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Resumen

Las bacterias viven expuestas a diferentes factores ambientales que pueden
cambiar de manera inesperada, para sobrevivir diversas bacterias han desarrollado
sistemas que les permiten monitorear y responder a estos cambios. El sistema de
Dos componentes ArcB/A es un sistema que permite a la bacteria detectar cambios
de oxido-reduccion en el ambiente por medio del sensor cinasa ArcB, y responder
activando y silenciando la trascripcion de diferentes genes por medio del regulador
de respuesta ArcA. La regulacion de la actividad cinasa reportada en Escherichia
coli y proteinas homodlogas de ArcB en diferentes organismos se da a por medio
del estado de oxido-reduccion de dos cisteinas conservadas (cys180y cys241), este
tipo de proteinas ArcB se denomina ArcB de tipo |, sin embargo existen organismos
gue poseen ArcB de tipo Il, como en el caso de Haemphilus influenzae, el cual
carece de ambas cisteinas conservadas y en el cual ademas la regulacion de la
actividad cinasa no depende de ninguna de las cisteinas que la proteina posee, esto
resulta llamativo ya que el sistema ArcA/B de E. coli y H. influenzae responde a los
cambios de oxido-reduccion en el ambiente de manera similar. En este trabajo se
encontré que productos del metabolismo de la glucosa y el piruvato asi como el D-

Lactato podrian estar involucrados en la activacion de ArcB de H. influenzae.



Introduccion

Sistemas de dos componentes

Las bacterias habitan ambientes variados donde distintos factores ambientales
pueden cambiar de manera rapida e inesperada. Para sobrevivir, es necesario que
las células monitoreen constantemente las condiciones ambientales externas y asi
ajustar su fisiologia y comportamiento de acuerdo con estas. A menudo, esta
respuesta adaptativa estd mediada por pares de proteinas conocidas como
sistemas de dos componentes (SDC). Estos estan conformados por una cinasa
sensora (CS) que tiene funcidn de sensor ambiental y esta encargada de interactuar
de forma primaria con la sefial, y por una proteina reguladora de respuesta (RR),
cuya funcion es la de regulacion de la transcripcion (Parkinson & Kofoid, 1992;
Barrett & Hoch, 1998). En los sistemas de transduccion de sefiales de dos
componentes, cuando la CS percibe una sefial especifica se activa como cinasa,
autofosforilandose en un residuo de histidina. Posteriormente, transfiere el grupo
fosfato al RR, el cual, en su estado fosforilado, efectta la regulacién transcripcional
(Barrett & Hoch, 1998). Este tipo de proteinas de sefializaciobn se comunican
generalmente por medio de dos dominios cataliticos distintivos denominados
transmisores y receptores los cuales son los encargados de propagar sefales por

medio de reacciones de fosforilacién y desfosforilacion (Parkinson & Kofoid, 1992).



El sistema ArcB/ArcA

Uno de estos sistemas es el SDC Arc (por sus siglas en inglés: anoxic redox control),
cuyos componentes CS y RR son las proteinas ArcB y ArcA, respectivamente (luchi
& Lin, 1988; luchi et al., 1989; luchi et al., 1990). En Escherichia coli, primer
organismo en el cual se reportd este sistema, la CS ArcB posee tres dominios
cataliticos responsables de la autofosforilacion y transfosforilacion del RR (luchi et
al. 1990; luchi & Lin, 1992a; Ishige et al. 1994). Estos dominios estan regulados por
dos residuos de cisteinas que estan conservados en distintos ArcB homologos de
diferentes especies de bacterias, entre ellas Salmonella enterica, Shigella flexneri,
Yersinia pestis, Erwinia carotovora, y Photorhabdus luminescens, y de manera
general se encuentran en una region dentro de ArcB denominada region linker
(Malpica et al. 2004) la cual esta situada entre un dominio transmembranal, que une
la proteina a la membrana, y los dominios cataliticos. Dentro de esta region hay un
dominio denominado PAS, el cual se ha postulado que es requerido para detectar
las condiciones oxido-reduccién celulares (Zhulin & Taylor, 1997; Matsushika &
Mizuno, 2000; Georgellis et al. 2001a). En ArcB de E. coli, esta regién va del
aminoacido 94 al 263 y es la region donde se encuentran las cisteinas, cys180 y
cys241. Estas cisteinas se regulan mediante una poza de quinonas (Fig. 1) que
cambia su estado de oxido-reduccién en respuesta a las variaciones de las
condiciones externas (Malpica et al. 2006). Bajo condiciones de crecimiento aerobio,

las cisteinas, cys180 y cys241, experimentan una oxidacion dependiente de



ubiquinonas. Las cisteinas oxidadas forman puentes disulfuro lo cual da paso a la
formacion de dimeros de ArcB, silenciando asi la actividad cinasa. Por el contrario,
en condiciones de crecimiento anaerobio, las menaquinonas causan la reduccién
de las cisteinas (Georgellis et al. 2001b; Alvarez et al. 2013) lo cual induce la
reaccion de autofosforilacion de ArcB para posteriormente transfosforilar al RR
ArcA, el cual, al estar en su forma activa fosforilada, se une a sitios de regulacion
transcripcional (luchi & Lin 1992a; luchi & Lin 1992b; luchi 1993; Lynch & Lin, 1996;

Barret & Hoch, 1998, Malpica et al. 2004).
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FIg.1 Modelo de la regulaciéon oxido-reduccion de la proteina sensora cinasa ArcB
en Escherichia coli. Modelo de inactivacion de ArcB a partir del cambio de
condiciones anaerobias a aerobias de crecimiento, la poza de quinonas cambia a
su estado oxidado, permitiendo de este modo la transferencia de electrones de la
cisteina 180 de ArcB a las quinonas para la formacion del puente disulfuro entre
los residuos de cisteina 180 de dos mondémeros y lo cual resulta en una reduccion

significativa de la actividad cinasa de ArcB.



