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RESUMEN

Los sistemas de dos componentes (SDC), son el principal sistema de transduccion de sefiales empleado por las bacterias y otros
microorganismos para detectar cambios en el medio ambiente y generar una respuesta adaptativa. El mecanismo basico de
funcionamiento de estos sistemas radica en reacciones de fosforilacion y de-fosforilacion entre una proteina sensora con actividad
cinasa (CS) y su regulador de respuesta (RR) especifico. Sin embargo, la participacion de proteinas accesorias y cofactores, que
frecuentemente participan en la sefializacion o intervienen en la regulacion cruzada de SDC diferentes, integra a estos sistemas en
complejas redes de sefializacion que operan de manera conjunta para responder con eficacia a los requerimientos fisiologicos del
organismo. En la presente revision se exponen algunos de los mecanismos de regulacion que pueden ser adoptados por los SDC,
ejemplificados con el SDC BarA/UvrY de Escherichia coli'y los sistemas ortdlogos en otras bacterias, que, aunque comparten un
alto grado de homologia, exhiben una gran versatilidad y adaptacion en sus mecanismos de regulacion, producto de las condiciones
particulares a las que se enfrentan los diferentes géneros bacterianos que los contienen.
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Two component systems and their regulatory mechanisms

ABSTRACT

Two-component systems (TCS) are the primary signal transduction system used by bacteria and microorganisms to detect changes
in the environment and generate an adaptive response. The basic mechanism of operation of these systems lies in phosphorylation
and dephosphorylation reactions between a sensor histidine kinase (SK) and its cognate response regulator (RR). However, the
involvement of accessory proteins and cofactors in regulating the activity of TCS, as well as their role as intermediaries in cross-
regulation between different TCS, allows us to visualize the functionality of these systems as complex signaling networks that
operate together to effectively respond to the organism’s physiological requirements. This review discusses some of the regulatory
mechanisms that can be adopted by TCS; using the BarA/UvrY TCS and orthologs as a model; in which, although a high degree of
homology is shared between organisms, a great versatility in their regulatory mechanisms is observed as a result of the particular
conditions each organism encounters.
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INTRODUCCION
e estima que la presencia de los microorganismos

f Y | enlatierra data de 4 mil millones de afilos, periodo

en el que se han adaptado a los multiples cambios
fisicos y quimicos en el medio ambiente. Estos
cambios son percibidos y procesados principalmente por
sistemas que detectan, amplifican e integran estas sefales en
una respuesta especifica.

Enlos procariontes, los sistemas de sefializacion estan formados
frecuentemente por dos componentes, una proteina sensora con
actividad cinasa (CS) y un regulador de la respuesta (RR); de
aqui el término sistemas de dos componentes (SDC) (Nixon,
Ronson & Ausubel, 1986; Alvarez & Georgellis, 2016).

La actividad de los SDC inicia con la deteccion de una sefial
por la CS, generalmente anclada a la membrana interna, lo
que promueve su autofosforilacion (CS-P) y la posterior
transfosforilacion de su RR especifico (RR-P), el cual regula
la expresion de determinados genes involucrados en una
respuesta fisiologica (StocK, Robinson & Goudreau, 2000;
Kenney, 2010). Cuando la sefial ha sido eliminada o no esta
presente en el medio, el sistema silencia su actividad mediante
reacciones de desfosforilacion y la CS-P y el RR-P pierden el
grupo fosfato (Kenney, 2010).

La participacion de los SDC en la regulacion de multiples
procesos fisioldgicos y metabolicos como la division celular,
la esporulacion, la quimiotaxis y la formacion de biopeliculas,
entre otros, fundamenta la correlacion observada entre la
cantidad de SDC de un organismo, con su capacidad adaptativa
a multiples ambientes (Galperin, 2005). Por ejemplo,
Pseudomonas aeruginosa y Myxococus xanthus tienen 130
y 255 genes que codifican para SDC, respectivamente. En
contraste, Mycoplasma, que es una bacteria que parasita células
eucariontes y, por lo tanto, tiene un nicho constante y no requiere
de multiples estrategias metabolicas para su sobrevivencia, no
tiene ningun SDC (Alm, Huang & Arkin, 2006).

La amplia distribucion de los SDCs en procariontes de interés
médico (Pseudomonas, Klebsiella y Escherichia coli; OMS,
2017), agricola (Azospirilum, Azotobacter, Rhizobium) e
industrial (Clostridium thermocellus, Thermos acuaticus); ha
impulsado estudios sobre los mecanismos de sefializacion que
controlan la actividad de estos sistemas. Un tema emergente
es la participacion de factores adicionales a la CS y el RR, que
controlan la actividad del sistema, como son la participacion de
proteinas accesorias (Buelow & Raivio, 2010) y lainterconexion
entre diferentes SDCs formando complejas redes de sefializacion
(Steiner et al., 2018).

La presente revision sefiala algunos de los principales
procesos que regulan la actividad de los SDCs, empleando

como modelo, al SDC BarA/UvrY de E. coli y sus ortélogos,
los cuales, aunque conservan muchas de sus caracteristicas,
difieren en los mecanismos de regulacion que han adoptado
estos sistemas para responder a las necesidades fisiologicas
de los organismos y lograr su adaptacion a diferentes nichos y
condiciones ambientales.

