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RESUMEN. En la ultima década se han descubierto en muchos orga-
nismos una gran cantidad de RNAs cuya funcién es la de servir como
elementos regulatorios de la expresion genética y no codifican para
una proteina. A estos RNAs se les denomina ncRNAs o sRNAs (non
coding o small RNAs, RNAs no codificantes o pequefios, por sus si-
glas en inglés). De los mds de 70 sSRNAs que se han documentado en
Escherichia coli, algunos regulan la traduccion o estabilidad de los
mRNAs, otros poseen actividades cataliticas y unos mas modifican la
actividad de una proteina. En esta revision se discutiran los mecanis-
mos de accion de algunos de ellos, asi como los esfuerzos para en-
contrar nuevos sSRNAs por medio de bisquedas sistematicas.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios se han identificado cientos de
RNAs que no codifican para una proteina y que funcionan
como reguladores de la expresion genética. A estos RNAs
se les ha llamado ncRNA y sRNA (por las siglas en inglés
non coding y small debido a que su tamaifio es de entre 30
a 300 bases de longitud), en el caso de RNAs de origen eu-
cariéntico o bacteriano, respectivamente. Los sSRNAs de
Escherichia coli estudiados hasta el momento se pueden
clasificar en cuatro categorias: los RNAs que funcionan en
cis se encuentran en la regién 5’ no traducida de los mRNAs
y afectan ya sea la eficiencia de la traduccién o bien pro-
vocan la terminacién prematura de la transcripcion, los
que poseen una actividad catalitica intrinseca o forman
parte de complejos ribonucleoproteicos, los que afectan la
actividad de alguna proteina por mimetizar estructural-
mente a otros dcidos nucleicos y los que actdan en trans,
regulando de manera post-transcripcional la actividad de
los mRNAs por medio de interacciones por apareamiento
de bases.

RNAs que funcionan en cis

Por la propia naturaleza quimica del RNA, esta molécu-
la es capaz de interactuar intramolecularmente para formar
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ABSTRACT. In the last ten years a great number of RNAs have
been discovered that function by regulating gene expression and do
not code for a protein. This RNAs are named ncRNAs or sSRNAs
(non coding RNAs or small RNAs). More than 70 sRNAs have
been documented in Escherichia coli and function by inhibiting/
promoting translation or degradation, some have intrinsic catalytic
properties and others modify the activity of a protein. The mecha-
nisms of action of some of them will be reviewed as well as the ef-
forts to find new sRNAs by systematic oriented searches.
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estructuras secundarias de tallo y asa, las cuales pueden
cambiar su conformacién en respuesta a sefiales fisicas o
quimicas.

Los termémetros de RNA responden a la temperatura
intracelular, utilizando el conocido hecho de que las héli-
ces que forman los dcidos nucleicos se desnaturalizan con-
forme aumenta la temperatura. Uno de los ejemplos mas
llamativos que usan esta propiedad se observa en la expre-
sién de algunos genes de virulencia. En Listeria mono-
cytogenes, una bacteria patégena que se encuentra en ali-
mentos contaminados, no se produce la proteina PrfA que
es un activador de genes de virulencia, aun cuando su
mRNA si es sintetizado. La explicacion a este fendmeno es
que a bajas temperaturas se forma una estructura secunda-
ria en el mRNA que impide que los ribosomas se unan a él.
Cuando la bacteria es ingerida por un mamifero, se produ-
ce un cambio de temperatura que desdobla la estructura de
tallo y asa, lo cual permite la unién de los ribosomas con
la consecuente produccién de PrfA y de todos los genes de
virulencia regulados por esta protefna.'?