Sistemas Arc homaologos en bacterias

En un andlisis de secuencias de homdlogos de ArcB en los genomas de Vibrio,
Salmonella, Shigella, Yersinia, Erwinia, Photobacterium, Photorhabdus,
Mannheimia, Haemophilus, Pasteurella, y Actinobacillus se han identificado dos
grupos de ArcB, el grupo | representado por el de E. coli, en el cual ArcB posee
region linker; y el tipo Il que se caracteriza porque las proteinas ArcB homodlogas no
poseen parte de dicha region. Dentro de este grupo se encuentra el ArcB de
Haemophilus influenzae (ArcBn.i) (Fig. 2) (Jung et al. 2008), en el cual la regién
correspondiente a los aminoacidos 93-134 y 153-271 de ArcB de E. coli (ArcBeco),
incluyendo los residuos de cisteinas regulatorias, no estan presentes. A pesar de la
ausencia de las cisteinas regulatorias, ArcBhi es capaz de complementar
funcionalmente una cepa AarcB de E. coli por lo que se asumia que ambas
proteinas se regulan de manera similar en respuesta a los cambios de oxido-
reduccion causados por las variaciones de las condiciones externas (Georgellis et

al. 2001a).



Primary Secondary

A PAS Transmitter Receiver Transmitter
Domain Domain (H1) Domain (D1} Domain (H2)
- e % .
177 267 520 640 778
134 2n His292 Asp576 His717

B - His131 Aspao7 His541
=2 i v e 508
&y Tz Ty e

Fig. 2 Representacion esquematica del sensor cinasa de ArcB. (A) Proteina de E.

coli; (B) proteina de H. influenzae

Haemphillus influenzae y el sistema Arc

H. influenzae es una bacteria Gram negativa, no movil, anaerobia facultativa, que
es capaz de colonizar partes del cuerpo humano con superficies mucosas, en donde
forma biopeliculas y provoca patologias como otitis media, infecciones de vias
respiratoria superiores e inferiores, septicemia, meningitis, entre otras (Harrison et
al., 2012). El genoma de esta bacteria codifica para cinco RR y cuatro CS, entre los
cuales de identifican los componentes del sistema Arc (Fleischman et al., 1995).
Estudios previos demostraron que la proteina ArcBH.i €s una cinasa activa in vitro, y

es capaz de autofosforilarse y transfosforilar a la proteina ArcAwi (Georgellis et al.,

10



2001b). Ademas, se observé que ArcBeco, y ArcBH.i pueden catalizar la fosforilacidon
heterdloga in vitro de sus reguladores de respuesta (Georgellis et al., 2001b), lo que
reforzo la idea de que se trata de sistemas homologos. Asimismo, se ha reportado
gue la expresion heterdloga de arcAw.i y arcBh.i complementan cepas de E. coli
mutantes en los genes homélogos correspondientes, respondiendo aparentemente
a cambios en las condiciones de aerobiosis o0 anaerobiosis de manera muy similar
a como lo hace una cepa de E. coli silvestre (Georgellis et al., 2001b). Por lo tanto,
la proteina ArcBH.idebe poder regular su actividad cinasa por un mecanismo similar

al de su contraparte de E. coli, a pesar de carecer de la region linker reguladora.

Antecedentes recientes

El andlisis de alineamiento de secuencias de homadlogos de ArcB permite observar
que todos los ArcB de tipo Il carecen de la region linker reguladora (Fig.3). Sin
embargo, todos estos homodlogos de ArcB, incluyendo el de H. influenzae, poseen
mas de dos residuos de cisteinas a lo largo de su secuencia. En particular, la
proteina ArcBH. contiene cinco residuos de cisteina, dos de los cuales estan
altamente conservados dentro de la familia ArcB de tipo Il, por lo que se sugiridé que
dichos residuos podian estar involucrados en un mecanismo de regulacién del
sistema Arc en H. influenzae de manera similar que en ArcBeco. Sin embargo,
experimentos realizados recientemente en el laboratorio demostraron que la
activacion de ArcBH.i (expresado en E. coli) es independiente del estado oxido-
reduccion en el ambiente, dado que no hay activacion del sistema bajo condiciones

aerobias al agregar un agente reductor permeable a la membrana, como el DTT
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(Fig.4), como si ocurre en el sistema Arc de E. coli (Malpica et al., 2004). Por otro
lado, el remplazo de residuos de cisteinas (Fig.5) en ArcBH.i no afecta la activacion

del sistema (Tamayo, 2016), por lo que se concluy6 que la regulacion ArcBH.i no

involucra la oxido-reduccion de residuos de cisteina.
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Fig. 3. Proteinas ArcB predichas en otras especies bacterianas. Alineamiento
parcial de homologos de ArcB de E. coli (EC) en S. enterica serovar Typhimurium
(ST), Y. pestis (YP), V. cholerae (VC), y H. influenzae (HI). Las regiones
correspondientes a los aminoacidos 93 a 134y 153 a 271 en E. coli estan

ausentes en H. influenzae pero presentes en las otras cuatro bacterias.
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Fig. 4. Efecto del DTT en la activacion aerobia de ArcBeco (izquierda) y ArcBH.i

