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ABSTRACT. Célls of almost any organism respond to a sudden up-shift of temperature and to several
other stress conditions, by a transient increase in the cellular concentration of a set of proteins, the heat-
shock proteins (HSPs). The main HSPs, chaper ones and proteases, are constituents of the cellular machin-
ery of protein folding, transocation, repair and degradation. The bacteria Escherichia coli has been a
paradigm regarding heat shock gene expression in prokaryotes. In this bacterium, the expression of the
HSPsisregulated at thetranscriptional level. The approximately 40 genes that encode the HSPs define the
heat-shock stimulon. Most of these genes, including the main chaperone and protease genes, are under the
positive control of s%2, encoded by rpoH, while approximately 10 genes, including rpoH and rpoE, are
regulated by s, encoded by rpoE. The cytoplasmic response to heat is regulated by s2, while that of the
periplasm is regulated by sE. The expression of both regulons is interconnected, since st regulates the
transcription of rpoH at high temperatures. The activity of these s factors, under non-stress and stress
conditions, depends upon negative and positive regulatory mechanisms acting at different levels; tran-
scription, translation, half-life and activity of the factors. Models for the regulation of the cytoplasmic and
periplasmic responseto heat in E. coli are presented.

Key words. heat-shock proteins, Escherichiacoli, caloric stress.

RESUMEN. Las células de practicamente todos |os or ganismos responden a un aumento brusco de tempe-
raturay a otros cambios ambientales con un aumento transitorio en la concentracion celular de un con-
junto de proteinas denominadas proteinas de estrés calérico (PEC). Las principales PECs, chaperonas y
proteasas, son parte de la maquinaria celular de plegamiento, transporte, reparacion y degradacion de las
proteinas. La bacteria Escherichia coli representaun paradigma en el estudio de la expresion delos genes
del estrés caldrico en los procariotes. En E. coli la expresion de las PEC se regula principalmente a nivel
delatranscripcién. Los mas de 40 genes que codifican para las PEC definen al estimulén de estrés calori-
co. La mayoria de estos genes estan positivamente regulados por € factor de transcripcion s3? codificado
por rpoH, mientras que aproximadamente 10 genes, incluyendo rpoH y rpoE, estan regulados por sF codi-
ficado por rpoE. La respuesta citoplasmica al calor esta regulada por s%, mientras que la del periplasma
seregula por sE. Las dos respuestas estan inter conectadas, ya que s regula al gene de s°2 a altas tempe-
raturas. La actividad de los dos factores s, tanto en condiciones normales como de estrés, esta regulada a
diferentes niveles: transcripcion, traduccion, vida media y actividad de los factores. En esta revision se
presentan los modelos de regulacién genética de la respuesta al calor en E. coli en el citoplasmay en el pe-
riplasma.

Palabras clave. Proteinas de choque térmico, Estrés calérico, Escherichia coli

INTRODUCCION

Las células de todos | os organismos tienen la propiedad
de responder a cambios en €l ambiente, con cambios en la
expresion de un conjunto especifico de genes.

En las bacterias, €l conjunto de genes que modifica su
nivel de expresion en respuesta a un cambio ambiental,
constituye un Sistema Global de Regulacion, SGR o
“estimulén”. Los SGR les permiten a las bacterias mante-

ner la coordinacién entre un metabolismo eficiente de nu-
trientes, la replicacion del DNA vy la division celular para
reproducirse en diferentes condiciones ambientales o hien
para mantener la capacidad de recuperar el crecimiento al
cesar las condiciones adversas.

Un SGR esta constituido por una red de regulones que
se expresan de manera coordinada en respuesta a un estf-
mulo ambiental. Un regulén comprende a un conjunto de
genes aislados y genes organizados en operones que codifi-
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can para funciones distintas, se localizan en sitios diferen-
tes del genoma'y tienen un regulador comun. El regulador
generalmente es una proteina que se une a secuencias espe-
cificas de DNA que se localizan en la region reguladora de
los genes parainducir o reprimir su transcripcion. ¢

El estimulo ambiental puede afectar la estructuray fun-
cion de moléculas y organelos celulares. Estas moléculasy
organel os blanco funcionan como sensores del estimulo, ya
que a modificarse generan sefiales que pasan de manera
directa, 0 através de uno 0 mas transductores, al regulador
para producir cambios especificos en la expresi6n genética.
Los cambios en la concentracion y actividad de las molé-
culas codificadas por los genes del SGR constituyen lares
puesta celular. Larespuesta, a su vez, establece un circuito
de retro-alimentacion que modula la intensidad y duracién
de ésta. Este circuito permite que €l sistema genético se
estabilice, yaseaaun nivel de expresion similar a de antes
del estimulo, 0 aun nuevo nivel mas adecuado paralanue
va condicion ambiental®.

En las bacterias, los SGR més estudiados son: El deres-
puesta al dafio en el DNA (sistema SOS) y |os de respuesta
a cambios en la temperatura, pH, osmolaridad, tension de
oxigenoy nutrientes.

En esta revision se presenta la regulacién genética de la
respuesta a un incremento brusco de temperatura o estrés
caldrico (EC) en labacteria Escherichia coli K12.

El conocimiento acumulado por mas de 30 afios sobre la
bioguimica, genéticay fisiologia de esta bacteria la coloca
como €l organismo del cual se tiene mas informacion bio-
légica. Por €llo, E. coli K12 constituye un modelo experi-
mental poderoso para el estudio de la genética molecular
delos SGR.

LA RESPUESTA CELULAR AL ESTRES
CALORICO

Larespuesta celular aun aumento brusco de temperatu-
ra la describié por primera vez F. Ritossa en 1962 en la
mosca Drosophila melanogaster. Ritossa observé que si la
mosca se expone a una temperatura 5°C por arriba de la
temperatura normal de cultivo, se inducen ensanchamien-
tos (“puffs”) especificos en los cromosomas de las glandu-
las salivales®® Doce afios después, en 1974, el grupo de A.
Tissiéres demostré gue estos ensanchamientos se acomp a
fian de un aumento en la sintesisde novo de un grupo espe-
cifico de proteinas.®

Actualmente se sabe que la respuesta celular a un au-
mento brusco de temperatura o estrés de calor (EC) es una
respuesta evol utivamente conservada en bacterias, arqueas
y eucariontes. El EC induce un incremento rapido y transi-
torio en la sintesis de un grupo altamente conservado y es-
pecifico de proteinas conocidas como proteinas de estrés
calérico (PEC). Las principales PEC son chaperonas que
catalizan el plegamiento correcto de las proteinas y protea-
sas que degradan a proteinas desplegadas. Las PEC son
importantes para la célula, tanto en condiciones normales
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de crecimiento, como en situaciones de estrés>184273

Larespuestaal EC puede dividirse en dos fases: induc-
cion y adaptacion. En lainduccién se presenta un aumento
en la sintesis de las PEC €l cual, dependiendo de la protei
nay de laintensidad del estrés, puede ser de 25 a mas de
100 veces. La induccion es rapiday se completa en menos
de un ciclo celular. En la fase de adaptacion la tasa de sin-
tesisde las PEC disminuyey alcanza un nuevo nivel, supe-
rior a presente antes del estrés. El nuevo nivel de sintesis
de las PEC depende de la diferencia entre la temperatura
inicial y la del EC; mientras mayor es la diferencia, mayor
es el nuevo nivel. En el caso de cambios a temperaturas
sub-letales o letales, ademés del incremento en la sintesis
de las PEC, se presenta una disminucién en la sintesis del
resto de las proteinas.

