Repmlacidr
Gc la espresan
penéfica

CAPITULO

Los seres vivos estian en constante intercambio de materia, energia e informacién
con €l medio, ésta es una caracteristica esencial de la vida, pero este intercambio no se
produce de igual manera en todos los organismos.

Las bacterias, por la forma en que viven, estin sometidas a cambios pronunciados
del medio, del cual extraen sus fuentes de sobrevivencia. Los eucariontes monocelulares,
aunque poseen una estructura mas compleja, estian en iguales condiciones.

En los organismos pluricelulares mas desarrollados no todas las células se encuen-
tran expuestas a grandes cambios en la composicién del medio; en el hombre, sélo las
células del tubo digestivo y el higado experimentan grandes variaciones en la compo-
sicion del medio; el resto de las células del organismo se desarrollan en un medio de
composicion practicamente constante.

Estas condiciones de vida influyven significativamente en los mecanismos utiliza-
dos por cada tipo de organismo, que le permite adaptarse a los cambios ambientales.
Los organismos monocelulares deben poseer mecanismos que funcionen de manera
rapida, tanto, como cambia el medio; mientras los organismos superiores pueden em-
plear mecanismos de respuesta mas lenta,

La presencia de nutrientes, su tipo y cantidad son algunos de los factores que mas
influyen en la sobrevivencia de un organismo; si éste no dispone de mecanismos
capaces de adaptar su metabolismo, cuando se producen cambios negativos de nutrientes
en el medio, perecerd en un tiempo més bien corto.

En este capitulo se estudiaran los inecanismos generales de regulacién de expre-
sién de la informacion genética en los diferentes niveles, que permiten a los organis-
mos adaptarse a las condiciones cambiantes del medio, Se comienza por presentarlos
en procariontes, donde han sido mejor estudiados y posteriormente se hacen algunas
consideraciones acerca de los conocimientos actuales sobre la situacion en los orga-
nismos pluricelulares.

Aspectos generales

Los mecanisimos de seleccion natural han ido conservando las formas de vida que
presentan mayor eficiencia. Entre Ios organismos monocelulares, cualesquiera cambios
permanente v hereditario que aumenten la eficiencia global del metabolismo celular,
hacen que estos tipos crezecan algo mas rapido que el tipo silvestre. 8i se deja pasar un
tiempo prolongado la nueva linea celular, despiazari totalmente al tipo silvestre.



Por ejemplo, si en una poblacidn de 14° bacterias que duplican su niimero en
30 minutos, una bacteria es aiterada de forma que se duplique cada 29,5 minutos, en
aproximadamente 80 dias de crecimiento continuo, el 99,9 % de la poblacion sera del
nuevo tipo; este tiempo es quizas muy largo en términos de trabajo de laboratorio, pero
es insignificante en cuanto a tiempo evolutivo se refiere, por lo tanto, sobre esta base
es razonable pensar que los sistemas de regulacion surgieron y se desarrollaron en el
sentido de ganar mayor eficiencia, como consecuencia del proceso de evolucion.

Existen algunas caracteristicas mas o menos generales de Ia regulacion intracelular
que pueden resumirse en las siguientes:

1. Las moléculas que ocasionalmente se utilizan, son sintetizadas s6lo en el momento
para ser empleadas.

2. Una actividad enzimética gue consume energia de manera iniitil en un momento
dado, o utiliza una sustancia que es sustrato de otra reaccion de mayor prioridad,
esta frecuentemente inhibida.

3. Cuando existen varias vias posibles de produccién de energia, la célula utilizala
que produce mayor cantidad por unidad de tiempo.

4. Una alteracion de una via biosintética, que reduce la produccion de moléculas
deficientes, resulta eficaz y tiende a conservarse.

La caracteristica esencial de estos mecanismos de regulacion es que ellos se co-
nectan y desconectan segiin la necesidad. No existen ejemplos de mecanismos que
estén completamente desconectados y siempre existe un nivel basal de funcionamien-
to. Por comodidad para hacer referencia a un sistema que funciona a su nivel basal, se
dice que estd desconectado.

En los sistemas bacterianos, donde varias enzimas actiian de forma sucesivaen
una ruta metabdlica, es frecuente el hecho de que, todas estin presentes o todas estéan
ausentes; este fendmeno recibe el nombre de regulacién coordinada.

La regulacion de la expresién de la informacion genética, puede realizarse al nivel
pretranscripcional, transcripcional ¥ postranscripcional; el segundo caso es el mis
frecuente y el mis econémico.

Regulacion transcripcional

Los mecanismos moleculares para cada sistema de regulacién pueden variar mu-
cho, pero frecuentemente se clasifican en 2 grandes tipos: positivos y negativos.

En la regulacién negativa, la célula presenta un inhibidor, cuya accién determina
gue la transcripcién se encuentre desconectada. En la positiva, hay moléculas que
provocan una activaeién del promotor. Las repulaciones positiva y negativa no son
excluyentes, y de hecho existen sistemas que estin regulados por las 2 formas.

En estos casos se hace necesaria la existencia de 2 efectores. Para evitar confusio-
nes en lo sucesivo, debe tenerse presente la diferencia fundamental entre las 2 formas
mencionadas. En la regulacion negativa la unién del efector (que suele ser una protei-
na) al ADN provoca la inhibicién de la transcripcidn, en tanto, que en la positiva, la
unidn determina una activacion de la transcripcion.

A continuacién se presenta un estudio mas o menos detallado de los principales
mecanismos de regulacién transcripcional.

Induccién enzimdtica

Desde principios de este siglo se conoce que la E. coli cuando erece, en un medio
que contiene glucosa, no utiliza la lactosa que se afiade al medio de cultivo. Si se
trasiadan las células a un medio carente de glucosa, pero que contiene lactesa como
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fuente de carbono, a los pocos minutos las células utilizan la lactosa de manera eficien-
te. Si al medio anterior se afade glucosa, a los pocos minutos las células dejan de
utilizar la lactosa y continiian utilizando sélo glucosa.