Los riboswitches son otro tipo de RNAs que son ca-
paces de cambiar su conformacién al interactuar con
moléculas pequefias con una alta afinidad y especifici-
dad y de esta manera monitorean el estado metabdlico
de la célula. Generalmente se les encuentra en la region
5’ no traducida de mRNAs de genes biosintéticos, de
transporte o degradacién de metabolitos como vitami-
nas, aminodcidos y otros, proporcionando un mecanis-
mo de control por retroalimentacién.*3 Estdn formados
por dos dominios, un dominio sensor o aptdmero invo-
lucrado en el pegado de los metabolitos y una regién
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llamada plataforma de expresién. Bdsicamente, cuando
unen a su metabolito, los riboswitches provocan uno de
dos eventos, ya sea la terminacién prematura de la trans-
cripcién o impiden la traduccién del mensajero del cual
forman parte. En nuestro grupo, al estudiar el defecto
genético de una mutante respiratoria de Rhizobium etli,
bacteria que fija nitrégeno en simbiosis con las plantas
de frijol, descubrimos uno de los primeros ejemplos de
riboswitches.?? El transposén Tn5 responsable del feno-
tipo de la mutante se insertd en una secuencia altamen-
te conservada en la region 5’ de genes biosintéticos de
tiamina a la cual se le denominé thi box. Esta secuencia
se encuentra presente en bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas, en arqueobacterias y en eucarion-
tes.?>23:33 Aunque las diferentes thi box no son exacta-
mente iguales, son capaces de formar una estructura se-
cundaria similar.??> Debido a que esta secuencia es
transcrita pero no traducida y sabiendo que las molécu-
las de RNA son capaces de interactuar con otras molé-
culas, se lanz6 la hipdtesis de que la thi box pudiera
unir al pirofosfato de tiamina, que es la molécula biol6-
gicamente activa y que participa como cofactor de en-
zimas importantes en la utilizacién de carbohidratos,
sin la intervencién de ninguna otra molécula.’? Poste-
riormente se demostrd que la thi box es capaz de unir in
vitro al pirofosfato de tiamina en el rango nM, con una
alta especificidad y en ausencia de proteina alguna.*!

Algo realmente fascinante de este riboswitch es que la
thi box es capaz de regular la expresion de genes biosinté-
ticos de tiamina bajo diferentes contextos regulatorios, en
bacterias y arqueobacterias participando en el bloqueo de
la traduccién o la terminacidn prematura de la transcrip-
cién, mientras que en hongos la thi box se encuentra alo-
jada en un intrén y se ha demostrado que afecta el “spli-
cing” del mRNA que lo contiene.!> En el caso de las
plantas, la thi box estd presente en la regién 3’ no traduci-
da y se cree que pudiera afectar la estabilidad o la eficien-
cia de traduccién de los mRNAs.?* Actualmente en nues-
tro laboratorio estamos trabajando en la identificacién de
las bases de la thi box que interactian con el pirofosfato
de tiamina por medio de experimentos genéticos y quimi-
cos. Ademas de este riboswitch, se han encontrado otros
que unen a la coenzima B, o cianocobalamina, al mono-
nucledtido de flavina, al aminodcido lisina y al metal di-
valente magnesio.®2534

Mencién especial se merecen varios riboswitches por
las capacidades moleculares que demuestran estos RNAs.
Existe un riboswitch que reconoce purinas, cuya especifi-
cidad depende de un apareamiento tipo Watson-Crick en-
tre una base especifica del riboswitch y la purina, de tal
manera que si la base en el riboswitch es una citosina, el
riboswtich unird a la guanina, y si es una uridina unird a la

adenina.? El riboswtich que reconoce al aminoécido glici-
na presenta dos sitios de pegado a este aminodcido, cuya
unién se da de manera cooperativa.'® El riboswitch que
une glucosamina es una ribozima cuya actividad catalitica
es revelada cuando une a su ligando.*? En el caso del ri-
boswitch que une S-adenosil metionina, se han encontra-
do dos variedades que no tienen semejanza entre si y que
unen al mismo metabolito.”-!!

Probablemente en el futuro se descubran riboswitches
que unan a otros metabolitos en bacterias y eucariontes,
abriendo mds la gama de actividades que puede presentar
el RNA como son la unién especifica y de alta afinidad de
otras moléculas, fenémenos de cooperatividad y actividad
enzimadtica, todas estas caracteristicas que se creia antes
exclusivas de las proteinas.

RNAs con actividad catalitica o que forman parte de
complejos ribonucleoproteicos

Los dos tnicos sSRNAs que a la fecha se conocen como
esenciales en E. coli son el RNA 10 S que representa la
parte catalitica de la RNasa P, la enzima que procesa a los
tRNAs y los rRNAs y el RNA 4.58S, el cual forma parte de
la maquinaria de reconocimiento de sefiales para la secre-
cién de proteinas.!0!2

RNAs que afectan la actividad de alguna proteina

Existen dos ejemplos de RNAs que modifican la activi-
dad de una proteina, son el RNA 6S y los RNAs de la fami-
lia CsrB.

