblemente continuan. La conocida imagen de una
fila de fichas de domind, en la que basta con derribar la
primera para que todas acaben cayendo, seria un
ejemplo trivial de uno de aquéllos. Pero el ciclo celular
no es asi. Una vez iniciado, no tiene que continuar
necesariamente a través de todas sus fases.
Evidentemente, la posibilidad de abandonar el ciclo
para entrar en G, ya habla de la existencia de alguna
sefal que haga responder a las células en un sentido o
en otro. Pero hay también otros mecanismos de control
que hacen que el ciclo celular momentaneamente se
detenga. Gran parte de lo que se conoce actualmente
sobre la regulacion del ciclo celular se ha aprendido
estudiando un organismo concreto: la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Aunque esta levadura no
constituya un eucariota tipico, y su division celular sea
peculiar en algunos aspectos, vale la pena dedicar una
cierta atencion a su division celular y al control de la
progresion de su ciclo.

La levadura S. cerevisiae se divide por gemacion.
Cuando las células estan en proliferacion, en un
momento dado, aparece en la superficie de una de ellas
una yema que va creciendo. Mientras tanto, se produce
la replicacion del DNA: una copia de los cromosomas
se queda en la célula inicial y la otra migra hacia la
yema y, cuando ésta ha alcanzado un tamafio sufi-
ciente, se produce una tabicacion que separa las dos
células resultantes. En el inserto de la figura 3 se
recoge una imagen microscopica de un cultivo prolife-
rante de levadura, en el que se aprecia una célula atin
sin yema, otra con la yema incipiente, una tercera con
la yema ya desarrollada y otra a punto de terminar la
tabicacion. A pesar de estas diferencias con la division
de células animales, el ciclo celular sigue las mismas
fases. La menor duracion del ciclo en levaduras hace
que el tiempo relativo dedicado a cada una de las fases

Figura 3. El ciclo celular de la levadura Saccharomyces cere-
visiae. Como se observa en el esquema, a partir de un determi-
nado momento, las células comienzan a desarrollar una yema,
gue va creciendo hasta dar lugar a una de las células hijas. En
el inserto se recoge una imagen microscépica en la que se
observa una célula que alin no ha comenzado la gemacién (1),
otra (2) con una yema incipiente, marcada por una flecha. Una
tercera célula (3) tiene ya la yema claramente desarrollada y en
la célula 4 la yema estd a punto de convertirse en una célula
independiente.

sea diferente del de células animales (comparense los
ciclos de las figuras 2 y 3).

Como se apuntaba antes, el hecho de que comience
el ciclo no significa que la progresion a lo largo de ¢l
esté garantizada. En levaduras existe un punto de
control cercano al final de la fase G,, denominado
“start”, en el que la célula se plantea una triple pre-
gunta: jhay suficiente disponibilidad de nutrientes?;
(se ha llegado al tamafio adecuado?; ;hay factores de
apareamiento presentes? Si la respuesta a cualquiera
de las dos primeras preguntas es negativa, el ciclo se
detiene. La logica es clara: la ausencia de nutrientes
impediria la normal proliferacion de las células y éstas
optan por detenerla. Otro tanto ocurriria si la célula no
hubiera crecido lo suficiente: antes de entrar en la fase
de replicacion y dar lugar a células defectuosas, la
célula prefiere abortar su desarrollo. Para comprender
la respuesta a la tercera pregunta, es necesaria una
aclaracion previa. Las levaduras, ademas de la division
asexuada que se acaba de exponer, son capaces de
seguir un proceso de reproduccion sexual. Existen dos
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tipos sexuales diferentes en S. cerevisiae, que se
denominan a y o. Las células de cada uno de estos
tipos son capaces de segregar un factor de
apareamiento, que es reconocido especificamente por
las células del tipo contrario. La presencia de un factor
de apareamiento produce la detencion del ciclo celular
en “start” en las células del tipo contrario, de modo
que cuando se encuentran células a y a el ciclo de
ambas se detiene para dar lugar a que se produzca el
apareamiento. Como consecuencia de la fusién del
material genético de ambas células, resulta otra
diploide que, tras un proceso de recombinacion
genética y meiosis dara lugar a cuatro esporas ha-
ploides, capaces de crecer y dividirse de forma
asexuada.

En el parrafo anterior se ha tratado el control del
ciclo celular de levaduras de una manera un tanto
antropomorfica. Se ha dicho que las células se
plantean preguntas, que optan por detener su prolife-
racion, que prefieren abortar su desarrollo. Aqui habria
que reconsiderar, desde un punto de vista episte-
mologico, la cuestion del por qué, que se planteaba en
la introduccioén. Por ejemplo, a la pregunta, ;por qué se
detiene en “start” el ciclo celular de S. cerevisiae
cuando se encuentra en presencia de células del tipo
contrario?, se podria responder: “porque la célula pre-
fiere tomarse un tiempo para el apareamiento y
aprovechar las ventajas genéticas que proporciona la
reproduccion sexual”. Pero esta respuesta, aunque
ayude a comprender la 16gica subyacente al fenomeno,
no puede satisfacer a un bidlogo. No da las causas
materiales por las que la parada del ciclo se produce y
es a esas causas a las que deben obedecer las células,
incapaces del auténtico discernimiento y libertad de
opcion que tenemos los seres humanos. Con todo,
ahora no se profundizara en estas causas; para nuestro
objeto bastara con poner un ejemplo, mas adelante, al
tratar del control del ciclo celular en animales.