(derecha). Ensayos de B-galactosidasa de cultivos de cepas de E. coli portando el

gen reportero cyd-lacZ.
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Fig. 5. Efecto del remplazo de residuos de cisteina en ArcBH.i en la activacion de la

expresion del gen reportero cyd-lacZ en E. coli.
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Justificacion

El mecanismo de regulacion del SDC ArcB/A en E. coli ha sido ampliamente
estudiado y caracterizado. La expresién de la proteina homéloga ArcBh.i. puede
complementar de forma funcional este sistema en E. coli, al menos bajo las
condiciones de crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis. Ya que ArcBH.i carece de
la region reguladora de ArcBeco, debe tener un mecanismo de regulacion diferente
gue puede servir de modelo para otros ArcB de tipo II. H. influenzae es un organismo
comensal en el humano, pero también un patégeno oportunista asociado a
enfermedades como conjuntivitis y sinusitis. A menudo, los SDC estan asociados a
la regulacion de genes que afectan la virulencia de algunas bacterias y el SDC
ArcB/A es uno de los cuatro que se han identificado en H. influenzae. Por lo tanto,
caracterizar el mecanismo regulatorio de ArcBH.i puede servir de base para
posteriores estudios sobre el desarrollo de nuevos compuestos antibioticos contra

H. influenzae.

Hipotesis

La proteina ArcBH.i tiene un mecanismo de regulacion diferente al de la oxido-
reduccion de cisteinas, que le permite activarse en condiciones de anaerobiosis.
Metabolitos anaerobios como el acetato, piruvato o lactato podrian participar en la

activacion de ArcBr.ien E. coli.
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Objetivos

Generales:

Determinar las condiciones de activacion, identificar metabolitos que la promuevan

y proponer un mecanismo de regulacion de ArcB de H. influenzae expresada

heter6logamente en E. coli

. Clonar los genes arcB silvestres tanto de H. influenzae como de E. coli
en el pldsmido de bajo numero de copias pEXT21, y transformarlos en una
cepa E. coli AarcB para evaluar la complementacion en diferentes
condiciones de cultivo.

. Monitorear la actividad del sistema Arc por medio de la actividad (-
galactosidasa del gen reportero cydA’-lacZ dentro de la cepa de E. coli AarcB
complementada con el arcBH.i y con su propio arcB (arcBeco), en diferentes
condiciones de cultivo, como aerobiosis, anaerobiosis y presencia de
metabolitos anaerobios.

. Identificar la o las sefiales especificas que activan a ArcBh.i en

condiciones anaerobias y proponer un mecanismo de regulacion.

Materiales y Metodologia:

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo son listadas en la tabla 1.

16



Construccion de cepas y plasmidos

Para este trabajo se utiliz6 el plasmido pEXT21 el cual alberga el fragmento arcBeco.
Esta construccion se transformé en la cepa de E. coli ECL5005 con resistencia a
kanamicina (AarcB::Km) Afnr:Tn9(Cm’) @ (cydA’-lacz) (Kwon et al 2000) .
Adicionalmente se construy6 una cepa que expresara arcBH., para ello el fragmento
de arcBH.i se obtuvo a partir de la digestion del plasmido pBR al cortar con las
enzimas de restriccion EcoRI y BamHI. El fragmento arcBh.i obtenido de esta
digestion con su propio promotor, se clond en un plasmido pEXT21 de bajo nimero
de copias, posteriormente se procedié a transformar dicho plasmido en la cepa

ECL5005 AarcB::Km Afnr::Tn9(Cm’) ® (cydA’-lacZ) (Kwon et al 2000).

Construccion de cepas mutantes Apta Aacka y Adld AldhA

La construccion de las cepas mutantes Apta Aacka y Adld AldhA se realiz6 a través
del método de transduccién y recombinacion homéloga descritas por Miller (1992)
haciendo uso del fago de P1, para inactivar los genes blanco pta, acka, did y [dhA

en el cromosoma de la cepa ECL5005 ArcBE.coiy ArcBH.i.

Tabla 1. Lista de cepas utilizadas en este estudio.

