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RESUMEN

El sistema de dos componentes Arc estd compuesto por la cinasa sensora ArcB y por el regulador de
respuesta ArcA. EnEscherichia coli, este sistemaregulalared tfranscripcional implicadaen elmetabolismo
energético, acorde a las condiciones de éxido-reduccion del medio. En condiciones andxicas de
crecimiento, ArcBse autofosforilay transfosforila a ArcA, elcualreprime o activala expresion de sus operones
blanco. En condiciones aerdbicas, ArcB actia como una fosfatasa, catalizando la defosforilacion de
ArcA-P einactivindolo comoreguladortranscripcional. Estarevisidén describe las principales propiedades
estructurales de ArcB vy los eventos trascendentales que ocurren en la sefalizacion por Arc, incluyendo
la percepcion de la seial y la regulaciéon de la actividad cinasa. Ademds, compara la secuencia de
ArcB de E. coli con la de homdlogos en otfras bacterias, revelando similitudes y diferencias que pueden
ser de gran importancia en la regulacion de esta proteina sensora.

Palabras Clave: ArcB, cinasa sensora, fosforilacion, quinonas, regulacion redox.

ABSTRACT

The Arc two-component system comprises the sensor kinase ArcB and the response regulator ArcA. In
Escherichia coli, this systemregulates the transcriptional networkinvolvedin energy metabolism according
to the redox conditions of their environment. Under anoxic growth conditions, ArcB autophosphorylates
and fransphosphorylates ArcA, which in turn represses or activates the expression of its target operons.
Under aerobic conditions, ArcB acts as a phosphatase that catalyzes the dephosphorylation of ArcA-P
and therebyreleasingits franscriptionalregulation. Thisreview describes the key structural features of ArcB,
and the main events for Arc signaling, including signal reception and kinase regulation. It also compares
the ArcB sequence of E. coli with the one of other bacteria and reveals similarities and differences that
may be of foremost importance for the regulation of this sensor kinase protein.

Key Words: ArcB, sensor kinase, phosphorylation, quinones, redox regulation.

ARTICULO DE REVISION

INTRODUCCION
a capacidad de responder a variaciones en las

L condiciones del medio ambiente es vital para el

crecimientoy lasupervivenciade los microorganismos.
Ladeteccion de estos cambios y el procesamiento de la
respuesta estan a cargo de circuitos moleculares en la célula que
detectan, amplifican e integran sefiales externas en unarespuesta
especifica. En organismos procariotas como las bacterias, estos

Nota: Articulo recibido el 31 de marzo de 2014 y aceptado
el 15 de septiembre de 2014.

circuitos moleculares estan generalmente organizados en pares
de proteinas: una cinasa sensora (CS) y una reguladora de la
respuesta (RR), que conforman la gran familia de sistemas
de dos componentes (SDC). Estos sistemas, ademas de estar
presentes en bacterias, se encuentran ampliamente distribuidos
en organismos eucariotas como hongos y plantas, aunque su
organizacion y arquitectura difiere en muchos aspectos de los
sistemas bacterianos. El nimero de SDC por célula varia desde
unos pocos hasta varios cientos en los diferentes organismos,
y regulan diversos procesos celulares como metabolismo
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energético, motilidad, formacion de biopeliculas, quorum
sensing, reconocimiento de hospederos, respuesta a estrés o
virulencia'?.

En un SDC bacteriano tipico, la CS se encuentra anclada a la
membrana interna mediante dos dominios transmembranales en
su extremo amino-terminal, mientras que el extremo carboxilo-
terminal, que se proyecta hacia el citosol, contiene un dominio
transmisor que se caracteriza por tener un sitio de uniéon a ATP
y un residuo de histidina (His) conservado®. Por su parte, el
RR es una proteina citosélica que tiene en su extremo amino-
terminal un dominio receptor, con un residuo de aspartato (Asp)
conservado, y en el extremo carboxilo-terminal, un dominio
hélice-vuelta-hélice (HVH) de union al ADN, mediante el
cual se une a secuencias especificas en sus promotores blanco,
regulando asi su expresion.

La senalizacion en un SDC prototipo, inicia por la captacion
de una senal especifica por la CS, que se activa como cinasa,
propiciando su autofosforilacion en el residuo de His del dominio
transmisor. Posteriormente, el grupo fosforilo es rapidamente
transferido al Asp del dominio receptor de su correspondiente
proteinareguladora de respuesta. De esta forma, la propagacion
de la sefial de la cinasa al RR mediante su fosforilacion, genera
su activacion como regulador transcripcional®=. Sin embargo,
existen numerosas variaciones en cuanto a arquitectura y
funcionamiento en los SDC bacterianos conrespecto aun sistema
tipico. En muchos casos, la sefializacion mediante fosforilacion
es mas compleja, involucrando transferencias secuenciales del
grupo fosforilo entre diferentes dominios de la CS (CS hibridas)
antes de ser transferido al RR. Escherichia coli tiene cuatro CS
hibridas, BarA, EvgS, TorS y ArcB, con una estructura un poco
mas compleja que las CS tipicas, conteniendo tres dominios
cataliticos. La CS ArcB forma parte del sistema Arc, que regula
el metabolismo energético de acuerdo a las condiciones redox
del medio® .