En los organismos que crecen en intervalos amplios de
temperatura, la respuesta maxima se alcanza entre 10 y 15
°C por arriba de la temperatura Optima de crecimiento,
mientras que en organismos que crecen en un intervalo de
temperatura restringido, la respuesta maxima ocurre alre-
dedor de 5°C arriba de |a temperatura 6ptima.>*%73

El EC, ademas de inducir un incremento en la sintesis
de las PEC, modifica de manera general la estructuray la
fisiologia celular. Por ggemplo, el EC modifica la fluidez
membranal, la topologia e integridad del DNA, la estructu-
ra de las proteinas, la organizacion del citoesqueleto y de
los ribosomas, etc.>6:35%0

Ademas del calor, hay otros estimul os capaces de indu-
cir la sintesis de las PEC. Estos estimulos incluyen, entre
otros, a infecciones por virus, radiaciones ultravioleta,
cambios en osmolaridad, oxigenacion, pH y nutrientes,
presencia de sustancias toxicas como etanol, metales pesa-
dos y algunos antibidticos. Cada estimulo determina una
respuesta particular en cuanto a nivel de induccion, cinéti-
cay PEC que induce. El inductor mas potente es el calor
mismo, el cual induce la expresién de todo €l repertorio de
PEC, mientras que la mayoria de los otros estimul os indu-
cen laexpresion de solo algunas de estas proteinas?+516

L os mecanismos de induccion de una respuesta celular
similar al EC por otros estimulos ain no son claros. Los
datos experimental es apoyan la propuesta de que todos es-
tos estimulos generan cambios en la conformacion de las
proteinas y por tanto una sefial comun. Sin embargo, no se
excluye que las modificaciones que se presentan en otras
moléculas y estructuras celulares (DNA, membrana, ribo-
somas) actlien también como sefial es para responder al es-
timulo.>68

LA RESPUESTA AL ESTRES CALORICO EN
E. coli K12

La respuesta al EC en bacterias se descubrié en 1978
en Escherichia coli K12. El primer paso en este descubri-
miento lo dieron S. Cooper y R. Ruettinger en 1975, al ais-
lar una cepa mutante de E. coli afectada en la sintesis de
una proteina, GroE, esencial parael crecimiento aaltatem
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peratura.® En 1978 los grupos de F. Neidhardt y T. Yura de
manera independiente demostraron que en una cepasilves
tredeE. coli el EC induce un aumento transitorio en la sin-
tesis de varias proteinas con un peso molecular similar a
las proteinas descritas para la respuesta a EC en D. mela-
nogaster. Al comparar la sintesis de proteinas durante un

EC en la cepa silvestre y en la mutante de Cooper y Ruet-
tinger, se observod que en la mutante no se presentaba este
aumento. Este resultado sugirié que la mutacion afectaba a
un regulador de la respuesta al EC.2""? La caracterizacion
del gene para este regulador permiti6 identificar al primer
factor sigma alternativo en E. coli: s32.19% Este factor, co-
dificado por el gene rpoH (htpR), dirige la unién de la
RNA polimerasa a promotores especificos presentes en

muchos de los genes de EC para su transcripcion.

La presencia de la respuesta al EC en una bacteria fue
una sorpresa, ya que se consideraba exclusiva de organis-
mos méas complejos. Este hallazgo permitié avanzar rapi-
damente en el conocimiento del sistema genético de regu-
laci6n de esta respuesta, no sélo en bacterias, sino en otros
organismos.

En célulasde E. coli que crecen en medio rico, el cam
bio répido de una temperatura de 30°C a 42-43°C produce
un aumento en la sintesis de las PEC y un aumento menor
en lasintesis del resto de las proteinas. El cambio atempe-
raturas mas elevadas, 45-47°C, causa una disminucion en
la sintesis de las proteinas generales y un aumento impor-
tante en las PEC. Finalmente, el cambio a 50°C, una tem-
peraturaletal, induce larepresién casi total de lasintesis de
las proteinas generales y un gran incremento en la sintesis
delas PEC.5%°

El aumento de algunas de las PEC protege transitoria-
mente a las células de la exposicidn a temperaturas letales.
Por ejemplo, si E. coli se expone por un tiempo corto a42°
C y luego a 50°C, €l porcentaje de células que sobreviven
esmayor al delas células que se pasan directamente de 30°
C a 50°C. Este fendmeno Ilamado termotolerancia esta
presente en las células de todos | os organismos.>

L as bacterias Gram-negativas, como E. coli, tienen dos
membranas celulares, una interna y otra externa. Estas
membranas limitan a dos compartimientos celulares con
propiedades diferentes: el citoplasma que es un medio os-
moticamente estable, reductor y con capacidad energética
y €l periplasma que es oxidante y no tiene ATP.% Esto de-
termina que en estas bacterias existan sensores y mecanis-
mos de transducci6n de sefial es especificos para cada com
partimiento.