EstrUCTURA DE LOS SDC

Los SDCs, como se mencion6 anteriormente, estan integrados
por una CS y su RR especifico. La estructura tipica de una
CS se conforma por dos cruces transmembranales cercanos al
extremo amino, que definen y exponen un dominio periplasmico
con frecuencia asociado con la percepcion del estimulo. En el
extremo carboxilo, presenta un dominio denominado transmisor
(DT); region catalitica de la proteina. E1 DT, ademas de albergar
la caja de union del ATP, presenta un residuo de histidina (H')
conservado, en donde se llevaa cabo laautofosforilacion (Figura
1A). También, incluye aminoacidos asociados con interacciones
proteina-proteina, determinantes para la homodimerizacion de
la CS (Kofoid & Parkinson, 1988; West & Stock, 2001).

Elsegundo componente, el RR, cuenta con un dominio receptor
(DR) en el extremo amino, con un residuo de aspartato (Asp®R)
conservado, y un dominio efector en el extremo carboxilo
(West & Stock, 2001). Generalmente, el dominio efector
consta, usualmente, de un dominio de unién al DNA, que le
permite ejercer su funcion como un regulador transcripcional
(Galperin, 2006; Galperin, 2010), (Figura 1A). Sin embargo,
algunos RRs, poseen dominios de unidén al RNA, a proteinas
o ligandos, y, por lo tanto, actiian a nivel postranscripcional o
postraduccional (Galperin, 2010).

Lasencillezestructural deun SDC tipico adquiere complejidad al
analizar la estructurade los SDCs hibridos (Figura 1B). En estos
casos, las CS, ademas del DT con el residuo de histidina tienen
un dominio receptor (DR), que contiene un residuo de aspartato
(D") conservado, y un dominio de fosfotransferencia (Hpt), con
una segunda histidina (His?), (Ishige, Nagasawa, Tokishita &
Mizuno, 1994; Kato, Mizuno, Shimizu & Hakoshima, 1997,
Mizuno, 1997). Los dominios DR y Hpt pueden estar en la
misma proteina con el DT o ser proteinas independientes. Se
postula que estos dominios adicionales pueden ser puntos de
regulacion y/onodos de integracion de sefiales con otros sistemas
de sefializacion (Stock et al., 2000).

RECONOCIMIENTO DE LA SENAL

La activacion en los SDCs, inicia cuando la CS capta el
estimulo, actividad generalmente asociada ala capacidad de los
dominios ubicados en el periplasma para percibirlo, descrito, por
ejemplo, en las CS PhoQ, DcuS, CitA, en respuesta a las bajas
concentraciones de Mg?* en el periplasma, fumarato y citrato,
respectivamente (Zschiedrich, Keidel & Szurmant, 2016).
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Figura 1. Estructura de SDC. A) La forma tipica de una proteina sensora inicia por la presencia de dos cruces transmembranales en la
region N- terminal, estos cruces exponen un fragmento hacia el espacio del periplasma, region cominmente asociada con la percepcion
del estimulo, hacia el C-terminal se encuentra el dominio catalitico, con el dominio transmisor (DT) y un primer residuo His (H1). B)
En adicién al dominio transmisor (DT), las CS hibridas tienen un dominio receptor (DR) con un Asp conservado (D1) y un dominio
de fosfotransferencia (Hpt), con una segunda His conservada (H2). C) En cuanto al segundo componente, el regulador de la respuesta
(RR), inicia en el N-terminal con un dominio receptor (DRRR), con un Asp (Dgy) conservado, y un dominio efector (DE) presente en el
C-terminal, a través del cual ejerce su funcién. Figura de creatividad personal.

Otras estructuras, como los cruces transmembranales (TM) en
la CS DesK que restaura la fluidez en la membrana frente a
las bajas temperaturas (Saita, Albanesi & de Mendoza, 2016;
Albanesi et al., 2009) y regiones ubicadas en el citoplasma,
como ocurre en la CS ArcB en E. coli (Georgellis, Kwon & Lin,
2001), pueden estar involucradas en la percepcion del estimulo
y activacion de una CS. En E. coli, el SDC ArcB/ArcA (Figura
2) controla la respuesta a las condiciones redox del medio, a
través de la oxidacion y reduccion de dos residuos de cisteina
(Cys!'8 y Cys*!) presentes en la region linker, ubicada entre
la membrana y el dominio catalitico de la CS ArcB (Malpica,
Franco, Rodriguez, Kwon & Georgellis, 2004).

Los estudios para identificar a las regiones involucradas en la
deteccion del estimulo, sefialan a los dominios PAS, GAF y
Cache como losresponsables en esas regiones (Zschiedrichetal.,
2016; Taylor & Zhulin, 1999). La presencia de mas de uno de
estos dominios en una CS sugiere su capacidad de responder
a diferentes estimulos (Ishii & Eguchi, 2021).

PROCESAMIENTO DE LA SENAL

Una vez detectado el estimulo en el espacio periplasmico, la
seflal es transmitida hacia la region catalitica a través de los
cruces transmembranales (TM).