Si se afladen al medio simultineamente la glucosa y la lactosa, las células utilizan
la glucosa y una vez agotada ésta, comienzan a utilizar la lactosa. La primera explica-
cion que se dio a este fendmeno, conocido entonces como adaptacién enzimética, fue
la existencia en las células de precursores inactivos de las enzimas que utilizaban la
lactosa y que ésta activaba.

Para investigar la certeza de esta hipotesis se realizé una experiencia que, por su
sencillez y claridad, se expone a modo de ilustracién.

Se tomd una colonia de E. coli, se puso a crecer en un medio que contenia
[**8§]-Metionina, al cual no se afiadia lactosa; después de algin tiempo ias células
fueron lavadas y pasadas a un medio con metionina normal, a los pocos minutos se
aiadi6 lactosa; se midié la aparicion de las enzimas activas y cuando alcanzaron un
valor elevado, se homogeneizo el cultivo y se aislaron Ias enzimas; se midié la radiac-
tividad y se comprobé que no contenian azufre radiactivo.

Se repite la experiencia pero incorporando la metionina radiactiva junto conla
lactosa y después de un procesamiento similar se detecta el azufre radiactivo en las
enzimas, Como se deduce de este experimento, las enzimas no existen como precurso-
res inactivos en ausencia de lactosa, sino que son sintetizadas totalmente a partir del
momento en que la lactosa es afiadida, siempre que el medio no contenga glucosa.

Luego pudo comprobarse que ademds de la enzima - galactosidasa, que hidroliza
el enlace B-glicosidico de la }actosa produciendo galactosa y glucosa, se producia la
induccién de una proteina que lamaron galactopermeasa, pues ésta forma parte del
sistema transportador de membrana para los galactésidos. De manera coordinada se
regula la sintesis de las proteinas que favorecen el transporte del aziicar hacia el inte-
rior de la célula y las que comienzan su degradacién.

Hoy se sabe que hay una tercera enzima implicada en la induccién, la denominada
galactosa transacetilasa,cuya funcion en el metabolismo de la galactosa no esti total-
mente esclarecido.

A este fendmeno mediante el cual la presencia de una sustancia en el medio provoca
la sintesis de una determinada enzima, o grupo de enzimas, sele da actualmente el nombre
de induccion de la sintesis de enzimas o induccion enzimatica (Fig. 34.1).

El estudio de distintos microorganismos con medios selectivos ha puesto de ma-
nifiesto que 1a induccion enzimatica no es exclusiva de las enzimas del metabolismo
de la lactosa, sino que estd presente o relacionada con las enzimas que intervienen en
¢l catabolismo de otros aziicares.

Las sustancizas capaces de provocar la induccién reciben el nombre de inductores,
éstos son metabolizados por la enzima y sus concentraciones disminuyen con el tiem-
po. Existen sustancias, relacionadas estructuralmente con los inductores naturales,
que tienen un poderoso efecto inductor, pero no son metabolizadas por las enzimas,
denominadas inductores gratuitos, cuyo empleo ha contribuido de manera eficaz al
esclarecimiento de estos mecanismos. La estructura de la lactosa qne es el inductor del
operdn lacy del isopropiltiogalactisido, que es un inductor gratuito son similares
(Fig. 34.2).

Modelo del operdn

En 1961, después de casi 24 afios de trabajo, Francois Jacob y Jacques Monod
del Instituto Pasteur propusieron un modelo para explicar el mecanismo molecular por
el cual se realiza la induccién de la sintesis de proteinas. En las paginas siguientes se
ofrece la visidn actual del modelo, que logicamente ha sido enriquecido con nuevos
aportes desde el momento en que fue propuesto.

En el ADN bacteriano se distinguen varios sectores desde el punto de vista funcio-
nal; aquellos sectores que codifican la sintesis de polipéptidos especificos, reciben el

Concentracion de B-galactosidasa, permeasa

o RNm del operén lac.

( Unidades arbitrarias )
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Fig. 34.1. Induccién enzimética. La figura

HO

representa los resultados de una
experiencia tipica de indvccion de
las enzimas del operén lac, Como
se ghserva a los pocos minutos de
ser afadida la lactosa (1) comien-
za la sintesis del ARNm y poste-
riormente de las enzimas corres-
pondientes. Al retirarse la lactosa
12} comenzara el descenso de la
concentracion del ARNm gue sera
seguido por una disminucidén de
la concentracion de las enzimas,
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Fig. 34.2, Inductores del operén lac, En )a

parte superior de la figura se mues-
tra la estructura de Ja lactosa, que
es ol inductor natural del operdn
fac., ¥ en la parte inferior, la de un
inductor gratuito, el isopropiltioga-
lactosido.
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nombre de genes estructurales, ademis por la forma en que fueron identificados y
localizados originalmente, como consecuencia de una experiencia denominada
cis trans, se les da también el nombre de cistrones; de ahi surgen las denominaciones
de los ARNm monocistrénicos y policistrénicos (capitulo 27).

Adyacente a los cistrones se encuentra otro sector que controla o regula la expre-
sion de los cistrones y recibe el nombre de operador, Como el operador no codifica
ninguin polipéptido, ni tampoco un ARN, no se trata de un gen, y para referirse a él se
dice el locus (sitio) operador. El conjunto de segmentos de ADN compuesto por el
operador y los cistrones que estin bajo su control recibe el nombre de operon; este
término también proviene de la informatica y se emplea aqui por ser la unidad de
operacién, lo cual significa que cuando el operdn se conecta funcionan todas sus
partes como si fueran una sola, ignal sucede cuando se desconecta.

Un tercer sector es el promeotor, al cual se une la ARN polimerasa.

