CAPITULO

Con anterioridad se estudié céomo la replicacion del ADN es el fundamento
molecuiar de la transferencia de informacién de una célula u organismo a sus descen-
dientes. Se asepura que en el ADN radica la informacidn que determina las caracteristi-
cas estructurales y funcionales de las células que lo contienen; luego en las células
deben existir mecanismos por medio de los cuales se Iogre la expresion de la informa-
cion genética, ese mecanismo en lineas generales consiste en sintetizar proteinas, cuya
secuencia de aminoacidos esté codificada en la secuencia de bases nitrogenadas del
ADN, y este proceso consta de 2 etapas fundamentales.

En la primera la secuencia de bases del ADN se copia en una molécula especifica
de ARNm, esta etapa es la transcripcidn, La segunda consiste en utilizar la secuencia
de bases del ARNm para, a partir de ella, sintetizar una cadena polipeptidica con una
secuencia especifica de aminoacidos, esta etapa es la traduccién (Fig. 27.1).

Estos 2 procesos que ocurren de manera continua -en algunos casos hasta simuit:-
neamente- constituyen el mecanismo fundamental, mediante el cual el ADN determina
las caracteristicas estructurales y funcionales de una célula y de un organismo como un
todo; por eso, como se vio anteriormente, no es imprescindible la dnplicacién exacta
de todos los componentes celnlares al producirse la division celular, pues basta con la
divisién del ADN y los componentes celulares que intervienen en su expresion para
que las células hijas sean de la misma especie que las parentates.

Aspectos generales

La transcripcién es ¢l proceso central en el crecimiento y desarrollo de las células,
en la cual los genes que se encuentran en el ADN de los cromosomas son selectivamente
localizados, reconocidos y transcritos, produciendo ARN mensajeros, ribosomales
(estructurales) y de transferencia (adaptadores). Ei notable progreso en los altimos
afios de la genética bacteriana, el ADN recombinante, la bioquimica-fisica, etcétera, ha
ampliado considerablemente los conocimientos sobre este proceso. Aun cuando pue-
dan existir diferencias en los mecanismos de transcripcién en diferentes organismos,
hay una serie de caracteristicas comnunes a todos ellos que s¢ enumeran a continuacion.

Los precursores de la sintesis de los ARN son los 4 ribonucledsidos trifosfatados,
ATP, GTP, UTP y CTP. En la reaccién de polimerizacion, los ribonucleétidos son
aiiadidos uno a uno al extremo de una hebra en crecilniento por enzimas denominadas
ARN polimerasas dependientes de ADN o ARN polinerasas.

Fig. 27.1. Relacién transcripcion traduccidon.
En los procariontes (a) al no exis-
tir envoltura nuclear la traduccion
comienza generalmente antes de
terminar fa transcripcién. En los
cucariontes (b) el ARNm se forma
en e niicleo y alli se procesa antes
de ser transportado al citoplasma
donde es traducido.



Lasecuencia de bases del ARN es complementaria a la hebrade ADN, que se esta
copiando. Aunque el ADN es en general de doble hebra, en cada sector especifico sélo
una de ellas se utiliza como molde o patrén para la sintesis de ARN.

L.ahebrade ARN crece en el sentido 5 ' —3 ', mientras va copiando la hebra del
ADN que estd en direccidn 3 ' —5 ', luego la sintesis es antiparalela y unidireccional.
La reaccion hasica de polimerizacién consiste en la adicion de un ribonucledsido
trifosfatado al extremo 3 * -OH del nucledtido precedente, con liberacion de pirofostato,
forméndose un enlace fosfodiéster. Aligual que en la replicacién, la polimerizacién
avanza acoplada a la hidralisis del pirofosfato. Las ARN polimerasas son capaces por
si mismas de iniciar la sintesis, Inego no hay necesidad de un iniciador.

En resumen, la transcripcién se produce por el mecanismo basico de
complementaridad de bases, afiadidas en formas gradual, unidireccional v antiparalela,
sin necesidad de un iniciador y acoplada a la hidrdlisis del pirofosfato.

Etapas de la transcripcién

En el estudio de este proceso se seguira el mismo ordenamiento que con el estudio
de la replicacién: Ia iniciacién, la elongacién y la terminacion, asi como los eventos
previos a la iniciacion (preiniciacién) y los posteriores a la terminacién (postermi-
nacién). En primer lugar se analizard cémo ocurre el proceso en los organismos
procariontes, que son los mejores conocidos, Mas tarde se tratara la transcripcién en
eucariontes donde se ha producido un extraordinario avance en los ialtimos afos. La
transcripcién es un proceso mas simple que la replicacion. En la E. coli una sola
enzima es suficiente para la realizacién de todo el proceso; se comienza por describir
las caracteristicas estructurates y funcionales de la enzima para no interrumpir la se-
cuencia de los eventos moleculares,

Esta enzima debe realizar miiltiples acciones para ilevar adelante la transcripcion:
reconocer el comienzo de la cadena de ARN que se debe sintetizar en una doble hebra
de ADN, para lo cual debe identificar una secuencia de bases especifica, debido a las
irregularidades de la estructura del ADN en esa zona del genoma; colocar cada
nucledtido en su posicion correcta de acuerdo con la secuencia de bases del ADN;
realizar la sintesis total de la molécuta de ARN desde el principio hasta el final;
reconocer las sefiales que indica el Ingar apropiado para la terminacion del proceso;
debe ademds reconocer sitios regnladores tanto en el ADN como en el ARN transcrito,
¥ poder interactuar con factores proteinicos y pequeiias moléculas que modulan la
actividad de la enzima en su recorrido sobre el ADN.

La ARN polimerasa mejor conocida es la de E. coli, que fue descubierta por Weiss ¥
Gladstone en 1959, Esta enzima est: constituida por 5 subunidades; 2 subunidades o. de
136 kD de masa molecular cada una; una § de 150 kI; una 3 ' de 155 kD, y una g de 70 kD,
para un total de mas de 450 kD. Es una de las mayores enzimas conocidas. Cada célula
bacteriana contiene aproximadamente unas 3 000 moléculas de la enzima.

Diversos procedimientos experimentales permiten afirmar que lasubunidad j3 esta
relacionada con la unidén de los ribonucledtidos sustratos y de los inhibidores de la
polimerizacion, asi comola subunidad B en la unidn con el ADN. Ambas subunidades
contienen un ion Zn** por molécula. La funcién de la subunidad c: estd relacionada
con ¢l ensamblaje de la enzima. Ninguna de las subunidades presenta actividad
catalitica, ni de unién con el ADN en ausencia de las otras. La subunidad c se disocia
facilmente de la holoenzima, quedando el micleo constituido por el resto de las
subunidades. Recientemente se ha reportado la existencia en la E. colf de, por lo
menos, 5 subunidades o diferentes.

Laholoenzima presenta una forma mas bien alargada, con una longitud méxima de
25nm, es lo suficientemente grande para entrar en contacto con casi 75 pares de bases del




ADN, sin embargo, €l nicleo sélo presenta 10 nm de longitud que le permite cubrir
aproximadamente 30 ph.

El niicieo de 1a enzima tiene gran afimdad por el ADN, y se une a éste fuertemente
en cualquier lugar dela cadena.

Eventos previos a la iniciacién (preiniciacién)

Los eventos de preiniciacién consisten en la localizacion, por parte de la ARN
polimerasa, de un sitio especifico del ADN y la separacién de las 2 cadenas, de forma
que la secuencia de bases sea accesible a 1a enzima.

Por convencion se representa la hebra de ADN, que no es copiada, y se designa
como la hebra codificante por ser muy parecida en su secuencia al ARN, ésta se debe
escribir de izquierda a derecha en el sentido 5' — 3'. La otra hebra se denomina
molde porque esa es precisamente su funcién. La primera base que se transcribe se
toma como referencia y se designa como +1. Las escritas a su izquierda Jlevan nimeros
negativos y las que van hacia la derecha niimeros positivos -la posicion 0 no existe-,
por ejemplo:

5'--GCTATAATGTGTGGAGCATTG--3
-10 -5 +1 +5

Téngase presente que si en la secuencia escrita a partir de la adenina +1 sustitui-
mos las T por U, tendriamos la secuencia del ARN transcrito primario.