Debido a que la estructura de las hélices de los TM esta
conservada se considera la posibilidad de que los mecanismos
responsables en la propagacion de la sefial operan de manera
universal. Los modelos de la transmision de la sehal propuestos
implican movimientos de tipo pistdn, de tijera y de rotacion de
las hélices que culminan en la activacion de la CS (Figura 3).
Aunque estos modelos propuestos concuerdan con el re-arreglo
dindmico de las hélices TM y la transduccion de la sefial al
citoplasma, atiin no esta claro si son especificos de cada CS,
excluyentes uno del otro, o si pueden coexistir para lograr la
activacion adecuada del sensor (Ishii & Eguchi, 2021).

Ademas de estos movimientos, los dominios HAMP,
generalmente ubicados en el citoplasma, desempefian un papel
clave al facilitar la transmision de la sefial desde las hélices
TM hacia los dominios citoplasmaticos (Ferris et al., 2011;
Zschiedrich et al., 2016).

ACTIVACION Y SILENCIAMIENTO DE LOS SDCs

Una vez que la sefial ha sido percibida por la CS, ya sea
hibrida o candnica, su activacion establece una cascada de
fosforilaciones consecutivas. Esta serie de eventos implica la
transferencia del grupo fosforilo entre los residuos His!->Asp®®
o His'->Asp'->His>->AspRR, de los dominios que integran la




4 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol. 28

proteina sensora (DT o DT-DR-Hpt) y el regulador de respuesta
(Figura4A), mecanismo conocido como fosforelevo (Burbulys,
Trach & Hoch, 1991; Georgellis, Lynch & Lin, 1997).

Cuando se elimina el estimulo o ya no es necesaria la actividad
del SDC, el RR-Pes desfosforilado (Figura4B). Este proceso se
manifiesta por: (i) la inestabilidad que la CS confiere al grupo
fosforilo del RR-P, (ii) la participacion de fosfatasas especificas
o (iii) la hidrdlisis del grupo fosforilo por la inestabilidad
intrinseca del enlace con el residuo aspartato (Georgellis ef al.,
1998; Uhl & Miller, 1996; Gao & Stock, 2009).

En el caso de los SDC hibridos, las CS presentan una
caracteristica bifuncional, ya que pueden actuar como cinasas
y fosfatasas, fosforilando al RR, y removiendo activamente
al grupo fosforilo del RR-P mediante un mecanismo de
fosforelevo inverso (Figura 4B), por el que el grupo -P del
RR, es transferido al residuo His del Hpt y posteriormente al
Asp del DR de la CS hibrida, para ser liberado como fosfato
inorganico (Georgellis et al., 1998; Pefia-Sandoval, Kwon &
Georgellis, 2005). Estudios recientes realizados en la CS ArcB

de E. coli sugieren que el fosforelevo y el fosforelevo inverso
son mutuamente excluyentes, ya que involucran arreglos
diferentes de los dominios cataliticos de ArcB (Teran-Melo,
Rodriguez-Rangel, Georgellis & Alvares, 2019). En resumen,
la deteccion del estimulo por parte de la proteina sensora,
junto con las reacciones de fosforilacion y desfosforilacion del
regulador de respuesta, determinan la actividad del sistema.

MECANISMOS DE REGULACION

La actividad de los SDC puede estar regulada por diversos
mecanismos. Un ejemplo que expresa la complejidad y
diversidad de los mecanismos utilizados por las CS para percibir
y responder a los cambios en su entorno es la sefializacion por
el sistema BarA/UvrY de E. coli y sus ortdlogos.

El1 SDC BarA-UvrY y sus ort6logos

El SDC BarA/UvrY de E. coli esta integrado por la CS BarA
(Bacterial adaptative response gene A) y por el RR UvrY
(Mukhopadhyay, Audia, Roy & Schellhorn, 2000; Pernesting,
Melefors & Georgellis, 2001). El gen bard se identificod por
su capacidad para suprimir fenotipicamente a una mutante

-

J

Figura 2. Activacion de la CS ArcB. La deteccion de la seiial por la CS, es generalmente asociada a la region del periplasma; sin embargo,
también puede ocurrir a través de las regiones transmembranales o citoplasmaticas, como sucede en la activacion de la CS ArcB. La CS
ArcB estd unida a la membrana interna a través de dos cruces transmembranales, que exponen un fragmento de 16 aminoacidos hacia
el periplasma; posterior al segundo cruce TM, hay una region linker con los residuos Cys180 y 241, seguido de los dominios cataliticos
hacia el C-terminal. La activacion de este sistema esta regulada por las moléculas de membrana ubiquinonas y menaquinonas, las cuales
en funcion al estado redox del medio oxidan o reducen las Cys 180 y 241 de ArcB. Bajo condiciones de crecimiento aer6bico, las quinonas
oxidan a los residuos Cys formando puentes di-sulfuro, lo que mantiene la actividad de ArcB como fosfatasa; el cambio a un ambiente
anaerobio, el incremento de menaquinonas en la membrana reducen los puentes di-sulfuro; permitiendo la activacion de ArcB como
cinasa (Georgellis, 2001). Los hexagonos morados, representan la presencia de ubiquinonas, los de color naranja a las menaquinonas.
Figura de creatividad personal.
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Figura 3. Procesamiento de la sefial a través de los cruces transmembranales. A) La union del ligando al dominio sensor produce un
movimiento de tipo piston, este movimiento genera que una hélice se mueva y desplaza a la siguiente, el desplazamiento de las hélices
y la actividad de la CS se correlacionan con su fosforilacién cuando el TM2 es dirigido hacia el periplasma y con su de-fosforilacion
cuando el TM2 es dirigido hacia el citoplasma; descrito en las CS Tar, NarQ, TorS y NarX. B) Otros modelos descritos proponen que la
union del ligando a la region del periplasma induce el movimiento en las hélices TM de tipo tijera (B) o induce la rotacion de la hélice