En E. coli el SGR de EC estaintegrado por dos regulo-
nes definidos por los factores sigma alternativos, st (s4) y
s%2. Estos regulones coordinan la expresion de mas de 40
genes dispersos en el cromosoma que codifican alas PEC
(Tabla 1). El reguldn de s32 se induce por sefiales que se
generan en el citoplasmay el de s por sefial es periplasmi-
cas. El primero regula aproximadamente 26 genesy el se-
gundo alrededor de 10.571242

Ademas de estos dos regulones, con un método de ana-

Revista Latinoamericana de Microbiologia (2001) 43:51-63

Tabla 1. Principales proteinas de estrés cal érico de
Escherichia coli K128

Regulon s® Regulon s® Regulon sE
Chaperonas Enzimas Proteasas
Metabdlicas
CIpA, CipB, GADPH DegP
ClpX
DnaK, Dnal, HtrM (RfaD) Reguladores
GrpE
HtpG Otras &
IbpA, 1bpB Topl s¥
GroEL, GroES Funcion RseA
desconocida
Proteasas FtsJ RseB
ClpPA HIA RseC
ClpPX HdC Otras
FtsH (HfIB) FtsH (HfIB) FtsH (HfIB)
HslVU (CIpQY) HtpX
Lon HJO
Reguladores HdP
HtpY HW
s® HslX
HtrC HslY
HdZ

lisis global comparativo de la expresion genéticade E. coli
se detectaron 119 genes que modifican su expresion duran-
te un EC de 50°C. En este andlisis se amplificaron frag-
mentos especificos de DNA que cubren todo el genoma de
la bacteria con la reaccién en cadena de la DNA polimera-
sa (PCR), se unieron de manera ordenada a una membrana
y se hibridaron con cDNA radioactivo. La membrana cons-
tituye lo que se conoce como micro-arreglo gendmico
(“microarray”). En este estudio se identificaron a la mayo-
riade los genes ya descritos paralos regulones de sF y s32,
asi como a genes nuevos y 35 marcos de lectura para los
cuales no hay alin genes designados. Los reguladores de la
expresion de estos genes se desconocen>®

EL REGULON sf DE LA RESPUESTA PERIPLAS-
MICA AL ESTRES CALORICO ENE. coli K12

El regul6n sF esta formado por 7 genes: degP (htrA),
fkpA, rpoE, rseA, rseB, rseC y rpoH; aunque la sobreex-
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presion de sE induce la expresion de por 1o menos 10 pro-
teinastt*%4273 |_as secuencias —35 y —10 de los promotores
para sF en estos genes son diferentes alas de los otros fac-
toress (Tabla 2). El gene degP codifica para una endopep-
tidasa periplasmicaesencial parael crecimiento celular por
arriba de 42°C?° y fkpA para una peptidil-prolil cis/trans
isomerasa que es importante para el recambio y plegamien-
to de las proteinas del periplasma.®®4° Los genes rseA,
rseB, rseC codifican para proteinas reguladoras de la acti-
vidad de sE.1% Este factor regula la transcripcion de su
propio gene, rpoE, y la del regulador de la respuesta cito-
plésmica a EC, rpoH. Esto hace que exista una regulacion
coordinada entre los dos principales regulones de la res
puesta al EC. El regul6n de s se induce por EC y por
otros estimul os como etanol e hiperosmolaridad.”

La actividad de sF aumenta en respuesta a sefial es que
se generan extracitoplasmicamente. Por ejemplo, la sobre-
producciéon de las proteinas de la membrana externa
OmpC, F, K, Ty X, del periplasma como AsnB y PBP2 o
de la membrana interna como DsbD inducen la respuesta
celular dependiente de sF.3*%! La sobre-produccion de
DsbD, unatiol-disulfato reductasa, probablemente causala
acumulacion de polipéptidos reducidos con un plegamiento
incorrecto en un medio oxidante como el periplasma.*® Es-
ta respuesta se induce también en cepas mutantes en los
genes dsb, fkpA, htrM (rfaD), skp y surA.38 Las proteinas
Dsb, FkpA y SurA son importantes para el plegamiento
correcto de las proteinas del periplasma, Skp asiste el ple-
gamiento e insercién de las OMPs en la membrana externa,
mientras que HtrM (RfaD) participa en la sintesis de los
lipopolisacaridos. Esta Ultima proteina es importante para
segurar una proporcion correcta de las OMPs en la mem:
brana externa.®® Finalmente, también se observo la induc-
cion del regulén sE en una mutante ompC en lacual la pro-
teina OmpC mutada no se inserta en la membrana externa
e interfiere con la insercion de otras proteinas OMPs. Sin
embargo, en mutantes secB que acumulan proteinas pre-
cursoras de las OMPs en €l citoplasma no se induce este
regulon3* Estas observaciones muestran que la sefial se
genera después que las proteinas del periplasma y las
OMPs atraviesan la membrana interna y antes de que las
OMPs se inserten en la membrana externa. Esta sefial pue-
de ser laacumulacion en el periplasma de proteinas precur-
soras de las OMPs y de proteinas propias del periplasma
parcialmente plegadas.

La regulacion del aumento en la actividad de sF en la
respuesta al EC es compleja e involucra tanto regulacién
positiva a nivel de la transcripcién de rpoE como negativa
anivel post-transcripcional.

Autoregulacion positiva de la transcripcion del gene
rpoE. Latranscripcion del gene rpoE seinicia en dos sitios
diferentes. El promotor P2 determina la transcripcion que
se origina a partir del sitio proximal a codén de inicio del
gene. Este promotor tiene secuencias -35y -10 similares a
otros promotores de sF. Las secuencias correspondientes al
promotor distal P1 no se pudieron identificar, ya que en
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esta region promotora no hay secuencias similares para
s0, %2 6sE y tampoco se logrd la transcripcion desde el
sitio distal con la RNA polimerasay s’ o sE. La cantidad
del mRNA de P1, a diferencia del de P2, disminuye con el
incremento de la temperatura, por 1o que la regulacién de
rpoE a temperaturas altas depende exclusivamente de su
autoregul acion positiva através del P2.5561

Regulacion negativa post-transcripcional de la acti-
vidad de sE. El andlisis delasecuenciay los estudios de la
transcripcion del locus rpoE mostraron que este gene esta
organizado en un operon con los genesrseABC ("regul ator
of sigma E").*%® Estos genes codifican a tres proteinas de
peso molecular pequefio involucradas en la actividad de
sE. La proteina de la membrana interna RseA de 27 kDa
tiene una funcion anti-sF que depende de su interaccion
directa con este factor. El andlisis topolégico de RseA
muestra que esta proteina tiene un dominio transmembra-
nal anico con el extremo N-terminal en el citoplasmay el
C-terminal en el periplasma. RseA seune al sF presente en
e citoplasma a través del dominio Nterminal y de esta
manerainhibe su actividad transcripcional (Fig. 1). La acti-
vidad de RseA esta modul ada a su vez por la proteina peri-
pldsmica RseB. Esta proteina de 33 kDa regula negativa
mente la actividad de s a través de su interaccion con el
dominio Gterminal de RseA (Fig. 1). RseA se degrada
répidamente en respuesta a EC,* lo que produce un au-
mento en la poza libre de s en & citoplasmay con ello e
incremento en la transcripcion de los genes del reguldn sE.
En el caso de la proteina RseC de 17 kDa de membrana
interna se sabe que tiene un efecto menor y positivo sobre
laactividad de sE Unicamente en ausencia de RseB. El me-
canismo por el cual RseC gjerce este efecto positivo sobre
sE alin se desconoce!*° Recientemente se propuso que la
degradacion de RseA es por la serin-proteasa DegS que se
localiza en la membranainterna.t