El elemento central en la regulacién de la transcripcion es el promotor, que se
define como un segmento de ADN, éste contiene las sefiales para la unién adecuada de
la holoenzima de la ARN polimerasa y su posterior activacion para formar un sitio
capaz de iniciar la transcripcién, El promotor contiene, ademas, en si 0 en sus alrededo-
res, otras sefiales que controlan la unién especifica de proteinas reguladoras, Estas
proteinas modulan la efectividad de }a unién de la polimerasa con el promotor. Para
designar la efectividad que tiene la transcripcion en los diferentes promotores se utili-
za el concepto de fortaleza del promotor, de donde se derivan los promotores fuertes
(muy efectivos) y débiles (poco efectivos).

Al parecer el reconocimiento entre la ARN polimerasa y el promotor se debe ala
presencia de un grupo de donantes y aceptores de puentes de hidrégeno orientados
especificamente, que interactdan con grupos similares en el dominio de unién dela
enzima; estos determinan la especificidad del reconocimiento. A la estabilidad contri-
buyen otras interacciones menos especilicas, pero mas fuertes, como las interacciones
ionicas entre las cargas negativas de la parte mondtona de la estructura del ADN y
residuos basicos del dominio de unién de la proteina, y quizas interacciones
hidrofébicas entre el metilo de la timina y grupos apolares de la superficie de la
enzima.

En este momento es conveniente hacer la distincion entre 2 términos que se utili-
zaran frecuentemente y se refieren a las secuencias consenso y a las conservadas,
ambas derivan del analisis de sectores homologos del ADN, Las secuencias consenso
se construyen a partir de las bases que ocupan una determinada posicion, en la mayoria
delos casos estudiados, aunque como tal no exista en ninguno de ellos. Las conserva-
das son las secuencias que aparecen completas en la mayor parte de los casos estudia-
dos, luego son reales. Las secuencias consenso en general sélo existen como posibili-
dad (Fig.27.2).

En los promotores conocidos se distinguen 2 secuencias consenso importantes. La
primera aparece alrededor de la posicion -1¢ y tiene la estructura TATAATG. Laotra

Fig. 27.2. Secuencias consenso y conserva-
das. Las secuencias consenso (a)
se obtienen a partir det anilisis de
un nimera de secuencias de sec-
tores equivalentes del ADN, y no
siempre existen en la realidad. Las
secuencias conservadas (b) son
aquéllas que se mantienen casi in-
alterables en todos ios organismos
anatizados.
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secuencia importante aparece alrededor de la posicion -35 y contiene tipicamente 8 pares
de hases, por ejemplo, TGTTGA CA, donde existe un predominio de pares AT, La distancia
entre las posiciones mas conservadas de -10 y -35 es por lo general 17 (+ 1). Enla figura
27.3 se muestra la estructura primaria de algunos promotores.

Regi6n -35 Regién -10
lac ACCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATUGTTGTGTGAATTGTGA

gal P2 ATTTATTCCATGTCACACTTTTCGCATCTTTGTTATGCTATGGTTATTTCA
ttp  AAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTT

5a8ph
General TGTIGACA] - TATAAT| > P e
‘ . - Sitio de
Regidn -35 Regién -10 iniciacién

Fig. 27.3. Estructura del promotor. Se muestra la secuencia del promotor de 3 operones. En azul, la
secuencia de -35 que parece estar muy conservada. En rojo, la regién -10 con su secuencia
consenso TATAAT, La letra roja corresponde con el primer nucledtido, en ser transcrito que
generalmente es A.

La fortaleza de los promotores esta relacionada con estas caracteristicas. Sila
secuencia se asemeja mas a la consenso, la fortaleza del promotor aumenta, disminu-
yendo en la medida que se hace mds diferente, La distancia entre las secuencias que da
la mayor fortaleza es de 17 pb.

Lasubunidad , ai unirse al nicleo de la polimerasa, aumenta la afinidad por estas
secuencias, de manera que permite a [a enzima unirse a esta zona especifica del ADN.
Se cree que la union se produce primero en la zona de -35 y después en la otra mas
cercana, pero ambas son indispensables.

E.aunidn de la polimerasa en el sitio adecuado provoca un desenrollamiento local
del ADN (Favorecido por ¢} elevado contenido de pares AT) que incluye aproximada-
mente las bases de -10 a +5. Esta estructura es muy estable y recibe el nombre de
promotor abierto (Fig. 27.4).

a})

Fig. 27.4. Union de la ARN polimerasa al
promotor. Para realizar la union al
promotor, la ARN polimerasa ras-
trea la seiial sobre el ADN (a) has-
ta localizar el promotor (b) al cual
s¢ wne firmemente ¥y ogra una
desnaturalizacién limitada (c), que
permite el acceso a la secuencia de
bases de la hebra molde,

Una vez formado el promotor abierto, la enzima comienza a deslizarse sobre el
ADN hasta arribar a la primera base que va a ser copiada. En ocasiones para la unién de
la polimerasa con el sitio adecuado se requieren protcinas adicionales (capitulo 34).

En resumen, los eventos de preiniciacion comprenden el reconocimiento de sefia-
les especificas, la unién ADN-enzima foriando un promotor cerrado y su transforma-
cidn posterior en un promotor abicrio, La enzima se desliza hasta la posicién +1 para
dar comienzo al proceso.
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Iniciacion

La iniciacion de la transcripcion comienza con la unién al complejo, formado por
la polimerasa y el promotor abierio del ribonucledsido trifosfato que formari el extre-
mo 5 ' -P de la cadena naciente de ARN. La unidén del segundo nucledtido y la forma-
cion del enlace fosfodiéster forma también parte de la iniciacién; por lo tanto, consiste
en la formacién de un complejo ternario entre 1a polimerasa, el ADN y un seginento de
ARN, lo suficientemente largo para que el compiejo sea estable y ne se disacie.

La ARN polimerasa contiene 2 sitios de unién para nucledsidos trifostatados,
llamados sitios de iniciacién y de elongacién. El primero une frecuentemente
nucledtidos de purina (93 % en una serie estudiada)j, casi siemipre ATP (52 % en la
misina serie), luego la primera base en ser copiada es casi siempre la timina, que ocupa
la posiciéon +1 en nuestro ejemplo. Una vez formado el par AT se incerpora otro
nucledsido trifosfatada al sitio de elongacién; sélo se incorporara aquél capaz de
formar un par con la base +2, por ejemplo, la citosina (Fig. 27.5).
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Cuando los 2 sitios estdn ocupados se produce la reaccién y queda formado el
primer enlace fosfodiéster. Inmediatamente después se produce e) movimiento de la
polimerasa hacia el nucledtido siguiente. El final de la iniciacion esti determinado
por la separaci6n del factor ¢ y la formacidn de un complejo ternario estable. Se creia
que esto ocurria con la formacion del primer enlace fosfodiéster, pero estudios poste-
riores demostraron que se requiere la incorporacién de 6 a 9 nucleétidos para que esto
ocurra, como se muestra én la figura 27.6.

Fig. 27.5. Iniciacién. Una vez formado el

promotor abierto la polimerasa
comienza a unir los nucledtidos,
dirigida por una de las bandas del
ADN. Cuando la cadena contiene
de 6 a 8 nucledtidos se separa la
subunidad ¢ y séle continda ac-
tuando ¢l micleo de la polimerasa.

Fig. 27.6. Final de Ia iniciacién. Al separar-

se la subunidad ¢ se produce un
cambio de conformacién en la
polimerasa que reduce sas dimen-
siones, haciendo gue ¢l mimero de
bases cubierto por la enzima sea
mucho menor,
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Fig. 27.7. Elongacién. Un nucleésido
trifosfato, cuya base es comple-
mentaria a la del molde, es coloca-
do en el sitio de elongacién; se
forma el enlace fosfodiéster con la
liberacion de P-P y la polimerasa
avanza hacia el préoximo nucled-
tido. Estos eventos se repiten tan-
tas veces como nucledtidos tenga
el gen que se estd transcribiendo.

Elongacién

Una vez liberado el factor @, la polimerasa adquiere una nueva conformacién y se
forma un complejo ternario (polimerasa : ADN:ARN naciente) que es muy estable.
La reaccion de elongacién comprende los pasos siguientes:

1. Unidn a la enzima del nucledsido trifosfato sustrato, es especifica tanto parala base
como para la ribosa.

2. Ataque nucleofilico del P(x) al 37 -OH con [a formacidn del enface fosfodiéster,
generando pirofosfato.

3. Liberacion del pirofosfato de la enzima, que es hidrolizado por las pirofosfatasas.

4. Translocalizacién de la polimerasa a lo large del ADN en un nucleétide, con el
desenrollamiento por delante y el reenrollamiento por detris.