(C). Figura de creatividad personal.

en el gen envZ, infiriendo una asociacion de BarA-EnvZ en
la regulacion del RR OmpR (Matsubara & Mizuno, 1999;
Nagasawa, Tokishita, Aiba & Mizuno, 1992). Sin embargo,
como no fue posible demostrar in vitro la comunicacion entre
BarA y OmpR se sugiri6 que el fenomeno de supresion era el
resultado de la comunicacion entre BarA y un RR huérfano.
Posteriormente, con el empleo de analisis genéticos y estudios
de fosfotransferencia in vitro quedé establecido que la CS BarA
forma un SDC con el RR UvrY (Pernesting et al., 2001), un
regulador de respuesta de la familia FixJ. El RR UvrY obtiene
su nombre por estar codificado en un operdn junto con el gen
uvrC (Donnenberg & Kaper, 1991); sin embargo, aunque el gen
uvrC codifica para una proteina involucrada en la reparacion de
dafios en el DNA inducidos por luz ultravioleta, las mutaciones
en uvrY no tienen fenotipos relacionados con la reparacion del
DNA (Moolenaar, van Sluis, Backendorf & van de Putte,1987).

Aunque ha sido extensamente estudiado en E. coli, el SDC
BarA/UvrY esta conservado en gamma-proteobacterias,donde
se encuentran los sistemas ortdlogos BarA/SirA en Salmonella,
ExpS/A en Pectobacterium y Erwinia ,VarS/A en Vibrio y
LetS/A en Legionella pneumophila; formando una familia de
SDCs ortologos (Pernestig et al., 2001) que controlan diversos
procesos fisiologicos, incluida la virulencia en huéspedes

humanos, animales y plantas (Camacho, Georgellis & Alvarez,
2016). Por ejemplo, los ortdlogos de BarA incluyen GacS de
P. aeruginosa PAO1, un patégeno oportunista en mamiferos
(O’Toole & Kolter, 1998); GacS de P. syringae, un patdégeno
vegetal (O’Malley, Chien, Peck, Lin & Anderson, 2020); y
GacS de A. vinelandii, una bacteria fijadora de nitrégeno de
vida libre (Castafieda, Sanchez, Moreno, Nufiez & Espin, 2001).
Por lo tanto, organismos con sistemas ortélogos a BarA/UvrY
comparten la caracteristica de habitar diferentes nichos, y su
interaccion con el huésped puede ser benéfica o patogénica; lo
cual se atribuye a una evolucion diferencial y especializacion
de BarA y sus ortologos para integrar de manera efectiva las
sefiales especificas de su entorno. Como resultado, algunos
SDC divergen en su regulacion entre las diferentes especies
bacterianas, aunque comparten un alto grado de homologia en
su secuencia y estructura.

Activacion del SDC BarA/UvrY en E. coli y sus homdlogos
Estudios iniciales para determinar los factores que intervienen
en la activacion del SDC BarA/UvrY, sugirieron que la
interaccion huésped-patogeno y la disponibilidad de hierro
era importante para la activacion del sistema (Zhang &
Normak,1996). Sin embargo, estudios posteriores en
condiciones de laboratorio establecieron que éste se activa
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Figura 4. Activacién y silenciamiento del SDC. A) En sistemas candnicos. La deteccion del estimulo propicia la autofosforilacion del sensor
en un residuo His (H), presente en el dominio transmisor, el grupo fosfato (P) es transferido a un residuo Asp (D) presente en el dominio
receptor del regulador de respuesta (RR). B) La activacién de un SDC hibrido, sigue una ruta de fosforilaciones consecutivas, transfiriendo
el grupo fosfato entre los residuos His->Asp->His, presente en los dominios transmisor (DT), receptor (DR) y de fosfotransferencia (Hpt),
hasta fosforilar al RR en un Asp (D) conservado, mecanismo conocido como fosforelevo. Cuando ya no se requiere de la actividad del
sistema, el RR es desfosforilado, mediante mecanismos que involucran: i) la desestabilizacién del enlace por la CS, ii) la participaciéon de
fosfatasas especificas y iii) la actividad fosfatasa de las CS hibridas; que al hidrolizar el enlace con el grupo -P, propician el silenciamiento

del sistema. Figura de creatividad personal.

en la transicion de la fase exponencial a la estacionaria de
crecimiento, responde especificamente al acetato, al fosfato y
a otros acidos carboxilicos de cadena corta (Chavez, Alvarez,
Romeo & Georgellis, 2010).