El RNA 6S se habia identificado como un RNA abun-
dante y estable. Posteriormente se observé que se une a la
RNA polimerasa cargada con el factor 67° cuando las célu-
las entran a la fase estacionaria de crecimiento.’” Debido a
que este RNA adopta una estructura de doble hélice con una
burbuja en el centro, se piensa que podria mimetizar una re-
gién promotora y de esta forma inhibir la actividad de la
RNA polimerasa, permitiendo a la RNA polimerasa cargada
con el factor ¢ de estado estacionario la transcripcion de los
genes que se requieren en esta fase metabdlica.

La proteina CsrA actiia a nivel postranscripcional regu-
lando la actividad de genes involucrados en el metabolis-
mo del carbono al unirse a secuencias especificas en la re-
gién 5’ no traducida. La purificacién de CsrA llevo a la
caracterizacion de los SRNAs CsrB y CsrC, de 360 y 245
nucledtidos de longitud, respectivamente. Aunque estos
RNAs poseen poca homologia entre si, la secuencia que se
encuentra localizada en las asas estd muy conservada y es
la misma que es reconocida por CsrA en los mRNAs regu-
lados por él, por lo que se cree que inhiben su actividad re-
gulatoria.?$3°
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RNAs que funcionan trans

Alrededor de una veintena de SRNAs de E. coli se apa-
rean por complementaridad de bases a los mRNAs que re-
gulan. La mayoria de las veces este apareamiento afecta
negativamente la actividad del mRNA inhibiendo su tra-
duccién o provocando su degradacion, algo similar a los
efectos producidos por los miRNAs en los eucariontes. En
algunos casos la interaccién del SRNA con su respectivo
mRNA activa su traduccién al hacer accesible el sitio de
unién a ribosomas del mismo.

La proteina Hfq tiene un papel en la funcién de algu-
nos sSRNAs. Hfq, también llamada HF-1 (factor del hospe-
dero 1) fue identificada por estimular in vitro la replica-
cion del fago de RNA QP y pertenece a la familia de
proteinas Sm/Lsm que unen RNA, las cuales funcionan en
el “splicing” y estdn presentes en eucariontes. Forma un
anillo de 6 subunidades, a diferencia de las eucaridonticas
formadas por 7 subunidades.?*° Por medio de estudios es-
tructurales y genéticos se conoce que posee dos sitios para
unir el RNA, uno localizado en la parte interna del anillo
y otro localizado en otra parte del oligémero.?!-*? EI sitio
de unidén en los SRNAs ha sido caracterizado como una re-
gion de cadena sencilla, rica en residuos de adenina y uri-
dina y cercano a una estructura de tallo y asa.® A conti-
nuacién se describirdn algunos ejemplos en los que
diferentes SRNAs afectan de manera negativa o positiva la
expresion de los mRNAs.

Se han involucrado dos sSRNAs en la regulacién negati-
va de la expresion de dos de las porinas mds importantes
de la célula. MicF impide la traduccion del mRNA de
OmpF.24 A su vez, MicC, que fue encontrado en una bus-
queda bioinformadtica, impide, in vitro, la unién de riboso-
mas al mRNA de ompC.> Se ha observado que la expresion
de MicF y MicC es reciproca y se piensa que esto pueda
favorecer que en condiciones de limitacién de nutrientes
se exprese OmpF, que forma un poro mds grande y que
OmpC, que forma un poro mas pequefio, tenga por funcion
la exclusiéon de compuestos toxicos en condiciones de su-
ficiencia de nutrientes.’

Algunos sRNAs que se han descubierto dan una expli-
cacién a enigmas regulatorios encontrados en algunos sis-
temas. Por ejemplo, se sabe que la proteina Fur reprime,
bajo condiciones de suficiencia de hierro, a una gran can-
tidad de genes cuya funcién es la de capturar y transportar
hierro al interior de la célula. Sin embargo, para los genes
sodB'y sdh, que codifican para la super6xido dismutasa y
la succinato deshidrogenasa, respectivamente, y que son
proteinas que contienen hierro, Fur tiene un efecto positi-
vo en su expresion. Ahora se sabe que existe un SRNA lla-
mado RyhB, que estd muy conservado en Escherichia,
Salmonella, Klebsiella, Vibrio y Yersinia, el cual es regu-
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lado negativamente por Fur, pero que en condiciones de
escasez de hierro se produce y aparea con los mRNAs de
sodB'y sdh, provocando la degradacién de los mismos re-
duciendo de este modo los requerimientos de hierro de la
célula.?%-38 En este ejemplo se observa como un mismo
SRNA puede aparearse con diferentes mRNAs de modo de
concertar la expresion de los mismos bajo diferentes con-
diciones metabdlicas. En P. aeruginosa se han encontrado
otros dos sSRNAs llamados Prrl y Prr2 que funcionan de
manera similar, aunque no presentan homologia alguna
con RyhB.#0