La zona de elongacién tiene ima longitud constante de 17 pb, lo que sugiere que esto
se debe a una propiedad de la enzima y no a la secuencia de bases del ADN. La velocidad
promedio de Ia elongacidn esti entre 30 y 6 nucledtidos por segundo (Fig. 27.7).
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Un detalle interesante es que el desplazamiento de la polimerasa no se produce a una
velocidad constante; hay zonas en que el desplazamiento es mis rapido que en otras,
incluso existen pausas donde la enzima se detiene totalmente, estas pansas estin relacio-
nadas con las zonas ricas en pares CG. La polimerasa en su movimiento va desenrollando
la doble hebra det ADN, y esto es més dificil en las zonas donde predominan los pares CG.

Durante esta fase al micleo de la polimerasa se une la proteina NusA (69 kD) y al
parecer evita la terminacidn prematura de la cadena; su accidn no es procesativa, pues
con frecuencia se asocia y disocia de la polimerasa.

En ia elongacion se forma un hibrido ADN:ARN, pero mucho mis corto que el
formado en la iniciacién de 1a replicacién. Algunos autores aseguran que la zona
hibrida sélo comprende unos 12 pares de bases. En la medida que la polimerasa
avanza, el ADN vuelve a enrollarse detras de ella.

En resumen, la elongacién consiste en el aumento gradual de la cadena
polirribonucleotidica por accién fundamentalmente del micleo de la ARN polimerasa.
El complejo de la ARN polimerasa, moviéndose sobre el ADN, es estabilizado por
proteinas auxiliares que impiden la dislocacién de la enzima.

Terminacién
La terminacién de la sintesis de! ARN ocurre en sitios de secuencia de bases

especificas en la molécula del ADN. Se conocen numerosas de estas secuencias y todas
tienen las caracteristicas que se muestran en la figura 27.8.




Direccion de la transcripcion
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Existen 3 regiones importantes:

1. Una secuencia repetida-invertida con un segmento no repetido central, o sea, la
secuencia en una hebra del ADN seria del tipo:

ABCDFG..ZZYYZZ...G'F'E'D'C'B'A",

donde: Ay A’, B y B’y las demss son bases complementarias. De esta forma Ja
secuencia es capaz de formar pares de bases intracatenarios, dando lugar a una
estructura en «tallo y asa» en el ARN y posibiemente también en el ADN.

2. Una secuencia rica en CG muchas veces esta localizada dentro del tallo, aunque
puede parcialmente encontrarse dentro del asa.

3. Es usnal que se presente a continuacién una secuencia rica en AT, que sale fuera del
tallo y hace que el ARN contenga una adenina seguida por 4 a 8 uridinas.

Todo parece indicar que la formacion de la estructura en "tallo y asa”, en la molé-
cula def ARN, est: implicada notablemente en €] mecanismo de la terminacién. Se ha
comprobado que mientras mayor sea el contenido de pares GC de la estructura en "tallo
yasa',y mayor la longitud de la cola de poli(U}, la terminacién serd mas efectiva.

No se conoce con exactitud cémo se produce la terminacién, pero parece estar
relacionada con una pausa en el movimiento de la polimerasa. El proceso incluye: el
cese de la elongacién de la cadena de ARN, la liberacion del ARN neoformado y la
liberacién de la ARN polimerasa del ADN (Fig. 27.9). En el proceso de terminacién
intervienen proteinas especificas, cuya accién no esté totalmente esclarecida.

Existen 2 tipos de mecanismos de terminacion: la sefialada con anterioridad, que
es reconocida por la propia polimerasa.

E) otro tipo de terminacién ocurre por 1a accién de una proteina especifica deno-
minada rho (p); ésta es una proteina oligomérica que no se une ni a la polimerasa i al
ADN. Su unién al ARN le estimula una fuerte actividad de nucleosidotrifosfatasa
(NTPasa). Aun cuando el mecanismo del factor rho no estd totalmente esclarecido, se

Fig. 27.8. La seiial de terminacién. Las ca-
racterisiicas de la secuencia del
ADN en la zona de terminacién
pueden dar lugar a una estructura
crucilorme en el ADN y a una es-
tructura de “tallo y asa” en el ARN
transcrito.
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Fig. 27.9. Terminacién. La terminacion cons-
ta de los pasos sigoientes: cese de
la elongacién, separacién del ARN
neoformado y separacién de la
ARN polimerasa.

Fip. 27.10. Unidn de Rho al ARN, El factor
Rho se une a una secuencia espe-
cifica del ARN, lo cual estimula su
aceion hidrolitica provecando la
terminacion de la transcripcion.

encuentra relacionado también con la existencia de pausas en el movimiento de Ia
polimerasa, aunque no se ha detectado ninguna homologia en las secuencias estudia-
das. Rho es una proteina formada por 6 subunidades de 46 kD cada una, cuya agre-
gacion se estabiliza por la unién al ARN en presencia de ATP; cada monémero se une
aun segmento de 12 a 14 bases, por lo que en total se unen de 72 a 84 bases (Fig.27.10).

Enresumen, la terminacién incluye el detenimiento de la elongacién, la libera-
cién del ARN y de la polimerasa. En ocasiones son necesarias secuencias especificas
del ADN y en otras se requieren proteinas especificas,

| nATP
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Eventos posterminacién

En procariontes los distintos tipos de ARN sufren diferentes grados de modifica-
cién antes de ser totalmente funcionales. A centinnacion se tratari someramente este
proceso lamado de maduracion.

Los ARN mensajeros no sufren modificaciones; la estructura tipica de un mensa-
jero contiene 4 sectores funcionalmente diferentes. Una secuencia inicial hacia el
extremo 5', conocida como secuencia conductora y que contiene una zona rica en
purinas y un triplete de bases especifico, el AUG, lamado también codon de iniciacion
(Fig. 27.11).

5:- AGCACGAGGGGAAAUCUGAUGGAACGC

-UUUGGAUGGAGUGAAAC GAUGGCGAUU
5-GGUAACCAGGUAACAACCAUGCGAGUG
5-CAAUUCAGGGGGUGAAG UAUGAAAUCA

Hacia el extremo 3’ contiene también una secuencia de longitud variable, cono-
cida como secuencia de terminacion. Un tercer tipo de sector estd constituido por las
secuencias codificadoras, aquéllas que contienen la informacién para la sintesis de
polipéptidos especificos.

Lafigura 27.12 resume las principales caracteristicas estructurales de los ARNm
de procariontes,

E
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Fig, 27.11. Extremo 5° dei ARNm de
procariontes. Hacia el extremo 57
del codon de iniciacion {en rojo)
aparece una zona rica en purinas
conocida comto secuencia de Shine
v Dalgarno, ¥ es Ia que va a per-
mitir la fijacién del ARNm al
ribosoma en la posicién precisa.

> 1 = A_ G,
- 30 lave  uac AUG UAG Tave  uadl lave vagl I3

Fig. 27.12, Estructura de un ARNm policistrénico. Los ARNm de procariontes son policistrénicos,
contienen la informacion para varias cadenas polipeptidicas (G1, G2, G3 y G4), cada una de
las cuales presenta su codon de iniciacion (AUG) v de terminacién (UAG) separados por
secuencias espaciadoras (E1, E2 y E3), la zona conductora hacia el extremo 5’ que contiene
la secuencia de Shine y Dalgarno (SD), asi como la zona no traducible del extremo 3*-OH.

Los ARN mensajeros de procariontes contienen tipicamente informacién para
varias cadenas polipeptidicas, por Io que reciben el nombre de policistrénicos. Enla E.
coliun solo ARN mensajero codifica para 3 enzimas relacionadas con el metabolismo
dela lactosa, y uno s6lo, para las 16 enzimas de 1a sintesis de la histidina.