Por \iltimo, se distingue un sector que codifica la sintesis de una proteina
especifica, cuya actividad determina el funcionamiento de los cistrones; este
sector recibe el nombre de gen regulador y la proteina por €l codificada se deno-
mina proteina represora o represor. El gen regulador puede encontrarse adyacente
a los cistrones o alejado de eflos,

El funcionamiento del modelo consiste en; la proteina represora es de tipo alostérico
y tiene un sitio de elevada afinidad por el ADN del operador en una de sus 2 conforma-
ciones (1a R), mientras que en la otra conformacion (la T) tiene muy poca afinidad. La
unidn del represor al operador se produce mediante el reconocimiento de una secuen-
cia especifica de bases de este sector, que forma un complejo de elevada estabilidad e
impide de esta forma el desenrollamiento del ADN, que es imprescindible para la
transcripcion. Los inductores provocan el desplazamiento del equilibrio
conformacional del estado R al T.

Como Ia union del represor al operador determina la inhibicidn de la transerip-
cién, estamos en presencia de un sistema de regulacién negativa (Fig. 34.3).

| .

Transcripeidn B
—_—

Traduccidn ﬁ ﬁ

Fig. 34.3. Modelo general del operdn. En el ADN s¢ encuentran secuencias con diferentes funciones:
el gen regulador que codifica a la proteina represora; Ia zona del operador-prometor {-P)
donde se une ¢l represor ¥ 1a ARN polimerasa, asi como los genes estruciurales o cistrones
que codifican la sintesis de proteinas especificas (generalmente enzimas). Cada operdn
posce un niimere caracteristico de cistrones.

Se han estudiado numerosos operones inducibles, casi todos relacionados con la
utilizacién celular de monosacaridos, aunque no exclusivamente. Si bien es cierto que
cada uno en sus lineas generales se corresponde con Ja situacion descrita anteriormen-
te, se tiene en cuenta que cada uno tiene sus particularidades. Para los objetivos de este
texto se ha seleccionado aqué! que, por ser el primero y mas estudiado, ofrece una
vision mas completa de su mecanismo.
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Operdn lac

La estructura y el funcionamiento del operdn lac han Hamado el interés de mu-
chos cientificos en los afios posteriores a la proposicién del modelo del operén. En
estos momentos se tiene una vision completa de todo este compiejo sistema (Fig.
34.4).

F__R__NorEE" GAL TF iR B A B
t
Pares de bases 111 ~70 3060 800 800
Polipéptido Represor - Bgalactosidasa Permeusa Acetilasa
Peso molecular 38 000 ~ 125000 30000 30000
Nimero de aminodcidos 360 1021 ~275 ~275
Forma activa Tetrdmero Tetrimero Membrana Dimero
Y su peso 152 000 500 000 30000 60 000

Fig. 34.4. Estructura del operdn fac. Se muestran las principales caracteristicas estrncturales del
operdn lac y de sus productos.

La proteina represora tiene caracteristicas similares a todos los represores conoci-
dos, se trata de un tetriamero formado por subunidades idénticas que presenta 1ima clara
simetria molecular (Fig, 34.5).

En el promotor se encuentran las secuencias estudiadas en -35 y en la zona de
-4 a -10. Ei operador, como era de esperar, presenta una secuencia repetida invertida
con un centro de simetria, lo que concuerda con la estructura del represor (Fig. 34.5).

El represor lac contiene al menos 2 sitios, uno de ellos le permite la union at ADN
y el otro, tiene como ligandos pequeiias moléculas de galactdsidos que actilan como
inductores. La union del inductor al represor provoca un cambio de conformacion que
se trasmite a todas las subunidades, haciendo que todas adopten el estado T, cuya
afinidad por el ADN del operador es muy baja. En estas condiciones el represor se
disocia del operador, lo que permite la unién de la ARN polimerasa en el locus promo-
tor y da inicio a la transcripcién. La traduccion del ARNm correspondiente da origen
a las enzimas que degradan la lactosa, con lo cual la concentracién del disacarido
disminuye, provocando la separacién del inductor. Esta separacion hace que la protei-
na adquiera de nuevo el estado R y en esta forma se une al operador, lo que impide la
union de la ARN polimerasa (Fig. 34.6).

Fig. 34.5. Unién represor operador en el
operdn fac. En la parte superior sc
muestra la estructura primaria de
la zona del operador lac con sus
zonas de simetria a color. En la
parte inferior se observan diferen-
tes vistas del complejo formado
entre el operador y el represor del
operon lac.
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Fig. 34.7. Accién del complejo CAP-AMPe.

El compiejo formado por CAP
(catabolito activating proteim) y
el AMPc se unen al ADN en una
zona proxima al promwtor y posi-
bikitan )a incorporacion de la ARN
polimerasa en la posicién adecua-
da para comenzar la transcripcién,
siempre que la zona del operador
no esté ocupada por el represor.

Fig. 34.6, Funcionamienio del operdn fac. Los 2 estados posibles del operdn lae. (a) Ausencia de
iactosa, el represor posee su conformacion activa y se encuentra unido al operador no
permitiendo la unién de la ARN polimerasa. (h) Se incorpora la lactosa que se une al
represor y lo separa del operador, permitiendo la unién de la polimerasa y desencadenando
todo el mecanismo de la sintesis de la (3-galactosidasa (GAL), la permeasa (PER) y la
acetilasa (AC).

Como la vida media del ARNm en procariontes es muy corta, éstos sélo pueden ser
traducidos muy pocas veces, ademis, con Ia duplicacién de las bacterias, la concentra-
cion de las enzimas disminuye rapidamente.

La presencia del inductor es la sefial que conecta al sistema y su desaparicion, lo
desconecta; pero queda una interrogante: ;Por qué si la glucosa estd presente no se
produce la utilizacién de la lactosa? El estudio detallado del funcionamiento del operdn
lac levo a ta conclusitn de que no era suficiente retirar el represor del operador para gue
la sintesis de enzimas comenzara, habia un requerimiento adicional; 1a biisqueda de este
requerimiento descubrié que una proteina especifica, en su estado activo, se une al ADN
en un sitio cercano al promotor y estimula la sintesis del ARNm.