Esta revision tiene como proposito describir las principales
propiedades estructurales y funcionales de la proteina ArcB
de E. coli y los eventos involucrados en la percepcion de
la sefial y regulacion de su actividad de cinasa. Se abordan
eventos historicos que llevaron a la generacién de un modelo
de regulacion de ArcB simplificado que se adapta a los datos
experimentales. Asimismo, se infieren similitudes y diferencias
en el mecanismo de regulacion de ortdlogos de ArcB en otras
y-Proteobacterias de acuerdo ala conservacion de determinados
motivos.

EL siSTEMA DE DOS COMPONENTES ARCB/A

El SDC ArcB/A de E. coli regula la expresion de mas de 300
operones!'' ™13, controlando principalmente genes involucrados
en el metabolismo energético, acorde a las condiciones redox
de crecimiento. El sistema Arc estd formado por la proteina
RR “ArcA” y por la CS “ArcB”. Su nombre proviene del

acronimo “Anoxic Redox Control”, porque regula la expresion
denumerosas enzimas involucradas en el crecimiento aerobico/
anaerobico de las células procariotas. La proteina ArcA, es un
tipico regulador de respuesta de 238 aminoacidos (29kDa), que
contiene un dominio receptor en el extremo amino terminal
y un dominio Hélice-Vuelta-Hélice (H-V-H) en el extremo
carboxilo-terminal''. En contraste, ArcB es una proteina de
778 aminoacidos (88 kDa), unida a la membrana interna de la
célula a través de dos segmentos transmembranales, que estan
separados porun puente periplasmico muy pequefio de tansolo 16
aminoacidos”!. Después del segundo segmento transmembranal,
en la porcion citosdlica de la proteina, se localiza una region
linker que contiene un zipper de leucinas necesario para la
apropiada funcionalidad de la cinasa'® y un dominio PAS'¢, que
se continiia por tres dominios cataliticos citosolicos, tipicos
de las cinasas hibridas o tripartitas, denominados transmisor
primario (H1), receptor (D1) y transmisor secundario (H2) o
de fosfo-transferencia (HPt)? (Fig. 1 A). Eldominio H1 contiene
la caja H donde se localiza un residuo de histidina conservado
en la posicion 292 y las cajas G1 y G2 que conforman el sitio
de union de ATP>!7; en el dominio D1 se encuentra el residuo
Asp576, aceptor del grupo fosforilo; y por ultimo el dominio
H2 o HPt presenta una histidina conservada en la posicion 717
que participa en la transferencia del grupo fosforilo ala proteina
ArcA (Fig. 1A)!418,

Cuando las células de E. coli se encuentran en condiciones
microaerdbicas o anaerobicas, ArcB se activa como cinasa
y se autofosforila en el residuo His292 del dominio HI1, a
expensas de ATP (Fig. 1B). Es importante mencionar que,
aunque como todas las CS, ArcB se encuentra y funciona como
homodimero, la reaccidon de autofosforilacion ocurre en cis, es
decir la misma molécula de ArcB que une el ATP es la que se
fosforila (fosforilacién intramolecular)'. Posteriormente, el
grupo fosforilo es transferido al Asp576 del dominio D1, luego
a la His717 del domino HPt y finalmente al residuo Asp54
del dominio receptor de ArcA, en un proceso denominado
fosforelevo (His-292— Asp-576—His-717— Asp-54)2%2!(Fig.
1B). Laproteinareguladora ArcA fosforilada (ArcA-P)es capaz
de unirse a secuencias especificas en el ADN, reprimiendo
la expresion de muchos operones y genes involucrados en
la respiracion aerdbica y activando genes que codifican para
enzimas involucradas en el metabolismo fermentativo!!14222,
En condiciones aerdbicas ArcB se inactiva como cinasa pero
adquiere actividad fosfatasa, catalizando la defosforilacion de
ArcA-P via un fosforelevo reverso Asp-54—His-717—Asp-
576—Pi, donde el grupo fosforilo es liberado como fosfato
inorganico (Fig. 1B), inactivando a ArcA como regulador
transcripcional y silenciando, por ende, el sistema®*%,

En diferentes trabajos se propuso la participacion de
componentes adicionales en la sefializacion del sistema
ArcB/A. En un principio, se sugiri6 que otra cinasa sensora de
identidad desconocida era capaz de fosforilarla His717 de ArcB,




diciembre, 2014 Nuiiez-Oreza, L.A. et al.: La proteina sensora del estado redox en bacterias 137
4 )
A
Cinasa sensora ArcB
Zipper de  Dominio Dominio Dominio Dominio de
leucinas PAS Transmisor Receptor  fosfotransferencia
primario (H1) Primario (D1) (H2 o Hpt)
l [ l l l |
| L | | | 1
1 73 94 263 520 640 778
TM1 TM2 N 61G2
—I—Ijic— —{u [T —— o -
Y | |
Posicién 180 241 292 576 717
B ArcB ArcA
H1 D1 — H2 D2 I HTH
MDP e
%
. J

