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RESUMEN. La respuesta celular a variaciones bruscas del medio am-
biente, o respuesta al estrés, se caracteriza por cambios en la expre-
sién genética y en la fisiologia celular. Estos cambios le permiten a la
célula sobrevivir y adaptarse a las nuevas condiciones ambientales.
La mayoria de los estudios actuales sobre la respuesta al estrés se en-
focan en identificar las modificaciones de los patrones de expresion
genética (transcriptoma y proteoma), asi como su relacién con los
cambios a nivel bioquimico (metaboloma), estructural y funcional
que se presentan en las células durante el estrés. En el simposium
Respuesta Celular al Estrés se presentaron cuatro trabajos sobre el
efecto del estrés en funciones celulares importantes: 1) estrés nutri-
mental en Escherichia coli 'y dafio y mutabilidad del DNA, 2) estrés
nutrimental y oxidativo en Candida glabrata y silenciamiento subte-
lomérico, 3) estrés por frio y metabolismo del RNA en E. coli, y 4)
estrés caldrico y oxidativo en células de E. coli en estrés nutrimental
y limitacién de oxigeno y sintesis diferencial de proteinas.

Palabras clave: Estrés celular, mutacion, metabolismo de RNA,
expresion genética.

INTRODUCCION

Los primeros conocimientos basicos sobre el metabo-
lismo general del DNA (replicacion, reparacién, recombi-
nacién, transcripcién) y de la regulacién de la expresion
génica se establecieron utilizando principalmente a la
bacteria Escherichia coli como modelo experimental. En
general, los experimentos se realizaron en bacterias activa-
mente dividiéndose en condiciones Optimas de crecimien-
to: aereacién, pH neutro, 37°C y nutrientes abundantes.
Sin embargo, en su habitat natural, E. coli, como la mayo-
ria de los microorganismos, enfrenta constantemente con-
diciones adversas. La respuesta celular a estas condiciones
de estrés (i.e. alta o baja temperatura, limitacion de nutri-
mentos), se caracteriza por cambios en la expresion genéti-
ca. Cada condicién de estrés modifica la fisiologia general
de la célula y genera sefales que son detectadas por senso-
res especificos. Los sensores transducen la sefial, por dife-
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ABSTRACT. Environmental changes induce a cellular response
characterized by a modification in the genetic expression and phys-
iology of the cell. This modification allows the cell to survive and
adapt to the new environment. Current studies on cellular stress re-
sponse are mainly focused on the identification of the genetic ex-
pression patterns (transcriptome, proteome), and their relation with
the biochemical (metabolome), structural and functional changes
displayed by the cells under stress. In the symposium on Cellular
Response to Stress, four works were presented about the stress ef-
fect on cellular functions of bacteria and fungi: 1) nutritional stress
in Escherichia coli and DNA damage and mutagenesis, 2) nutri-
tional and oxidative stress in Candida glabrata and subtelomeric si-
lencing, 3) cold stress in E. coli and RNA degradation, and 4) oxi-
dative and heat stress in E. coli and differential protein synthesis.

Key words: Cellular stress, mutation, RNA metabolism, genetic ex-
pression.

rentes vias, a los mecanismos de reprogramacién de la ex-
presién genética. Esta reprogramacion le permite a la célu-
la sobrevivir y adaptar su fisiologia a las nuevas condicio-
nes ambientales. La mayoria de los estudios actuales sobre
la respuesta al estrés se enfocan a identificar los cambios
de expresién genética (transcriptoma y proteoma), asi
como su relacién con los cambios que se presentan en las
células a nivel bioquimico (metaboloma), estructural y
funcional. En este articulo se revisa el efecto de diferentes
condiciones de estrés (oxidativo, calérico, por frio, nutri-
mental) o de combinaciones de mas de un estrés en even-
tos moleculares importantes como son la reparacién y mu-
tabilidad del DNA (Ramirez Santos y col.), el
silenciamiento subtelomérico (De Las Pefias y col.), la re-
gulacién postranscripcional (Ferndndez Ramirez y col) y
la sintesis diferencial de proteinas (Delgado Olivares y
col.).
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Charles Darwin public6 en 1859 su Teorfa de la Evolu-
cidn; casi un siglo después, la genética bacteriana y la bio-
logia molecular permitieron identificar la molécula que
contiene a la informacién genética (DNA) y estudiar a ni-
vel molecular los mecanismos por los cuales cambia (muta)
esta informacién. En 1943 Luria y Delbriick demostraron
que las mutaciones que le confieren a la bacteria Escheri-
chia coli resistencia a un fago, se encuentran presentes en
la poblacién bacteriana antes de la exposicion al fago, lo
que puso en duda la existencia de las mutaciones dirigi-
das o adaptativas propuestas por Lamarck.'> La sintesis de
los postulados originales de la Teoria de la Evolucién y el
conocimiento aportado por estos estudios se conoce como
Teoria Neo-Darwinista. Esta teoria postula que las muta-
ciones se generan al azar principalmente durante la repli-
cacion del DNA y de manera independiente al medio y
que es el medio el que selecciona positiva o negativamen-
te a los organismos con estas mutaciones.