Aunque enlamayoriade los ortdlogos del sistema BarA/UvrY no
se conoce el estimulo especifico, la respuesta al acetato también
se ha reportado en la activacion de la CS BarA en Salmonella,
aunque, en este caso, inducida por la fosforilacion directa del
dominio receptor (D") por acetil-P (Lawhon, Murer, Suyemoto
& Altier,2002). Otras moléculas, como los metabolitos del ciclo
de Krebs, se han asociado con la activacion de la CS GacS en
Pseudomonas (Takeuchi ef al., 2009).

Una vez percibido el estimulo por la CS (Figura 5), una
serie de cambios conformacionales propician la formacion
de homodimeros y su activacion como cinasa, lo que resulta
en la autofosforilacion de BarA y en la transfosforilacion
del RR UvrY en E. coli, GacA, en Pseudomonas y SirA en
Salmonella. La fosforilacion del RR promueve la expresion de
uno a ocho sRNAs (RNAs, pequefios no codificantes), segun
la especie: csrB y csrC en bacterias entéricas (Zere et al.,
2015), y rsmX/Y/Z en Pseudomonas y (Lapouge, Schubert,
Allain & Haas,2007). En estos SRNAs se encuentran multiples
motivos —ACA-GGA-G- que al ser sitios de union a la proteina
de regulacion global CsrA, secuestran a CsrA, y limitan su
actividad (Suzuki et al., 2002).
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Figura 5. Proteinas auxiliares en la activacion del SDC BarA/UvrY de E. coli y SDC GacS/GacA de Pseudomonas. A) Las proteinas
HAIKC regulan negativamente la actividad de la CS BarA. En la fase de crecimiento estacionaria, cuando el incremento en los niveles
csrB/C inactivan a CsrAYy se libera la traduccion de hfIKC. Las proteinas HAIKC reclutan a BarA a los polos, silenciando la actividad del
sistema. B) Las CS LadS y RetS regulan positiva y negativamente, de manera respectiva, la actividad de la CS GacS. La CS LadS emplea
los dominios cataliticos de GacS y forma la siguiente ruta de fosforilacion H1LadS->D1LadS->H2GacS->D2GacA. Antagénicamente
la CS RetS forma heterodimeros a través del dominio H1 de GacS, bloqueando la autofosforilacion y PA1611 interactiia con RetS,
contrarrestando la interaccion RetS-GacS, para que GacS se active. En adicion a estos mecanismos de regulacion, la via de sefializacion
HptB, induce la expresion de rsmY. Figura de creatividad personal.

Laproteina CsrA (Carbon storage regulator A) esta conservada
en bacterias tanto dentro como fuera de la division de gamma-
proteobacterias, y se describe como una proteina de regulacion
global que afecta numerosos procesos fisiologicos como el
metabolismo del carbono, la formacion de biopeliculas, y la
motilidad, entre otros (Wang, Dubey, Suzuki, Baker, Babitzke
& Romeo, 2005). El mecanismo de regulacion por CsrA es
a través de la formacion de homodimeros que se unen a las
secuencias —ACA-GGA-G- situadas en estructuras tipo “asa
y tallo” presentes en la region 5°-UTR de los transcritos. La
union de CsrA alos transcritos, generalmente, bloquea los sitios
de unioén al ribosoma, disminuyendo su traduccion, o evita la
degradacion del transcrito, favoreciendo la sintesis del producto
proteico (Porciau, Lai, Gorelik, Babitzke & Romeo,2020).

Mecanismos de regulacion atipicos en el SDC BarA/UvrY
y sus ortdélogos

La participacion de un SDC que regula diversos procesos
fisiologicos y una CS que responda a mas de un estimulo,
ademas de ser explicado por la naturaleza intrinseca del
sistema, se atribuye a la incorporacion de proteinas auxiliares
oaccesorias. Estas proteinas adicionales, al interactuar con los
dominios extracelulares, transmembranales o citoplasmaticos
de las CSs actuan como co-sensores en la presentacion de
la sefial, coadyuvantes en la actividad catalitica de las CS e
interconectores en laregulacion cruzada entre dos o mas SDCs.
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HfIK y HAIC, proteinas accesorias en la regulacién del SDC
BarA/UvrY

Estudios recientes han descrito que las proteinas HfIK y
HfIC actian como proteinas auxiliares en la regulacion de la
CS BarA en E. coli (Fig. 5A), (Contreras et al., 2023). Las
proteinas HIK y HfIC, poseen un dominio SPFH (Stomatin,
Prohibitin, Flotilin, HfIK/C), presente en multiples proteinas
asociadas a balsas lipidicas (Langhorst, Reuter & Stuermer,
2005). La investigacion sobre estas regiones de la membrana
se hallevado a cabo principalmente en organismos eucariontes,
en donde se atribuye su participacion en la transduccion de
seflales y en la regulacion de algunos procesos fisioldgicos
como el mantenimiento de la membrana (Simons & Toomre,
2000). En eucariontes, la presencia de los esfingolipidos y
colesterol son requeridos para la formacion de balsas lipidicas;
sin embargo, en bacterias, aunque carecen de estos lipidos, se
hanidentificado micro-dominios membranales similares abalsas
lipidicas. Estos microdominios se asociaron con la regulacion
de algunos procesos fisiologicos (Lopez & Koch, 2017) y de
virulencia, al contribuir con laincorporacion de lipidos presentes
en la membrana de los hospederos como un mecanismo para
evadir la respuesta inmune (Toledo et al., 2014; Hutton et al.,
2017), asi como con la tolerancia a amino-glicosidos y al estrés
oxidativo (Wessel et al., 2023).