El estudio del ciclo celular de S. cerevisiae ha pro-
porcionado muchas pistas para comprender los mecan-
ismos de control que operan en diversos organismos,
pero es el momento de centrarse definitivamente en el
estudio de células animales. Ademas del punto de
control proximo al final de G, que en células animales
recibe el nombre de “punto de restriccion” en vez de
“start” y responde a situaciones diferentes que las
vistas para levadura, hay otro punto de control al final

de G, y otro antes de terminar la fase M. El control en
G, asegura que solamente comiencen la mitosis las
células que tienen totalmente replicado y sin dafios su
DNA. La logica de este punto de control es clara: si la
replicacion hubiera sido defectuosa o hubiera intro-
ducido danos en el DNA, esos defectos se transmi-
tirian a la descendencia. Cuando la célula detecta
alguno de esos defectos, el ciclo celular se detiene
hasta que se reparan. El control en M garantiza que
solo cuando los cromosomas estan correctamente alin-
eados se produce su reparto entre las dos células resul-
tantes de la mitosis. También es plenamente
comprensible el porqué logico de este control.

Al control que tiene lugar al final de G, vale la pena
dedicarle mayor atencion. Es el que facilitara la com-
prension del control de la proliferacion celular vy,
ademas, el que nos permitira adentrarnos, siquiera sea
sucintamente, en el estudio de las causas moleculares
por las que se produce. Este punto de restriccion go-
bierna dos tipos de situaciones diferentes. Por un lado,
detiene el ciclo celular cuando el DNA ha sufrido
algiin dafio durante G,. De esta manera, no se replica
un DNA danado y la célula puede proceder a su
reparacion. Por otra parte, en ese punto se toma la
decision trascendental de seguir el ciclo celular o
entrar en G,. Comenzara la revision de estos mecanis-
mos por el estudio de la parada provocada por dafios
en el DNA. Aunque implique dar un pequefio rodeo,
esta manera de afrontar el problema tiene la ventaja de
que permite comprender el mecanismo molecular por
el que acttian los principales factores implicados en el
control del ciclo celular.

Son muchas las causas que pueden dar lugar a
dafios en el DNA, entre las que se encuentran las radia-
ciones. Hace aun poco tiempo, concretamente en
agosto de 2005, se cumplieron 60 afios desde que el
hombre utilizé por primera vez —y ojala sea por
ultima— la energia nuclear como medio masivo de
destruccion y de muerte. La prensa se hizo oportuna-
mente eco del insospechado incremento en las enfer-
medades cancerosas sufrido por los supervivientes
iniciales de las bombas caidas sobre Hiroshima y
Nagasaki. En un orden de cosas diferente, los medios
de comunicacion, especialmente durante la temporada
estival, alertan de los riesgos de una exposicion incon-
trolada a la radiacion solar, por sus peligros como
causa de cancer de piel. Pues bien, en gran medida,
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DNA llegado a llamar a la proteina p53 “protector del

genoma” (3). Por eso, no sorprende que en una gran

Dafio en A/r adiacion, etc parte de tumores se encuentren diversas mutaciones en

el DNA

NAATNN
!

Aumento .

de nivel

Parada

en G,
Figura 4. Parada del ciclo celular en el punto de restriccién al
final de Gy. Si, por efecto de la radiacién o por otro motivo, se

ha producido un dafio en el DNA, se eleva el nivel de la protei-
na p53, lo que conduce a la detencién del ciclo celular.

esta incidencia de alteraciones neoplasicas producida
por las radiaciones se explica si se comprende el
control del ciclo celular en G,. La figura 4 muestra que
la aparicion de un dafio en el DNA, por efecto de la
radiacion o por otros motivos, da lugar al aumento de
la concentracion de p53. Esta es una proteina que,
siguiendo una practica habitual, se denominé asi sim-
plemente por tener un peso molecular proximo a
53.000 y desconocerse en el momento de su des-
cubrimiento la funcién que desarrolla. Ahora se sabe
que esta funcion es fundamental en el control del ciclo
celular, ya que el aumento de nivel de p53 conduce a la
parada del ciclo en la fase G, tardia, como se
esquematiza en la figura 4. Aunque el mecanismo por
el que p53 detiene el ciclo se considerara mas tarde, en
este momento ya se puede comprender como la pre-
sencia de p53 funcional es imprescindible para que no
se replique el DNA dafiado. Graficamente, se ha

p53 (Tabla I). Efectivamente, si estando alterada la
proteina p53 se produce un dafio en el DNA, el ciclo
celular no se detendra en G, se replicard el DNA
danado en la fase S y el dafio se perpetuara en la
descendencia celular. No toda alteracion de p53 es
fatal, ya que el dafio del DNA puede ser irrelevante.
Pero si afecta a funciones clave, la conjuncién de
ambas causas, mutacién en p53 y dafio en el DNA,
conduce a un proceso canceroso (4-7).

Ahora es el momento de rellenar la laguna que
queda en el esquema de la figura 4 entre la elevacion
del nivel de p53 y la detencion del ciclo celular. Pero
para hacerlo, es preciso hablar previamente de otras
proteinas, las ciclinas, que desempefian un papel fun-
damental en el control del ciclo celular. Deben su
nombre al hecho de que su concentracion fluctaa cicli-
camente a lo largo de las diversas fases del ciclo
celular. Existen varias clases de ciclinas (4). Por
ejemplo, las ciclinas B se sintetizan continuamente a
partir de la fase S, con lo que su concentracion
aumenta gradualmente a lo largo de G, y del inicio de
la fase M. Pero, mediada esta fase, la concentracion de
ciclina B cae abruptamente. La causa es que se
produce en ese momento una degradacion prote-
olitica®, que destruye la ciclina. En las células resul-
tantes de la subsiguiente division, se repite el proceso,
de modo que, ciclicamente, la ciclina B aumenta de
concentracion a partir de S, pasa por un maximo en M
y desaparece al final de esta fase. Se dice, pues, que las
ciclinas B son ciclinas mitoticas, porque alcanzan su
maxima concentracion intracelular durante la mitosis.
Hay también ciclinas que se acumulan al final de G,
como las ciclinas E, o al final de G,, como las ciclinas
A.