En 1988 J. Cairns report6 la existencia de mutaciones
“adaptativas” en células de E. coli en fase estacionaria (FS)
bajo seleccion no-letal, lo que cimbrd las bases de la Teoria
Neo-Darwinista y desperté a la sombra de Lamarck.’ Los
principales estudios de estas mutaciones utilizan un ensayo
disefiado por Cairns y Foster.* En este ensayo se utiliza una
cepa Lac™ con una mutacién fuera de fase en lac que puede
revertir y generar células Lac*. En breve, las células Lac™ se
cultivan en medio liquido con glicerol hasta alcanzar la FS
y luego se siembran en cajas con medio s6lido que contiene
lactosa como tnica fuente de carbono. A partir del dia 2-3
de incubacién se observa la aparicidon de colonias revertan-
tes Lac*. En los primeros estudios no se detectararon muta-
ciones en otros genes, lo que sugirio el cardcter adaptativo
de las mutaciones. Esto abri6 una intensa polémica, ya que
por una parte se sugeria que las mutaciones podian ser “diri-
gidas” por el medio y por otra se demostraba que las células
que no estdn activamente dividiéndose pueden mutar. Des-
pués de mas de 10 afios de investigacién y de polémica, se
demostré que también se presentan mutaciones en otros
genes; es decir, las mutaciones no son adaptativas en sen-
tido lamarckiano y que bajo ciertas condiciones, las célu-
las que no estdn activamente replicando el DNA pueden
mutar.®12 Actualmente, los estudios sobre las mutaciones

de FS se centran en conocer las condiciones que las favo-
recen, el mecanismo molecular que las genera y su signifi-
cado evolutivo.

Los mecanismos que generan a las mutaciones de FS
son diferentes a los de las células activamente dividiéndo-
se. Las mutaciones de FS se generan principalmente por la
reparacion de cortes de doble hebra en el DNA por recom-
binacién homéloga dependiente de RecA-RecBCD. En
esta reparacién participan varias proteinas del sistema SOS
de respuesta celular al dafio del DNA. Una de estas protei-
nas, la DNA polimerasa IV, es una polimerasa que también
se induce en la FS y que copia DNA con poca fidelidad
(Fig. 1).%12

El incremento de radicales libres, el colapso de horqui-
llas de replicacién y la actividad de ciertas endonucleasas
en la FS pueden contribuir a la generacion de los cortes en
el DNA. La topoisomerasa II o girasa es una endonucleasa
que potencialmente también puede generar cortes de dos
hebras en el DNA de células en FS. Girasa es una enzima
esencial para el metabolismo del DNA que requiere ATP,
corta reversiblemente las dos hebras del DNA y lo super-
enrolla.!® Varios inhibidores de la enzima como protefnas
codificadas por plasmidos (CcdB, microcina B17) o anti-
bidticos (acido nalidixico, fluoroquinolonas), se unen a la
enzima y estabilizan al complejo transitorio de corte gira-
sa-DNA, lo que genera cortes estables de doble hebra en el
DNA.” Otra proteina que se une a girasa e inhibe su fun-
cion es Gyrl (SbmC). Sin embargo, en este caso Gyrl dismi-
nuye la unién de girasa al DNA y su sobreproduccién pro-
tege a las células del efecto inhibitorio de microcina B17,
CcdB y fluoroquinolonas ya que disminuye el nimero de
cortes que introduce girasa en presencia de estos inhibido-
res. Gyrl aumenta en la FS y en la respuesta SOS;>%16 sin
embargo, su funcién no se ha explorado en estas condicio-
nes de estrés o en ausencia de inhibidores de girasa.