Entre Ias secuencias codificadoras se encuentran zonas de longitud variable conocidas
come espaciadores. Los ARN policistronicos tienen nna longitud tipica de 3 (00 a § 000
bases, aunque los hay mayores como el de la histidina que contiene 12 000 nucleotidos.
Los ARNm de procariontes se comienzan a traducir generalmente antes de que termine su
transcripeidn, o sea, los 2 procesos son simultineos, 1o que indica gue estas moléculas no
deben experimentar ningiin proceso de maduracion; es el tipo de ARN de mayor labilidad
metabdlica, pues su vida media alcanza como promedio 1,8 minutos.

En cuanto a los demads tipos de ARN, sn sintesis no difiere de la del mensajero,
pero hay hechos que indican que ni los ARNt ni los ARNr son los transcritos primarios
(productos inmediatos de la transcripcién) como son:

1. El extremo 5’ presenta un nuclegsido monefosfato y no un trifosfato, como cabe
esperar de un transcrito primario.

2. Los ARNt y los ARNr son mucho mads cortos que los transcrites primarios.

3. Todos los ARNt contienen bases raras que no aparecen en las moléculas recién
sinfetizadas.
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Fig. 27.13. Maduraciéon del ARNt. Los
pasos indicades en el esquema
se explican detalladamente en el
texto.

Todos estos cambios se realizan después de la transcripeion en un proceso llama-
do modificaciones postranscripeionales o maduracion.

Maduracién de los ARNE

EIl ARNt mejor conocido es uno de la E. coli que lee el codon GAU y transfiere
tirosina, que estd formado por 85 nucleétidos. La E. coli tiene 2 genes para este ARNt
que estdn adyacentes y presentan 2 secuencias idénticas de 350 bases, cada una con un
espaciador de 200 nucledtidos. Los 2 genes son transcritos en un solo ARN, que es
cortado cuando se ha completado su sintesis. La transeripeion comienza 41 bases antes
delextremo 5 ' -P del ARNty termina 224 bases después del extremo 3 ' ~OH.

Primero ocurre la transformacion del extremo 3 ' por la eliminacion de las bases en
varios pasos enzimaticos, hasta dejar sélo 2 nucleétidos después del CCA; después se
eliminan las bases anteriores al extremo 5', quedando éste formado. La enzima
ribonucleasa P {ARNasa P) hidroliza la molécula en el lugar adecuado, pues reconoce
su estructura tridimensional en esta zona; inmediatamente la misma enzima elimina
los 2 nuciedtidos sobrantes del extremo 3 ', con lo cual la molécula adquiere su tama-
nio definitivo. Por vltimo, se produce 1a modificacion de las bases nitrogenadas en
sitios especificos y se forma la pseudouridina, la tiouridina, la metitguanosina y la
isopenteniladenosina (Fig. 27,13).
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Maduracién de Ios ARNr

Los ribosomas bacterianos contienen 3 tipos de ARN conocidos como ARNrde 5 S,
16 Sy de 23 5, los cuales contienen 120, 1 541 y 2 904 nucleétidos, respectivamente.,
Estas moléculas junto con las de alpunos ARNt son sintetizadas en un precursor que
contiene mas de 5 000 nuctedtidos. Un caso tipico puede ser el siguiente:

ARNr 165 - ARNt(Ile) - ARNt(Ala) - ARNr 235 - ARNr 58 - ARNt(Asp) - ARNt(Trp)

El transcrito primario va siendo hidrolizado en la medida que se va formando por
un conjunto de enzimas del tipo de las endonucleasas y exonucleasas; esta forma de
transcribir los ARNr tiene la ventaja de que éstos son sintetizados en la misma pro-
porcidn (1:1:1) en que son utilizados por la célula en la formacién de los ribosomas,

En resumen, las caracteristicas mas sobresalientes de la maduracion en procariontes
se resumen en los pnntos siguientes:

1. Todos los ARNt y ARNr son procesados, no asi los ARNm.

2. Se requieren cerca de 10 tipos de ARNasa que generan tanto el extremo 3’-OH
como el 5°-P.

3. Las ARNasas reconocen preferentemente a las estructuras tridimensionales mas
que a las secuencias de bases.

4, Las bases raras son formadas por transformacién enzimatica de las comunes.

Transcripcion en eucariontes

Los conocimientos sobre la transcripcion en eucariontes se han incrementado
intensamente en los itltimos 10 afios y han mostrado gue el proceso es mucho mis
complejo gue en los procariontes, aunque en lineas muy generales es simitar. A conti-
nuacion se har4 un breve resumen de los hechos més sobresalientes de este proceso en
fos organismos superiores.

La transcripcion en el micleo de los eucariontes se realiza por 3 tipos de enzimas
ARN polimerasas denominadas 1, IT y ITI. Ademss, existe una enzima en las mitocondrias
y otra en los cloroplastos. La pol 1 se localiza en el nucléolo y realiza la sintesis de los
ARNF. La tipo 11 es del nucleoplasma y realiza la sintesis de los ARNm, en tanto la de
tipo I1I que es también del nucleoplasma, lleva a cabo las sintesis de los ARNt y del
ARNFr de 5 8. Cada enzima esta formada por unas 10 subunidades y las 3 mayores
presentan gran similitud con las subunidades o, By B’ dela E. coli. Estas enzimas se
distinguen por su sensibilidad al inhibidor c-amanitina, que tiene un efecto intenso
sobre la polimerasa II, menos marcado sobre la I11 y ninguno sobre Ja L

La reaccién de polimerizacién catalizada por estas enzimas es similar a la de las
polimerasas de procariontes, Todas ellas requieren de varias proteinas adicionales
llamadas factores de transcripcion. Estos factares son especificos para cada polimerasa
¥ pueden dividirse en 2 grandes grupos: los generales y los genicoespecificos. Los
generales son aquéllos necesarios para la transcripcién de cualquier gen por una
polimerasa dada, y asi existen factores generales de la polimerasa I, delall y dela Il
Los genicoespecificos sélo se han descrito para la polimerasa I, pues se tratadela
enzima que debe transcribir genes con mayor grado de variabilidad en su expresion.
Los factores de transcripcion generales de la polimerasa I son UBF y SL-1; los de)a
polimerasa Il son TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF y TFIIH; y los de la polimerasa I
son TFIIIA, TFIIB y TFIIC. Los genicoespecificos sdlo se mencionaran en los casos
necesarios.

La formacion del complejo de preiniciacion comprende 3 etapas bisicas, en cada
una de las cuales participa al rnenos un factor de transcripcién. El primer paso consiste
enfa unién de un factor de transcripcion a una secuencia especifica del promotor. El
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Fig. 27.14, Transcripcion de genes organi-

zados en tandem. La figura simula
una microfotografia electronica.
Cuando un gen se encuentra repe-
tido en el genoma y esta organiza-
do en tindem, o sea, uno a conti-
nuacién del otro, al producirse la
transcripcion con numergsas poli-
merasas es posibie observar una
imagen arborescente.

Fig. 27.15. Promotor del ARNr de 58 en

eucariontes, Lo més curioso en la
estructura de este promotor es que
una de las secuencias que lo inte-
gran se localiza en el interior del
gen entre las posiciones 47 y 96,

segunrdo, en Ia unién de otro factor de transcripeién que va a servir como una especie
de puente parala union de Ia polimerasa. El tercer paso es la unién de la polimerasa,
Sdlo en el caso de la ARN polimerasa Il hay factores de transcripcidn que se integran al
compiejo con posterioridad a la entrada de la enzima,

Sintesis y maduracién de los ARNr

La transcripcion de los ARNr (excepto el de 5 S) se realiza en el nucléolo por
accién de la ARN polimerasa L. Los genes estin repetidos numerosas veces y organizados
en tindem. En el ser humano cada unidad de transcripcién en direccion 5 '-P->3 ' -OH
contiene los genes para los ARNr de 18; 5,8 y 28 S, estd formada por un segmento de
ADN de aproximadamente 13 700 pb y separada de la siguiente por un espaciador de
30 000 pb. Estas unidades se encuentran localizadas en los cromosomas 13, 14, 15,21
¥ 22. Cada unidad da origen a un transerito primario de 45 S que durante la maduracién
produce los ARNr definitivos. La transcripcion puede ser vista mediante el microscopie
electrénico, donde se gbtiene una imagen arborescente (Fig. 27.14).