El efecto de las proteinas HfIK y HfIC en la regulacion del
SDC BarA/UvrY forma parte de un sistema de regulacion
que responde a los requerimientos metabdlicos a los que se
enfrenta £. coli durante su crecimiento (Figura 5A). En la
fase de crecimiento exponencial, la proteina CsrA regula
negativamente la expresion del transcrito AfIKC. La ausencia
de HfIKC permite que la CS BarA se active en presencia del
estimulo, e incremente los niveles de csrB/C, los cuales reclutan
e inactivan a CsrA, permitiendo la traduccion del mRNA que
codifica para AfIKC. El incremento en los niveles de HAKC
propicia el reclutamiento de BarA hacia los polos, en donde su
actividad cinasa es silenciada por mecanismos atn no descritos
(Contreras et al., 2023). Asi es como, ademas del estimulo
especifico, factores espacio-temporales son determinantes para
regular la actividad de la CS BarA de E. coli.

En el SDC GacS/GacA de Pseudomonas, ortélogo al SDC
BarA/UvrY, también se ha descrito la participacion de proteinas
accesorias queregulan suactividad (Figura 5SB). Las CS hibridas
RetS (Regulator of exopolysacchaide and type III secretion)
y LadS (lost adherence) se desenvuelven como proteinas
accesorias que reducen y promueven, respectivamente, la
actividad catalitica de 1a CS GacS (Goodman, Merighi, Hyodo,
Veentre, Filloux & Lory, 2009; Chambonnier et al., 2016).

En la dindmica de regulacion del SDC GacS/GacA, la CS
RetS forma heterodimeros con la CS GacS, para inhibirla
alostéricamente como cinasa. Por otro lado, la CS LadS emplea
los dominios DR y Hpt de GacS, y promueve la fosforilacion

del RR GacA. Ademas de estas proteinas accesorias, en P,
aeruginosa 'y P. fluorescens se ha descrito la intervencion de
la CS PA1611 y de la fosfotransferasa HptB, para interactuar
con RetS, y contrarrestar el efecto inhibitorio de RetS sobre
GacS (Kong et al., 2013; Hsu, Chen, Peng & Chang, 2008;
Bordi et al., 2010).

La accion coordinada de las proteinas accesorias LadsS,
PA1611 y RetS en la regulacion de la CS GacS es unica en
Pseudomonadales. Esto distingue la evolucion diferencial y la
especializacion de los sistemas de sefializacion en organismos
diferentes como E. coli y Pseudomonas, donde las CS BarA
y GacS, presentes en distintos entornos ecologicos, no solo
responden a diferentes ligandos, sino que también muestran
diferencias significativas en sus mecanismos de transduccion
de sefiales.

LA REGULACION CRUZADA ENTRE DIFERENTES SDCs
La respuesta adaptativa de un organismo frente a condiciones
de estrés no se limita a la activacion de un SDC, se atribuye
a la respuesta coordinada entre diferentes SDC. Las redes de
sefializacion formadas por la regulacion cruzada entre SDC, se
desarrolla mediante interacciones directas entre una CS sobre un
RR no especifico o mediante la participacion de intermediarios
proteicos, que permiten mantener la especificidad entre las CSs
y los RRs cognados.

La regulacion cruzada directa se ha descrito en Salmonella
enterica serovar Typhimurium (Salvail & Groisman, 2020),
en donde el SDC BarA/SirA regula la expresion del RR
RcsB (Figura 6A). ResB forma parte del SDC ResC/DB, que
responde al dafio en la membrana externa o perturbaciones
en la pared celular (Wang, Zhao, McClelland & Harshey,
2007). La interconexion entre ambos SDCs, se ha reportado
en condiciones de crecimiento controlado, indicando que la
regulacion cruzada propicia la expresion de genes con funciones
fisiolégicas, y en condiciones que no requieren de laactivacion
del SDC ResC/D/B (Wang et al., 2007).

La regulacion cruzada entre el SDC BarA/SirA y el RR ResB
ocurre adiferentes niveles; mediante el RR SirA, que promueve
la transcripcion del operon resDB; el incremento en los niveles
de los RNAs cs7B/C que promueven la transcripcion del gen
resBy a través de la fosforilacion directa entre la CS BarA 'y
el RR ResB, independientemente de las proteinas ResC, ResD
y SirA (Salvail & Groisman, 2020).