Recientemente demostramos que las proteinas CcdA y
CcdB incrementan su concentracién en la FS y que la so-
bre-expresion de éstas induce un aumento moderado en la
frecuencia de mutaciones de FS. En este trabajo se propuso
que este aumento se debe a los cortes que introduce girasa
en el DNA de células en FS que sobreproducen CcdA/
CcdB.! Estas protefnas constituyen uno de los sistemas
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bacterianos de muerte celular programada o sistemas anti-
toxina-toxina.!! CcdB es una proteina téxica que inhibe a
girasa y la estabiliza en el complejo de corte girasa-DNA,
mientras que CcdA es una antitoxina que interacciona con
CcdB impidiendo su unién a girasa. CcdA tiene una vida
media mds corta que CcdB, por lo que se requiere de la ex-
presién continua de las dos proteinas para impedir que
CcdB pueda inhibir a girasa. Las bacterias que durante la
divisién celular pierden el plasmido y por tanto los genes
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Figura 1. Reparacion por recombinacion homdloga de cortes de doble he-
bra del DNA en células en ayuno. A) Corte de dos hebras en una regién
del DNA y apareamiento mediado por RecA con una region homdloga. B)
La enzima RecBCD produce extremos 3" libres. C) RecA cataliza la in-
vasion de un extremo 3" a la regién homdloga y forma una asa D. D) Sin-
tesis de DNA por la DNA polimersa Ill o la IV a partir del 3 invasor. E) La
invasion y sintesis de DNA ocurre en el otro extremo 3". F) RuvAB despla-
za los entrecruzamientos, RuvC los resuelve y separa las dos moléculas
de DNA. Figura modificada de Lewin, B." % Mutacion.

La reparacion de un corte de doble hebra cercano alac por recombinacion
y sintesis de DNA por Pol IV, una DNA polimerasa poco fiel, puede generar
mutaciones fuera de fase y como consecuencia células revertantes Lac*.

que codifican para CcdA y CcdB, pueden morir, ya que
CcdA se degrada mas rapido que CcdB lo que lleva a la inhi-
bicién de girasa y generacién de cortes en el DNA.”!! En las
células de FS que no se dividen activamente posiblemente se
rompe el equilibrio CcdA/CcdB, como sugieren nuestros re-
sultados, y CcdB puede inhibir a girasa y con ello incremen-
tar los cortes en el DNA y las mutaciones de FS.

Por otra parte, se sabe que el grado de superenrollamiento
del DNA disminuye en FS y se recupera inmediatamente des-
pués de afiadir nutrimentos. La recuperacién depende de la
girasa presente en las células de FS. La cantidad de enzima
en estas células es similar a la de células en crecimiento, lo
que muestra que en FS hay mucha girasa en relacién al limi-
tado metabolismo de DNA.!® En base a esto, se propuso la
hipétesis de que el exceso relativo de girasa en limitacién de
ATP puede ser mutagénico, ya que es posible que la girasa
corte, pero no religue al DNA en estas condiciones. Esta hi-
potesis nos permite explorar la funcién de Gyrl en ausencia
de inhibidores y en células en FS. En la FS Gyrl podria dis-
minuir el nimero de girasas unidas al DNA y por tanto el ni-
mero de cortes en el DNA. La presencia de cortes de doble he-
bra en el DNA se determiné con el ensayo de mutacién
“adaptativa” o de FS.* Los resultados muestran que la ausen-
cia de Gyrl induce un incremento en la mutacién de FS de
80-100 veces. El incremento depende de RecA, RecB y SOS.
La funcién que se sugiere para Gyrl en las células en estrés
nutrimental, es que esta proteina “secuestra” moléculas de gi-
rasa lo que disminuye el dafio al DNA causado por esta enzi-
ma. Esto implica que girasa puede ser mutagénica en células
en ayuno y que GyrlI es un antimutador.®!” Sin embargo, re-
sultados recientes muestran que un gene vecino a gyrl, no
identificado, juega un papel importante en este incremento.