Laformacion del preARNr de 45 S demora de 3 a 4 minutos. Durante la sintesis se le
transfieren més de 100 grupos metilos 2 las bases y ribosas de nucledtidos especificos, Una
vez terminada la transcripeién, una ARNasa hidroliza imn enlace fosfodiéster que reduce el
tamafio de la molécula en algunos cientos de nucledtidos en el extremo 5 ' -P; después se
produce un corte hacia el extremo 3 ' -OH del preARNr de 18 S, que es el primero que
adquiere su forma definitiva al eliminarse los restantes nucleotidos def extremo 5 ' -P,
Simultineo a dicho proceso, este ARN se va uniendo a proteinas hasta formar la subunidad
menor del ribosoma, que es liherada hacia el citoplasma donde se le incorporan otros 4
grupos metilos. La maduracién del otro fragmento se produce de forma similar.

Los genes para el ARNr de 5 S estin localizados en el cromosoma 1 y su
transcripcion la realiza la ARN polimerasa IIl, y no tiene proceso de maduracién,

Por métodos de ingenieria genética han podido determinarse las secuencias nece-
sarias para su transcripcion, lo més asombroso es que para la sintesis se requiere de una
zona de unos 30 nucleétidos gque comienza en la posicion +47, dentre del gen. Un
factor general de transcripcion se une a esta secuencia y permite ia unitn de la polimerasa
II1, que comienza la transcripcion en la posicidn +1 que es ocupada por una G. Las
alteraciones producidas en a secuencia alrededor del punto de iniciacién sélo cam-
bian el sitio de iniciacion, sin embargo, el proceso se ve seriamente afectado por
cambios en la zona de +47, por lo que se concluye que Iainica seilal necesaria es la que
aparece en el interior del gen. La proteina que afli se une fue el primer factor activador
de la transcripcién, purificado a partir de células de eucariontes (Fig. 27.15).
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Sintesis y maduracién de los ARNt

L.os genes de los precursores de los ARNt son transcritos por la ARN polimerasa
111, de muchos de ellos se conoce totalmente la secuencia de bases y a partir de ella se
han podido precisar las secuencias necesarias para la transcripcidn. Hacen falta 2
regiones: Ia primera, localizada entre las posiciones +10 y +20 y la segunda, entre +50
y +60 del ARNt maduro -las sefiales estan dentro del gen- y éstas corresponden a las
asas D'y TC, respectivamente; luego estas zonas tienen una funcién dual: en la estruc-
tura tridimensional de la molécula y en la promocién de la transcripeidén de sus genes

(Fig. 27.16).
10 20 30 40 50 60 70
- I T N O R D A
TGGCNNAGTGG) v (GGTTCGANNCC)

Fig. 27.16. Promotor del ARNt en eucarion-
tes. Hay 2 secuencias integradas
de manera funcional en el promo-
for de este gen y gue se encuentran
deniro de éste. Esas secuencias co-
rresponden con 2 asas del ARNt
maduro; luego desempeiian 2 fun-
ciones importantes.

Los ARNt se forman a partir de un precursor de mayor tamatio, ¢que es procesado
hasta el estado definitivo. La maduracion incluye 1a reduccion del tamaiio en los 2
extremos, la modificacion de las bases nitrogenadas (aproximadamente una de cada
10}, 1a adicién del extremo CCA y la eliminacién de los intrones que comprende los
pasos siguientes:

1. Hidrélisis por endonucleasas de los enlaces fosfodiéster en las uniones exén-intrén
e intrén-exdn, y se forman un extremo 3'-P y uno 5°-OH.

2. Una quinasa transfiere un P del ATP al exén, forinando un extremo 5*-P. El Pde la
posicion 3’ del otro extremo se trasiada a la posicion 2’ espontineamente.

3. Por accién de una ligasa (similar a la ADN ligasa) se unen los 2 extremos en una
reaccion dependiente del ATP.

4. Una fosfatasa elimina el P de la posicién 2°,

Lafigura 27.17 muestra todo el proceso.
Después que €l proceso de maduracion se ha completado -y nunca antes- los ARNt
maduros son transportados hacia el citoplasma.

Unidades de transcripcién

Antes de describir la maduracién de los ARNm es conveniente hacer algunas
consideraciones. En primer lugar, 1os ARNm de eucariontes son monocistroniees, solo
tiene informacién para la sintesis de una cadena polipeptidica. Tanto el extremo
5'.P como el 3'-OH estan modificados por una estructura en forma de casquete,
el primero, y por una larga secuencia de adeninas repetidas, poli(A)}, el segundo.
Los ARNm maduros no contienen las secuencias de bases que corresponden a los
intrones en el ADN, pues son eliminadas durante la maduracian.
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Fig. 27.17. Eliminacién de intrones en los
ARNt. En Ia eliminacién de los
intrones, los 2 exones son proce-
sados de forma diferente. Una
endonucleasa (EN) hace el corte
en los sitios de unidn del intrén. El
fosfato de la posicién 3’ pasa a la
2’ espontaneamente, en tanto, una
quinasa (Q) adiciona un grupo
fosfato al extremo 5°, que después
es activado por una ligasa (L) que
le transfiere un grupo adenilato.
Por dltimo, se forma el enlace
fosfodiéster, mientras que una
fosfatasa (F) elimina el grupo
fosfato de la posicién 2°.

Al segmento de ADN que contiene la secuencia de bases que transcribe la
ARN polimerasa I se le denomina unidad de transcripcion. Estas unidades pue-
den ser simples si dan origen a un solo tipo de ARNm, o0 complejas si dan lugar a
més de uno. Una unidad simple de transcripcién tipica contiene la zona del
promotor por la cual se une la polimerasa II; estos promotores presentan una
secuencia consenso (TATAAT) aproximadamente entre las posiciones -25 y -35,
Otras secuencias se encuentran mas alejadas hacia el extremo 5' y sirven como
sitios de unién para los factores genicoespecificos y, por lo tanto, pueden variar
en niimero y estructura en concordancia con cada gen en particular; estos factores
de transcripeion pueden incrementar la intensidad del proceso cientos de veces, a
partir del nivel basal de expresion que logran los factores generales. Otras secuen-
cias mas alejadas pueden actuar como elementos potenciadores (Fig. 27.18).

La incorporacién de nucledtidos comienza en la base +1 a la cual durante la
maduracién se afiadiri el casquete (cap); después aparecen exones ¢ intrones de
forma alfernativa. En el iltime exdén aparece una secuencia consenso, la AATAAA,
que indica el punto donde debe afiadirse la cola de poli(A). El sitio exacto donde
termina la transcripcion no estd del todo conocido.

Las unidades complejas son menos regulares y pueden presentarse las situaciones
siguientes:

1. Varios sitios de iniciacién y uno de terminacién, pero con procesamiento diferente
del transcrito primario.

2. Un sitio de iniciacién y varios de terminacién, con procesamiento diferente.

3. Varios sitios de iniciacién y terminacion, pero con igual procesamiento.

4. Un sitio de iniciacién y uno de terminacién, con diferente procesamiento.




Oftras secuencias . Fig. 27.18. Estructura general de los pro-

reguladoras Sitio motores eucariontes. Los promo-

2 _110 tores eucariontes son méis comple-
jos que los procariontes. El sitio
para el CAP corresponde con el
primer nucledtido en ser transcrito,
por lo que representa la posicién
+1. En la region de -25 a -35 se
encuentra la secuencia TATAAA;
entre -40 y -110 se encuentran 2
secuencias que pueden correspon-
0 derse con alguna de fas represen-
GGGCGG tadas en el cuadro inferior y en
Is) otra zona que puede ser la repre-

GGC CAATCT sentada- estar mas hacia el extre-
mo 5° o incluso hacia el extremo
3°. se encueniran secuencias que
estimolan mucho la transeripcion
(enhancer), pero que no parecen

En Ia figura 27.19 se muestra un resumen de las posibles unidades complejas de ser constantes en todos los genes.
transcripcion.