Esta proteina es también del tipo alostérico, con uno de sus sitios con afinidad por el
ADN en la conformacion R; pero para adquirir esta conformacién, es necesario que antes
esté unida a una pequefia molécula, por ejemplo, AMPc. La unién del AMPc aumenta a
afinidad de la proteina por el ADN, conocida como proteina activada por catabolito
(CAP)(catabolite activator protein). La unitn del complejo AMPc-CAP al ADN estimu-
lala accién de la ARN polimerasa y con ello la transeripeién (Fig. 34.7).
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CAP-AMPc

ARN poi
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El sistema AMPc-CAP sirve como regulador positivo de muchos operones rela-
cionados con la utilizacion de distintos monosacaridos, cuando falta la glucosa todos
estos operones estin en condiciones de conectarse, pero sélo lo hari el que tenga su
inductor presente, debido a que el sistema de transporte de la glucosa y el productor de
AMPc estan acoplados de tal manera que, cuando se transporta la glucosa, no puede
producirse el AMPc y viceversa. De esta forma los niveles intracelulares del nuclestido
ciclico son una seiial, que indica la ausencia del transporte de glucosa a través de la
membrana y por lo tanto, la célula dcbe estar preparada parala utilizacion de otro
monosacirido como fuente de energia.

En resumen cuando existe glucosa en el medio, 1a célnla 1a usa como fuente de
energia y de carbono, lo que disminuye los niveles celulares de AMPc; si se afiadc
lactosa (o algin otro monosacarido) no puede utilizarse, pues faltaria ¢l complejo
AMPc-CAP, y si se retira la glucosa del medio o se consume toda la existente, los
niveles de AMPc aumentan favoreciendo la formacion del AMPc-CAP de manera que
al afiadir la lactosa (u otro azicar) se inactiva el represor y comienza la transcripcion de
los cistrones.

Como el represor al unirse al ADN inhibe la transcripcion, se trata de un regulador
negativo, pero el AMPc-CAP lo que hace es activar la transcripcién, luego es un
regulador positivo, por lo tanto, en el operén lac (y en otros muchos) existe simulta-
neamente un sistema de regulacion que es al mismo tiempo positivo y negativo,

Represion enzimitica

Otro fenémeno relacionado con la regulacion de la expresidén genctica surgié con
el estudio de las vias biosintéticas en algunas bacterias, especialmente en la E. coli,
Esta bacteria contiene un equipo enzimatico que le permite la sintesis de todos los
aminodcidos, para formar sus proteinas a partir de una fuente de carbono (puede ser la
glucosa) y una fuente de nitrégeno (cloruro de amonio).

Las rutas biosintéticas de algunos aminodcidos son complejas y requieren de
numerosas enzimas; cuando algunos de estos aminoAcidos son ailadidos al medio de
cultivo se produce un rapido descenso de las concentraciones intracelulares de las
enzimas relacionadas con Ia ruta biosintética correspondiente. Como en el caso ante-
rior, esta disminucion afecta a todas las enzimas involucradas en a ruta, luego se trata
de una regulacién coordinada. Cuando el aminoacido es retirado def medio se produce
un incremento de la concentracion de las enzimas; igual que en el caso de la induc-
¢idn, estas variaciones se deben a cambios en la velocidad de sintesis de las enzimas v
no de su actividad.

Este fendmeno, en el cual la presencia de una sustancia en el medio es capaz de
provocar la inhihicién de la sintesis de una enzima o grupos de enzimas, recibe el
nombre de represion de la sintesis de enzimas o represién enzimatica. (Fig. 34.8). A la
sustancia que provoca la represién se le da el nombre de correpresor.

Para explicar el mecanismo de la represion enzimatica se utilizara el mismo mode-
lo del operdn descrito antes; se tomar: como ejemplo el operdn que controla la sintesis
del triptéfano en la E. coli, por ser el mejor conocido.

Operdn trp

La figura 34.9 representa la estructura del operdn frp.

El gen regulador codifica la sintesis de la proteina represora, que es también una
proteina alostérica con sitios especificos de unién al ADN del operador. Su unién
determina la inhibicién de la transcripcion y con ello se suprime la sintesis de enzimas,
luego se trata de un sistema de regulacion negativa.

Concentracion de enzima especifica

{ Unidacles arbitrarias )

| I } L L ]

2 4 6 8 12

min

A B

Fig. 34.8. Lu represion enzinuitica. La figu-
ra mucstra los resultados de una
cxperiencia tipica de represiéon
enzimdtica, donde al afiadir ¢l
corepresor (A) comienza a dismi-
nuir la concentracion intracetular
de la cnzima, que sélo vuelve a
aumentar al retirar el corepresor.
Estos cambios de concentracion
obedecen a variaciones en Ia sin-
tesis de la enzima.
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Pares de bases 162 1 560 1620 1356 1191 804 36 250

™ ~
Polipéptido Gufa Atranilato Indol-glicerol-P  Triptéfano
sintetasa sintetasa sintetasa
Peso molecular 60 000 60 000 45 000 50 000 29 000

Fig. 34.9. Estructura del operén trp. En la figura se muestran las principales caracteristicas estructu-
rales del operén frp ¥ de sus productos. La zona operador-promotor (P/O)} no esid bien
caracterizada. Los 162 nucledtidos que componen la zona guia (L) contienen la secuencia
det atenuador. Los genes E y D codifican las 2 subunidades de la atranilato sintetasa, y los
A y B las subunidades de la triptéfano sintetasa. Los sitios t son terminadores de los cuales
existen 2 al final del operén.

La diferencia con el sistema del operdn Iac estriba en que en este caso el
represor se sintetiza en forma inactiva (conformacién T), que presenta muy poca
afinidad por el ADN.

La unidn del correpresor provoca un cambio de conformacién gue aumenta ex-
traordinariamente la afinidad por el ADN y favorece la unién con el operador; este
correpresor resuftd ser el propio triptofano.