En otras bacterias y en levaduras también se han descrito
proteinas que protegen a las células de inhibidores de la
DNA topoisomerasa IL.>!3 En este contexto, es importante
identificar al gene vecino a gyrl y evaluar si las topoisomera-
sas II son mutagénicas y las proteinas protectoras son antimu-
tadoras en células en ayuno y si las proteinas protectoras fun-
cionan como antimutadores en ausencia de los inhibidores.
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De como Candida glabrata detecta y responde al estrés
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Los hongos patégenos estan emergiendo cada vez con
mayor frecuencia como una de las causas mds importantes
y graves de infecciones hospitalarias. Diferentes especies
de levaduras del género Candida son parte de la flora nor-
mal en humanos."> Sin embargo, pequefios cambios en el
sistema inmunoldgico pueden propiciar la invasién de te-
jidos mas profundos por el microorganismo y desencade-
nar la enfermedad. El establecimiento de una infeccién
exitosa es un proceso multifactorial que depende de even-
tos que se desencadenan tanto en el hospedero como en el
hongo. Candida glabrata es un hongo patégeno oportu-
nista, haploide, filogenéticamente muy cercano a la leva-
dura de pan Saccharomyces cerevisiae. Para adaptarse a
las condiciones ambientales cambiantes del hospedero, C.
glabrata tiene que detectar sefiales ambientales y tradu-
cirlas para reprogramar su expresion genética.

Recientemente hemos empezado a entender como C.
glabrata interacciona con su medio ambiente para modu-
lar su patogenia. En experimentos utilizando modelos de
infeccidn en ratones, se determind que la respuesta a estrés
oxidativo y la expresién de la adhesina EPAG6 in vivo, esta
controlada por la maquinaria de silenciamiento subtelo-
mérico (Fig. 1).3>0

La maquinaria del silenciamiento subtelomérico en C.
glabrata regula, a través de la estructura de la cromatina,
la expresion de genes subteloméricos. Entre estos genes se
encuentran los de la familia EPA que codifican para pro-
tefnas de pared [adhesinas].* Este mecanismo regulatorio
estd mediado por el complejo Sir (Sir2p [desacetilasa de
histonas dependiente de NAD™], Sir3p y Sirdp), Raplp,
Ku70p/80p, Hstlp [desacetilasa de histonas, pardlogo de
Sir2p y Hst2p]'! y Rif1p>3 (Fig. 1). EPA6, que es subtelo-
mérico, estd regulado por silenciamiento inducido in vivo
por seflales ambientales. EPA6 se induce especificamente
en vejiga y rifién durante infecciones del tracto urinario en
ratones. En la orina hay niveles muy bajos de dcido nicoti-
nico (NA) que reducen los niveles internos de NAD™ afec-
tando la actividad de Sir2p.!3 Esto relaja la estructura de
la cromatina, permitiendo asi la expresién de EPA6.% La
deteccién de los niveles de NA por parte de la maquinaria
del silenciamiento subtelomérico y la induccién de la ex-
presién de la adhesina EPAG6, conecta claramente sefiales
en el medio ambiente con la regulacidn especifica de ge-
nes. Este esquema regulatorio permite responder a las con-
diciones del medio: factores nutricionales con adherencia.
En general todos los miembros de la maquinaria del silen-
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ciamiento subtelomérico podrian ser blanco de sefales
ambientales. De hecho, hay evidencia en Saccharomyces
cerevisiae de que Sir3p se fosforila en respuesta a estrés
nutricional y su actividad se ve afectada (Fig. 1).!-9:10:12

La primera linea de defensa del hospedero contra una
infeccién por Candida son las células fagociticas,? por lo
tanto C. glabrata debe de tener un programa genético de-
finido para responder y asi evitar la muerte por estrés oxi-
dativo generado por estas células.>”!* C. glabrata es ca-
paz de protegerse y adaptarse al estrés oxidativo mediante
la deteccidn de las especies reactivas de oxigeno e induc-
cioén de la expresion de enzimas detoxificadoras y antioxi-
dantes. Sorprendentemente, encontramos una interseccion
entre la sintesis de una adhesina y la respuesta a estrés oxi-
dativo. La regién subtelomérica del cromosoma donde se
encuentran localizados EPAI, EPA2 y EPA3 estd afectada
por silenciamiento subtelomérico.’> Sin embargo, EPA2 es
el tnico de los EPA analizados que se induce en presencia
de estrés oxidativo, sugiriendo una relacion entre adheren-
cia y respuesta a estrés oxidativo. Interesantemente, Hst1p
es uno de los reguladores de la respuesta a estrés oxidativo
y no sus pardlogos Sir2p y Hst2p. Ademads de controlar los
genes de la respuesta a estrés oxidativo, Hstlp controla
también la expresion de algunas adhesinas como EPA2,
genes que codifican para la resistencia a multiples drogas
(MDR) y permeasas de aminodcidos (Fig. 1). Esto sugiere
que Hstlp podria estar funcionando como un sensor cen-
tral para responder al estrés ambiental.