El papel de las ciclinas es el de actuar como regu-
ladoras de unas enzimas, con actividad de proteina
quinasa’, que reciben por eso el nombre de quinasas

4 La proteolisis es una hidrélisis controlada de diferentes proteinas. Son varios los mecanismos de proteélisis conocidos. Uno de los mas co-
rrientes, que es el que opera en el caso de las ciclinas, implica la unién previa de la proteina a degradar con la ubicuitina, una proteina pequefia
muy conservada y presente en practicamente todas las células. Los mecanismos de degradacion proteolitica dependientes de ubicuitina fueron
descubiertos por Irwin Rose, Aaron Ciechanover y Avram Hershko, que fueron galardonados por ello con el Premio Nobel de Quimica en

2004.

5 Las quinasas son enzimas que catalizan la transferencia de fosfato desde el ATP a otro sustrato. En el caso de las proteina quinasas, ese otro

sustrato es una proteina.
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TABLA |
Frecuencia de mutaciones en la proteina p53
en diversos tumores humanos

Localizacion del

Incidencia (%) de

tumor mutaciones en p53
Pulmén 56
Colon 50
Eséfago 45
Ovario 44
Pancreas 44
Piel 44
Estémago 41
Vejiga 34
Prostata 30
Mama 22

dependientes de ciclinas y que normalmente se de-
signan con las siglas cdk®. Cuando se forma el com-
plejo ciclina-cdk, la actividad quinasa de ésta tltima se
activa. Por el contrario, cuando la ciclina se separa
—como ocurre cuando se degrada por proteolisis— la
quinasa es inactiva (4). En la figura 5 se observa,
esquematicamente, como una ciclina mitdtica puede
conseguir que la cdk correspondiente se encuentre
activa durante la fase M, mientras que una ciclina G,
activara a la cdk durante esa fase del ciclo celular. Pues
bien, con estos antecedentes, ya estamos en situacion
de dar un paso mas hacia la comprension del
mecanismo que culmina en la detencion del ciclo en
respuesta a la elevacion de p53 producida por un dafio
en el DNA (Fig. 4).

Ocurre con frecuencia, sin embargo, que para
descifrar una cuestion es preciso dar una serie de
detalles que pueden producir la impresion de que, en
vez de una aclararse, la cuestion se complica, hasta que
al término de la exposicion se hace la luz. Eso precisa-
mente ocurre en el caso presente, en el que, para com-
prender el mecanismo por el cual actiia p53, es preciso
complicar inicialmente la cuestion. La proteina p53,
entre otras funciones, activa la transcripcion del gen

6 Iniciales tomadas del inglés cyclin-dependent kinase.

Figura 5. Actuacion combinada de las ciclinas y de las
quinasas dependientes de ellas. Las quinasas dependientes de
ciclinas (cdk) s6lo poseen actividad enzimatica cuando forman
un complejo con las ciclinas. Estas se acumulan en determina-
dos momentos del ciclo celular; en el esquema aparece una
ciclina mitética y otra que se acumula en Gy. Pasada la fase
correspondiente del ciclo celular, la degradacién proteolitica
conduce a la desaparicion de la ciclina, con la consiguiente
pérdida de actividad quinasa de la cdk.

que codifica otra proteina reguladora, la denominada
p21 (5). Como se esquematiza en la figura 6, esta pro-
teina es capaz de unirse al complejo cdk-ciclina, union
que da lugar a la inhibicion de la actividad quinasa de
cdk. De esta manera, una elevacion del nivel de p53 se
traduce en un aumento en la concentracion de p21, con
la consiguiente inhibicion de las fosforilaciones catali-
zadas por el complejo formado por cdk y la ciclina G;.
Pues bien, la diana principal de este complejo es la
proteina pRb, denominada asi porque se caracterizo
inicialmente como supresor’ en un caso de retinoblas-
toma®. No obstante, el papel de pRb no se limita al
retinoblastoma, sino que actia como supresor de un
gran numero de tumores (4). Aunque tiene varios
modos de accion, el mecanismo de pRb que interesa en
el contexto de este articulo es el de bloquear, por inter-
accion con ellos, activadores transcripcionales de
genes implicados en la progresion del ciclo celular (8).
Como se aprecia en la figura 7, pRb forma un com-

7 Un supresor es una proteina que fiena la proliferacion de las células tumorales. Puede actuar por varios mecanismos, bien inhibiendo la pro-
gresion del ciclo celular, bien provocando la apoptosis. Es, quizd, mas frecuente hablar de genes supresores, para referirse a los que codifi-

can €sas proteinas.

8 El retinoblastoma es un tipo poco frecuente de cancer peditrico, que afecta las células de la retina.
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—> FOSFORILACION

transcripcion

Figura 6. Mecanismo de actuacién de p53 en el punto de
restriccién Gy. La proteina p53 es un activador transcripcional
del gen que codifica la proteina p21, que se une al complejo
ciclina-cdk, inhibiendo la actividad quinasa de esta ultima.

plejo que bloquea un activador transcripcional nece-
sario para el funcionamiento del ciclo celular. Como
consecuencia de la inactivacion de ese factor, el ciclo
se detiene y la célula no prolifera. Pero cuando pRb se
fosforila por el complejo formado por cdk y la ciclina
G,, pierde su capacidad de secuestrar al factor trans-
cripcional; éste se une al promotor de sus genes diana,
la transcripcion se produce y el ciclo celular se reanuda
(9). Ahora ya puede comprenderse como un aumento
de p53, que impide la fosforilacion de pRb, produce
una parada en el ciclo celular. Y también se comprende
que si pRb, por una mutacion o por alguna otra causa,
pierde su funcionalidad el resultado sea el mismo que
el de su fosforilacion, es decir, la progresion incon-
trolada a lo largo del ciclo celular. Este es el motivo
por el que pRb tiene una funcion de supresor de
tumores, no solo en el caso del retinoblastoma, y por
€s0 son muy numerosos los tipos de cancer humano en
los que se ha detectado un fallo en pRb. Mas adelante
se vera otra implicacion de estos mecanismos en la
aparicion de tumores, pero ahora hay que afnadir que,
ademas de pRb, otras proteinas analogas, como p107 o
p130, pueden desempefiar papeles semejantes.
Tradicionalmente se conocen las proteinas de esta
familia como pocket proteins, proteinas de bolsillo.