ARN m

ccGec

Fig. 27.1%. Unidades transcripcionales com-
plejas. {a) El gen de la calcitonina
con un solo sitio de iniciacion (i) y
2 de poliadenilacién (A) y madu-
racién diferente que, segin el pri-
mer caso, da origen a la calcitonina
en ¢! tiroides y, segiin el segundo
caso, origina un péptide relacio-
nado con la calcitonina que apare-
¢e en el hipotilamo y en oiras re-
giones del SNC. (b} Unidades con
varios sitios de iniciacion y de
poliadenilacién, como sucede con
el gen de la amilasa de ratén que
en ¢] primer caso da lugar a la en-
zima salivar y en el segunde, a Ia
pancreitica, {c) Hay un solo sitio
de iniciacién y de poliadenilacién,
pero €l procesamiento es diferente
como los genes de! gamma
fibrinégeno de la rata que origina
el tipo A, en el primer caso, y el
tipo B, en el segundo. (d) Presen-
cia de varios sitios de iniciacién y
de poliadenilacidn, pero ne hay
diferencias en [la maduracion,
como se observa en el gen que
codifica diferentes formas de la
enzima dihidrofolate reductasa de
ratén. Estas diferentes variantes
pueden dar lugar a proteinas
disimiles que, sin embargo, estin
codificada en el mismo segmento
de ADN,
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Fig, 27.20. Iniciacién en eucariontes, A

medida que el ARNm se va for-
mando, una transmetilasa que uti-
liza S-adenosil-metionina (SAM)
como cofactor, metila diferentes
nucledtidos de adenina, lo cual
convierte al cofactor en S-adeno-
sil-homocisteina (SAH). Cuando el
ARNm tiene un tamariio adecuado
comienza a unirse con proteinas,
dando Iugar a la formacién de las
particulas de ribonucleoproteinas
heterogéneas nucleares (PNPhn).

Sintesis y maduracién de los ARNm

La sintesis del ARNm, una vez comenzada, se produce de forma ininterrumpida
hasta el final, se copian tanto los exones como los intrones. De manera simultinea
algunas de sus adeninas son metiladas (0,1 %) y el ARN nactente va uniéndose con
proteinas formando las particulas de ribonucleoproteinas que contienen ARN nuclear
heterogéneo (PRNnh) (Fig, 27.20).

Poco después de comenzada la sintesis -menos de 100 nucledtidos- se produce Ia
incorporacitn del casquete, proceso que al parecer consta de los pasos siguientes:

1. Una fosfatasa elitina el P(v) del extremo 5 ' -P.

2. La guanilato transferasa incorpora el grupo guanilato del GTP al extremo 5 ' -P-P,
formando un enlace anhidrido 5 ' -P-5 ' y el pirofosfato que es hidrolizado por las
pirofosfatasas, lo cual favoerece la reaccién energéticamente.

3. Un grupo de transmetilasas transfieren sucesivamente grupos metilos a la posicién
7 (Cap 0) de la guanina y a la posicién 2 del primer (Cap 1) y segundo (Cap 2)
nucleétidos, utilizando como cofactor la S-adenosil-metionina (Fig. 27.21).

El significado de esta metilacién se discute, pero 2 conclusiones parecen ser
convincentes: la transformacién del extremo 5 ' -P protege al ARN de la accion de las
exonucleasas, y esta estructura estd relacionada con la unién del mensajero al ribosoma
{capitulo 30).

La terminacién no ests bien esciarecida, La polimerasa II continiia su accién
después de la secuencia AATAAA, pero entre 500 y 2 000 nucleétidos posterjores se
producen ¢l cese del crecimiento de la cadena y el fin de la transcripcién. En pocos
segundos (90 a 120) la cadena se corta en un punto que dista 15 a 30 nucledtidos dela
secuencia AATAAA, y las poli(A) polimerasas van incorporando uno a uno los
nucledtidos de adenina hasta un total que puede variar entre 120 y 250 nucledtidos
(Fig. 27.22).
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Fig. 27.21. Formacién del CAP. Una quinasa especifica transfiere un grupe 7-metil-guanilato al
extremo 5° del ARNm formando un enlace anhidrido fosférico (1), quedando formada la
estructura det CAP 0. Una transmetilasa transfiere un grupo metilo de la S-adenosil- metionina
(SAM) a 1a posicién 2° del primer nucledtido, originando la estructura CAP 1; una segunda
melilacion en Ia posicion 2° del segundo nucledtido da origen ai CAF 2. Ne todos los ARNm
presentan la estructura completa.
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/ Terminacion

—— i

5 AAUAAA ‘g Transcripcion
Eliminacién de nu-cle(’)tidos
51 . AAUAAAN
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5 A A Ar o A= 3

250

Fig. 27.22. Formaci6n de Ia cofa de Poli A.

La secuencia AATAAA indica que,
en unos 20 pb mis adeiante, se
debe producir la incorporacion de
la cota de poli adenina poli(A). Al
realizarse la transcripcién, una
endonucleasa hidroliza el ARNm
en ¢l sitio adecuado y la poli(A)
polimerasa adiciona adeninas que
pueden llegar alcanzar el nimero
de 250.
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De esta manera quedan formados los extremos 5' ¥ 3 a los pocos minutos de
terminada la transcripcion; estos extremos no experimentan ninguna otra modifica-
cién durante la maduracién.

Ei siguiente paso consiste en la eliminacion de los intrones, donde intervienen
ribonucleoproteinas que contienen los ARN nucleares pequefios Ul, U2 y US (Fig, 27.23).

Fig. 27.23. Corte y empalme de exones en
el ARNm. El primer corte se pro-
duce en el extremo 5' del intréin,
que va seguido de su circulari-
zacién y el segundo corte, conclu-
ye con el empalme entre los 2
exones. En todo el proceso inter-
vienen los ARNpn y proteinas es-
pecificas.

Los intrones se eliminan uno a uno, esta etapa al parecer comprende los pasos
siguientes:

1. Se produce la unién del pre ARNm con las ribonucleoproteinas, v la asociacién del
Ul ala zona de unidn exén-intrén favorece la hidrélisis dei enlace fosfodiéster para
formar un extremo libre 3 ' -OH en el exon.

2. Existe una secuencia de bases en el intrén separada de su extremo 3 ' por 20 a 40
nucledtides -en las levaduras es UACUAAC-, que estd muy conservada y favorece
la formacién de un asa intraintrén, 2 1o cual contribuye el U2. Esta asa se estabiliza
por la formacién de un enlace fosfodiéster 2 ' -5 ' entre el extremo 5 ' -P del intrén y
una adenosina proxima al extremo 3 ' de éste.

3. Se produce la hidrélisis del enlace fosfodiéster en la unién intrén-exén, generando
un exdn con el extremo 5 ' -P. En este paso particina el U3, El intrén separado es
atacado por las nicleasas y los nuclebtidos son reutilizados.

4. Se produce el enlace fosfodiéster 3' -5 ' que une los extremos de los 2 exones. Esto
puede realizarse ya que durante todo el proceso de corte y empalme se forma un
gran complejo ribonucleoproteinico que mantiene unidos a todos los componen-
tes del sistema.

Todo el proceso requiere ATP como cofactor -que no puede ser sustituido por
ningin otro NTP- y Mg* a bajas concentraciones, pues muy elevadas tienen un efecto
inhibitorio.




Como se dijo anteriormente si la unidad transcriptiva es simple, el corte y el
empalme se producen siempre de la misma forma, originando siempre un mismo
ARNm; pero en Ias unidades complejas se emplean diferentes sitios de iniciacion
o de incorporacion del poli(A), o formas distintas de corte y empalme que pueden
originar ARNm diferentes y que, por lo tanto, daran origen a distintas proteinas.
Se ha insistido en que la maduracién del ARNm constituye un punto de control
fundamental en el mantenimiento de los niveles adecuados de ARNm en el cito-
plasma.

Sobre el transporte de ARNm al citoplasma poco se sabe, solamente esta
comprobado que ocurre una vez que el proceso de maduracion ha concluido. Al
contrario de los ARNm de procariontes, los de eucariontes son muy estables en el
citoplasma y tienen una vida media de horas; se ha pensado que esto se debe ala
modificacién de sus 2 extremos. Un fenémeno curioso es que la cola de poli(A) se
va acortando en el citoplasma. Dos experiencias son claves en estas conclusiones:
se aislaron ARNm que eran muy estables, se les eliminé la cola de poli(A) vy se
inyectaron en el citoplasma de una célula v se comprobé que presentaban un
recambio muy rapido. Por otra parte, se tomdé el ARNm de histonas que no contie-
ne poli{A), se Je afiadid éste, se inyectaron en el citoplasma celular y se observd
que la velocidad de recambio disminuyé considerablemente.