En general, C. glabrata debe de ser capaz de coordinar
toda esta red regulatoria para sobrevivir y establecer una
infeccion exitosa. Cémo se da el didlogo molecular entre
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Figura 1. Deteccion de sefales ambien-
tales por la maquinaria del silenciamiento
subtelomérico en Candida glabrata.

Afuera

C. glabrata y su hospedero, son preguntas abiertas de la
patogenia de C. glabrata que requieren ser estudiados.
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Un acercamiento a las condiciones ambientales de vida de
Escherichia coli. Respuesta al estrés oxidativo y térmico en
condiciones de limitacién de oxigeno y fase estacionaria
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Escherichia coli cuenta con la maquinaria esencial para
sobrevivir ante los diferentes tipos de estrés ambiental. Para
lo cual la expresién de un gran nimero de genes se encuentra
bajo la direccién de o* el cual es codificado por el gen rpoS,
mientras que el gen rpoH, que codifica el factor transcripcio-
nal 632, controla la expresién de los genes de respuesta al es-
trés térmico (Hsp, Heat-Shock-Proteins). Durante el creci-
miento aerdbico el incremento en la temperatura se produce
un estrés oxidativo ! sin que hasta el momento se haya estu-
diado la relacién del estrés térmico y oxidativo. Dado que en
su habitat natural E. coli se encuentra bajo condiciones anae-
rébicas y limitacién de nutrientes, estamos interesado en es-
tudiar como afectan dichas condiciones de cultivo a la res-
puesta al estrés oxidativo y térmico en ésta bacteria.

Como se ha reportado con anterioridad, la cepa
rpoH::kan es extremadamente sensible a un cambio stubito
de temperatura cuando se encuentra en crecimiento expo-
nencial aerébico (30° a 47°C; Fig. 1 A), mientras que la
cepa silvestre MC4100 como la mutante rpoS presentaron
resistencia al estrés térmico (Fig. 1A). Durante la fase esta-
cionaria, las tres cepas presentaron resistencia al cambio
en temperatura (datos no mostrados). Para nuestra sorpre-
sa, durante el crecimiento anaerdbico, la mutante rpoH fue
resistente al estrés térmico (Fig. 1 B). Estos resultados su-
gieren que existe un mecanismo, en condiciones anaerdbi-
cas, independiente de 632, El andlisis de la cinética de sin-
tesis de novo de Hsp durante el crecimiento en fase

exponencial en condiciones aerébicas (Fig. 2 A) mostrd
que la sintesis inicia de 2 a 4 min y de 8 a 16 min, respec-
tivamente, después de haber incrementado la temperatura.
Mientras que, durante el crecimiento anaerdbico la res-
puesta fue inmediata (Fig. 2 B). Por otro lado, la mutante
rpoH no presentd sintesis de las Hsp en ninguna de las
condiciones de cultivo (Fig. 2 A y B). Estos resultados in-
dican que durante el crecimiento en condiciones anaeré-
bicas la respuesta de sintesis de las Hsp es mucho mas rapi-
da y mads sostenida que en condiciones aerdbicas.

Con la finalidad de analizar en dafio oxidativo y su re-
lacién con el estrés térmico se analiz6 el patrén de carbo-
nilacién de proteinas (modificacidn irreversible provoca-
da por la oxidacién de proteinas) en los cultivos tratados
con H,0, y sujetos a estrés térmico (Fig. 3). Los resultados
muestran una mayor sensibilidad al estrés oxidativo cuan-
do las células se encuentran en la fase exponencial de cre-
cimiento la cual incrementa cuando las células son ex-
puestas al estrés térmico. Por otro lado es importante notar
que tUnicamente la mutante rpoH muestra altos niveles de
proteinas carboniladas durante la fase estacionaria.