Figura 1. A. Representacion esquemdtica de la cinasa sensora ArcB. B. Representacion esquemadatica de las reacciones de
fosforilacion de ArcB. Flechas sélidas indican la via de transferencia del grupo fosforilo que resulta en ArcA-P; flechas punteadas
representan el fosforelevo reverso que resulta en la defosforilacion de ArcA-P.

representando una via alternativa de activacion del sistema'®.
En el mismo reporte y en trabajos posteriores del mismo grupo,
se demostré mediante ensayos tanto in vitro como in vivo,
la transferencia del grupo fosforilo directamente del residuo
His292 de ArcB al Asp54 de ArcA, como ocurre en una CS
tipica que contiene so6lo un dominio catalitico?*?” y se propuso
que ambas vias de transferencia del grupo fosforilo respondian a
diferentes estimulos, convirtiendo a ArcB enun sensor “dual”?’.
Sin embargo, si bien la fosforilacion directa de ArcA mediante
ArcB fosforilado en la His292 ocurre in vitro, su importancia
fisioldgica fue desestimada posteriormente mediante estudios in
vivo en los que el gen arcB fue reemplazado en el cromosoma
de E. coli por arcB 1-520 (conteniendo s6lo H1), arcB 1-661
(conteniendo H1 y D1), arcB 1-661D576A (conteniendo H1 y

D1, con el Asp576 sustituido por Ala), o arcBD576A H717Q
(ArcB completo pero con Asp576 y His717 sustituido por otro
residuo). Todas estas formas modificadas de ArcB resultaron ser
inactivas, con fenotipos idénticos a los de una cepa AarcB 2'.
En el mismo trabajo se descart6 la participacion de una cinasa
alternativa para la fosforilacion del dominio H2 de ArcB, yaque
al reemplazar arcB por arcBH292Q D576A (ArcB completo
pero con His292 y Asp576 sustituido por otro aminoacido),
nuevamente el fenotipo mostrd ser indistinguible al de una
cepaAarcB?. Asi, solo el fosforelevo expuesto anteriormente
parece ser la unica via fisiologica de activacion del sistema.

Laviadedecaimiento de lasefial o defosforilacion de ArcA-P fue
también ampliamente discutida mediante diferentes trabajos en
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los ultimos 20 afios. Primero, un estudio con ensayos in vitro de
fosforilacion de proteinas purificadas, demostr6 y propuso la via
de fosforelevo reverso expuesta anteriormente (Asp-54—His-
717—Asp-576—Pi)*. Posteriormente, se sugirié que una
proteina con actividad de fosfohistidin-fosfatasa, denominada
SixA, estaba implicada en la modulacion de la actividad
del sistema ArcB/A en condiciones anaerobicas mediante la
defosforilacion de la His717 de ArcB?%. Si bien el papel de
SixA como modulador en determinadas condiciones parece ser
fisiologicamente relevante®, la rapida inactivacion del sistema
en condiciones aerobicas ocurre exclusivamente mediante
el fosforelevo reverso, sin participacion de componentes
adicionales, como fue demostrado mediante ensayos in vivo
posteriormente®.

Por otra parte, otros trabajos sugirieron que ArcB es capaz de
fosforilar, ademas de a ArcA, a otro RR denominado RssB, que
ensu estado fosforilado promueve la proteolisis del factor sigma
RpoS?**3!. Este hallazgo y la demostracion de la importancia
fisiologica de esta fosforilacion, permitio a los autores hablar
de un sistema de tres componentes, que involucra a ArcB y a
los dos RRs, ArcA y RssB3.

DOMINIOS TRANSMEMBRANALES Y PERIPLASMICO DE ARCB
La mayoria de las CS bacterianas son proteinas membranales,
ancladas a la membrana interna y con una region periplasmica/
extracelular que les permite detectar sefiales externas. De
la misma manera, ArcB de E. coli presenta dos dominios
transmembranales formados por los residuos 23 a 41 (TM1) y
58a77(TM2), pero, en contraste con otras CS, tiene una region
periplasmica muy pequefia de sélo 16 aminoacidos. Cuando
se comenzo a estudiar este sistema, el segmento periplasmico
parecia ser muy pequefio para constituir un dominio receptor
de una senal extracelular, aunque su eliminaciéon producia
una cinasa citosolica constitutivamente activa’. Ademas, el
reemplazo del TM1 y de la porcion periplasmica, o del TM2 de
ArcB por las correspondientes secciones de la proteina MalF,
que es una subunidad de la maltosa permeasa, no relacionada
con ArcB, produjo proteinas quiméricas con capacidad de
regular la expresion de genes reporteros, utilizados para evaluar
la actividad del sistema Arc, de una forma muy similar a como
lo hace la proteina ArcB silvestre’. Por lo tanto, se descarto
la importancia de los cruces transmembranales y la porcion
periplasmica de ArcB en la percepcion de una sefial que active
o inactive el sistema.