LOS FACTORES DE CRECIMIENTO Y LA
PROGRESION EN EL CICLO CELULAR

En los parrafos precedentes se ha comentado como
puede detenerse la progresion de una célula a lo largo
del ciclo cuando tal progresion puede representar un
riesgo para la supervivencia. También se ha hablado de
que, en un organismo pluricelular, se encuentran
células que, habitualmente, no se dividen. Evidente-
mente, se trata de dos situaciones diferentes —la

detencion temporal del ciclo en células que ordinaria-
mente se dividen y la permanencia en un estado, G, de
no proliferacion—, que han de responder a meca-
nismos distintos. Para entender las relaciones entre G,
y G, y como una célula puede pasar de un estado
quiescente al ciclo celular o viceversa, es preciso con-
siderar un nuevo tipo de moléculas: los factores de
crecimiento.

En 1954, en una investigacion que, finalmente, le
valio la concesion del premio Nobel, Rita Levi-
Montalcini descubrié una sustancia de naturaleza
polipeptidica, que estimulaba el crecimiento y desa-
rrollo de ciertas neuronas (10). Llamo a esta sustancia

CELULA NO PROLIFERATIVA

pRb activa

S Activador transcripcional
blogqueado

Gen requerido para
avanzar en el ciclo

CELULA EN PROLIFERACION

Q pRb fosforilada
inactiva

Activador transcripcional
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Figura 7. Acciéon de la proteina de retinoblastoma, pRb. La
forma activa de pRb (no fosforilada) bloquea la transcripcién
de los genes requeridos para la proliferacion al interaccionar
con sus activadores transcripcionales. Cuando pRb se fosforila,
es incapaz de combinarse con los activadores, que ya pueden
ejercer su funcién. Como resultado, continua el ciclo celular.
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TABLA I
Ejemplos de factores de crecimiento

Factor de crecimiento Namero de aminoacidos Efectos
Factor de crecimiento nervioso (NGF) 118 Diferenciacion y supervivencia de
neuronas
Factor de crecimiento epidérmico (EGF)1 53 Proliferacion de muchos tipos celulares
Factor de crecimiento derivado de 125 (A)2 Proliferacion de fibroblastos y otros
plaguetas (PDGF) 109 (B) tipos celulares
Interleuquina-2 133 Proliferacion de linfocitos T
Eritropoietina 166 Desarrollo de eritrocitos
Factor de crecimiento de hepatocitos 463 (oc)3 Proliferacion de hepatocitos y otros
(HGF) 234 (B) tipos celulares
Factor de crecimiento transformante 3 Maltioles
(TGFp)* p

! El factor transformante o (TGFx) pertenece a la misma familia que el EGF; comparten el mismo receptor y tienen muchas funciones comunes.

Se dan los tamafos de las dos cadenas del factor maduro

SE| profactor, de 728 aminoacidos, se procesa para dar un heterodimero, en el que las dos cadenas, « y B, quedan unidas mediante un puente disulfuro.
Se trata de una familia de factores, estructuralmente relacionados, por lo que no puede hablarse de un unico nimero de aminoacidos y funciones

factor de crecimiento nervioso, abreviadamente NGF
(de Nerve Growth Factor). Al descubrimiento del NGF
siguid, de una forma un tanto casual el del EGF (de
Epidermal Growth Factor), factor de crecimiento
epidérmico, como consecuencia del trabajo de Stanley
Cohen (11). El EGF es también un polipéptido, de 53
aminodacidos, que ha llegado a constituir un caso para-
digmatico de la larga serie de factores, todos ellos de
naturaleza polipeptidica, que controlan el crecimiento
y diferenciacion de células animales, tanto en el desa-
rrollo embrionario como en los organismos adultos
(Tabla II).

El papel critico desempefiado por los factores de
crecimiento en el control de la proliferacion celular
hace que las anomalias en su expresion o mecanismo
de accion conduzca a diversas situaciones patologicas,
entre otras, diversos tipos de cancer. De hecho, el des-
cubrimiento del NGF fue posible gracias a que Levi-
Montalcini utilizé6 como material bioldgico de partida
un tipo de tumor en el que se sobreexpresaba el factor.
Por ese motivo, es l6gico que, desde su descubri-
miento, los factores de crecimiento atrajeran el interés
de los investigadores para dilucidar su modo de
actuacion.

Como ocurre con todos los péptidos, los factores de
crecimiento son incapaces de atravesar las membranas
plasmaticas. Para actuar en las células diana, tienen
que interaccionar con un receptor, que es una proteina
integral de la membrana plasmatica de esas células. El
receptor del EGF fue el primero en ser estudiado con
detalle y gran parte del conocimiento que se tiene
sobre los receptores de factores de crecimiento se debe
precisamente a los trabajos realizados con ¢l (12).