Cuando fa célula no dispone de triptofano exdgeno, su concentracion intraceluiar
es tan baja que no hay posibilidades de unién con ¢l represer y, por lo tanto, los genes
son transcriptos de forma continua, La adicidn de triptéfano al medio aumenta brusca-
mente su concentracién intracelular, favoreciendo su unién al represor y con ello la
inhibicién de la transcripcién. La utilizacion intracelular del triptéfano disminuye su
concentraciéon, volviéndose a la situacién inicial (Fig. 34.10).

Existen varios operones represibles bien estudiados y en lineas generales con-
cuerdan con el presentado en este texto, aunque como era de esperar tienen algunas
caracteristicas especificas.

Fig. 34.10. Funcionamiento del eperén trp. El operdn trp funciona de acuerdo con la disponibilidad
del triptéfanp. Cuando no existe triptéfano en el medio celular (A), el represor es inactivo
¥ no puede unirse al operador, lo cual permite que se realice la transcripcién de los genes del
operdn, La incorporacién del triptéfano, que actia como corepresor, cambia la conforma-
cién del represor a su forma mis activa, que se une a1 ADN del operador y bloguea la sintesis
del ARNm correspondiente
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Mecanismo de atenuacién

Las enzimas que sintetizan triptéfano estin semetidas a un segundo tipo de con-
trol,en el cual la traduccién desempeiia una funcién fundamental. Enla E. coliy otras
bacterias, la transcripcion y la traduccion suelen ocurrir simultineamente.

Cemo se observa en la fignra 34.9, entre el operador y el primer cistrén existe una
zona designada con la letra L, que corresponde con la zona no traducible del ARNm en
su extremo 5 ' -P; lo sorprendente de este sistema es que, en este caso, esa zona si se
traduce en un péptido de 13 aminodcidos llamado péptido guia.

(Cual es la funcién de este péptido? La respuesta estd en su secuencia de
aminoacidos incluyendo la metionina iniciadora:

Met-Lys-Ala-lle-Phe-Val-Leu-Lys-Gly-Trp-Trp-Tyr-Tyr-Ser
Obsérvese la presencia de 2 trp consecutivos en la secuencia. La secuencia con-

ductora del ARNm puede formar estructuras alternativas por apareamiento de bases
(Fig. 34.11).

Fig. 34.11. Mecanismo del atenuador. La zona guia del ARNm del operén rp puede formar diferen-

tes apareamiento de bases cntre Las regiones 1y 2, asi como las 3 y 4. 8i no hay triptofano
disponible, el ribosoma se atasea ¢n Ly zona 1 vy permite el aparcamiento 2-3 que permite a
su vez que la transcripeidn contindic: pero si hay triptafano abundante, el ribosoma pasa

rdpidamente por la zona 1 ¥ st forma el apareamicento 3-4, que constituye una estructura de
terminacion para la transcripeion.

En el primer caso la zona | forma pares de bases con la2, ylazona 3 conla 4. El
apareamiento de las zonas 3 y 4 seguidas de un poli U constituye la estructura esencial
para la terminacion de la transcripeion (capitulo 27).

En el segundo caso, sélo se forma apareamicnto de bases entre las zonas 2 y 3, por
lo que la estructura para la terminacion no pucde formarse, ambos tipos de estructuras
apareadas son excluyentes y s6lo la formacion del apareamiento 3-4 origina la termi-
nacion.

Qué hace que se forme un tipo de estructura u otra? Recuérdese que en el péptido
guia existen 2 codones consecutivos para el triptéfano.

El triptéfano es un aminoacido de los menos abundantes en la E. coli; de la
concentracion intracelular de triptofano depende la formacién del triptofanil- ARNt
correspondiente.

Es conveniente hacer un andlisis por separado de c6mo funciona el sistema cuan-
do existe elevada concentracién de triptéfano en la célula, ¥ qué sucede cuando esta
baja la concentracion; para este analisis se debe olvidar por un momento el mecanismo
de represién.

jLuLLErY
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El ARNm del operon trp comienza a ser leido por el ribosoma, al llegar al péptido
guia, como la concentracién de triptéfano es elevada, estos eodones son leidos sin
dilicultad y el ribosoma avanza a su velocidad normal, sobrepasando las zonas 1 y 2
del ARNm conductor; come la zona 2 no puede formar pares de bases con la 3, ésta
lorma apareamiento con la zona 4 y se constituye la estructura necesaria para la termi-
nacion de la transcripcién.

Por lo tanto, a elevadas concentraciones intracelulares de triptéfano, en caso de
que la transcripcion se inicie, ésta termina antes de que comience la transcripcion de
los cistrones.

A bajas concentraciones intracelulares de triptéfano, cuando el ribosoma llega a la
sintesis del péptido guia, su movimiento se 'atasca", pues no hay trp-ARNt disponible.
Esta evidente reduccion en la velocidad del ribosoma produce un secuestro de la zona
1, pero dejalibre la 2 que forma pares de bases con la zona 3. La formacién del brazo
2-3 impide la formacién del apareamiento 3-4 y, al no producirse esta estructura, la
transcripcion continia (Fig. 34.11). A lasecuencia de bases que origina la estructura de
terminacion en la zona conductora se le conoce como secuencia atenuadora y es por
ello que el mecanismo en general recibe el nombre de atenuacién.

En el caso de estas enzimas hay un doble mecanismo de control, al nivel del
represor y al nivel del atenuador; es posible que en determinados momentos uno de
ellos no funcione, pero siempre existe 1a seguridad del funcionamiento del otro. El
sistema del atenuador ha resultado ser mas general de lo que se pensaba, ya han apare-
cido varios estudios de secuencias de péptidos guias para diferentes sistemas, incluso,
el sistemna genético que controla la sintesis de las enzimas relacionadas con la sintesis
del aminodcido histidina se controla sélo por el mecanismo de atenuacidn,

Eficiencia del promotor

Las enzimas que no son inducibles ni reprimibles y por tanto su concentracién
celular es practicamente constante, a o largo de todo el ciclo celular, reciben el nom-
bre de enzimas constitutivas. El hecho de que su concentracion intracelular no varie
con el tiempo es un indice de que su sintesis se produce de forma continua; en estos
¢asos, la transcripcién es ininterrumpida, pues la vida media de los ARNm es muy
corta, es de esperar entonces, que todas las enzimas constitutivas estuviesen a la misma
concentracion; pero esto no ocurre realmente, lo que se mantiene constante a lo largo
del tiempo es la proporcién entre las distintas enzimas constitutivas, aungue cada una
de ellas presenta su concentracion caracteristica.