Modelo de la regulacion genética de la respuesta
periplasmica al estrés caldrico por sE. Un modelo para
explicar la activacion de sE por un EC (Fig. 1) propone
gue en las células en condiciones normal es de crecimiento,
la mayor parte de este factor se encuentra inactivo en el
complejo RseA/sE. El EC induce gue las moléculas senso-
ras, proteinas OMPs y periplasmicas, se desdoblen y gene-
ren la sefial. El transductor de esta sefial puede ser RseB,
COmMo se propuso originalmente y/o la proteasa DegS como
sugieren reportes més recientes.»3° RseB al reconocer y
unirse a las proteinas semi-plegadas deja libre a RseA lo
que favorece su degradacién por DegS. Finamente la sefia
se transduce al regulador sF a través de la degradacion de
RseA, lo que causa que sF se libere en el citoplasma e in-
duzca un incremento en la transcripcion de los genes de su
regulén. Este incremento induce un aumento en la trans-
cripcién del operén rpoE rseABC, de rpoH y de los genes
paralas proteinas FkpA y DegP. El incremento en latrans-
cripcion de rpoH, y por tanto de los genes de su regulon,
coordina la respuesta periplésmica con la citoplasmica
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Tabla 2. Secuencias consenso de los promotores de los fac-
toresde E. coli K12 que participan en larespuesta al estrés

cal6rico*?

Holoenzima® | Sitio—35° |Espaciador | Sitio—10°
Es0 TTGACA | 16-18pb | TATAAT
Es®? CTTGAA | 13-15pb | CCCCATNT
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Fig. 1. Modelo de la regulacion genética de la respuesta
periplasmicaal estrés calorico enE. coli. El aumento siibito
de temperatura (calor) se sensa principalmente por las pro-
teinas periplasmicas. El despliegue de las proteinas por €l
efecto del calor genera la sefial que se transduce al regula-
dor sF através de la proteina periplasmica RseB (B) y dela
proteina membrana anti-sF RseA (A). La funcion regula-
dora de la proteina membrana RseC (C) no se conoce. El
aumento inicial en laactividad de sF se produce por: a) dis-
minucién de lainteraccién entre las proteinas A y B debido
alaunién de B alas proteinas desplegadas y b) aumento en
la degradacién de A por la proteasa membranal DegS (S).
Esta cadena de reacciones produce laliberacion de sF y con
dlo la transcripcién de los genes regulados por este factor,
COmo su propio gene, rpoE, y el gene paras®.

OMP, proteinas de membrana externa; ME, membrana ex-
terna; P, periplasma; M1, membranainterna; C, citoplasma.
(_’, __>) y ( ) representan la direccion de lareac-
cion durante condiciones de no estrés y de estrés calérico,
respectivamente. Las flechas discontinuas representan reac-
ciones menos activas que las de las continuas.

A, Holoenzima: RNA polimerasa (E) y un factor s; B, Los
sitios se enumeran en relacién ala posicion +1 que repre-

sentael inicio delatranscripcion; ¢, N: A, T, Co G.

(Fig. 1).

El aumento en la concentracion de FkpA y DegP, al fa-
vorecer €l plegamiento o la degradacion de las proteinas
periplésmicas dafiadas por el calor, disminuye laintensidad
de la sefial. RseB se une a la proteina RseA recién sinteti-
zaday ésta, a su vez, se une a st con lo que disminuye la
actividad de este factor (Fig. 1). Esta cascada de eventos
finalmente estabiliza el sistema genético en un nivel de
expresion caracteristico de la nueva temperatura 111394173

En este model o no se hainvolucrado como posible sen-
sor a la membrana; sin embargo, los cambios en fluidez
membranal que acomparian al EC®® podrian contribuir a la
activacion delaproteasa DegS.

Es importante mencionar que ademés del regulén de sF
existen otros sistemas genéticos especificos para la res
puesta extracitoplasmica al estrés. Uno de ellos es € siste-
ma de transduccion de sefiales de dos componentes CpxA/
CpxR. Este sistema responde a un aumento de pH en el
medio y a alteraciones en la integridad de la envoltura ce-
lular a través de CpxA, una cinasa/fosfatasa de membrana
interna que actlia como sensor y que fosforila al regulador
CpxR. CpxR a su vez activa la transcripcién de degP me-
diada por laRNA polimerasasF y lade dsbA y otros genes
de los que se desconoce su funcion. DegP, como ya se
menciond, es una proteasa esencial a altas temperaturas,
mientras que DsbA cataliza la formacién de puentes disul-
furo de las proteinas y por tanto es importante en el plega
miento de éstas. Los datos experimentales con mutantes en
CpXA sugieren que estos dos sistemas de respuesta extraci-
toplasmica no detectan y regulan funciones iguales y que
Gnicamente se solapan en lainduccion de DegP.2

EL REGULON s* DE LA RESPUESTA CITOPLAS-
MICA AL ESTRES CALORICO ENE. coli K12

El primer regul6n de EC que se describio fue el de s%2.

El factor de transcripcion s3? de 32 kDa esta codificado
por el generpoH y reconoce promotores especificos (Tabla
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2). Este factor es muy importante para la respuesta al EC
en el citoplasma ya que la intensidad de la respuesta de-
pende fundamentalmente de su concentracion celular.®
Inicialmente, los estudios genéticos y la comparacion de
patrones el ectroforéticos en geles de poliacrilamida de pro-
teinas marcadas radiactivamente en condiciones control y
de EC identificaron alrededor de 58 PEC'® Los patrones
de estas proteinas en geles de dos dimensiones permitieron
aumentar el nimero a 17.° Posteriormente €l andlisis de la
transcripcion global de una biblioteca génica clonada en
fagos | (Banco de Kohara) permitio identificar a la mayo-
ria de los genes ya descritos y a 26 nuevos genes.” Entre
los genes del reguldn se encuentran los de las principales
chaperonas ClpB, DnaK, GroE, HtpG, IbpA y IbpB; los de
las proteasas dependientes de ATP, CIpPA, ClpPX, FtsH
(HfIB), Lon, y HSIVU (ClpQY); genes reguladores como
rpoD, htpY y htrC; genes para enzimas como gap
(GADPH gliceraldehido fosfato deshidrogenasa), rfaD
(DL-glicero-D-manoheptosa epimerasa) y topA
(topoisomerasa 1) y varios de funcién desconocida 84259
(Tabla 1).