Cepa Caracteristicas Referencia
ECL5005 AarcB::Km MC4100 Afnr::Tn9(Cm’) & (cydA’- | Kwon et al 2000
lacZ)

17



ArcBecowr AarcB::Km MC4100 Afnr::Tn9(Cm’) @ (cydA’- | Este trabajo
lacZ)

+ pEXT21 con arcB E. coli::sp

ArcBH.iwt AarcB::Km MC4100 Afnr::Tn9(Cm’) @ (cydA’- | Este trabajo
lacZ)

+ pEXT21 con arcB H. influenzae::sp

ArcBeco AarcB::Km MC4100 Afnr::Tn9(Cm’) @ (cydA’-
Apta Aacka lacZ)

Apta Aacka:: Tet + pEXT21 con arcB E.coli::sp

ArcBH.i AarcB::Km MC4100 Afnr::Tn9(Cm’) @ (cydA’- | Este trabajo
Apta Aacka lacZ)
Apta Aacka:: Tet + pEXT21 con arcB H.

influenzae::sp

ArcBeco AarcB::Km Adld AldhA ®(cydA'’-lacZ) Rodriguez C. et
Adld AldhA Afnr::Tn9(Cm)+ al 2004

PEXT21 con arcB E.coli::sp

ArcBH.i AarcB::Km Adld AldhA ®(cydA'’-lacZ) Este trabajo
Adld AldhA Afnr::Tn9(Cm)+

pPEXT21 con arcB H. influenzae::sp

ArcBeco AarcB::Km Apta Aacka::Tet Adld AldhA Este trabajo
Apta Aacka ®(cydA'-lacz) Afnr::Tn9(Cm)+

Adld AldhA PEXT21 con arcB E. coli::sp
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ArcBH.i AarcB::Km Apta Aacka::Tet Este trabajo
Apta Aacka Adld AldhA ®(cydA'-lacZ) Afnr::Tn9(Cm)+

Adld AldhA PEXT21 con arcB H. influenzae::sp

Condiciones de cultivo

Las cepas de Escherichia coli fueron incubadas de manera rutinaria en medio LB
(lysogenic broth) a 37° C y adicionado, dependiendo del caso, con alguno de los
siguientes compuestos 0.02M xilosa, 0.02M glucosa, 0.02M piruvato, 0.02M
Succinato, 0.02M lactato, asi como con los antibiéticos ampicilina, kanamicina,
tetraciclina o cloranfenicol en concentraciones finales de 100, 50, 12.5 0 34 mg ml -

1, respectivamente.

Para las condiciones de aerobiosis se incubaron los cultivos en matraces de un
volumen 5 veces mayor al del medio de cultivo, a 37 °C, con agitacién rotatoria (250
RPM).Para simular las condiciones de anaerobiosis se llenaron frascos pequefios
de 5mL con medio LB inoculado evitando burbujas de aire y colocando un agitador

magneético que evitara que las células se sedimenten y se incubaron a 37 °C.

Determinacion de la actividad B-galactosidasa
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La actividad de ArcB bajo diferentes condiciones se evalué por medio de la
actividad B-galactosidasa expresada por el reportero lacZ fusionado al promotor de

cydA que es activado por el regulador de respuesta ArcA-P.

Para la cuantificacion de la actividad B-galactosidasa se realizé el célculo de las
unidades Miller, para ello se tomaron 100uL de muestra del cultivo a evaluar a los
cuales se adicionaron 900uL de solucion amortiguadora Z (Na2HPO4 57.7 mM,
NaH2PO4 42.3 mM, KCL 0,246 g/L, MgS04x7H20 0.246 g/L, Bmercaptoetanol 2.7
pL/ml, SDS 0.1% m/v, cloroformo 25 pL/mL) y ONPG (Ortonitrofenil-
Bgalactopiranosido) 4 mg/ml, substrato que en la presencia de B-galactosidasa es
hidrolizado causando una coloracién amarilla cuya intensidad varia de acuerdo a la
cantidad de [-galactosidasa y permite que la reaccion sea leida en un
espectofotdmetro a D.O 420nm y D.O 550nm, que junto con las D.O a 600nm de

cada muestra permitieron el calculo de unidades Milller con la siguiente formula:

Unidades Miller= 1000 x [(D.O420 - 1.75 x D.Os50)] / (T x V x D.Os00)

Donde:

. T =tiempo de la reaccion en minutos.

. V = el volumen del cultivo usa en MI.
Resultados

Ensayos de complementacion in vivo
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En estudios previos se observo que la proteina ArcB homodloga de H. influenzae
complementa funcionalmente al sistema ArcB/A de E. coli, tanto in vivo como in
vitro. Sin embargo, resultados recientes demostraron que el mecanismo de
regulacion de ArcBw.i no involucra la oxidacion/reduccion de residuos de cisteina,
como ocurre en la proteina ArcB de E. coli. Por lo tanto, en este trabajo nos
propusimos analizar con mayor detalle la capacidad de ArcBH.i de complementar las
funciones de su contraparte de E. coli. Para ello, se construy6 un plasmido de bajo
namero de copias (3 copias por célula) que contiene el gen arcB+.ibajo el control de
su propio promotor. Como control, se construyé un plasmido similar, pero
conteniendo el gen que codifica para ArcBeco. En ensayos de complementacion
anteriores se uso el pldsmido pBR322, que resulta en alrededor de 30 copias por
célula. En esta ocasién, se eligio el plasmido pEXT21 como vector, de muy bajo
namero de copias, para evitar efectos a causa de la sobreexpresion de la cinasa de
histidina (ArcB) como resultado del mayor niamero de copias del vector. Ambos
plasmidos, expresando ArcBH.i 0 ArcBeco, Se transformaron en la cepa de E. coli
ECL5005 (Kwon O. et al, 2000), que contiene el gen reportero cydA-lacZ, que es
activado por el sistema Arc en E. coli. Con las cepas resultantes se realizaron
ensayos de determinaciéon de la actividad B-galactosidasa para comparar la
activacion de la expresion del reportero al pasar las células de condiciones aerobias,
en donde el sistema ArcB/A se encuentra inactivo, a anaerobias (Fig.6A y B). Para
ello, se crecieron las células en medio LB, regulado a pH 7.4 con MOPS vy
adicionado con xilosa, con agitacion a 37°C hasta una D.O 600 de 0.2, en donde se
paso el cultivo a frascos con tapa hermética para seguir con una incubacién a la