Los resultados en conjunto muestran una mayor resisten-
cia al estrés térmico y oxidativo durante creciendo en fase
estacionaria. Observamos que la mutante rpoH fue mas sen-
sible a ambos tipos de estrés unicamente durante la fase ex-
ponencial. Por otro lado, los altos niveles de proteinas car-
boniladas en la mutante rpoH sugieren que las Hsp pueden
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funcionar como escudos moleculares para proteger protei- AGRADECIMIENTOS
nas esenciales contra el dafio oxidativo tal como se ha pro-
puesto para DnaK.>3 Por lo que es importante la identifica- Este trabajo fue financiado parcialmente por los dona-
cién de estas proteinas para elucidar el mecanismo de tivos 42580-Q de CONACyT y 207703 de PAPIIT-
proteccion ante el estrés oxidativo y térmico. UNAM. A D-A. es becaria de postgrado del CONACyT.
Exponencial Exponencial
100 — 100 $———m=—pg—0_8
90 90 "
©
S 80 g 80 -
o [~
g 70 gg 70
o .2 S -
5t o I
Qo = -
O o 50 - 3 50
o © -8~ Mc4100 S 0 40 - -8~ Mc4100
<o 404 - rpoH <g = rpoH
o 30 - —- rpoS o 30 - —— rpoS
AN o
= 20 - 20 ~
10 A 104 B
0 L] 1 0 | | T 1 1
0 5 15 30 60 90 0 5 15 30 60 90
Tiempo (min) Tiempo (min)
Cambio de 30° a 47° C Cambio de 30°a 47° C

Figura 1. La resistencia de Escherichia coli al estrés térmico durante el crecimiento aerdbico es dependiente de la expresion del gen rpoH. Las células silvestre
MC4100 (® ) y las mutantes rpoH (B ) y rpoS ( A ), fueron cultivadas a 30°C en condiciones aerdbicas (A) o anaerdbicas (B) hasta que alcanzaron la DO, de
0.25 (fase exponencial; A y C) cambiados a 47°C. 100 ul de cultivo fueron tomados a diferentes tiempos para determinar el porcentaje de sobrevivencia.

+0, -0,
A Exp B Exp
Minutos Minutos
NowNTESR YL No 22T TRIRIIIN
deowsvzreag¥x e |.o Qe b eS8y e o N X | Figura 2. La mutante rpoH incapaz de
S S CpB = i SETEEEY ==y —EF sintetizar Hsp de novo después del estrés
— | = o | - - ke s b Ak oo il ik . . . .
T Dl e e —— S GroEL == térmico. Las células silvestres MC4100 y
g Grofl e == = Ne omo NS 6 o las mutantes rpoH y rpoS fueron cultivadas
N o NI RIIIRR Noo ST T TTYSeq a 30°C en condiciones aerdbicas (A) o
- S v o 42 NTCRINIG . Sv o N TIL2RIIIEY anaerdbicas (B) en medio minimo suple-
S ClpB == 8 clpB = mentado con todos los aminodcidos excep-
Q DnaK == S DnaK == v P ;
GroEL™ e GroEL™== — to metionina, al llegar a fase exponencial
fue cambiado a 47°C, al mismo tiempo un
5T et
feoSYYemgNILE Nl Nt 88 S pu{sgde25yCIQeLFS]met/onlna.fue
Y Tl e e o Ay © S MRS S ) adicionado al cultivo y cazado a los tiem-
- LI [ © . . . . ,
S~ eo~os === -2 Sv 0N TLe2RYIRK pos indicados con 800 pg/ml metionina fria
) ClpB == —— i —— il 9 CIpB i i
g Diva == s ot g S Dnak= il =2 s y 40 ug/ ml de cloranfenicol. Las alicuotas
< GroEL™= - § b4 b & bodd = GroEl™ e fueron tomadas y los extractos celulares

obtenidos para visualizar la radioactividad
por la exposicion a placas radiograficas.