Después de numerosos estudios enfocados a elucidar el
proceso de percepcion y propagacion de la sefial mediante
la CS ArcB, hoy sabemos que la funcionalidad de los cruces
transmembranales y del dominio periplasmico, radica en
mantener a la proteina anclada a lamembrana interna, en donde
seencuentran las senales activadoras e inactivadoras del sistema,
que son la quinonas. Esta cercania promueve la interaccion
entre la porcion citosdlica de la cinasa y los acarreadores de

electrones ubiquinonas y menaquinonas que regulan laactividad
del sistema®'”.

EL ziPPER DE LEUCINAS, EL DOMINIO PAS Y LA ADECUADA
REGULACION DE ARcB

Laregion linker de ArcB, que es la porcion que une el segundo
cruce transmembranal con el primer dominio catalitico de la
proteina (H1) y estd comprendido por los aminoécidos 78-290,
contiene dos regiones con homologia a dominios conservados en
otras proteinas que tienen importancia en la funcionalidad de las
mismas. En particular, la porciéon comprendida por los residuos
177-267, guarda similitud con dominios PAS, que son porciones
de proteina que estan frecuentemente presentes en sensores de
oxigeno, luz o potencial redox!®32*, Sin embargo, laimportancia
fisiologica de este dominio de ArcB fue descartada, ya que
formas mutadas de la proteina ArcB en donde se reemplazaron
aminoacidos conservados en los dominios PAS, conservaron
la capacidad de regular la expresion de genes reporteros de
acuerdo a las condiciones redox del medio™.

Por otra parte, entre los residuos 70 y 97 de ArcB, es
posible identificar una estructura con similitud a un zipper
de leucinas®. En estos motivos las leucinas se encuentran en
la primera posicion de cada una de sus cuatro repeticiones
de siete aminoacidos que lo conforman (L-X-L-X-L-X -
L-X,)*. Asimismo, cada tercer aminoacido que antecede a
la leucina, corresponde a un residuo no polar, mientras que
los aminoacidos situados una y tres posiciones posteriores a
la leucina son residuos polares (a-b-c-d-e-f-g; d: Leu; a: no
polar; e, g: polares)*’. Es ampliamente conocido que los zipper
de leucinas conforman motivos super-enrrollados, donde las
hélices de dos mondémeros (homo o hetero) forman dimeros
estables, a través de los aminoacidos hidrofobicos que se
agrupan en una cara y los hidrofilicos en la cara opuesta del
motivo®. Asi, como se comentd anteriormente, el segmento
deaminoacidos VEQLSVVVEQLEESRQRLSRLVQKLEEM
localizado desde la posicion 70 hasta la 97 de ArcB concuerda
con un motivo zipper de leucinas. De igual forma, el método
de prediccion COILS/PCOILS?® determina que en la estructura
super-enrollada del zipper se encuentran los residuos de leucinas
mencionados, y ademas se contintia hasta el aminoacido 157
(Fig. 2A)"5. Ademas, un modelo realizado con la secuencia de
los residuos 73 a 121, basado en la estructura cristalina de un
modelo dimérico super-enrrollado (c6digo PDB 3he5), coincide
con las caracteristicas de este motivo, encontrando que las
leucinas 73, 80, 87, 94, 108 y 115 se encuentran orientados en
la cara hidrofobica de la hélice entre dos mondmeros (Fig. 2B),
a diferencia de la leucina 102'.

Sin embargo, el mismo estudio que desestimo la funcionalidad
del posible dominio PAS de ArcB, también concluy6 que el
zipper de leucinas no es esencial para la sefializacion por ArcB**.
En este trabajo, se construyeron formas mutantes de ArcB con
las Leu 80, 87 y 94 reemplazadas por Ala, y aunque la mutante
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Figura 2. A. Prediccién de los motivos sUper-enrollados encontrados en la secuencia de ArcB obtenida por la herramienta COILS/
PCOILS®. Abajo se presenta la secuencia del motivo de ArcB, con repeticiones hepta-peptidicas de leucinas. B. Modelo de
ArcB de la secuencia 73 a 121, generado sobre la estructura cristalina de un modelo dimérico sUper-enrollado (Cédigo PDB
3he5). Los residuos de leucina en las posiciones 73, 80, 87, 94, 108 y 115 estdn indicados en color amarillo y la posicion de la

leucina 102 en color azul (Reproducido de NUiiez et al, 2012)".

L80A presentd un fenotipo semiconstitutivo (parcialmente
activo auin en condiciones aerobias) y la forma L87A mostro
ser inactiva como cinasa, los autores concluyeron que el motivo
no es funcional®.