misma temperatura, pero en anaerobiosis. Antes del cambio de condiciones y
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después de lapsos regulares, se tomaron muestras de cultivo para la determinacion
de la actividad B-galactosidasa. Se observd que la activacion del sistema tras el
cambio de condiciones es similar para las dos cepas, lo que confirma que ArcBH.i es
capaz de activarse en condiciones anaerobias y complementar a una cepa de E.
coli mutante en arcB (Fig.6A y B). Posteriormente, se evalué la capacidad de ArcBH.i
de apagar el sistema, evidenciado por una disminucion en la expresion del
reportero, al pasar las células de condiciones anaerobias a aerobias. En el sistema
ArcB/A de E. coli, como en muchos otros, estd demostrado que la misma cinasa
ArcB actla como fosfatasa de su regulador de respuesta fosforilado en condiciones
no estimulantes. En este caso, las células de ambas cepas se crecieron en
condiciones anaerobias hasta una D.O 600 de 0.2, en donde se pasaron los cultivos
a matraces para realizar una incubacion aerobia. Los resultados mostraron que la
expresion del reportero disminuye rapidamente al pasar las células a condiciones
aerobias en la cepa complementada con arcBeco (Fig. 6C). Interesantemente, en la
cepa que expresa el ArcBH.i se observéd una disminucion similar en la expresion del
reportero (Fig. 6D), lo que sugiere que ArcBh.i es capaz de desfosforilar a ArcA de
E. coli in vivo. Ademas, esto muestra también que ArcBH.i Se encuentra inactivo en
aerobiosis y activo en anaerobiosis en las condiciones de cultivo ensayadas, a pesar

de no tener un mecanismo de regulacion de reduccién-oxidacion.

22



3000

2500

2000

1500

Unidades Miller

3000

2500

2000

1500

1000

Unidades Miller

—@—E. coli aerobiosis —®—E. coli anaerobiosis

—@— H.i aerobiosis

~@-H.i anaerobiosis

Tiempo

500 O —0—nou_g

40

Tiempo

60

|

80

100

100

23



C

—@—E. coli anaerobiosis E. coli aerobiosis
3500
. 2500 = T—— Q\{
9]
S 2000
d T
ko)
g 1500 T
C
= 1000 _
I T
500 T
0
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo
D
—@— H.i anaerobiosis H.i aerobiosis
4500
4000
3500
8 3000 -
2 7500 -
(%] |
_8 -
2000
5 T
:C) 1500 1 -
1000 -
500
0
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo

Fig.6. Ensayos de actividad p-galactosidasa para medir la expresion de cyd-lacZ

dependiente de la activacion del sistema Arc en las cepas que expresan ArcBeco 0

ArcBH.i (A) ArcBeco en cambio de condiciones de aerobiosis a anaerobiosis. (B)

ArcBH.ien cambio de condiciones de aerobiosis a anaerobiosis. (C) E. coli en
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cambio de condiciones de anaerobiosis a aerobiosis. (D) H. influenzae en cambio

de condiciones de anaerobiosis a aerobiosis.

Determinacion de la actividad fosfatasa de ArcBr.i

Se ha reportado que, en ausencia de su CS cognada, varios RR, incluyendo ArcA,
son fosforilados a expensas de acetil fosfato (acetil-P). Cuando una cepa AarcB con
el reportero cydA-lacZ se crece en medio minimo con piruvato como Unica fuente
de carbono, se activa la expresion del reportero, lo cual indica que ArcA esta siendo
fosforilado. Esto se debe a que cuando las células se crecen con piruvato como una
fuente de carbono, la concentracion intracelular de acetil-P aumenta hasta un orden
de magnitud en comparacién con células creciendo en glicerol o en medios nutritivos
(McCleary et al.1994) y el acetil-P puede fosforilar al RR de manera independiente
de la CS. Con el fin de medir la actividad fosfatasa de ArcBH.i se crecid la cepa
ECL5005 portando el gen arcBx.ien medio M9 adicionado con piruvato como unica
fuente de carbono. Como control para este experimento se utilizaron también las

cepas ECL5005 (AarcB) y la ECL5005 pEXT21::arcBeco (Fig.7).
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Fig.7. Expresion de cyd-lacZ dependiente de la fosforilacion del RR en las cepas

que expresan ArcBeco, ArcBH.i y AarcB crecidas en medio minimo de sales M9 con

piruvato como fuente de carbono.