La mayoria de los receptores de factores de creci-
miento poseen actividad enzimatica de tirosina
quinasa (13), es decir, catalizan la fosforilacion de
residuos de tirosina en sus proteinas sustrato. Esa
actividad catalitica se encuentra en un dominio
intracelular del receptor, mientras que, como es obvio,
el sitio de union del factor de crecimiento esta situado
en el dominio externo, que corresponde a su region N-
terminal, y suele conocerse como ectodominio. Ambos
dominios estan conectados por un unico segmento
transmembrana de hélice o.. Las investigaciones ini-
ciales revelaron dos acontecimientos que ocurren tras
la unién del factor de crecimiento: la dimerizacion del
receptor y un notable incremento de su actividad
tirosina quinasa. Aunque la dimerizacion puede ocurrir
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Las consecuencias funcionales de la union de otras
N N proteinas celulares es determinante para que la trans-
Factor de crecimiento duccion de la sefial iniciada por la asociacion del factor
de crecimiento con su receptor se lleve a término.
Ectodominio

I i
i

¢ 7 )
Proteina de C C Proteina de
sefializacion seflalizacion

Dominio SH2

Figura 8. Esquema de un receptor de factores de crecimiento.
Se muestra un receptor dimerizado como consecuencia de la
union del factor de crecimiento al sitio especifico en el ectodo-
minio, o dominio extracelular. Como consecuencia de esa
interaccion, el dominio intracelular (en rojo), conectado con el
ectodominio a través de una hélice transmembrana (en azul)
adquiere actividad de tirosina quinasa, que produce la auto-
fosforilacién del dominio intracelular del receptor, aumentan-
do asi la actividad quinasa, que puede fosforilar proteinas de
sefializacion, iniciando asi una cascada de transduccion de la
sefal.

en algunos casos en ausencia del factor de crecimiento,
el incremento de la actividad quinasa es estrictamente
dependiente de su union. Esta conjuncion de dimeri-
zacion e incremento de la actividad de tirosina quinasa
hace posible la autofosforilacion del receptor en trans,
es decir, cada una de las subunidades fosforila residuos
de tirosina de la otra (Fig. 8). A su vez, la autofosfori-
lacion desempefia un papel fundamental en el fun-
cionamiento de estos receptores. En primer lugar, tiene
una funcion reguladora de la propia actividad tirosina
quinasa del receptor. Por otro lado, la fosforilacion de
residuos de tirosina situados fuera del centro activo, en
un cuarto dominio que se encuentra en el extremo C-
terminal del receptor, hace que esta region del receptor
adquiera la capacidad de unirse a otras proteinas cito-
plasmaticas.

Entre las proteinas reclutadas por el receptor de EFG,
por ejemplo, se encuentran proteinas que participan
directamente en rutas de sefializacion celular, como
quinasas y fosfatasas’ (14-16). La formacion de un
complejo con el receptor (Fig. 8) incrementa la
actividad de estas enzimas, que inician de ese modo
una cascada de fosforilacion-desfosforilacion'® hasta
llegar al destino final intracelular. Pero hay que tener
en cuenta que ese destino ha de ser el material
genético. En efecto, si los factores de crecimiento
inducen la proliferacion de células eucarioticas, parece
claro que la sefial mitogénica'’, iniciada en el receptor,
ha de llegar hasta el DNA. Esto es asi, no sélo porque
el DNA haya de replicarse para que las células se
dividan, sino porque el crecimiento y la diferenciacion
implican la transcripcion de multiples genes que con-
trolan la progresion del ciclo celular. Entre estos genes,
hay algunos que se activan a los pocos minutos de
haberse recibido la sefial mitogénica, por lo que
reciben el nombre de genes inmediato-tempranos.
Normalmente, estos genes codifican factores de trans-
cripcion, necesarios para la activacion de otra serie de
genes, a veces llamados retrasados, porque, como es
obvio, su expresion es posterior a la de los genes
inmediato-tempranos. Y estos genes retrasados suelen
codificar otros factores necesarios para que los genes
directamente implicados en la progresion del ciclo
celular se expresen.

Resumiendo, tras la interaccion del factor de crec-
imiento con su receptor, se inicia una cascada de fosfo-
rilacion cuya diana final puede ser —ya en el nucleo—
un factor transcripcional, un componente de la cro-
matina o un complejo que la modifique (2). En
cualquier caso, se trata de algo que puede dar lugar a
una transcripcion especificamente regulada de uno o
varios genes inmediato-tempranos. La cascada con-
tinlla, ya que, como se ha apuntado antes, los pro-
ductos de los genes inmediato tempranos son de

9 Las fosfatasas catalizan la hidrolisis de ésteres fosforicos. Su accién, pues, se opone a la de las quinasas y la conjuncién de ambos tipos de
enzimas es precisa para que la sefial introducida por la fosforilacion sea reversible.
10 La naturaleza de las cascadas de fosforilacion y su importancia en la transduccién de sefiales se han tratado en otra edicién de este Programa

de Promocion de la Cultura Cientifica y Tecnologica (17).

11 En general, recibe el nombre de mitégeno toda sustancia que favorece la division mitética de la célula sobre la que actia.
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ordinario factores transcripcionales que activan en
cadena la expresion de otros genes hasta llegar a la
activacion de los genes requeridos para la proliferacion
celular. El panorama, pues, es sumamente complejo y
la complejidad se hace mayor si se tiene en cuenta que
existen, al menos, seis rutas de MAP'? quinasas, que
no son lineales, es decir que no tienen un unico
receptor como comienzo ni una sola diana nuclear
como final. En algunos casos, hay redundancia entre
las rutas de sefializacion y, muy frecuentemente, existe
una intercomunicacion entre ellas. Como acertada-
mente ha apuntado Gilbert, «estas rutas son simple-
mente las carreteras principales del flujo de
informacion. Entre ellas, hay avenidas y calles que
conectan una carretera con otra» (18).