El conocimiento de estos procesos ha permitido conocer el origen de algunas
enfermedades, de las cuales las mas conocidas son algunos tipos de talasemia;
ésta comprende un grupo de entidades nosolégicas que se caracterizan por la
ausencia total o parcial de una de las cadenas de la hemoglobina,

En algunos pacientes que presentan el tipo §* (no sintetizan cadenas (3) se ha
descubierto una mutacién que origina un cambio G - A en el extremo 5' del
segundo intrén; esto inactiva a este sitio y se produce un ARNm a partir de otro
sitio donante dentro del intrén. En otros casos del tipo }* (producen un bajo nivel
de cadenas [3) se han localizado mutaciones en el primer intrén, donde se crea un
nuevo sitio aceptor. Se produce un corte y empalme anormales, utilizando este
nuevo sitio con preferencia al normal y disminuyendo asi la formacion de cade-
nas [} normales. Por tiltimo, se han descrito casos del tipo o” (no sintetizan cadenas
o) que han perdido las 5 bases inmediatas al primer exdn, con lo cual se pierde el
sitio donante para el corte y el empalme. Al ne pederse utilizar este sitio se
emplea otro gue esti localizado dentro del exdn.

Todos estos fendémenos son conocidos recientemente por lo que existen mu-
chos puntos no esclarecidos. Es de esperar que en los proximos afios se tenga un
conocimiento mas completo de los mecanismos empleados y del significado bio-
légico de este complejo proceso de sintesis de los ARNm en las células eucariontes.

Inhibidores de la transcripcién

Pudieran considerarse 2 tipos de inhibidores: los que impiden la separacion de las
cadenas del ADN, gue por lo general son también inhibidores de la replicacion, y los que
actiian de forma directa sobre las polimerasas. Los primeros ya fueron tratados en el
capitule 25. Entre los segundos se encuentra el antibiotico rifampicina, que actia
sobre la ARN polimerasa, impidiendo la fase de iniciacién. Una sustancia conocida
como o-amanitina inhibe la sintesis de ARN en eucariontes por actuar sobre la ARN
polimerasa I1. Ademas de sus acciones terapéuticas por lo cual serian ya suficientemen-
te importantes, estos inhibidores son de inapreciable valor en el laboratorio, pues su uso
ha permitido esclarecer muchos aspectos de estos complejos procesos (Fig. 27.24).
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Fig. 27.24. Inhibidores de la transcripcion.

En la figura se muestra la estruc-
tura quimica de la rifampicina
B, uno de los inhibidures de ta
transcripeién mis empleado en
las investipaciones sobre este
tema. L.a c-amanitina permite
diferenciar las 3 polimerasas de
eucariontes, pues la I ¢s resis-
tente a su accion, la I1I se inbibe
poco, pero la IT es inhibida de
manera intensa por esta sustancia.
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Resumen

La transcripcién es el proceso central en el crecimiento y desarrollo de la
célula, en la cual 1a informacién genética contenida en el ADN se copia en un ARN
especifico, ribosomal, de transferencia 0 mensajero. El desarrollo técnico alcanza-
do en los {iltimos afios ha permitido obtener una visién comprensible, en principio,
de este fenémeno. Los precursores de la transcripcién son los nucledsidos tri-
fosfatados que son unidos mediante enlace fosfodiéster 3'-5', por accién de la
ARN polimerasa, segiin la secuencia de bases de una hebra del ADN.

En los procariontes -especialmente en la E. coli- una sola enzims es capaz de
realizar todo el proceso, ésta es una proteina oligomérica a la cual se unen otras
subunidades en diferentes fases del evento. Para comenzar la transcripcién la
polimerasa debe unirse intimamente al promotor y lograr la apertura de la doble
hebra del ADN, en este paso la subunidad ¢ es fundamental; luego comienza la
incorporacién de los ribonucledsidos trifosfatados cuyas bases son complementa-
rias a las del ADN; la proteina NusA fmpide la terminacién prematura de la cadena.
La terminacién se produce gracias a una sefial especifica en el ADN, qunque en
ocasiones la protefna Rho determina el cese de la sintesis, sin que al parecer existan
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seiiales para ello. Después de terminada la sintesis comienza el proceso de madura-
cién. Los ARNm no sufren modificaciones, pero los ARNr y ARN{ se sintetizan en
forma de precursores de gran tamafio, que deben ser acortados hasta alcanzar su
forma definitiva.

En los eucariontes existen 3 tipos de ARN polimerasa: el tipo I es del nucléolo
y realiza la sintesis de los ARNr; los I1 y IT1 son del nucleoplasma y llevan a cabo la
sintesis de los ARNm, la primera, y de los ARNt y el ARNr de 5 S, la segunda.

Los ARNr derivan de un transcrito primario de 45 S, que es metilado en bases
y ribosas de nucleétidos especificos y acortado hasta su tamaifio definitivo. Es cu-
rioso que en el ARNr de 5 S, Ia sefial que promueve la transcripcién es intragénica.
Los ARNt también se originan de un precursor mayor; en su procesamiento se
incluyen la reduccion del tamaiio, la eliminacion de intrones, la adicién del extre-
mo CCA-OH y la modificacién de las bases nitrogenadas. Como en el caso de los
ARNrde 5§, las sefiales promotoras son intragénicas, Los ARNm se sintetizan por
la polimerasa IT a partir de una unidad de transcripcién, simple o compleja. El
promotor se encuentra fuera del gen y en §l existen varias secuencias necesa-
rias para la transcripcién. El proceso de copia incluye tanto los exones como
los intrones. La sefial de terminacién -si existe- no ha sido ain identificada. La
maduracién consiste en la modificacién del extremo 5 ' -P por un nucleétido de
guanina metilada (Cap); la transformacién del extremo 3 '-OH, en una larga
cola de adenina -poli(A)- y en el corte y empalme de la cadena para la elimina-
cién de los intrones. Se ha comprobado que una misma unidad de transcripcién
puede originar varios tipos de ARNm maduros por diferencias en la maduracién.

Un hecho interesante lo constituye ¢l hallazgo de que algunos tipos de talasemia
se deben a trastornos en el proceso de maduracién de los ARNm de la globina.

Ejercicios

1. Para hacer una experiencia de transcripcion in vitro se sintetizan artificialmente 3
polidesoxinucleétidos con la siguiente estructuras

a) TGTTGACA 18 bases AATATTG
b)Y TGTTGACA 16 bases TTTATAG
¢) TGTTGACA 17 bases TATAAAG

i Puede usted determinar cual de ellos funcionara como el promotor mas fuerte y
cuil como el mas débil? Argumente su respuesta,

2. En una experiencia donde se pretendia investigar el proceso de transcripcién, se
aiadio al sistema rifampicina y se vio que la iniciacién quedaba bloqueada. Si se
afiadia estreptoligidina ocurria la iniciacién, pero quedaba bloqueada la elongacion
¢ Cuales serian las conclusiones que este experimento aporta sobre el mecanismo
molecular de la transcripcion?

3. En un experimento posterior se comprobé que la rifampicina se unta fuertemente a
la suhunidad 3 de la polimerasa y que la estreptoligidina se asociaba con la
subunidad [ ; Cudles serian las conclusiones mas importantes de estos experimen-
tos con respecto al mecanismo de accién de la ARN polimerasa?

4, ; Qué consecuencias traeria para la transcripeién una alteracién de la proteina NusA
que disminuyera su afinidad por el niicleo de la polimerasa?

5. ;Cual esla caracteristica mas sobresaliente de la transcripcién realizada porla ARN
polimerasa Tl ?

6. La cordicepina inhibe la accién de la poli(A) polimerasa. ;Qué consecuencias
pudiera tener su accién sobre las células procariontas y eucariontas? Argunente su
respuesta.
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Notese que parte de Ia enzima se encuentra en forma de complejo EI que noda
producto, pues no puede unir al sustrato, lo que significa que existe una disminucion
del mimero de centros activos iitiles y, por tanto, una menor velocidad de la reaccién.

Una caracteristica de los inhibidores competitivos es que su estructura es semejan-
te a la del sustrato. En la figura 16.11 se muestra cémo la succinato deshidrogenasa
puede ser inhibida de forma competitiva por el malonato, cuya estructura es muy
similar ala del succinato, que es el sustrato natural de la enzima.