En el caso de la expresion del factor o de estado esta-
cionario, llamado 6*, que es necesario para la transcripcion
de genes en esta fase del crecimiento y algunos genes in-
ducidos por diversos tipos de estrés, se ha encontrado que
son tres los SRNAs que regulan su expresion. DsrA y RprA
estimulan la traduccién de 6° en condiciones de baja tem-
peratura y de estrés de superficie, repectivamente.!”-18-31
La unién de estos SRNAs al mRNA de o° impide la forma-
cién de una estructura de tallo y asa que bloquea el sitio
de unién a ribosomas.'®!8 Por otro lado, OxyS, que es in-
ducido en condiciones de estrés oxidativo por la proteina
regulatoria OxyR, regula de manera negativa la expresion
de o, pero en este caso se desconoce el mecanismo de ac-
cién involucrado.'#*

Biisquedas sistemdticas de sSRNAs en E. coli

Utilizando la informacion con que se cuenta de los SRNAs
previamente caracterizados, se han realizado bisquedas bio-
informaticas de nuevos sSRNAs en las regiones intergénicas
de E. coli. En dos casos se uso el criterio de conservacion de
secuencia en organismos cercanamente emparentados.”38
Otro trabajo se basé en la deteccion de caracteristicas estruc-
turales del RNA.?’ En otro caso se identificaron sitios de
unién a DNA especificos o bien secuencias promotoras con
una cercania de maximo 400 bases a secuencias de tipo ter-
minador.>*

Otro enfoque usado para la identificacién de nuevos
SRNAs ha sido la deteccién directa de los mismos. En un
trabajo se usé el RNA total como sonda para probar mi-
croarreglos conteniendo las regiones intergénicas.>> En
otro trabajo, se identificaron algunos sRNAs que fueron
aislados por medio de una co-inmunoprecipitacién con
anticuerpos dirigidos contra la proteina Hfq.*>

Debido a que los anteriores esfuerzos estaban dirigidos
al andlisis de las regiones intergénicas, dejando fuera los
posibles sSRNAs que se encuentren en regiones codificado-
ras, se utiliz6 un tercer enfoque el cual estd basado en la
clonacion directa de los SRNAs, el cual consiste en purifi-
car el RNA total de la bacteria crecida bajo diferentes con-
diciones experimentales. EIl RNA asi obtenido se fraccio-
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na en un gel de poliacrilamida y se purifican RNAs de ta-
mafio pequefio. A estos SRNAs se les afiaden adaptadores
en los extremos 5’ y 3’, lo que permite llevar a cabo una
transcripcion reversa seguida de un PCR (RT-PCR). Poste-
riormente se clonan los amplicones y se obtiene la secuen-
cia nucleotidica de los mismos para identificar la regién
genética de la cual provienen y se analiza su expresion
por medio de experimentos tipo Northern. A este tipo de
andlisis se le denomina RNGOmica experimental.

A la fecha se han publicado dos trabajos de este tipo en
E. coli. En el primero de ellos, en donde se purificaron
RNASs de entre 50 a 500 nucleétidos, se encontraron varios
RNAs provenientes de genes independientes, como es el
caso de RyeA y RyeB, los cuales se demostré que se apa-
rean entre si, aunque se desconoce su funcién.’® Ademads,
se descubrieron otros SRNAs que provienen de las regio-
nes 5° o 3’ de mRNAs, indicando probablemente una
transcripcion paralela de sSRNAs co-expresados con los
mRNAs. Dos de ellos consisten de las regiones aptaméri-
cas de los riboswitches thi-box y del mononucleétido de
flavina.3®

Para el segundo trabajo se purificaron RNAs de entre 30
a 65 nucledtidos de longitud para la creacién de la biblio-
teca de cDNAs.'* En particular, se obtuvieron clonas de
sRNAs pertenecientes a tres diferentes categorias: los sR-
NAs antisentido codificados en cis, los que provienen de
regiones intergénicas y los que son fragmentos de regio-
nes no traducidas de mRNAs.