Recientemente, nuestro grupo realizé un estudio sistematico
analizando laactividad dela CS ArcB con diferentes mutaciones
puntuales tanto in vivo como in vitro,en un intento por determinar
la importancia de esta estructura stper-enrollada, incluyendo
el zipper de leucinas, en la funcionalidad de ArcB. Asi, se

construyeron una serie de plasmidos de bajo ntimero de copias
expresando formas mutantes de ArcB, en donde cada uno de los
residuos de leucina o la combinacion de ellos, fue sustituida por
valina (que produce un cambio minimo en la estructura de la
hélice), y se determind su capacidad de complementar una cepa
mutante en arcB. Losresultados indicaron que las sustituciones
L73V o L80V resultaron en una proteina con activacion semi-
constitutiva, siendo la mutacién L80V donde el efecto fue mas
notable. Con relacion a la doble mutante L73V-L80V, ésta
mostré en presencia de oxigeno una activacion constitutiva
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Figura 3. Alineamientos de los residuos 73-120 de homoélogos de ArcB tipo | y II. EC) E. coli, SB) S. boydii, SE) S. enterica, PL)
P.luminescens, YP)Y. pestis, ER) E. carotovora, VC) V. cholerae, PP) P. profundum, MS) M.succiniciproducens, AS) A. succinogenes,
HI) H. influenzae, y PM) P. multocida. Se muestran sombreadas las leucinas conservadas correspondientes a las posiciones 73,

80, 87, 94,108 y 115.

y aunque no se encontraron grandes diferencias con relacion
a su activacion en condiciones anaerobicas, estas mutantes
estaban todavia sujetas a regulacion redox. En contraparte, las
sustituciones L87V o L94V o la combinacion que incluyera
alguna de estas mutaciones originaron fenotipos nulos de
ArcB, demostrandose que la CS perdié tanto su actividad
cinasa como fosfatasa. Interesantemente, la sustitucion de las
leucinas 108 y 115, que contintian el zipper de leucinas en una
estructura super-enrollada predicha, origina una proteina con
actividad cinasa reducida, pero actividad fosfatasa comparable
con la forma silvestre de ArcB, mientras que la sustitucion de
la Leul02 no produjo ninglin fenotipo, lo que esta de acuerdo
con lo predicho por el modelo generado in silico (Fig. 2B).
Estos resultados permitieron concluir que, no soélo el zipper de
leucinas conformado por los residuos 73 a 94, sino que también
la hélice anfipatica que se continta hasta el residuo 115, son
esenciales para la regulacion de la actividad de la CS ArcB'".

HomoéLoGcos bE ARCB CARENTES DE LA REGION LINKER

El sistema ArcB/A estd ampliamente distribuido entre las
y-Proteobacterias. Asi, géneros delas familias Enterobacteriaceae,
Vibrionaceae, Pasteurellaceae y Alteromonadaceae tienen genes
arcB ortdlogos con diferentes grados de homologia con arcB

de E. coli. En un trabajo reciente, se analizaron secuencias de
proteinas ortdlogas a ArcB de E. coli en diferentes genomas
bacterianos®. Este andlisis permitié agrupar a los homodlogos
de ArcB en dos tipos, resaltando que la principal diferencia
entre ambos grupos radica en la carencia de la region linker
correspondiente a los residuos de aminoacidos 73-271 de ArcB
de E. coli. El tipo I incluy6 el ArcB de las siguientes especies:
E. coli, Shigella boydii, Salmonella enterica, Photorhabdus
luminescens, Yersinia pestis, Erwinia carotovora, Vibrio
cholerae, Photobacterium profundum;y eltipo Il: Mannheimia
succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes, Haemophilus
influenzae y Pasteurella multocida®.

Si se analiza el alincamiento de los homdlogos de ArcB
pertenecientes al tipo I, se puede observar que las leucinas en las
posiciones 73,80, 87,94, 108 y 115 estan altamente conservadas,
sugiriendo que este dominio en laregion linker deloshomologos
de ArcB es también funcional (Fig. 3) y debido a su importancia
en lasenalizacion, ha sido conservado en las diferentes especies
bacterianas. Por otra parte, los alinecamientos realizados con los
homologos de ArcB correspondientes al tipo II, que carecen
de la region linker, presentaron las leucinas conservadas 80,
87,94 y 108 (excepto M. succiniciproducens que no contiene
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Figura 4. Prediccion de los motivos super-enrollados encontrados en la secuencia de homédlogos ArcB de tipo Il, obtenida por la
herramienta COILS/PCOILS®. A. A. succinogenes, residuos 1 a 132, B. M. succiniciproducens, residuos 1 a 153, C. H. influenzae,

residuos 1 a 160y D. P. multocida, residuos 1 a 160.

Leu94 y LeulO08; notese que H. influenzae conserva ademas
Leull5) (Fig. 3). Dado que ArcBs correspondientes al tipo 11
contienen residuos conservados en el zipper de leucinas de ArcB
de E. coli, realizamos la prediccion de su estructura secundaria
mediante el programa COILS/PCOILS?® para determinar si
presentan una estructura siper-enrollada que involucre a estos
residuos. Las predicciones demostraron una estructura stuper-
enrollada para ArcB de M. succiniciproducens, H. influenzae,
y P. multocida, y una pobre prediccion de super-enrollamiento
para la proteina de 4. succinogenes (Fig. 4). Esto sugiere que,
aunque las formas homologas de ArcB pertenecientes al tipo 11
carecen de laregion linker, conservan en diferentes extensiones
el motivo stper-enrollado que es esencial para la regulacion de
la CS ArcB de E. coli.