La clave del problema estd en que no todos los promotores funcionan con igual
eficiencia. Existen los llamados promotores fuertes, que se transcriben con mayor
facilidad un mimero mayor de veces durante el ciclo celular. Debido a los factores
relacionados con sn estructura existe una elevada afinidad entre la ARN polimerasa y
las secuencias especificas del promotor. La unién de la enzima con el ADN origina
rapidamente un promotor abierto de elevada estabilidad, y la transcripci6n es inmedia-
ta. En otros casos los promotores son débiles, se transcriben muy poco. La afinidad de
la ARN polimerasa es muy baja por el promotor, y la formacién de un promotor ahierto
estable es un evento poco frecuente, silo en los casos en que esto ocurre se logra la
transcripcion.

Por supuesto, pueden darse todas las situaciones intermedias; como cada promo-
tor funciona como promedio un niimero fijo de veces por unidad de tiempo - caracte-
ristica de cada uno de ellos- la coneentracion de cada enzima dependerai de ésta, sin
embargo la relacion de concentraciones se mantiene invariable.

Regulacién postranscripcional

Este tipo de regulacién, ain cuando es posible, es al parecer mucho menos fre-
cuente. Hay pocos casos esclarecidos donde la regulacion se exprese por variaciones
en el mecanismo de la traduccidn, una vez formado el ARNm correspondiente.
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El caso mis esclarecido es la regulacidn de la sintesis de las proteinas que forma
parte de los ribosomas en los procariontes, que como se vio en el capitulo 29 se
encuentran organizados en 7 operones.

Es necesario recordar que estos organismos carecen de envoltura nuclear y por
ello la transcripcion y la traduccion estin vinculadas directamente. Para formar los
ribosomas son necesarias las sintesis de los ARNr y de las diferentes proteinas, por lo
que deben ocurrir la transcripcién de los ARNm correspondientes a cada uno de los
operones y su posterior traduccion.

Como cada tipo de ARNTr se une a un grupo especifico de proteinas durante el
proceso de "autoensamblaje’’ del ribosoma, debe existir una adecuada proporcién
entre el mimero de ambos tipos de moléculas. Cuando se **ensamblan’’ muches ribosomas,
¢l mimero de ARNr empieza a disminuir y puede existir una superproduccion de
proteinas ribosomales, las proteinas que controlan la expresion de cada uno de los
operones se unen al ARNm correspondiente impidiendo la traduccién. Sélo si apare-
cen mas moléculas de ARNT, puede continuar la traduccion, de lo contrario ésta se
mantiene inhibida (Fig. 34.12).

Fig. 34.12. Regulacién de la sintesis de proteinas ribosomales. Para la formacién de los ribosomas se
requiere de la sintesis de los ARNr y las proteinas en la proporcion adecuada. Si se produce
un exceso de proteinas, éstas se comhinan con su propio ARNm e inhiben la traduccién.

Regulacién en eucariontes

Los sistemas reguladores eucariontes plnricelulares son algo diferentes a los
procariontes. La existencia de la membrana nuclear hace al ADN menos sensible a los
cambios que se producen en el citoplasma y en el medio. Los requerimientos de las
céhulas en organismos pluricelulares son muy diferentes de los procariontes. Las célu-
las embrionarias por ejemplo, se multiplican ripidamente, en tanto las células del
organismo adulto en ocasiones sdlo requieren nutrientes para su mantenimiento, pues
se dividen en casos excepcionales o no'se dividen en absoluto.

Los estudios en eucariontes se dificultan por no existir técnicas que produzcan y
afslen mutantes, separen y manipulen genes, asi como extraer y purificar moléculas de
ARNm especificas. En estos aspectos se ha avanzado mucho en la dltima década,
gracias a la introduccién de los procedimientos de la tecnologia del ADN recombinante.
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Por otra parte, la dilucidacién de algunos mecanismos reguladores de la expresion
genética en eucariontes indica que son numerosas las formas en que este fenémeno se
realiza,

Las caracteristicas de la organizacién del genoma de los eucariontes, la existencia
de la cromatina, la elevada proporcidn de secuencias no codificantes, la existencia de
mecanismos que permiten el reordenamiento de los genes eucariontes y la misma
estructura del gen contribuyen a aumentar las dificultades en el estudio de sus meca-
nismos de regulacion,

A diferencia de los procariontes, existen varios niveles de regulacién en los orga-
nismos pluricelulares que se expresan de forma diferente en los distintos tipos de
células, y que estan relacionados con las distintas etapas del proceso de expresién de
la informacion genética.

Un primer nivel de regulacion viene dado por la seleccién de los genes que deben
transcribirse en un momento dado en cada célula. Durante mucho tiempo se pens6 que
la diferencia entre la eucromatina y la heterocromatina no era sélo un aspecto de
apariencia tintorial; hoy se sabe que en la eucromatina estin contenidos los genes que
se transcriben de forma activa, mientras la heterocromatina presenta los genes que
estin silenciados. El ejemplo mas sobresaliente se da en el par de cromosomas sexuales
de la hembra; sélo uno de los cromosomas X es activo, mientras el otro aparece fuerte-
mente "empaquetado’ y puede observarse como un corpiisculo que recibe el nombre
de cuerpo de Barr, en las células de las hembras.