Por los resultados mostrados en la fig. 6D, se esperaba que, debido a la actividad
fosfatasa de ArcB tanto de E. coli como de H. influenzae, la expresion del reportero
se mantuviera baja en ambas cepas. Sin embargo, se encontré que en la cepa que
contenia el gen arcBH.ila expresion del reportero era similar a la de una cepa AarcB,
mientras que, como se esperaba, en la cepa que expresa el gen arcBeco la baja
expresion del reportero refleja la actividad fosfatasa de ArcBeco. Dado que con los
experimentos anteriores (Fig. 6D) demostramos la actividad fosfatasa de ArcBw.i, la
activacion observada en medio M9 sugiere que esta puede deberse a algun

metabolito derivado del metabolismo del piruvato o al piruvato mismo.
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Analisis del efecto del piruvato y otras fuentes de carbono en la

activacion de ArcBr.i

Para averiguar si ArcBH.i responde al piruvato o a algun producto de su metabolismo,
se realizaron experimentos para monitorear la activacion del sistema en presencia
de piruvato. Para ello se crecieron células expresando ArcBH.i 0 ArcBeco en medio
LB y en LB adicionado con piruvato (0.02M) (Fig.8). Lo que se esperaba observar
es que al adicionar piruvato al medio, si este era la sefial de activacion del sistema,
se observaria un patron de activacion y expresion de reportero en condiciones de
aerobiosis parecido al observado en anaerobiosis (Fig.6B). En efecto, la expresion
del reportero aumenté en presencia de piruvato en la cepa que expresaba ArcBHi,
y se mantuvo baja en la cepa expresando ArcBeco (Fig 8B). En los ensayos control
con las células creciendo en LB sin piruvato, la cepa con ArcBx.imostré un aumento
en la expresion del reportero en tiempos largos de incubacion, pero
significativamente menor a lo observado en presencia de piruvato (Fig. 8A). Sin
embargo, el aumento en la expresion del reportero en presencia de piruvato se
observo después de los 90 minutos de incubacién, lo que sugiere que el piruvato no
es la sefal que activa a ArcBn.i. Por lo tanto, consideramos que metabolitos
derivados del metabolismo del piruvato y/o del ciclo de los acidos tricarboxilicos
podrian activar el sistema. Por consiguiente, ensayamos el efecto de otras fuentes
de carbono para analizar la posible intervencion de metabolitos comunes, utilizando
para los ensayos de B-galactosidasa xilosa (0.02M), glucosa (0.02M) y succinato
(0.02M) (Fig. 8 C-F). De los metabolitos utilizados, solo con glucosa observamos un

patron de activacion del sistema y expresion del reportero similar a lo observado
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con piruvato, en la cepa expresando ArcBH.i (Fig. 8B-F). Como control, se realiz6
una cinética bajo las mismas condiciones en una cepa AarcB para asegurar que el
efecto observado era debido a que se esta influyendo sobre ArcBH.i (SC) y no sobre
ArcA (RR) (Fig. 8). Tal como se puede observar en la Fig. 9 en una cepa AarcB en
aerobiosis crecida en LB y LB con piruvato o glucosa, no hay activacion del sistema
sugiriendo que lo observado en la Fig. 8 es debido a que ArcBx.i esta siendo

fosforilado.
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Fig.8. Ensayos de actividad B-galactosidasa para medir la expresion de cyd-lacZ

dependiente de la activacién del sistema Arc en las cepas ArcBecoy ArcBH.i en

medio LB en condiciones de aerobiosis. (A) medio LB. (B) Medio LB adicionado
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con piruvato 0.02M (C) Medio LB adicionado con xilosa 0.02M. (D) Medio LB

adicionado con glucosa 0.02M. (E) Medio LB adicionado con succinato 0.02M.
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Fig.9. Ensayos de actividad B-galactosidasa para medir la expresion de cyd-lacZ
dependiente de la activacion de ArcB en la cepa AarcB en medio LB en
condiciones de aerobiosis, medio LB. Medio LB adicionado con piruvato 0.02M y

Medio LB adicionado con glucosa

Analisis de metabolitos del piruvato como posibles estimulos de

ArcBH.

En E. coli el piruvato es metabolizado mediante la via Pta-AckA, produciendo como

metabolitos intermediarios acetil fosfato, acetil-CoA y acetato (Fig. 10), teniendo
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esto en consideracion se planted la hipotesis de que el acetato o el acetil fosfato de
dicha via podrian estar activando a ArcBh.i. Ademas, en E. coli el exceso de glucosa
produce acetato que, debido a la represion catabdlica ejercida por la glucosa,
metaboliza solo hasta que ésta, la glucosa, se ha consumido por completo (Enjalbert
et al. 2017), lo cual podria explicar la activacion tardia del sistema por acetato. Para
comprobar esta hipotesis se realizé la construccion de cepas expresando arcBecoy
arcBr.i mutantes para los genes pta-ackA, inactivando asi la via del acetato y a su
vez la produccion de los metabolitos intermediarios producidos en esta. Con estas
cepas se realizaron ensayos bajo las condiciones de crecimiento en que se observo
previamente activacion del sistema (Fig 10). Lo que se observd en estos
experimentos fue que al eliminar la via pta-ackA se impedia la activacion de sistema
en la cepa que expresaba ArcBH.i, lo cual sugiere que alguno de los metabolitos

producidos mediante esta via podrian ser la sefial de activacion.
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Fig. 10 Ensayos de actividad B-galactosidasa para medir la expresiéon de cyd-lacZ
dependiente de la activacion del sistema Arc en las cepas que expresan ArcBE.coli
Aptalacka y ArcBh.i AptaAacka en medio LB en condiciones de aerobiosis. (A)
medio LB. (B) Medio LB adicionado con piruvato 0.02M (C) Medio LB adicionado

con glucosa0.02M. (D)Metabolismo del acetato.