En la primera categoria se encontraron RNAs de secuen-
cias repetidas como los conocidos como LDR y hok/sok. La
mayoria de estos elementos contienen genes que codifican
para un péptido téxico (Idr y hok) y un RNA antisentido
(rdl y sok) que regula la expresion del péptido téxico a ni-
vel postranscripcional. Se encontraron a los cuatro rdl que
regulan a las cuatro secuencias LDR presentes en E. coli. Se
clonaron genes Sok con homologia a cuatro de las seis re-
giones Hok. También se encontré un gen antisentido al
gene que codifica a la proteina yjiW'y que regula la expre-
sién de ésta, pero se desconoce la funcién de ambos. Por dl-
timo, se encontrd un gene antisentido al regulador de la res-
puesta a dcido GadX al cual se le denominé GadY y cuya
expresion estabiliza al mRNA de GadX.?

De las regiones intergénicas se clonaron tres SRNAs.
Dos de ellos se encuentran localizados en la regién inter-
génica situada entre los genes yfhL y acpS. Al analizar los
transcritos de esta region, se encontraron dos sSRNAs, uno
de 63 ntd y otro de 300 ntd, llamados RyfC y RyfD, res-
pectivamente. Presentan una regién de complementaridad
de 19 bases, la cual, aunque la secuencia no es conservada
en los genomas de otras E. coli patdgenas, conserva la
complementaridad entre ellas. El tercero sobrelapa los pri-
meros siete codones de la proteasa codificada por el gene

clpB y su regiéon 5’ no traducida y recibié el nombre de
RyfD. RyfD puede formar una estructura de tallo y asa in-
tramolecular, pero también podria aparearse con el mRNA
de clpB y regular su expresion.

De los sSRNAs derivados de fragmentos de regiones
no traducidas de mRNAs se encontraron 5 de regiones
5’. Los ejemplos més notables del 5’ son los de lysC'y
mgtA, que contienen al aptdmero de los riboswitches de
lisina y magnesio. Del 3’ se identificaron 4, de los cua-
les el més interesante es el SRNA que se encuentra loca-
lizado en la regién intergénica entre los genes glnA 'y
glnL, que codifican para la enzima glutamina sintetasa
y el regulador NtrB involucrados en el metabolismo de
nitrégeno. Este SRNA es de alrededor de 200 bases. En
esta region se encuentra localizada una secuencia REP,
pero se demostré que la existencia del SRNA es inde-
pendiente de la secuencia REP debido a que en el caso
de Salmonella typhimurium no existe tal elemento y se
expresa un sSRNA de menor tamafio.

Con los sRNAs descritos en este ultimo trabajo, el
nimero de SRNAs conocidos en E. coli llega a 79. Algu-
nos de ellos no se detectaron en otros tamizajes debido
a que se encuentran en una regioén intergénica pequefia
como en la que se encuentra RyfD que es de sélo 129
nucledtidos, a su falta de conservacién (como RyfC) y
su proximidad a genes que codifican para una proteina
(como RyjC que estd codificado en antisentido a la pro-
teina yjiW).

CONCLUSIONES

En los dltimos afios se ha descubierto que la regulacion
genética es mucho mds compleja de lo antes previsto. En
esta nueva visién, las moléculas de RNA juegan un papel
central como reguladores de la expresion genética. El estu-
dio de los mecanismos de accion de los sSRNAs ha revela-
do nuevas y sorprendentes actividades asociadas al RNA.
Dada la versatilidad mostrada por el RNA, existen investi-
gadores que piensan que antes de que existiera la vida ba-
sada en el DNA, el RNA vy las proteinas como la conoce-
mos, existié un mundo del RNA en el cual esta molécula
era la depositaria de la informacién genética y poseia acti-
vidad catalitica, aunque es muy dificil saberlo a ciencia
cierta. Lo que si es seguro es que dado el nimero creciente
de estudios que se llevan a cabo acerca de esta fascinante
molécula, estamos viviendo actualmente un nuevo mundo
del RNA.
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