Regulacién pretranscripcional

Los genes que se encuentran en copia iinica pueden ser suficientes para producir
una lenta acumulacion de proteinas; por el contrario, una acumulacion mas rapida de
proteinas se logra en el caso de genes de copias miiltiples, hecho éste que es habitual
en el genoma. Sin embargo, en algunos casos ocurre la amplificacion de un gen o
conjunto de genes, como sucede en algunas células germinales o en las que desarrollan
resistencia a determinados farmacos.

El ¢jemplo mejor conocido se produce en los ovocitos del Xenopus Iaevis, donde
los genes para los ARNT se incrementan unas 4 000 veces. La célula precursora del
ovocito contiene aproximadamente 500 genes para los ARNT, que después de la ampli-
ficacién llegan hasta cerca de un millén, lo cual representa el 75 % del ADN nuclear;
esto permite al ovocito sintetizar 10" ribosomas necesarios para la gran cantidad de
proteinas que debe formar durante el periodo inmediato después de la fertilizacion, en
este tiempo de apenas 3 semanas el niimero de nucléolos se incrementa de uno a varios
centenares.

Este ADN aparece como pequefias estructuras circulares que se replican mediante
circulos rodantes, aunque el mecanismo exacto no esti totalmente esclarecido; cada
circulo puede contener varias copias de los genes de los ARNT.

Una vez que el ovocito ha madurado, el ADN circular es degradado lentamente.
Después de la fertilizacion el ADN cromosdmico se replica y ocurre la mitosis repetida-
mente, mientras el embrion se desarrolla; sin embargo, el ADN extracromosémico no
se replica y este factor unido a su lenta degradacién hacen que al alcanzarse el mimero
de algunos cientos de células, este ADN amplificado ya no exista.

La amplificacién de los genes paralos ARNr se ha observado en gran niimero de
organismos entre ellos insectos, anfibios y peces. En los mamiferos este mecanismo
estd muy asociado con el fenémeno de resistencia a determinadas drogas; éstas actdan
habitualmente como inhibidores enzim:ticos. Se han reportado cerca de 10 enzimas
cuyas concentraciones intracelulares aumentan mucho, debido a la amplificacion de
sus genes y de esta forma pueden soslayar la inhibicién, haciendo que la célula sea
resistente a la accién de la droga; un caso tipico de esta situacién se discute en el
capitulo 84. Por iltimo, es interesante sefialar que el mecanismo de amplificacidn

Bicwguinmica Médica



génica parece ser el responsable de la aparicién de algunos tumores malignos cuando
el gen amplificado es precisamente un oncogén.

Regulacién transcripcional

Sin embargo el nivel mas estudiado es el transcripcional, especialmente el de la
ARN polimerasa LI que sintetiza los ARNm. El promotor de estos genes es complejo y
presenta una estructura modular con 2 tipos de elementos principales. Cerca del sitio
deiniciacién de la transcripcion se encuentra el elemento central del promotor, que en
muchos casos contiene 1a secuencia consenso TATAAT y es el sitio de union de los
factores generales de transcripeion (capitulo 27). Mas hacia [a izquierda estos promo-
tores conlienen varias secuencias denominadas elementos distales del promotor, que
también son sitio de union de proteinas y son diferentes para los distintos genes
transcriptos por la ARN polimerasa I1. La unidn a estos sitios de proteinas especificas
en unos casos produce un incremento de la transcripeidn, o sea, se produce el fenéme-
no de }a induccidn, mientras que en otros casos hay un decremento de la intensidad del
proceso, que implica represion. A diferencia de los procariontes, donde los nutrientes
son esenciales en la regulacion, en los organismos superiores las sustancias determi-
nantes son mensajeros quimicos como las hormonas, que por variados mecanismos
favorecen la unidn de esos Factores de transcripcién génico-especificos a sus sitios
correspondientes; asi, la insulina favorece la unién de una proteina especifica en el
gen de la glucoquinasa en el higado y en las células [ del pancreas, lo que induce la
sintesis de esta enzima.

La complejidad del promotor permite que a éste se unan proteinas que pueden
tener efectos contrarios sobre la transcripcion, cuando esto sucede una de ellas es
dominante sobre la otra; por ejempio, el gen de la fosfoenolpiriivico carboxiquinasa
del higado contiene 2 sitios de unidn para el receptor del cortisol, que actlia como un
factor génico especifico y estimula la transcripcion del gen. Mis hacia la izquierda,
también presenta un sitio de unién para la proteina activada por la insulina, esta union
inhibe la transcripcién. Cuando las 2 proteinas se encuentran unidas se produce la
inhibicion del proceso, lo cual significa que la accion de la insulina es dominante
sobre la del cortisol.

Regulacién postranscripcional

Tarmbién el procesamiento de! ARN es un punto de control, El caso mejor conoci-
do se da durante la diferenciacién sexual en la Drosophila melanogaster, pero por su
complejidad no ser4 estudiado en este texto. También se ha sefialado que puede ser un
punto de regulacion el transporte del ARNm del micleo al citoplasma, pero los meca-
nismos involucrados en el proceso no estan perfectamente esclarecidos.

Una vez en el citoplasima, el ARNin se une a proteinas y se mantiene almacenado
hasta el momento dela traduccion. Algunos ARNm presentan secuencias especificas a
las cuales se unen proteinas reguladoras gue estimulan ¢ inhiben la traduccién, segyin
sea el caso; el ejemplo mas conocido es los ARNm de proteimas que estin relacionadas
con el metabolismo del hierro. Por otra parte, son numerosos los factores de traduccion
que sufren ciclos de fosforilacién- desfosforilacién durante la vida celular y esto puede
indicar que est:in sometidos a mecanismos de regulacion.

Por iiltimo, existen mecanismos que regulan el destino final de las proteinas sinte-
tizadas, Todos los estudios realizados sefialan que las proteinas contienen secuencias
especificas de aminodcidos o estructuras tridimensionales tipicas que indican su lugar
de destino: el citosol, el micleo, los organitos citoplasmaticos o el espacio extracelular.