Como siguiente paso se realizdé una cinética en medio LB-Acetato con las cepas
AptalackA expresando ArcBH.i 0 ArcBeco, a fin de probar si este metabolito era el
activador del sistema. En la fig. 11A se observa que en condiciones de crecimiento
de aerobiosis en medio LB-Acetato no hay activacién del sistema cuando la via pta

ackaA estéa inactiva, por lo cual descartamos al acetato como sefial de activacion.
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Adicionalmente, como control, se realizaron cinéticas en condiciones similares con
cepas expresando ArcBH.iy ArcBeco, ademas de una cepa AarcB. Interesantemente,
la expresion del reportero aumento en la cepa con ArcBH.i en presencia de acetato
de manera similar a lo observado con glucosa y con piruvato (Fig. 11B). Estos
resultados sugieren que el acetil fosfato podria ser el metabolito involucrado en la

activacion de ArcBr.i.
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Fig. 11 Ensayos de actividad B-galactosidasa para medir la expresion de cyd-lac
dependiente de la activacion de ArcB en(A) cepas ArcBeco Aptadacka y ArcBH.i
AptalAacka en medio LB con acetato (0.02M) en condiciones de aerobiosis. (B)

cepas ArcBeco y ArcBhH.i en medio LB con acetato (0.02M) en condiciones de

4
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aerobiosis y (C) cepa Aarc en medio LB con acetato (0.02M) en condiciones de

aerobiosis.

Para averiguar si el acetil-P esta involucrado en la activacion del sistema en
anaerobiosis, se realizaron ensayos con la mismas cepas AptaAacka, incapaces de
producir acetil-P, en aerobiosis y anaerobiosis en medio LB suplementado con
glucosa (0.02M) y piruvato (0.02M) (Fig. 12). Se observo activacion en la expresion
del reportero en anaerobiosis en ambos medios tanto en la cepa que expresa
ArcBeco como la que expresa ArcBh.i (Fig 12A-D). Este resultado indica que el acetil-
P no es responsable de la activacion de ArcBh.i en anaerobiosis, abriendo la
posibilidad de que otros metabolitos producidos durante el crecimiento anaerobio

(como el lactato), permitan dicha activacion.
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Fig. 12 Ensayos de actividad B-galactosidasa para medir la expresion de cyd-lacZ
dependiente de la activacion de ArcB en(A) cepa ArcBeco Aptadacka en medio LB
con piruvato (0.02M) en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis (B) cepa ArcBH.i
Aptalacka en medio LB con piruvato (0.02M) en condiciones de aerobiosis y
anaerobiosis, (C) cepa ArcBeco Aptalacka y en medio LB con glucosa(0.02M) en
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis, y D) cepa ArcBH.i Aptadacka en medio

LB con piruvato (0.02M) en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis

El lactato como posible estimulo de ArcBH.i

Uno de los metabolitos producidos por E. coli durante el crecimiento anaerobio es
al D-lactato, por lo que consideramos a este metabolito como posible activador de

ArcBH.i expresado en E. coli en condiciones anaerobias. En este sentido, un
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estudio reciente sugiere que el L-lactato podria servir de sefial para la expresion
de genes regulados por el sistema ArcB/A en H. influenzae. Sin embargo, E. coli
no produce el enantiomero L del lactato. De todas maneras, decidimos evaluar el
efecto de la adicion de ambos enantiomeros juntos (D y L) del lactato en la
activacion de ArcBH.ien E. coli. Para ello, se realizaron experimentos con células
de E. coli expresando ArcBeco 0 ArcBH.icreciendo en aerobiosis en medio LB
adicionado con DL lactato. La cepa que expresa ArcBH.i mostrd activacion en la
expresion del reportero en presencia de DL-Lactato (Fig. 13), mientras que la cepa
gue expresa ArcBeco, mostré una activacién remanente a largos tiempos de
incubacion. Este efecto puede atribuirse a que el D-Lactato es un efector que
amplifica la actividad cinasa de ArcBeco. (Georgellis et al. 1999; Rodriguez et al.
2004). La activacién de ArcBH.ies significativa, pero, al igual que con glucosa y
piruvato, se observa después de 90 minutos de incubacién, sugiriendo que el

lactato no seria la sefal activadora de ArcBH.i.

—@—E. coli Lactato H.i Lactato

3000
2500
2000

1500

Unidades Miller

1000

500‘\.‘
—o ——o— 3§

0 50 100 150 200

Tiempo

40



—@— H.i DL Lactato E.coli DL Lactato

3000

2500

N
o
o
o

1500

Unidades Miller

1000
500 &

0 50 100 150 200 250 300

Tiempo

Fig. 13. Efecto de DL lactato en el reportero cyd de ArcB de H. influenzae silvestre

y mutantes para la via del acetato.