Interesantemente, el ArcB de H. influenzae es capaz de
complementar una cepa de E. coli mutada en el gen arcB, con
habilidad de mediar una respuesta similar a la observada con
ArcB de E. coli*. De manera similar, se observé que ArcB de

M. succiniciproducens puede reemplazar in vivo a su contraparte
de E. coli *. Lo anterior nos permite inferir, que los homologos
de ArcB del tipo Il tienen un mecanismo de regulacion similar al
que tiene ArcB de E. coli, con un zipper de leucinas funcional.

ARCB SE INACTIVA MEDIANTE LA FORMACION DE PUENTES
DISULFURO

Paratodos los SDCs existen condiciones ambientales que hacen
que el sistema esté activo y otras en las que el sistema esta
inactivo. Desde la identificacion del sistema Arc se identificd
a la carencia de oxigeno (anaerobiosis o microaerofilia) como
la condicion en la que el sistema se activa, mientras que en
condiciones aerdbicas el sistema se silencia*. Sin embargo,
en el estudio de estos sistemas, la caracterizacion de la
sefal especifica que activa o inactiva el sistema, asi como
de los eventos moleculares que estan involucrados en esta
activacion, es un reto muy importante y presenta multiples
dificultades. Asi, en la mayoria de los SDC bacterianos se
desconoce la sefal a la cual responden. En el caso de ArcB,
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Figura 5. Modelo simplificado de activacion e inactivacién de ArcB. Cuando la bacteria cambia sus condiciones de crecimiento
anaerdbicas a aerdbicas, las quinonas se oxidan. Esto permite la fransferencia de electrones desde la Cys-180 de ArcB a
las quinonas, lo que permite la formacién de un enlace disulfuro intermolecular entre las Cys-180 de los dos monémeros,
resultando en una disminucién significativa de la actividad de la cinasa ArcB. Como los electrones radpidamente fluyen hacia
el oxigeno mds préximo via Citocromo Oxidasa bd o bo, las quinonas mantienen su estado oxidado e inducen la formacién de
un segundo enlace disulfuro entire los dos residuos Cys-241, dando como resultado el completo silenciamiento de la actividad
de la cinasa ArcB. Por el contrario, cuando las condiciones son microaerébicas o cuando cambian de condiciones aerdbicas
a anaerébicas, las ubiquinonas son gradualmente reemplazadas por menaquinonas, que en estado reducido (menaquinol)
son capaces de reducir los puentes disulfuro de ArcB, restaurando su conformacién activa como cinasa y activando el sistema

(tomado de Alvarez et al, 2013)".

algunas observaciones y resultados independientes, dieron
pistas importantes para caracterizar la activacion del sistema.
En primer lugar, el descubrimiento de que la adicion al medio
de cultivo aerdbico de agentes reductores como el ditiotreitol
(DTT)y el B-mercaptoetanol, capaces de permear lamembrana
interna activan a la cinasa ArcB, mientras que la adicion
de glutation (GSH), un agente reductor que no es capaz de
permear la membrana plasmatica por su naturaleza lipofobica,
no tiene efecto, sugirié que la activacion podria involucrar una
reaccion de reduccion de ArcB y que la misma ocurre en la
region citosolica de la proteina’®. El hecho de que las porciones
transmembranales y peripldsmica de la proteina no fueran
esenciales para la sefializacion apoyaba esta idea. Ademas, se
sabia que la forma citosolica de ArcB (en la que los dominios
transmembranales y periplasmico fueron truncados), tiene una
actividad cinasa constitutiva tanto in vivo como in vitro’. Esta
actividad se ve inhibida in vitro por agentes oxidantes como
ubiquinona y cloramina-T. La cloramina T es un oxidante de
cisteinas y metioninas, lo que sugirié que ArcB es inhibido por

oxidacion de este tipo de residuos’. Finalmente en la region
linker de ArcB se encuentran localizados los dos tinicos residuos
de cisteina de la proteina, la Cys180 y Cys241 (Fig. 1Ay Fig.
5), los que posteriormente se demostrd, son oxidados formando
puentes disulfuro intermoleculares durante la inactivacion de
ArcB°. Teniendo en cuenta que para que ocurra la formacion
de puentes disulfuro, dos residuos de Cys de moléculas de
ArcB diferentes tienen que estar a una distancia y orientacion
determinada, puede inferirse que la importancia del zipper de
leucinas, que permite la formacion de dimeros o multimeros
de manera ordenada, radica en permitir la conformacion
tridimensional necesaria para la formaciéon de los puentes
disulfuro intermoleculares cuando las células se encuentran
en condiciones aerobicas.