En este momento, conviene recordar que toda la
aparente disgresion anterior sobre los factores de creci-
miento estaba motivada por el propodsito de entender
como una célula puede pasar de un estado quiescente,
Gy, al ciclo celular o viceversa. Pues bien, en las
células animales, ademas de todos los mecanismos ya
comentados que existen para detener el ciclo celular en
G, la salida del ciclo y el paso a G, (véase la figura 2)
se induce por la ausencia de factores de crecimiento.
Al contrario, cuando sobre una célula acttan los fac-
tores de crecimiento adecuados, se favorece la pro-
gresion del ciclo celular. Un caso paradigmatico es el
de la regeneracion de la piel tras una herida. Es bien
sabido que las plaquetas juegan un papel fundamental
en la coagulacion de la sangre, pero, ademas, estas
células anucleadas segregan un factor de crecimiento,
el PDGF (platelet-derived growth factor, véase tabla
1), que estimula la proliferacion de los fibroblastos,
con la consiguiente regeneracion de la piel. El PDGF
resulta asi decisivo para el retorno al ciclo celular de
los fibroblastos. En los mecanismos subyacentes juega
un papel importante la proteina pRb, lo que explica
que una malfuncién de dicha proteina produzca una
proliferacion celular incontrolada. Esta circunstancia,
unida a su papel en la detencion del ciclo celular en
respuesta a dafios en el DNA justifica sobradamente la
importancia de pRb en los mecanismos oncogénicos.

LA REGENERACION HEPATICA

Como ya se ha mencionado, las células hepaticas
ordinariamente se encuentran en G,. Menos del 0,01%
de los hepatocitos se pueden observar en mitosis (19),
pero pueden comenzar a proliferar en respuesta a
determinados estimulos. Desde hace bastante tiempo
se sabe que la hepatectomia parcial, reseccion
quirurgica de parte del higado, constituye uno de esos
estimulos (20). A un animal de experimentacion se le
pueden extirpar hasta las dos terceras partes del higado
y el tercio restante resulta capaz de regenerar —en
pocos dias— la masa total del higado. Esta circun-
stancia hace inevitable pensar en el mito de Prometeo,
que robo el fuego sagrado para regalarselo a los
hombres y, con esa accion y otras parecidas, se gano la
enemistad de Zeus. Este le castigd a permanecer enca-
denado a una roca, para que un aguila le devorara el
higado. Pero esa viscera se regeneraba constante-
mente, con lo que el 6rgano no tenia fin. ;Sabia
Hesiodo, que describe el mito en su 7eogonia, que el
higado es capaz de regenerarse? Seguramente no, pero
en cualquier caso, se trata de una situacion real.

Tras la eliminacion parcial del higado, las células
restantes comienzan un programa regulado de prolife-
racion. Aunque —como en casi todos los érganos—,
en el higado existen células troncales, no son éstas las
responsables de la regeneracion, que implica funda-
mentalmente la division de los hepatocitos (21). Cada
uno de ellos es capaz de dividirse una o dos veces; en
ratas, los hepatocitos comienzan a entrar en fase S
unas 14 h tras la hepatectomia parcial y llegan al
maximo de sintesis de DNA a las 24 h. La primera
division celular, bastante sincronizada, tiene lugar
algunas horas més tarde. La segunda ronda de division,
que ya no ocurre en todas las células, de una forma
menos sincronizada, entre 3 y 5 dias y, al cabo de unos
12 dias, el higado ha recuperado su tamafio original y
su funcién (19). Este programa de regeneracion tiene
lugar en todas las especies, aunque el desarrollo tem-
poral varia de unas a otras y es, en cualquier caso, mas
lento que en la rata.

12 Reciben el nombre de MAP (mitogen-activated protein) quinasas las enzimas citoplasmaticas destinatarias de la sefializacién, ultimos
eslabones de la cadena que comienza aguas arriba en la proteina que se une al receptor una vez autofosforilado, y que se encargan de intro-

ducir la senal en el nucleo.
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La regeneracion hepatica implica dos aconteci-
mientos fundamentales. El primero es el paso de los
hepatocitos de G, a G; el segundo es la progresion de
las células desde G, a lo largo del ciclo celular. Con lo
que ya se ha considerado, no llama la atencion advertir
que hay factores de crecimiento, especialmente HGF y
TGFa., responsables de la entrada de los hepatocitos en
la fase S. Pero estos factores son incapaces de con-
seguir que los hepatocitos quiescentes abandonen este
estado para pasar a G; (21). Esta transicion, que se
puede denominar “cebado””, es, posiblemente, el
hecho decisivo en la regeneracion hepatica. Las cito-
quinas, especialmente TNF e IL-6', son las moléculas
que, tras la agresion producida por la hepatectomia,
disparan la produccion de los radicales libres cono-
cidos genéricamente como especies reactivas de
oxigeno que, a su vez, a través de una compleja
cascada de acontecimientos que incluye fosforila-
ciones, proteolisis, etc., da lugar, antes de 30 min tras
la hepatectomia, a la activacion del factor transcrip-
cional NF-xB. Como consecuencia, se activa la trans-
cripcidn de los genes inmediato-tempranos (21), entre
los que se encuentran los de los protooncogenes c-Myc
y c-Fos (Fig. 9).

No es extrafio que, tanto por el conjunto de feno-
menos que ocurren tras la hepatectomia parcial, como
por la relativa facilidad experimental con la que puede
producirse, la regeneracion hepatica se haya utilizado
frecuentemente como un modelo de proliferacion
celular. Fundamentalmente, se ha empleado para
estudiar la transicion G,—S, etapa en la que el secuestro
de las proteinas de bolsillo por Id2"° impide su accion
antiproliferativa. En efecto, si se vuelve a observar la
figura 7, se advertira que al impidir la accion de la
forma hipofosforilada de pRb —o de otra proteina de
la familia— por su unioén con Id2, se esta contrarre-
stando el papel de las proteinas de bolsillo en la
detencion del ciclo celular. La accion de 1d2 mimetiza
en cierto sentido la fosforilacion de las proteinas de la
familia de pRb y permite la transicion G,—S (22). La

figura 9 muestra algunos ejemplos de los genes que se
activan durante esta transicion y en todos estos casos el
bloqueo de la accion de las proteinas de bolsillo parece
esencial.