Fig, 16.11. Mecanismo de la inhibicion com-
petitiva, La similitud estructural del
inhibidor con el sustrato hace que
aquél pueda unirse al centro acti-
vo, pero sus diferencias le impi-
den la transformacién. La enzima
succinato-deshidrogenasa une al
dcido succinico y actila sobre los
hidrégenos colocados en carbonos
adyacentes. Cuandoe el dcido
maldnico, que tiene una estructu-
ra similar, se une al centro activo
de la enzima produce una inhibi-
cién, pues no puede ser transfor-
mado, quedando unide al centro
activo y, por tanto, impide la en-
trada y transformacion del sustrato
verdadero.

Inhibicién no competitiva

En la figura 16.12 al igual que en el caso anterior se muestran ademas los resulta-
1 dos del experimento sin el inhibidor.
P Los efectos de este inhibidor sobre los pardmetros cinéticos son contrarios al
anterior, se observa una disminucion de la Vm sin alteraciones de ia Km; ni siquiera en
concentraciones elevadisimas de sustrato se logra eliminar la inhibicién.

Si la Kim no se ha modificado quiere decir que no existe impedimento para la
unién de la enzima con el sustrato, pero la afectacion de la Vm indica que el inhibidor
disminuye de alguna forma la capacidad catalitica de la enzima. Se acepta que la unién
enzima-inhibidor se produce en un sitio diferente de! centro activo y que esa union
modifica las propiedades cataliticas de la enzima, posiblemente modificando la con-
formacion del centro activo de forma que no impide la unidn del sustrato pero dificul-
ta grandemente su transformacion.

El esquema de 1a reaccién con la participacidn de un inhibidor no competitivo serd

1
Ku [S]

Fig. 16.12. Inhibidores no competitivos. El
inhibidor no competitivo no se alo-
ja en el centro activo y no puede
impedir la entrada del sustrato, pero

de alguna forma dificulta su trans- E + 8§ — ES—» E + P
formacion: en su presencia las cur- E + 1 » FEI

vas que se obtienen difieren en el

valor de 1/Vm, pero no alteran el ES + 1 » EIS

valor de -1/Km. Variaciones en la El + § —» EIS

concentracién del inhibidor dan
origen a una familia de curvas que

se cortan en ¢l eje de las abcisas en La enzima existe en un estado libre y en forma de varios complejos (EL ES y EIS)
el punto -1/Km. de los cuales sélo ES da productos. Si suponemos que la unién de S a la enzima no




influye sobre }a unidén de I y viceversa, entonces la constante de disociacién de EI serd
igual 2lade EIS y viene dada por cualquiera de las ecuaciones siguientes:

Ki=[EJ[I/EI]

Ki=[ES][IV[EIS]

El valor aparente de Ym® que se obtiene en presencia del inhibidor se retaciona
con la Vin de Ja reaccién sin el inhibidor por la ecuacién

Vm' =Vm. (1+ E)
K

En este caso también la enzima existe en forma de varios complejos de los cuales
s0lo ES puede dar productos, pero no existe ningin impedimento para la unién con el
sustrato; la existencia de esos complejos determina una disminucion del niimero de
centros activos ttiles en la preparacién y, por tanto, una disminucién de la velocidad
de reaccion,

Los inhibidores no competitivos no son analogos estructurales del sustrato; el
iodoacetato es un potente inhibidor no competitivo de las enzimas que poseen grupos
sulfihidrilos en, 0 cerca de, su centro activo.

Algunos medicamentos utilizados diariamente en la practica médica son
inhibidores enzimaticos, como el caso de las sulfamidas que se emplea en el tratamien-
to de infecciones bacterianas.

En general las armas quimicas suelen ser también inhibidores enzimaticos que al
bloquear determinadas reacciones pueden dafiar un drgano o tejido especifico, sila
enzima que resulta inhibida esta presente s6lo en €], 0 al organismo en su totalidad si
la enzima inhibida est4 muy distribuida en la economia.

Lalucha contra la produceion, almacenamiento y utilizacion de las armas quimi-
cas debe constituir una posicién de principio de todo cientifico, pues es parte del
comportamiento ético impedir el uso de los avances de la ciencia en perjuicio de la
humanidad.

Resumen

La cinética enzimiitica es la parte de la enzimologia que se ocupa del estudio de
la velocidad de las reacciones enzimsticas y de los factores que la modifican.

En los estudios cinéticos se deben observar algunas reglas que permitan hacer
una interpretacién adecuada de Ios resultados, como son medir siempre velocida-
des iniciales y variar en cada experimento sdlo uno de los factores que pueden
alterar la velocidad. Los principales factores que influyen sobre la velocidad de la
reaccion son las concentraciones de enzimas, sustratos y cofactores, la temperatu-
ra, el pH y la presencia de activadores o inhibidores.

La velocidad de las reacciones enzimificas es directamente proporcional a la
concentracién de enzima, lo cual constituye el fundamento de toda la cinética
enzimitica. La concentracién de sustrato influye sobre la velocidad de forma muy
caracteristica. A medida que la concentracién de sustrato aumenta se produce un
anmento de la velocidad, pero en concentraciones muy elevadas de sustrato se
produce un estado de saturacién de la enzima que no permite mayores incrementos
de velocidad., Para explicar este comportamiento se emplea !a teoria de Michaellis-
Menten, segiin Ia cual bastan 2 parametros para explicarlo, uno, la Km define la
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afinidad de la enzima por el sustrato y el otro, Vm es un indicador de la capacidad
catalftica de la enzima.

Cuando en la reaccién intervienen 2 sustratos, uno de los aspectos mis impor-
tantes que se debe determinar es el orden en gue se ligan los sustratos y se liberan los
productos. Atendiendo a este punto de vista se describen los mecanismos ordena-
dos, los azaresos y el ping pong.

La influencia de la concentracién de los cofactores es similar a la del sustrato.

La velocidad varia con el pH y existe una zona de pH éptimo donde la veloci-
dad es la mayor. Variaciones del pH en ambos lados de esta zona determinan una
disminucién de la velocidad.

Al aumentar la temperatura la velocidad de reaccién aumenta, pero pasado un
limite comienza a disminuir, pues se producen alteraciones de la estructura
tridimensional de la enzima.

Los activadores producen un anmento de la velocidad de la reaccion, se distin-
guen 2 tipos principales, aguéllos que se unen a la enzima libre y los que se unen al
sustrato. Por su parte los inhibidores disminuyen la velocidad de la reaccion, bien
porque modifican la Km, en cuye caso son de tipo competitivo, o por alteraciones
de la Vm, que reciben el nombre de no competitivos,

Los estudios cinéticos son importantes para el conocimiento del mecanismo de
accion de las enzimas, con €l propdsito de conocerlo y modificario. Muchos medi-
camentos y algunas armas quimicas suelen ser inhibidores enzimiticos especificos.

Ejercicios

1. ; Cudles son las razones por las que en los estudios cinéticos debe siempre medirse
velocidades iniciales?

2. En una experiencia cinética se observa que al aumentar la concentracion de enzima
no s¢ produce el esperado aumento proporcional de Ia velocidad. ;A qué factores
pueden deberse estos resultados?

3. Si 2 enzimas actilan sobre el mismo sustrato con Kmde 4 x 10y 7 x 10, respec-
tivamente ;Qué conclusiones pueden derivarse de estos valores?

4. Calcule el mimero de recambio de una enzima que al estar en una concentracion de
10 M forma 3 x 10 M del producto en un segundo.

5. Una enzima cataliza la reaccion:

Alanina ———————» Etanolamina + Co,

en un experimento realizado a pH=8 y a 3¢ °C se obtienen los datos siguientes:

[alajmM V_ (umolde CO, min")
4 2,50
3 _ 2,24
2,25 | 1,95
1,50 1,55

Calcule ]a Km para la reaccion
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6. En el estudio de la reaccién:

L-aspartico — 4, L-ala+ Co,

se encontrd que el B-hidroxi-aspartico era un inhibidor de [a enzima. Al tratar de
determinar qué tipo de inhibidor era se obtuvieron los datos signientes:

[L-aspartico] v_(mmol de CO, min™) (mg de protefna)*
mmol I
sin inhibidor caon inhibidor
25 17 -
333 21,3 57
50 27,8 8.1
100 41,7 14,7
200 52,6 25,0

Construya una grafica de 1/v, vs 1/[S] y determine de qué tipo de inhibidor se trata.
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