La participaciéon de proteinas auxiliares que median la
comunicacion entre diferentes SDCs tiene un mayor numero
de incidencias (Buelow & Raivio, 2010). Generalmente, un
SDC regula la expresion de una proteina auxiliar, y ésta tiene
un efecto sobre la actividad de otro SDC. Como ejemplo de las
amplias redes de sefalizacion que se pueden formar a través
de intermediarios proteicos, se ha descrito a la proteina MgrB
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Figura 6. Mecanismos de cros-regulacién entre SDCs. A) Regulacion cruzada entre los sistemas ResC/B - BarA/SirA; i) E1 RR SirA,
promueve la transcripcion del operén rcsDB, e incrementa la cantidad de las CS RscD y del RR ResB; ii) SirA aumenta la expresion de
¢srB/C lo cual al disminuir los niveles de RcsC, decrece la actividad fosfatasa de ResC sobre ResB iii) La CS BarA fosforila directamente
al RR ResB, independiente a ResC/D y SirA; tomado y modificado de Salvail, 2020. E1 SDC ResC/BD, regula la expresion de los genes
involucrados en la respuesta adaptativa frente a condiciones de estrés en la membrana o dafio a la pared celular. En la dinamica de
activacion del SDC RceSC/B, las proteinas auxiliares ResF, YrfF y ResA regulan la actividad de la CS ResC. La lipoproteina de membrana
externa RcsF regula positivamente la actividad de la CS ResC, por interaccion directa; contrario al efecto reportado para YrfF, que
regula negativamente la actividad de ResC. B) El SDC PhoP/PhoQ regula la expresion de la proteina MgrB, e inhibe la actividad de la
CS PhoQ, al crear un circuito de autorregulaciéon; en adicién, la proteina B1500 regula positivamente la actividad de la CS PhoQ, la
expresion de B1500 se encuentra bajo el control del SDC EvgS/EvgA y la participacion de B1500 como intermediario en la regulacion
cruzada entre el SDC PhoP/Q y EvgS/A, permite que el organismo ejerza una respuesta coordinada por ambos sistemas. Figura de
creatividad personal.

que regula negativamente la actividad de la CS PhoQ, y a su
vez este sistema regula la expresion de mgrB. MgrB responde
al estado redox en el periplasma (Lippa & Goulian, 2009) e
interactia directamente con PhoQ a través de regiones en el
periplasma, TM, y citoplasmatica, lo que aporta mas nodos de
regulacion para modular la actividad de PhoQ (Figura 6B).

En adicion a MgrB, en E.coli, el sistema PhoP/Q se encuentra
interconectado con el Sistema EvgS/A, que regula, entre sus
genes, la expresion de la proteina de membrana interna B1500,
esta proteina interactia con los dominios transmembrana de
PhoQ y favorece su actividad cinasa. En este contexto, la red
de sealizacion integrada por los SDC PhoQ/P y del SDC

EvgS/A, ayudan a la adaptacion de E. coli frente a condiciones
que requieren de la activacion de ambos sistemas. El sistema
EvgS/A, esta involucrado en la resistencia frente a ambientes
con bajo pH y, en conjunto con el SDC PhoQ/P, da lugar a la
expresion de bombas de expulsion de antibidticos, de manera
que, en presencia de substancias toxicas, E. coli las expulse y
modifique la membrana externa para hacerla mas resistente
(Eguchi et al., 2007).

La regulacion cruzada entre los SDC también se ha reportado
entre los SDC EnvZ/OmpR y ArcB/ArcA de E. coli; el sistema
EnvZ responde a niveles de osmolaridad, sin embargo, frente
a condiciones anaerobias, la CS ArcB es capaz de fosforilar
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tanto a su RR ArcA como al RR OmpR, permitiendo que OmpR
regule a los genes en respuesta a condiciones de osmolaridad
y disponibilidad de oxigeno (Matsubara & Mizuno, 1999).

CircurTo AUTORREGULATORIO BARA/UVRY-CSRA

Enestudiosrecientes, se ha demostrado que CsrA, ultimo efector
de esta via de sefalizacion, es requerido para la activacion
del SDC BarA/UvrY (Camacho, Alvarez, Chavez, Romeo,
Merino & Georgellis, 2015). Entre los mecanismos descritos se
incluye el efecto de CsrA de E. coli y RsmA de Pseudomonas
sobre la transcripcion y traduccion del RR UvrY y RsmY,
respectivamente. Adicional a la regulacion de CsrA sobre el
RR, en E. coli, ésta proteina también regula la actividad cinasa-
fosfatasa de BarA (Camacho et al., 2015). Para entender el
mecanismo por el cual CsrA regula la actividad de la CS BarA
(Figura 5A), se han planteado diferentes hipotesis de como
funciona el circuito auto-regulatorio entre el sistema BarA/
UvrY-CsrA. En primera instancia se descarto la participacion de
CsrA sobre la produccion del estimulo, (Camacho et al., 2015).