Gomez Eichelmann et al

Respuesta celular a estrés 1 69
Rev Latinoam Microbiol 2006; 48 (2): 162-172

Exp

Est

30°C 47°C 30°C 47°C

kDa

220 —
130 —
90 —

70 —
60 —
40

30

MC410

4 mM H,0;, —> = + - + - +

+

220

130
90

70
60
40
30

rpoH

Figura 3. El dafio a las proteinas por el

220
130

90

70
60

40

rpoS

30

estrés oxidativo se incrementa por el es-
trés térmico. Las células silvestre (A) y
las mutantes rpoH (B) y rpoS (C) fueron
cultivadas a 30°C hasta alcanzar la fase
exponencial (exp) o estacionaria (est) y
entonces cambiadas a 47°C. Al mismo
tiempo se adiciono (+) 0 no (-) H,0, a
una concentracion final de 4 mM. El culti-
vo continuo durante 1 hora adicional. Los
extractos celulares derivatizados con
2,4-DNP. Las proteinas carbonizadas
fueron visualizadas mediante el analisis
de Wester-blot empleando anticuerpos
ati-DNP.
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Durante el choque frio los parametros fisicoquimicos en
una célula cambian drasticamente, como es el caso de la
difusion de solutos y el transporte, la fluidez membranal,
la cinética enzimatica, la topologia, flexibilidad e interac-
ciones de los dcidos nucleicos y proteinas. Para responder
a estas condiciones nuevas, los microorganismos cambian
su patrén de expresion genética. Esta reprogramacion ge-
nética se lleva a cabo durante la fase de aclimatacién, que
es inmediata al choque frio y tiene una duracién de 1-4
horas durante las cuales el crecimiento celular se detiene,
llevandose a cabo procesos de regulacién a nivel trans-
cripcional, post-transcripcional y traduccional.®1°

En este trabajo se hace una revisiéon de algunos even-
tos importantes de regulacidn genética que ocurren duran-
te la fase de aclimatacion, enfocandonos en la actividad
post-transcripcional de las RNasas fosforoliticas como es
el caso de la polinucleétido fosforilasa (PNPasa) y la RNa-
sa PH. Estos eventos de regulacion tienen un efecto sobre
la traduccion del mRNA celular y consecuentemente en el
reinicio del crecimiento celular, en donde participan siste-
mas de adaptacién al frio como los ribosomas 70S y los
factores de inicio de la traduccién, el degradosoma de
choque frio y las chaperonas de RNA %1218

LOS TERMOMETROS DE RNA Y LA TRADUCCION
PREFERENCIAL DE RNAS DE CHOQUE FRIO

Los termémetros de RNA son secuencias que general-
mente se localizan en el extremo 5’-UTR de varios trans-
critos y son sensibles a los cambios de temperatura, adop-
tando distintas conformaciones.!> En general, a bajas
temperaturas los termémetros de RNA forman estructuras
secundarias estables que hacen inaccesibles los sitios de
unién al ribosoma y en consecuencia previenen la traduc-
cién de esos transcritos. Este mecanismo funciona por
ejemplo en la entrada de los microorganismos patégenos
al hospedero, en donde un incremento de temperatura per-
mite la traduccion de transcritos relacionados con la viru-
lencia.!! También se ha descrito un termémetro antisenti-
do que actda en trans, alinedndose y desestabilizando a
las estructuras secundarias cercanas al sitio de unién del
ribosoma, permitiendo asi la traduccién del transcrito

rpoS a bajas temperaturas.'® La consecuencia general de
la estructuracién de los RNAs celulares es la represion de
la traduccién de varias proteinas. Sin embargo, se ha ob-
servado un grupo particular de proteinas inducidas por el
frio (CIPs), que se acumulan durante el choque frio: NusA,
la PNPasa, la RNasa R, RecA, los factores de iniciacion
IF1, IF2 e IF3, la DNA girasa, y la helicasa Csd, entre
otras.>%10:1421 Dyrante la aclimatacién de E. coli se ex-
presan 24 proteinas, de las cuales 14 se expresan en forma
transitoria. Esta respuesta dindmica al choque frio es ana-
loga pero distinta a la del choque caliente, ya que algunas
proteinas caracteristicas del choque caliente como GroEL
y DnaK se reprimen en el choque frio.!°

En Escherichia coli, asi como en otras bacterias como
Bacillus subtilis y Yersinia enterocolitica, se ha identifi-
cado una familia de proteinas de choque frio (CSPs) que
se expresan en niveles altos, siendo la mas abundante
CspA, que en ocasiones llega a constituir el 13% de la sin-
tesis total de proteina durante la aclimatacién.” CspA,
CspB, CspE y CspG son las principales CSPs en E. coli, y
todas ellas presentan una traduccién preferencial durante
el choque frio debida principalmente a la acumulacion del
factor de iniciacién IF3.8 Adicionalmente, la baja estruc-
turacién de su 5’-UTR, que es inusualmente larga y que
presenta una secuencia conservada que se ha denominado
“cold-box”, le confiere una mayor traducibilidad respecto
al resto de mRNAs celulares.!? Sin embargo, se ha demos-
trado que la acumulacién de CSPs responde fundamental-
mente a la estabilizacion de sus transcritos a bajas tempe-
raturas.’