Pero comparativamente, se sabe mucho menos de
los acontecimientos que tienen lugar durante el cebado
de los hepatocitos. Aunque, como se ha comentado
antes, se conoce la participacion de las citoquinas y se
han identificado los genes inmediato-tempranos que se
inducen durante la transicion Gy—G,, los mecanismos
moleculares intimos por los que la activacion de estos
genes tiene lugar presentan aun numerosos interro-
gantes. Hay que sefialar que se trata de un problema
digno de estudio, toda vez que el cebado es fase deter-
minante del inicio de la proliferacion de células quies-
centes. Puesto que las transformaciones neoplasicas
implican precisamente un inicio de la proliferacién de
células que ordinariamente se encuentran en G, cobra
interés adquirir conocimientos sobre los mecanismos
implicados en esa transicion. En nuestro laboratorio,
dedicado al estudio de las relaciones entre estructura
de la cromatina y la actividad transcripcional, nos
hemos interesado por este problema de la transicion
Gy—G,, teniendo en cuenta que los mecanismos de
activacion génica no pueden contemplarse fuera del
contexto estructural de los genes.

Cuando emprendimos esta investigacion, nos cen-
tramos fundamentalmente en la activacion de c-Myc.
Ademas de los datos que sucintamente se han men-
cionado mas arriba, se sabia que la represion de este
gen —al menos en queratinocitos— estaba causada
por la formacién de un complejo entre la proteina de
bolsillo p107 y un regulador transcripcional de la
familia E2F (23). La represion mediada por proteinas
de bolsillo estd asociada a la desacetilacion de his-
tonas, ya que estas proteinas, en su estado desfosfo-
rilado, reclutan complejos de histona desacetilasas
(24-26). De esta forma se confirma la estrecha relacion
que existe entre regulacion génica y estructura de la

13 Este proceso, que en la literatura anglosajona se define como priming, puede describirse adecuadamente en castellano en la forma que se
recoge en el texto. En efecto, una de las acepciones que recoge el DRAE para cebar es «poner una maquina o un aparato en condiciones de

funcionary.

14 Reciben el nombre de citoquinas un conjunto de polipéptidos producidos por multiples tipos celulares, que actian como reguladores de
ciertas respuestas biologicas, como la inflamacion, la respuesta inmune, etc., a determinados estimulos. E1 TNF (de tumour necrosis factor)

y las interleuquinas (IL) son dos de las citoquinas mas representativas.

15 Las proteinas Id (inhibidoras de la diferenciacién), de las que existen 4 formas designadas con niimeros correlativos, tienen un modo de

accion complejo que, en ultimo término, favorece la proliferacion celular.
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Figura 9. Secuencia inicial de acontecimientos en la regeneracidén hepética tras hepatectomia parcial. El O de la escala de tiempo cor-
responde al momento de la reseccién quirdrgica de las dos terceras partes del higado de una rata. Por encima de la escala de tiem-
po, apareceen los genes mas representativos de los transcritos en esos periodos y se indica algiin comentario sobre su funcién. En
rojo, debajo de la escala, se indican las fases del ciclo celular de los hepatocitos.

cromatina, relacion que llevo a nuestro grupo a profun-
dizar en el mecanismo de la activacion de c-Myc
durante el cebado de los hepatocitos tras hepatectomia
parcial.

En primer lugar, se analizd, mediante la técnica de
RNApol ChIP, originalmente descrita en nuestro labo-
ratorio (27), el nivel de expresion del gen /d2 en com-
paracion con el de c-Myc, para comprobar que ambos
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Figura 10. Transcripcién de los genes c-Myc e /d2 durante la
regeneracion hepatica en rata. La tasa de transcripcion se ha
determinado mediante PCR cuantitativa a partir de un experi-
mento de RNApol ChIP. Adaptado de Rodriguez et al. (28).

genes siguen una pauta de activacion bifésica (Fig.
10). Los dos genes se comportan como inmediato-tem-
pranos, puesto que se observa un pico de transcripcion
1 h tras la hepatectomia parcial, pero ademas, la trans-
cripcidon se reanuda posteriormente, alcanzando otro
maximo a las 24 h, coincidiendo con la primera fase S.
Por las razones explicadas antes, centramos la atencion
en el primer maximo de transcripcion, ya que el
mecanismo del segundo ha sido estudiado por otros
autores. La presencia de diversos factores en el pro-
motor de c-Myc se analizé mediate la técnica de ChIP
(Chromatin Immunoprecipitation). Brevemente, esta
técnica consiste en inmunoprecipitar fragmentos
pequefios de cromatina, obtenidos por sonicacion, con
anticuerpos frente a los factores investigados. Si se
quiere detectar si esos factores estan presentes en una
region concreta del genoma —el promotor de c-Myc
en el caso presente—, el DNA contenido en el inmuno-
precipitado se somete a PCR con oligonucledtidos
adecuados para amplificar esa region. La cantidad de
DNA amplificado tras la PCR indica, pues, la mayor o
menor presencia del factor en el amplicon, la region
abarcada por los oligonucledtidos empleados en la
PCR. La figura 11 muestra que E2F4 y pl130 se
encuentran presentes en el promotor de c-Myc a lo
largo de las 6 primeras horas tras la hepatectomia
parcial. Sin embargo, la comparacion de los resultados
con los del experimento de RNApol ChIP (Figs.10 y
11B) permite concluir que Id2, que se encuentra
también presente en el higado quiescente, abandona el
promotor cuando el gen c-Myc se activa. Es signi-
ficativo que en ese primer pico de actividad de c-Myc
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A Promotor B Exon 3