Discusioén

E. coli tiene la capacidad de adaptar su metabolismo a distintas condiciones de
crecimiento, como por ejemplo la presencia-ausencia de oxigeno, la cual esta
regulada mediante un mecanismo que involucra el SDC ArcB/A, activado por una
reaccion de oxido reduccién que actlia sobre los residuos de Cys de ArcB (Malpica
et al; 2004). Sin embargo, a pesar de que el homoélogo de ArcB de H. influenzae
carece de estas cisteinas reguladoras, responde a los cambios de oxido-reduccion

del ambiente de la misma manera en que lo hace ArcBeco aunque de manera tardia
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en comparacion con esta (Georgellis et Al.,, 2001b) mediante un mecanismo

independiente de cisteinas o cambios de pH (Tamayo, 2016).

ArcB posee una topologia en la cual esta proteina esta unida a la membrana
citoplasmatica por medio de dos segmentos transmembranales separados por un,
inusualmente corto, puente periplasmatico de aproximadamente 15 aminoacidos.
Otros sensoras cinasas con topologias similares a ArcB poseen un dominio
periplasmatico de una longitud mucho mayor a este, como en el caso de el sensor
cinasa DcuS y DctB capaces de detectar acidos dicarboxilicos como el succinato.
El dominio sensor de DctB tienen una longitud de 270 aminoéacidos,
aproximadamente dos veces mas grande que el dominio sensor de DcuS (Cheung
& Hendrickson, 2008). La longitud de estos dominios sensores se ha reportado que
es importante ya que parece ser necesaria en la union del ligando, debido a que se
requieren diversos sitios para la union de la molécula sefial (Kramer et al. 2007).
Por esto, es poco probable que el puente periplasmatico de ArcBH.ifuncione como
un dominio sensor, y el estimulo deberia ser reconocido por la region citoplasmatica
de la proteina ArcBH.i0 por los dominios transmembranales. Esto es compatible con
gue algun metabolito producido por las células de E. coli en anaerobiosis se unay

active a la proteina ArcBH.i expresada heter6logamente.

Los resultados de este trabajo corroboran observaciones previas en las que se
determind que la proteina ArcBH.ies capaz de complementar funcionalmente a una
cepa de E. coli AarcB en condiciones anaeroébicas (Georgellis et al. 2001). Ademas,

se observd que también complementa a esta mutante en condiciones aerobias,
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apagando el sistema presumiblemente por la desfosforilacion de ArcA. Sin
embargo, al querer medir la actividad fosfatasa de ArcBH.i encontramos que esta
cinasa se activa 90 minutos después de la adicibn de piruvato al medio en
condiciones aerobicas. El retraso que se observa en la activacion del sistema puede
deberse a que es necesaria la acumulacién de algun metabolito que funcione como
sefal activadora o debido a que su actividad catalitica es lenta. Evaluamos la
activacion tras la adicion de algunos metabolitos anaerdbicos como son el acetato
y el lactato. Para el caso del acetato, observamos que su adicion produce una
activacion tardia del sistema en condiciones aerobias. Sin embargo, lo descartamos
como estimulo especifico para ArcBh.idebido a que la activacion del sistema seguia
observandose en anaerobiosis en una cepa mutante en pta-ackA, incapaz de
producir acetato. Por otro lado, observamos que la adicién de lactato (mezcla de
enantiomeros D y L) produce una activacion similar en condiciones aerobias. Dicha
activacion también fue tardia (tras 90 minutos) y resta evaluar el comportamiento de
una cepa incapaz de producir D-lactato en anaerobiosis para determinar si la
acumulacién este metabolito es el que produce la activaciéon del ArcBr.ien E. coli en
condiciones anaerobias.

En H. influenzae se ha observado que el L-lactato inhibe la transcripcion del gen
ictP mediante un mecanismo que involucra al RR ArcA (Lichtenegger et al 2014).
En dicho trabajo se sugiere que el L-lactato podria ser un estimulo para el sistema
ArcB/A en esta bacteria. E. coli no produce L-lactato, por lo que la activacion
observada en anaerobiosis al expresar heter6logamente ArcBw.i en E. coli no es
debido a L-lactato. Sin embargo, el D- lactato si podria estar involucrado en la

activacion de ArcBH.i, ya que se conoce que se produce y acumula en las células en
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condiciones de anaerobiosis. Sin embargo, a pesar de que la adicién de lactato al
medio resulta en un incremento en la expresion del reportero cyd-lacZ en una cepa
de E. coli complementada con ArcBr., los resultados obtenidos no nos permiten

determinar que el lactato, (D o L) sea la sefial activadora de este sistema.

Conclusiones

* ArcBHi complementa funcionalmente a una E. coli mutante en arcB en
condiciones de crecimiento anaerobio y aerobio.

» Productos anaerobios del metabolismo de la glucosa y el piruvato estarian
involucrados en la activacion de ArcBH.i.

* EIl D-lactato podria funcionar como estimulo para la activacion de ArcBw.i

expresado heter6logamente en E. coli

Perspectivas

» Determinar sila produccién de D-lactato en anaerobiosis se correlaciona con
la activacién de ArcBH.ien E. coli.

» Explorar qué region de la proteina ArcBH.i percibe el estimulo metabdlico en

E. coli.
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