Interesantemente, los dos residuos de Cys estan altamente
conservados en los diferentes homologos de ArcB del tipo I,
lo que sugiere fuertemente que el mecanismo de regulacion es
el mismo en todas estas proteinas homologas. En contraste,
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Figura 6. Alineamientos de los residuos 321-368 de homdlogos de ArcB tipo 1 y Il. EC) E. coli, SB) S. boydii, SE) S. enterica, PL) P.

luminescens, YP) Y. pestis, ER) E. carotovora, VC) V.cholerae, PP) P. profundum, MS) M.succiniciproducens, AS) A. succinogenes,
HI) H. influenzae, y PM) P. multocida. Se muestran sombreados los residuos correspondientes al motivo L-(X3)-H-(X3)V/I.

los homologos de ArcB del tipo II, que carecen de la region
linker, no contienen estos residuos conservados. Sin embargo,
conservan otros residuos de Cys que podrian estar involucrados
enlaregulacionredox. Teniendo en cuenta que los doshomoélogos
de ArcB del tipo II que fueron estudiados hasta el momento
(de H.influenzae y de M. succiniciproducens) son capaces de
complementar funcionalmente a una mutante en arcB de E. coli
3940 es de esperar que el mecanismo de regulacion de esta familia
de ArcBs sea el mismo que el identificado en ArcB de E. coli.

LAS UBIQUINONAS Y MENAQUINONAS SON LAS SENALES QUE
INACTIVAN Y ACTIVAN A ArcB

Ya que un mecanismo redox esta involucrado en la activacion/
inactivacion de ArcB, resultaba de vital importancia conocer los
agentes oxidantes y reductores que fungen como sefial directa
que regula el sistema en condiciones aerobicas y anaerobicas.
El oxigeno molecular, productos del metabolismo aerobio o
anaerobio y los sistemas de reduccion de proteinas citosolicas
como el de las tiorredoxinas y las glutarredoxinas, fueron
candidatos que se tomaron en cuenta como posibles responsables
de la regulacion de ArcB*#. Sin embargo, hoy sabemos que
el estado redox de la poza de quinonas de la membrana interna
de E. coli, es el que determina la oxidacion o reduccion de los
residuos de cisteina de ArcB y por lo tanto, su actividad'.

Para entender el mecanismo de activacion e inhibicion de
ArcB, es necesario saber que las quinonas sintetizadas por
E. coli son tres: la ubiquinona (UQ), la menaquinona (MK) y

la dimetil-menaquinona (DMK), las cuales funcionan como
adaptadores entre varios complejos de enzimas donadores
y aceptores de electrones*“¢. La ubiquinona es utilizada
por la célula predominantemente en la respiracion aerdbica,
y durante la respiracidon anaerdbica cuando el nitrato es el
aceptor de electrones; mientras que la menaquinona y la
dimetil-menaquinona sirven como transportadores de electrones
durante la respiracion anaerobia o microaerobia. Es importante
mencionar que las ubiquinonas (UQ) y menaquinonas (MK)
conforman el 60% y 3% de las quinonas totales aerobicas y el
10%y 74% respectivamente, cuando las células estan creciendo
anaerobicamente en presencia de fumarato. El resto del pool de
quinonas se debe a las dimetil-menaquinonas (DMK)*.

El modelo actual de regulacion de la CS ArcB involucra la
participacioén de lapozade quinonas de lacadenade transporte
de electrones de E. coli. En primer lugar se demostro el papel
de las UQs en la inactivacion de ArcB como cinasa y se
sugiri6 que la poza de MKs podria tener algtn rol en dicha
regulacion®®. Posteriormente, el rol de las UQs como sefal
inactivadora del sistema Arc fue puesto en duda, mientras que
se sugiri6 que las MKs podrian tanto activar como inactivar
el sistema®, basandose, sin embargo, en el modelo propuesto
anteriormente de oxidacion/reduccion de puentes disulfuro’.
Recientemente se logré esclarecer la funcion de UQs y MK
en la regulacion del sistema Arc, mediante el seguimiento de
la expresion de genes reporteros desde el momento del cambio
de condiciones aerobias /anaerobias, en cepas mutantes en las
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vias de sintesis de UQs y MKs, y mediante la determinacion
del potencial redox de ArcB. Esto posibilitdé corroborar el
papel de las UQs como senal inhibitoria e identificar a las
MKs como sefal activadora'. En el mismo trabajo se sugirid
el posible papel de las DMKs en la inactivacion del sistema
Arc, en coordinacion con las UQs'’. Posteriormente, otro
trabajo apoy¢ el rol sugerido de las DMKs en la regulacion
de la actividad cinasa de ArcB *°, aunque sin dejar claro la
manera en que cada quinona participa en la regulacion, de
acuerdo a su potencial redox.

Finalmente, el modelo simplificado deregulacion de laactividad
de ArcB se puede resumir de la siguiente manera: cuando las
células de E. coli crecen en aerobiosis o pasan de condiciones
anaerobicas a aerobicas, el componente predominante de la
poza de quinonas es la ubiquinona (Potencial redox, E°’=+100
mV). Esta es capaz de oxidar a los residuos de Cys de la region
linker de ArcB (E°’=-41 mV), permitiendo la formacion de
puentes disulfuro intermoleculares, e inhibiendo la actividad
cinasa de la proteina'®*, De esta manera, el sistema ArcB/A se
encuentra inactivo. Por el contrario, cuando las células crecen en
condiciones microaerdbicas o cuando cambian de condiciones
aerobicas a anaerobicas, las ubiquinonas son gradualmente
reemplazadas por menaquinonas (E°’=-74 mV), que en su
estado reducido (menaquinol) son capaces de reducir los puentes
disulfuro de ArcB, restaurando la conformacion activa como
cinasa y activando el sistema (Fig. 5)'°.