El regul6n de s%2 seinduce total o parcialmente en res-
puesta a varios estimulos. Entre ellos esta el EC, la hipe-
rosmolaridad, infecciones por fagos, luz ultravioleta, y la
presencia de sustancias toxicas como etanol, agua oxigena
da y antibiéticos que inhiben la traduccion o a la enzima
gi rasa’i,30,68,69

Funcion de las principales proteinas del regulon s,
Las principales PEC son chaperonas, proteasas y proteinas
reguladoras. Las chaperonas moleculares se definen como
proteinas que interaccionan de manera transitoriay no co-
valente con otras proteinas. La funcion de estas proteinas
esfavorecer el plegamiento correctoy el transporte de pro-
teinas, mediar el ensamble y desensamble de complejos
multiproteicos, presentar proteinas a las proteasas para su
degradacién y prevenir la agregacion y desagregar a las
proteinas bajo condiciones de estrés. Las proteasas son en-
zimas ATP-dependientes que en condiciones normales de
crecimiento regulan la degradacion de proteinas en general
y de algunos reguladores en especial para asegurar €l re-
cambio de proteinas y la concentracion adecuada de estos
reguladores y que en condiciones de estrés degradan pro-
teinas dafiadas 16,17,18,21,71

a. Chaperonas. La proteina ClpB funciona como cha-
perona, mientras que ClpA y ClpX pueden funcionar aisla-
das como chaperonas y en unién con ClpP como proteasas
CIpPA y CIpPX, respectivamente (ver més adelante).?!

La actividad de la chaperona DnaK esta dada por tres
PEC: DnaK de 70 kDa, Dnal de 41 kDay GrpE de 23 kDa.
Los genes para DnaK y DnaJ estan organizados en el ope-
rén dnakJ, mientras que el gene grpE se localiza en otro
sitio del genoma. DnaK pertenece a la familia de chapero-
nas Hsp70 que es una de las mas conservadas evolutiva
mente. Esta proteina contienen tres dominios; El amino
terminal contiene el sitio de unién para ATP, magnesio y
GrpE; € carboxilo proximal el sitio de unidn del péptido
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sustrato y el carboxilo distal posiblemente es el sitio de
union a Dnal.”'87 DnaK se une preferentemente a ami-
noacidos hidrofdbicos como isoleucina, leucina, valina 'y
fenilalanina, los cuales quedan expuestos al desplegarse las
proteinas® DnaK tiene una actividad de ATPasa depen-
diente de temperatura y es capaz de autofosforilarse.®® La
actividad de ATPasa, esencia paralafuncion de la chape-
rona, esta regulada por las co-chaperonas Dnal y GrpE y
por su sustrato, las proteinas desplegadas.®

HtpG es una chaperona homdloga a la Hsp90 de los
eucariontes. La pérdida de este gene no afecta el creci-
miento de la bacteria excepto a temperaturas muy altas.
Esto sugiere que HtpG es dispensable atemperaturas inter-
medias ya que otras chaperonas pueden sustituirla.*?

Las proteinas IpbA e IpbB son chaperonas pequefias
gue durante el EC se unen a proteinas desplegadas y for-
man unas estructuras denominadas "cuerpos de inclu-
sion" 18

La actividad de la chaperona GroE depende de dos pro-
teinas. GroEL de 60 kDay GroES de 12 kDa cuyos genes
forman el operén groESL. Este operdn, ademés de un pro-
motor para s%2, tiene un promotor tipo s’°. GroESL perte-
nece a la familia Hsp60 o familia de las chaperoninas, la
cua estd también muy conservada en los organismos.
GroEL presenta un dominio de unién de ATP, tiene activi-
dad de ATPasay funcionalmente actla como una proteina
oligomérica compuesta de dos anillos de siete subunidades
cada uno. GroES se organiza en un heptamero en forma de
domo y funciona como “tapadera’ de las aberturas del di-
lindro que forman los dos anillos de GroEL . El volumen de
este cilindro sufre modificaciones importantes durante la
catdlisis. El complejo GroEL,4-GroES; interacciona con
polipéptidos desplegados parafavorecer su plegado correc-
to (17,18,21,71). El modelo actual propone que €l polipép-
tido desplegado se introduce al cilindro y regresaa su esta
do nativo después de varios ciclos de union y liberacion de
este complejo.3! La actividad catalitica de esta chaperona
depende de ciclos de unidn e hidrélisis de ATP alas sub-
unidades GroEL de uno y luego del otro anillo, asi como
de la union del sustrato y de GroES a los anillos de
GrOEL.l7’21’31

b. Proteasas. Las proteinas Clp pertenecen a una fami-
lia altamente conservada de proteasas dependientes de
ATP. Estas proteinas en su forma activa estéan formadas
por subunidades cataliticas y de reconocimiento. Por gjent
plo, la proteasa CIpPA esta formada por subunidades cata
liticas ClpP y de reconocimiento de sustrato ClIpA. ClpP se
asocia también con ClpX para constituir una proteasa con
especificidad diferente a ClpPA 162! |_a estructura de estas
proteasas es similar ala de GroE; es decir, estan formadas
por anillos de varias subunidades que forman una cavidad
donde se degrada la proteina. En el caso de CIpPA, la pro-
teasa esta formada por dos anillos centrales de 7 subunida
des de ClpP y un anillo de 6 subunidades de CIpA en cada
uno de los extremos del cilindro de ClpP*! Las subunida
des ClpA y ClpX pueden funcionar aisladas como chapero-
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nas tipicas.)’ La proteasa HslVU (CIpQY) pertenece tam-
bién a esta familia; en este caso HslV (ClpQ) es la unidad
cataliticay HslU (ClpY) la de reconocimiento. La especifi-
cidad del sustrato de esta proteasa es similar alade Lon.

La proteasa FtsH es una proteina de membrana interna
gue pertenece a la familia de ATPasas tipo AAA
("ATPases associated to a variety of cellular activities").
Esta proteasa participa en e ensamble de proteinas a la
membrana interna, en la exportacién de proteinas y en la
degradacion del factor s32.%7

La serin-proteasa Lon es una de las principales protea-
sas para el recambio normal de las proteinas, degradacién
especifica de algunos reguladores y degradacion de proter
nas dafiadas por el EC. La forma activa de esta proteasa es
un homotetramero3®

¢) Proteinas reguladoras. El gene htpY se localiza a
700 pares de bases (pb) del extremo 3" del operéndnaKJy
codifica para una proteina de 21 kDa. Esta proteina regula
positivamente la expresion de las PEC modificando el ni-
vel y/o laactividad de s32.4

El gene rpoD codifica para el factor s’°. Este factor
reconoce a los promotores de los genes involucrados en la
mayoria de las funciones celulares. La secuencia consenso
para este factor se muestraen laTabla 2.