CHAPERONAS DE RNA: FUNCION CONSERVADA DE
ALGUNOS DOMINIOS DE UNION AL RNA

La familia de CspA en E. coli estd compuesta por 9 ge-
nes homdlogos, de las cuales 4 se inducen fuertemente du-
rante el choque frio.!” CspA actiia como chaperona de
RNAs, y cuando la proteina llega a una concentracién 6p-
tima se une cooperativamente al RNA estructurado, de
modo que lo desnaturaliza y facilita su traduccién o pro-
cesamiento post-transcripcional.'> También se encontré
que CspE presenta una actividad similar a CspA en cuanto
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a la desnaturalizacién de 4dcidos nucleicos.!” Lo anterior
sugiere que las CSPs tienen una actividad redundante, y
estudios de mutagénesis muestran que el fenotipo de sen-
sibilidad al frio dnicamente se obtiene por la inactivacién
genética simultidnea de cspA, cspB, cspE y ¢spG. De modo
interesante, este fenotipo se revierte por la expresion en
trans de un homoélogo estructural de CspA, el dominio de
unién al RNA S1, que estd ampliamente distribuido en
distintas protefnas de diversos organismos.?! A nivel de
aminodcidos, CspA tiene una identidad de 43% con otro
dominio de choque frio (CSD) encontrado en la familia de
protefnas eucariontes Y-box.!? Esta familia de protefnas
participa en el silenciamiento traduccional de los mRNAs
maternos y se ha demostrado que el dominio CSD es el
responsable de la actividad de unién a dcidos nucleicos.?
Lo anterior sugiere que estos dominios estructurales jue-
gan un papel importante en el metabolismo del RNA y su
traduccién, y que probablemente estén relacionados evolu-
tivamente.?!

DEGRADACION FOSFOROLITICA DE LOS RNAS DE
CHOQUE FRIO

A la fecha se han descrito dos eventos de regulacién
post-transcripcional fundamentales para el reinicio del cre-
cimiento celular después del choque frio, que son la de-
gradacion de los mRNAs de las CSPs y la regulacién de
los niveles de la RNasa R. Estudios en Y. enterocolitica, B.
subtilis y E. coli muestran que la actividad fosforolitica,
principalmente de la PNPasa (RNasa de la familia de la
RNasa PH, que es dependiente de fosfato y que forma par-
te del degradosoma de RNA?), se induce y es esencial
para el crecimiento 6ptimo a bajas temperaturas.®?>?3 El
crecimiento celular solamente se restablece cuando el
mRNA de cspA es degradado, independientemente de la
acumulacidn de las chaperonas de RNA en la célula, y se
ha descrito que la PNPasa interviene en la degradacion es-
pecifica del transcrito cspA.'022 A pesar de haberse identi-
ficado un degradosoma especializado para choque frio,!®
se ha encontrado que esta actividad especifica se realiza
por via independiente del degradosoma.?? En las mutantes
nulas de PNPasa se acumula el transcrito cspA, y dada su
traduccién preferente en frio, los ribosomas son secuestra-
dos y la traduccién del mRNA celular se inhibe, abatiendo
el crecimiento bacteriano.!® Por otro lado, se ha observado
que durante el choque frio en cepas de E. coli mutantes
para PNPasa, hay una degradacion permanente del rRNA
23S, lo que genera ribosomas defectuosos que no presen-
tan un ensamblaje adecuado.?®> La RNasa R es inducida
por diversos tipos de estrés y se considera responsable del
control de calidad del rRNA, el tRNA y otros RNAs es-
tructurados.’ Su transcrito rnr se regula negativamente y
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especificamente por la PNPasa de manera que la perdida
de regulacién ocasiona un incremento permanente en los
niveles de RNasa R,* y en consecuencia la degradacién
extensiva del rRNA 23S. Por todo esto, resulta evidente
que la degradacién fosforolitica es fundamental para el
crecimiento celular a bajas temperaturas. Considerando la
amplia distribucién de la PNPasa,! asi como la ventaja
energética de la fosfordlisis del RNA respecto a la hidréli-
sis,® es posible que este mecanismo se encuentre altamente
conservado en la escala filogenética como un elemento de
desarrollo a bajas temperaturas.
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