Este mecanismo de regulacion redox no es Ginico para ArcB,
como ha sido demostrado por la inhibicion de la cinasa RegB
durante anaerobiosis, que involucra la formacion de un puente
disulfuro intermolecular originando un tetramero inactivo
de RegB?!. Como ArcB de E. coli, las CS BvgS y EvgS de
Bordetella pertussis y E. coli, respectivamente, son inhibidas
también por quinonas oxidadas in vitro®.

SITIo DE UNION A QUINONAS

En la proteina DsbB ha sido identificado un sitio de unién a
quinonas de alta afinidad®**. Este sitio ha sido identificado en
otros componentes de sistemas respiratorios y fotosintéticos,
unido a la membrana como el motivo L-X,-H-X,-T.
Interesantemente, BvgS de B. pertussis tiene dos motivos
cuya secuencia tiene las caracteristicas reportadas por Fisher
y colaboradores®, uno en el dominio PAS, donde mutaciones
realizadas a este motivo no afectaron significativamente la
inhibicion de la cinasa por las quinonas y otro en el dominio
transmisor alrededor del sitio de autofosforilacion en la His729,
que no ha sido explorado®.

Dado que la proteina truncada ArcB78-778 carece de la region
transmembranal, pero es sensible a la oxidacion por quinonas,
sesugiere que dicho sitio de union a quinonas se podria localizar
en suregion /inker o porcion citosolica. Al realizarle un analisis
bioinformatico a ArcB se encontr6 que en el dominio H1 existe

un motivo L-X,-H-X,-T en la posicion 386-394. En el anélisis
de alineamientos entre los grupos correspondientes al tipo 1
y I, este motivo so6lo se conserva en los ArcB de E. coli, S.
boydii, y S. enterica, aunque no en las enterobacterias Y. pestis
y E. carotovora. Sin embargo, al analizar los alineamientos
encontramos un nuevo motivo L-X ,-H-X,-V/I que cumple con
las caracteristicas de sitio de union a quinonas. Este motivo se
encuentra en el dominio H1 entre el residuo His292 y la caja N,
ubicado en la posicion 321-329 y se encuentra conservado en
ArcBs Tipo Iy II que sintetizan menaquinonas y ubiquinonas,
excepto por V. cholerae y P.profundum (Fig. 6). Sin embargo,
aun es necesario determinar que las secuencias L-X -H-X -V/I
0 L-X,-H-X,-T son sitios de unién a quinonas funcionales en
ArcB. Lapresencia de un dominio funcional de uniéna quinonas
explicaria como estos acarreadores de electrones embebidos en
la membrana, pueden oxidar residuos de cisteinas citosoélicas,
ya sea por la cercania al sitio de unidn o por la formacion de
un microambiente hidrofobico fuera de la membrana en el
que las quinonas puedan interactuar con este sitio. Tanto la
funcionalidad de los sitios de unidon a quinona como la formacion
de microambientes hidrofobicos que permitan a las quinonas
llegar hasta las cisteinas citosélicas de ArcB son hipotesis que
deben ser exploradas en el futuro.

CONCLUSIONES

El sistema ArcB/A es uno de los principales mecanismos
mediante los cuales bacterias anaerobias facultativas como
E. coli son capaces de adaptar su metabolismo energético
a las condiciones redox del medio. El silenciamiento de la
proteina ArcB durante la transicion del crecimiento anaerdbico
a aerdbico, involucra que los electrones de las cisteinas de la
region linker fluyan a las quinonas, originando dos puentes
disulfuro y el fosforelevo reverso Asp-54—His-717—Asp-
576—Pi. Cuando las condiciones cambian y el oxigeno esta
ausente o en un ambiente de microaerobiosis, las menaquinonas
transfieren sus electrones alos enlaces de cistina, reduciéndolos
y activando a la cinasa ArcB, desencadenando el fosforelevo
His-292—Asp-576—His-717—Asp-54. Asi ArcA-P, es entonces
activado como un regulador transcripcional para mas de 300
operones. Ademas, paralaadecuadaregulacionde suactividad,
ArcB requiere de la integridad del zipper de leucinas, el cual
es un motivo funcional que posibilita la correcta orientacion
entre dos monomeros de ArcB, necesaria para la formacion
de puentes disulfuro que silencia el sistema. De esta manera,
la oxidacion y reduccion de las cisteinas en ArcB, a través del
pool de quinonas y menaquinonas representa un mecanismo
redox mediante el cual las sefiales son transducidas al aparato
transcripcional, permitiendo alabacteriaunarapidaadaptacion
a los cambios ambientales. La manera en que las quinonas
membranales llegan hastalaregion linker de ArcB y promueven
la oxidacion/reduccion de los residuos de cisteina, sigue siendo
desconocida y representa un tema que necesita ser abordado
en el futuro.
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