El gene htrC es un regulador del cual se desconoce la
funcion.*?

d. Enzimas. Entre las enzimas cuyos genes tienen pro-
motores para s3? se encuentran enzimas metabdlicas como
GADPH (gliceraldehido fosfato deshidrogenasa) y RfdA
(DL-glicero-D-manoheptosa epimerasa) y la topoisomera-
sal codificada por topA.*?%” Esta Gltima enzima cataliza €
relajamiento de moléculas de DNA superenrolladas!* La
funcién de estas enzimas en el EC no esta clara.

Regulacion de la actividad celular de s32. Un aumen-
to rgpido de temperatura induce un incremento de 3 a5
veces en la transcripcion de rpoH. Sin embargo, este ar
mento no explica el incremento de 15-20 veces en la acti-
vidad de s*2 durante el EC. Actualmente se sabe que la
regulacion de la actividad de este factor se lleva a cabo a
nivel de la transcripcion y traduccién del gene rpoH, asi
como de lavidamediay actividad de este factor.5373

Regulacién de la transcripcién del gene rpoH. La
region reguladora de rpoH de aproximadamente 250 pb
contiene 4 promotores. Los promotores P1, P4 y P5 son
reconocidos por s’y P3 por sE (Fig. 2). A 30°C aprox-
madamente el 90% del MRNA de rpoH corresponde a P1y
P4. A 43.5°C, latranscripcién a partir de los promotores P1
y P4 sube ligeramente y la de promotor P3 aumenta de ma-
nera importante. A 50°C, la transcripcién de los promoto-
res P1y P4 disminuye gradual mente mientras que la de P3
se mantiene elevada hasta por 85 minutos. EI promotor
distal P1 se localiza dentro del terminador del oper6n de
division celular ftsYEX y es el més fuerte en condiciones
normales.'® La sobreposicion del terminador y P1 aparen-
temente no afecta la actividad del promotor.'® P1 es més
activo en DNA relgjado, mientras que P4 1o es en DNA
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superenrollado2® El promotor P5 es un promotor débil re-
gulado principalmente por lafuente de carbono presente en
e medio*®

Ademas de los 4 promotores, la regién reguladora de
rpoH presenta sitios de unién para proteinas reguladoras de
la transcripcién como son: dos cagjas CRP (“cyclic AMP
receptor protein”), dos DnaA y una CytR (Fig. 2). 234570

La ausencia de glucosa en el medio causa que la con-
centracién celular de cAMP aumente 'y con ello la cantidad
del complegjo CRP-cAMP. En estas condiciones, la union
del complejo al sitio CRP1 favorece la transcripcion a par-
tir del promotor P5, pero interfiere con la del P4, lo que
sugiere una alternancia entre estos promotores*® El prono-
tor P5 probablemente es un promotor secundario, ya que
las mutantes en el gene que codifica para la adenil -ciclasa,
cya, pueden responder aun EC.2°

Las dos cajas DnaA seidentificaron apartir del andlisis
de la secuencia de la regién reguladora de rpoH. La unién
de la proteina DnaA a sus sitios de reconocimiento es im-
portante para €l inicio de la replicacién del cromosoma y
para la expresion de varios genes® En el caso de rpoH, la
unioén in \itro de la proteina DnaA pura a las dos cajas
DnaA inhibe la transcripcion de los promotores P3 y P4,
Esta inhibicion también se presenta en células que sobre-
producen a DnaA. La funcion de estas cajas todavia no se
evaua.”®

Las cajas CytR y CRP2 también se identificaron a partir
del andlisis de la secuencia reguladora de rpoH. Esta iden-
tificacion la realizé el grupo que estudia la funcion anti-
activadora de la proteina CytR sobre la transcripcion ne-
diada por cAMP-CRP. La unién del complejo CytR-
(cCAMP-CRP) alas cgjas CytR y CRP reprime la transcrip-
cion de los genes que codifican a las proteinas que trans-
portan y catabolizan nucledtidos. Cuando hay nuclettidos
en el medio, CytR no se une a su caja, lo que favorece la
regulacion positivade CRPy la expresién de los genes pa
rasu transporte y catabolismo. En el caso de rpoH, el com
plegjo ternario CytR;-CRP, se une a los sitios CRP1, CRP2
y CytRy cubreaDnaAl (Fig. 2). En ausencia de nuclebti-
dos, el complejo reprime la transcripcion de los promotores
P3, P4y P5, mientras que en presencia de citidina, CytR se
inactivay aumenta la actividad de esos promotores.?

La presencia de las cagjas CRP y CytR en laregion re-
guladora de rpoH sugiere que s regula la concentracion
celular de chaperonas y proteasas no sblo en el EC, sino
también en respuesta ala presencia de diferentes nutrientes
en el medio. Por otra parte, la presencia de cgjas DnaA en
esta region reguladora y los reportes de que las células
préximas a dividirse son més sensibles a la lisis inducida
por temperaturas atas®® y que dos de las PEC, DnaK y
Lon, estan involucradas en la division celular®>® permiten
sugerir que s*2 participatambién en laregulacion del ciclo
celular.

Regulacion de la traduccion del mRNA de rpoH.
Uno de |los primeros estudios sobre la regulacion de la tra
duccién de rpoH se realizd en una cepa con una fusién
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Fig. 2. Estructura de laregion reguladoradel gene rpoH de E. coli K12. En la parte superior del esquema se indica con
letrasitélicas dos posibles codones de término de traduccion del gene ftsX 'y en la parte inferior los tres primeros codones
de rpoH. El terminador de transcripcion del operdn ftsYEX se indica con flechas invertidas. Los sitios de union parala pro-
teina CRP estan encerrados en rectangulos; el sitio CytR esta sefialado por flechas opuestasy |as secuencias para DnaA
estén enletras obscuras; DnaA 1 esta dentro de la secuencia CytR y DnaA2 dentro de CRPL1. Losinicios de transcripcion
de rpoH se sefialan con flechas verticales. El 1 corresponde ala primera base de laregion codificadora de rpoH. SD, se-

cuencia Shine-Dalgarno. Las regiones-35,-10 de los promotores estan sefialados de laformasiguiente:

P1, ; P3, . P4, PS5,

rpoH-lacZ que contiene las sefiales de inicio de la traduc-
cién de rpoH. Esta fusion codifica para una proteina que
contiene un fragmento del extremo amino terminal de la
proteina s32 fusionado con la b-galactosidasa. En esa cepa
se observé un aumento en la traduccién de la proteina de
fusion, lo que sugirié la presencia de una secuencia repre-
sora en la region codificadora carboxilo terminal. El andli-
sis de la secuencia del mRNA de rpoH y los experimentos
con mutaciones en diferentes regiones del gene, permitie-
ron identificar tres regiones importantes para la regulacion
de latraduccion: la region activadora A y las represoras B
y C.4446,74

Laregién A es un elemento activador de la traduccién
localizado en la region codificadora de rpoH del nucledti-
do 6 a 20 en relacion a coddn de inicio de la traduccién.
Esta regién complementa con el RNA ribosomal 16S, por
lo que el reconocimiento MRNA -ribosoma se favorece.
Las mutaciones en A inducen una disminucién dréstica de
hasta 15 veces en latraduccién del mRNA de rpoH.
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Laregién B del nucledtido 110 a 210 es un elemento
represor de la traduccién que participa en la formacion de
una estructura secundaria que “secuestra’” alaregion A 'y
al sitio deinicio de latraduccion. L os experimentosin vivo
e in vitro muestran que esta estructura es estable a 30°C e
inestable a temperaturas més altas* 7374

La regién C o caja RpoH del rucledtido 364 al 433
también es un elemento represor de la traduccion ya que
las mutantes en C que alteran la secuencia de aminoéacidos
de s%2 disminuyen esta represion. Los aminoacidos que
corresponden a esta regién definen un dominio caracteristi-
co de s*2. Se ha propuesto que este factor se uneaDnaK a
través de este dominio.3? Esta unién podria establecerse en
el ribosoma y reprimir la terminacion de la sintesis de s%,
y/o establecerse con la proteina completa s3? y favorecer
su degradacion.

Regulacion de la estabilidad de la proteina s%2. El
factor s%2 es una de las proteinas més inestables de E. coli,
con unavida media a 30°C de aproximadamente 1 minuto.
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Durante el EC esta vida media se incrementa transitoria-
mente hasta 8 minutos. Este incremento no se presenta en
las mutantes dnaK, dnaJ, grpE y ftsH, lo que sugiere que
los productos de estos genes participan en determinar la
vida media de s%2.%°Un modelo sugiere que a 30°C la cha
perona DnaK interacciona directamente con laregion C de

32 para favorecer su degradacion por |a proteasa membra-
nal FtsH. En este caso la chaperona DnaK funcionaria co-
mo un regulador anti-s.?2 El mecanismo propuesto es que
primero DnaJ se une a s%? y lo presenta a DnakK-ATP. En
presencia de ATP, DnaJ induce que DnaK compita con la
RNA polimerasa por la union a s*2. La hidrolisis de ATP
por laactividad de ATPasade DnaK favorece la formacion
de un complejo terciario estable DnaK -ADP-DnaJl-s*2. FAi-
nalmente GrpE dirige a este complejo a la proteasa FtsH
para su degradacion.®?? La vida media de s3? aumenta du-
rante el EC yaque al incrementarse las proteinas desplega
das que son sustrato de la chaperona DnaK y de FtsH dis-
minuye la formacion de complejos terciarios y la degrada:
cion de s®?

Sin embargo, un trabajo reciente del grupo de Bukau
sugiere que lafuncion de la region C es aumentar la afini-
dad de s® por la RNA polimerasa, lo que le permitiria a
este factor competir eficientemente con otros factores s
por laRNA polimerasa durante el EC2 Otro trabajo recien-
te reporta que la degradacion de s puede estar mediada
también por otras proteasas como Lon, CIpAP y HslVU
(ClpQY) (73). Esto muestra que el mecanismo de regula-
cion de la vida media de s32 puede ser mas complejo de lo
gue se propuso origina mente.

Modelo de la regulacion genética de la respuesta
citoplasmica al estrés caldrico por s32. El conocimiento
actual sobre el regulén s32 permite proponer un modelo de
regulacion paralarespuesta citoplasmicaa EC (Fig. 3).

En este modelo se propone que en condiciones norma-
les de crecimiento (30°C) el gene rpoH se transcribe prin-
cipalmente a partir de los promotores P1 y P4, el mRNA
de rpoH presenta una estructura secundaria estable y su
traduccion es ineficiente. La mayoria de las moléculas de
$%2 se encuentran unidas ala chaperona DnaK lo que favo-
rece su degradacion y una vida media corta (1 minuto).
Esto genera una expresion basal de los genes del regulén
s%2 'y con ello una cantidad limitada de chaperonas y pro-
teasasenlacélula.

En la fase inicia del EC, las proteinas en general,
DnaK en particular y el mRNA de rpoH funcionarian co-
mo termosensores para generar las sefiales de estrés celu-
lar.5334 |a sefial de las proteinas es la pérdida de su plega-
miento normal. La chaperona DnaK reconoce la sefia, se
une a las proteinas dafiadas y libera a s%2, con lo que se
favorece la interaccion RNA polimerasas® y se inhibe la
degradacion de s32 por FtsH (Fig. 3). Esta cascada de regu-
lacion induce un aumento de 1 minuto a 8 minutos en la
vida media de s%2. DnaK ademés sensa directamente a la
temperatura a través de su actividad de ATPasa, la cual se
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Fig. 3. Modelo de la regulacion genética de la respuesta
citoplasmicaal estréscalérico en E. coli. El aumento stibi-
to de temperatura (calor) se sensa en el citoplasma por las
proteinas en general y DnaK (K) en particular y por €l

mRNA del gene rpoH. El aumento en la concentracién y
actividad del regulador s%? obedece a: [1] un aumento en
la transcripcion de rpoH al activarse sE por la respuesta
periplasmica a calor, [2] un incremento en la traduccion
del mRNA de este gene al desestabilizarse su estructura
secundaria por efecto directo del calor y [3] una aumento
en lavida media de s3 a disminuir su degradacion por la
proteasa FtsH (H). Este aumento se produce a disminuir
lainteraccion de este factor con la chaperona DnaK-Dnal-
GrpE (KJE). H significado de las letras y flechas es como
enlaFig. 1.

incrementa a temperaturas altas.* Este aumento hace que
lafuncion de esta proteina sea més eficiente durante el EC.
Finalmente, la molécula del mRNA de rpoH funciona s-
multaneamente como un termosensor al desdoblarse por
efecto directo del calor y como un transductor de la sefial
al incrementar k eficiencia de la traduccién del propio
mRNA (Fig. 3). La suma de estos factores, més un incre-
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mento de 3-5 veces en latranscripcion derpoH a partir del
promotor P3, hacen que la actividad de s3? aumente hasta
20 vecesy con ello la expresion de los genes de la respues
tacelular al EC. El aumento en latranscripcion derpoH se
presenta como consecuencia de la respuesta a EC en €l
periplasma €l cual induce una activacion de sF, e factor
que reconoce aP3.