Figura 11. Andlisis de la transcripcion del gen c-Myc durante
la regeneracion hepatica en rata. A. Ocupacion del promotor
por diversos factores: E2F4, p130, mSin3A e Id2. Se ha utiliza-
do el método ChlIP, con los anticuerpos de esos factores. La
carrera marcada “No Ab” es un control en el que se ha omiti-
do el anticuerpo en la inmunoprecipitacién. La carrera “Input”
recoge el total de los fragmentos de cromatina sin inmunopre-
cipitar. B. Andlisis de la transcripcion del gen en tiempo real
mediate el método RNApol ChIP (27). Se detecta la presencia
de RNA polimerasa Il en una zona codificante alejada del pro-
motor. Se indica en cada caso el tiempo tras la hepatectomia
parcial (HP). La figura corresponde a una adaptacién a partir
del articulo de Rodriguez et al. (28).

también abandone el promotor la proteina mSin3A,
componente de un complejo represor que contiene
histona desacetilasas, lo que pone de manifiesto la
implicacion de cambios en la cromatina en conexion
con la activacion transcripcional. Lo que resulta

Promotor Regién codificante

Tiempo «
tras HP § O
(h) =

0
0,5
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Figura 12. Andlisis de la transcripcion del gen /d2 durante la
regeneracion hepdtica en rata. El experimento es similar al
recogido en la figura 11, pero se ha centrado en la presencia
de la proteina c-Myc en el promotor de /d2, en relacién con la
transcripcion de este gen (analizada por RNApol ChIP en el
panel de la derecha.

I_\
\

c-Myc 1d2

Figura 13. Hipotesis sobre la existencia de un lazo autorregu-
lador entre los genes c-Myc e /d2 durante el cebado de los
hepatocitos en la regeneraciéon hepatica. Se propone que la
proteina c-Myc actla como activador del gen /d2, mientras
que el producto de éste, la proteina Id2 es un represor del gen
c-Myc.

peculiar en este caso es que 1d2 y el complejo represor
abandonen la cromatina con independencia de p130,
ya que, hasta ahora, los mecanismos estudiados en los
que se produce una salida de 1d2 y de los represores,
implican, como ocurre en el segundo pico de expresion
de c-Myc la simultanea salida de las proteinas de bol-
sillo.

Para concluir, vale la pena mostrar el analisis
paralelo, también realizado por ChIP, del promotor del
gen que codifica Id2. Puede observarse en la figura 12
que la proteina c-Myc se une al promotor de /d2 pre-
cisamente cuando este gen esta en transcripcion. Asi
pues, los datos obtenidos sugieren que 1d2 reprime la
transcripcion de c-Myc, mientras que c-Myc activa la
de Id2. Este posible lazo de regulacion (figura 13), que
nuestro grupo ha propuesto por primera vez (28), justi-
ficaria el caracter transitorio y autorregulado de la
expresion de ambos genes durante el cebado de los
hepatocitos para la regeneracion hepatica. El estudio
de la regeneracion hepatica, como modelo de prolife-
racion celular, ha sido capaz de proporcionar de esta
manera datos para comprender el inicio de este
proceso, que tan decisiva importancia puede tener en
numerosas situaciones patologicas.

CONCLUSION

A lo largo de las lineas precedentes, se ha revisado
sucintamente el complejo fendomeno de la prolife-
racion celular y se han analizado algunas de sus causas
moleculares. El hecho de que el hombre esté siendo
capaz de descifrar estos intrincados mecanismos es un
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motivo de optimismo y confianza en la capacidad de la
mente humana para dar una respuesta a muchos inte-
rrogantes que se plantea la humanidad. El cientifico
puede y debe ser optimista, pero tiene un importante
deber cara a la sociedad y cuando se plantea la pre-
gunta de si ese optimismo implica que las ciencias
experimentales puedan satisfacer todas las ansias del
pensamiento humano, no puede responder a la ligera,
sin una seria reflexion sobre los limites del conoci-
miento cientifico. La mutua interdependencia de las
ciencias experimentales con otras areas del saber,
como la filosofia, puede ayudar a superar tanto la
irreflexiva autosuficiencia, como el pesimismo exis-
tencial.

Por otro lado, el hecho de que nuestro conoci-
miento avance cada vez mas no debe ahogar la
capacidad de asombro con la que el hombre se asoma a
los fendmenos de la naturaleza. Decia Einstein que el
estudio y, en general, la bsqueda de la verdad y de la
belleza, son los campos en los que podemos seguir
siendo nifios toda la vida. Un nifio tiene intacta su
aptitud para el asombro y su despertar a la vida es una
sucesion de pequefios descubrimientos que hacen de
cada dia una auténtica aventura irrepetible. Si el cien-
tifico es capaz de adoptar esa postura, huyendo de la
autosuficiencia, se encontrara en condiciones 6ptimas
para avanzar por el camino de la investigacion.

Finalmente, las lineas precedentes muestran que
ante un proceso bioldgico complejo, como el de la pro-
liferacion celular, caben dos actitudes: o bien se con-
sideran todos esos mecanismos como un insufrible
enredo —como podria hacer un mal estudiante que
pretendiera memorizarlos s6lo para superar un examen
a la antigua usanza—, o bien se contempla como una
muestra més de la belleza de la naturaleza. Garcia
Lorca decia que un alma de poeta intenta descubrir el
misterio que tienen todas las cosas. Bien se puede
decir que un cientifico dotado de alma de poeta esta en
inmejorables condiciones para enfrentarse a los com-
plejos problemas que la ciencia le plantea.
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