Todos estos mecanismos estin bajo intensas investigaciones, y es de esperar que
en los proximos anos se pueda contar con una vision mucho mas aproximada de los
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mecanismos que regulan la expresion de la informacion genética en los organismos
superiores, especiaimente en el hombre.

Resumen

La dependencia manifiesta que existe entre los organismos vivos y el medio
donde se desarrollan trae aparejada la necesidad de la existencia de mecanismos
de regulacién de la expresién de la informacién genética, que permite la adapta-
cién del complejo metabélico celular a los cambios constantes del medio. Estos
mecanismos difieren de acuerdo con el tipo de organismo que se trate, ya que estos
pueden estar expuestos a mayores o menores variaciones de las caracteristicas del
medio, sobre todo con respecto a la obtencion de nutrientes.

En general estos mecanismos de regulacién se caracterizan por la sintesis de
una proteina especifica, sélo cuando es necesaria, la inhibicién de actividades
enzimidticas que representan un mayor gasto de energia 0 una mayor produccion
de deshechos y vias productoras de mayor cantidad de energia metabélica en tiem-
pos menores. Otra caracteristica relevante es la existencia de Ia regulacién coordi-
nada que permite ejercer de manera simulifinea el mecanismo sobre varias enzimas
que intervienen en la misma secuencia metabdélica.

La regulacién de la expresién genética puede realizarse en 3 niveles funda-
mentales: pretranscripcional, transcripcional y postranscripcional. El primero
estd poco estudiado y su ejemplo més fehaciente es el mecanismo de amplificacién
génica que tiene lugar en algunas células de organismos superiores.

El pivel transcripcional se refiere a los mecanismos que actiian directamente
estimulando (positive) o inhibiendo (negativo) la sintesis de los ARNm. En
procariontes existen 2 variantes: las induccién y represion enzimiticas y la atenua-
cién.

La induccién enzimstica se caracteriza porque la presencia de una sustancia
(inductor) estimula la sintesis de proteinas especificas; en la represién la presencia
de determinada sustancia (correpresor) provoca la inhibicién de la sintesis de pro-
teinas también especificas. Estas 2 situaciones recibieron una explicacién molecular
con la aparicién del modelo del operén, segiin el cual en el ADN celular pueden
distinguirse diferentes sectores funcionales: el gen regulador, el promotor, el ope-
rador y los genes estructurales (cistrones),

El gen regulador codifica la proteina represora que se une al operador y
bloquea la sintesis de los ARNm, La interaccién del represor con moléculas peque-
iias puede hacer que éste se separe del operador (induccién) y, con ello, se comience
la sintesis de ARNm, o por el contrario puede ser necesaria esa interaccién para
que ¢l represor pueda unirse al operador (represién), con lo cual la sintesis de
ARNm seinhibe.

La atenuacion se caracteriza por la existencia de una zona del ARNm llamada
guia (leader) que contiene varios codones para un amineicido determinado; si al
traducirse esa zona el aminodcido estd abundante en la célula, la transcripcidn se
inhibe, en caso contrario continia.

Muchos operones de induccién requieren ademads la participacién del comple-
jo CAP-AMPc para poder funcionar aiin en presencia del inductor.

El ejemplo mds sobresaliente en procariontes de regulacion postranscripcional
es la sntesis de proteinas ribosomales, las cnales actian como inhibidores de su
propia formacién.,

La regulacitn de la expresi6én genética en los eucariontes pluricelulares resul-
ta mucho mis compleja que en los unicelulares. La zona de transcripcién estd
relacionada con la eucromatina, la cual se transcribe de forma activa, mientras la
beterocromatina apenas lo hace, Los genes transcritos por la ARN polimerasa II
presentan promotores complejos que permiten la unién no sélo de los factores




generales de transcripcién, sino, ademaés, de factores génico especificos que unas
veces estimulan el proceso y otras veces lo inhiben. De esta forma se realizan en
estos organismos los fenémenos de induccién y represion de la sintesis de proteinas.
En ocasiones, un mismo gen puede estar bajo el efecto de los 2 tipos de factores
(activadores e inhibidores) y en esos casos el efecto de uno de ellos predomina sobre
el otro.

También parecen ser puntos de control el procesamiento del ARNm y su trans-
porte hacia el citoplasma. También existen indicios de regulacién al nivel de la
traduccién y del mecanismo por el cual las proteinas sintetizadas alcanzan su
destino final. Los estudios que se realizan en estos momentos auguran que en los
préximos afios se tendrd una informacién mis detallada de los mecanismos de
regulacién de Ia expresion genética en los organismos superiores, especialmente en
€l hombre, tal vez ello pueda contribuir a su bienestar y felicidad.

Ejercicios

1. ; Qué repercusion podria tener sobre el mecanismo de regulacidn del operdn lac,
una mutacion en el gen regulador que produjera una modificacion en la conforma-
cion de la proteina represora? Discuta por lo menos 2 alternativas.

2. ; Como podria afectarse ¢l funcionamiento del operdn lac, si ocurriera una muta-
cion en la zona del operador-promotor? Discuta al menos 3 posibilidades,

3. ; Como repercutiria sobre el funcionamiento del operdn lac una mutacion que diera
origen a la aparicion de un codon de terminacion en la zona central del cistron de
la 3- galactosidasa?

4. ;Qué caracteristicas debe poseer una sustancia para poder actuar como inductor
gratuito de un operdn determinado?

5.Si en la zona guia del ARNm del operdn trp ocurriera una mutacion, que diera lugar
a la aparicién de un tercer codon para el triptéfano, ; influiria esto en la sensibilidad
del mecanismo de atenuacion a los cambios de concentracion del aminodcido enla
célula?

6. ; Como puede el mecanismo de amplificacion génica regular la sintesis de protei-
nas especificas?

7. ( Cree usted que el mecanismo de regulacién postranscripcional utilizado en la
sintesis de proteinas ribosomnales pudiera ser igualmente efectivo en otras proteinas
conjugadas?
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