En la fase de adaptacion, el aumento en las chaperonas
y proteasas asegura el re-plegamiento o la degradacion de
las proteinas dafiadas con lo que disminuye la sefial. La
transcripcion del mMRNA de rpoH a partir de P3 disminuye
al disminuir la actividad de sF durante la fase de adapta-
cion de la respuesta periplédsmica. El aumento en la chape-
rona DnaK favorece nuevamente su union a s* y ladegra-
dacion de esta proteina. La concentracién del producto de
rpoD, s7°, aumenta, con lo que se restablece la transcrip-
cion general. La temperatura mantiene la inestabilidad de
la estructura secundaria del mRNA de rpoH por lo que su
traduccion en la fase de adaptacion continua alta. En esta
fase la concentracion de s32 disminuye principalmente en
respuesta a la disminucion en la transcripcion de rpoH a
partir de P3 y a aumento de la vida media de este factor.
Esta disminucion permite que la expresion de los genes del
reguldn se estabilice a nivel caracteristico de la nueva
temperatura.

En el caso de otros estimulos, como €l etanol y lanovo-
biocina, este Ultimo inhibidor de la girasa, se ha propuesto
que el aumento en lasintesis de las PEC se debe principal-
mente a un incremento en la transcripcion de rpoH.3%" En
€l caso de novobiocina, se demostré que este antibiético, al
inducir una disminucién en el grado de superenrollamiento
del DNA, causa un aumento en la transcripcion de rpoH a
partir del promotor P1 el cual es mas activo en DNA rela-
jado.30

LA REGUITACIC')N DE LA RESPUESTA GENETICA
AL ESTRES POR CALOR EN OTRASBACTERIAS

El avance en el conocimiento de la regulacién genética
de larespuesta al EC en otras bacterias sugiere que en ge-
neral las proteinas son los principales termosensores celu-
lares, la sefial es la modificacién de su estructuray lares
puesta genética induce un aumento en la cantidad de cha
peronas y proteasas evolutivamente conservadas. Sin en
bargo, la evolucién ha seleccionado en las bacterias dos
mecanismos diferentes de regulacion de la transcripcion
pararesponder a un EC: Un mecanismo positivo por facto-
res s alternativos como en E. coli, y uno negativo conm
puesto por un represor y un sitio operador en el DNA. En
algunos géneros bacterianos la regulacion del EC responde
a una combinacién de estos dos mecanismos, incluso un
mismo gene puede estar regulado por un s alternativo y
por un represor,*#485762.73

El mecanismo positivo esta presente principa mente en
las bacterias evolutivamente mas proximas a E. coli como
son las Proteobacterias del grupo gal que pertenece la fa-
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milia Enterobacteriacea y otras bacterias como Haemop-
hilus, Pseudomonasy Vibrio.*”""3 Entre las Enterobacte-
rias analizadas se encuentran Escherichia, Shigella, Salmo-
nella, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Er-
winia, Yersinia, y Proteus.*”%657 El| andlisis del patron de
transcripcién y de la arquitectura de la regién reguladora
del gene rpoH de estas bacterias, muestra la presencia de
cuatro promotores similares a los promotores P1, P3, P4y
P5 de E. coli K12. Sin embargo, Unicamente en las bacte-
rias mas relacionadas a E. coli (Shigella, Salmonella, Kleb-
siella, Citrobacter y Enterobacter) se identificaron cajas
similares a DnaA, CRP, CytR>®

El mecanismo positivo también esta presente en algu-
nas Proteobacterias de los grupos ay b como Agrobacte-
rium, Caulobacter, Bradyrhizobium, Rhodobacter, Rickett-
siay Alcaligenes, respectivamente.”® Sin embargo, el me-
canismo negativo esta mas difundido entre las bacterias®
Este mecanismo esta presente en varias Proteobacterias a,
en las bacterias Gram-positivas, Cianobacterias, Micoplas
mas, Espiroquetas y Clamidias (20,48,73). A la fecha se
han descrito varios sistemas operador/represor como ClI R-
CE/HrcA, HAIR/HspR y ROSE/represor.*® Estos sistemas
se han localizado principalmente en las regiones regulado-
ras de los genes que codifican a las chaperonas DnaK y
GroE.®?

CONCLUSIONES

El estudio de larespuestagenéticaa EC en un organis-
mo modelo como E. coli K12, asi como en otras bacterias
y organismos, sugiere que esta respuesta es muy conserva
da en cuanto alas caracteristicas de los sensores, sefidesy
funciones celulares de las principales PEC; mientras que
los mecanismos genéticos que la regulan muestran mayor
versatilidad. En E. coli, y posiblemente en todas las bacte-
rias que presentan dos compartimientos celulares, existen
sensores, mecanismos de transduccion de sefiales, regula
dores y genes especificos para la respuesta a EC en cada
compartimiento. EnE. coli larespuestaa EC se ha estudia
do principalmente en células que pasan de 30 a 42°C por lo
gue el conocimiento de esta respuesta a temperaturas altas
es limitado. Los estudios recientes de un EC a 50°C
(temperatura letal) identificaron lainduccion de un nimero
importante de nuevos genes de los que se desconoce su
regulacion y funcidn. Ademéas de estos genes, existen otros
gue disminuyen especificamente la transcripcion a tempe-
raturas altas y que no se han estudiado.® Una vez que se
descifré de manera general la respuesta genética al EC en
esta bacteria, los estudios futuros deberan enfocarse a ana
lizar: 1) laregulacion y funcién de los nuevos genes des-
critos para €l EC, 2) la regulacion del SGR de EC en la
respuesta a estimulos que lo inducen parcialmente, 4) la
participacion del SGR de EC en la induccion de otros
SGR, 3) la participacién de otras moléculas y estructuras
celulares como los ribosomas y la membrana en |a genera-
cion de sefales, 4) el papel de las proteasas y chaperonas,
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incluyendo alas pequefias como IbpA y IbpB, en laregula-
cion del EC, 4) el efecto del EC en el metabolismo celular,
larespiracion, lareplicacion del DNA vy ladivisién celular,
asi como lafuncion especifica de las PEC en estos eventos.
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