Posteriormente, se considero la funcién regulatoria de CsrA
sobre los niveles de expresion de una proteina involucrada en
la actividad de la CS BarA. En estudios recientes se ha descrito
la regulacion negativa de CsrA sobre la expresion de HAKC,
y aunque se evidencia la participacion del complejo proteico
HfIKC sobre la actividad cinasa de BarA; no se han identificado
todos los componentes que intervienen en el circuito auto-
regulatorio BarA/UvrY-CsrA (Contreras et al., 2023).

Discusion

Los sistemas de dos componentes (SDC), son el principal
mecanismo por el cual, las bacterias asimilan los cambios en el
medio ambiente y generan una respuesta adaptativa (Figura 1).
Estos sistemas se han conservado en organismos que estan en la
tierra desde hace mas de 4 mil millones de afios, y su presencia
se ha correlacionado con la capacidad del organismo para
adaptarse amultiples cambios ambientales. Entre las estrategias
que brindan una explicacion a la capacidad de los SDC para
responder a multiples sefiales, se ha descrito la generacion de
nuevas vias de sefalizacion, mediante la transferencia lateral
(mediante, fagos, plasmidos, por conjugacion e internalizacion
de DNA extracelular) y duplicacién de genes. Sin embargo, frente
alacreacion denuevas vias de sefializacion, labalanza evolutiva
de estos sistemas se ha inclinado en emplear sus caracteristicas
intrinsecas para hacer mas eficiente y versatil el reconocimiento,
el procesamiento e integracion de diversas sefiales, para evitar
el gasto energético de producir nuevas proteinas.

Entre las caracteristicas que contribuyen en su adaptable
funcionamiento, se encuentra la naturaleza modular de estos
sistemas (Figura 4). Estos moddulos funcionales pueden
interactuar de manera especifica, ya sea formando parte de la
misma proteina, asi como presentarse en entidades proteicas
independientes (Georgellisetal., 1997). Adicional asu estructura

modular, estos sistemas han extendido su organizacion de dos
componentes a complejas redes de sefializacion, formadas por
la regulacion cruzada entre diferentes SDC y la participacion
de proteinas auxiliares.

Comosedescribe, laregulaciondel SDC BarA/UvrY de E. coliy
su homologo GacS/A de Pseudomonas (Figura 5) involucra la
participacion de las proteinas auxiliares HfIK y HfIC, sobre la
actividad de laCS BarA, y RetS y LadS, enlaactividad de laCS
GacS. Aunque no se han identificado homologos a RetS y LadS
en E. coli; si para HIK y HfIC en Pseudomonas; sin embargo,
no se han relacionado con mecanismos de regulacion sobre la
CS GacS. Apesarde las particularidades en cada especie las CSs
BarA y GacS guardan un 44 % de homologia, referente a los
dominios citoplasmaticos yun 19 % en el dominio periplasmico,
lo que explicaque los dominios no se complementan cuando son
intercambiados en proteinas quiméricas (Alvarez, Rodriguez,
Gonzalez Chavez & Georgellis, 2021).

La participacion de las proteinas externas al SDC, ademads de
actuar como auxiliares en la regulacion catalitica de la CS, se
les atribuye el papel de intermediarios en la regulacion cruzada
entre diferentes SDC, para la formacion de redes de sefializacion
(Figura 6), en las que es importante mantener la especificidad
entre la CS y el RR cognados. Entre los factores que mantienen
la especificidad se ha descrito la relacion estequiométrica entre
las CS y los RRs, relacion asociada la presencia de ambos
componentes en un mismo operons. De esta manera, el control
en la co-expresion de estos factores reduce las posibilidades
de interaccion entre factores no especificos. Sin embargo, en
algunos casos los genes que codifican para CS y RR del mismo
sistema se encuentran en diferentes unidades transcripcionales,
como es el caso de bar4A y UvrY. En este contexto, se ha
observado que en organismos como Acinetobacter baumanni
y Allochromaium vinosum que la presencia de BarA coincide
con la ausencia de SirA 6 RcsB (Zere ef al., 2015), 1o que nos
cuestiona si, en estos casos, el mecanismo deregulacion dirigido
por BarA, involucra a un regulador atun no identificado.

Ademas de la interconexion directa entre el SDC BarA/SirA
y el SDC ResC/DB, descrita en Salmonella enterica serovar
Typhimurium (Figura 6A), (Salvail & Groisman, 2020), la
fosforilacion de RRs por CSs no especificas se ha reportado
en experimentos in vitro (Yamamoto, Hirao, Oshima, Aiba,
Utsumi & Ishihama, 2005); sin llegar a concluir si estas
regulaciones cruzadas pueden tener importancia fisioldgica
en condiciones naturales, o ser artefactos producto del uso
de proteinas en un contexto no celular; sin embargo, no
se descarta que, en determinadas condiciones, la afinidad
entre las proteinas les permita interactuar fisioldgicamente,
favoreciendo la adaptacion del organismo a las condiciones
del medio (Skerker, Prasol, Perchuk, Biondi & Laub, 2005;
Wei et al., 2017).
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La importancia del estudio sobre el circuito de sefializacion
BarA/UvrY- CsrA (Figura 6A), radica en su participacion
sobre la regulacion de procesos clave como la patogenia,
la virulencia y el metabolismo. Como se detalla en esta
revision, el sistema exhibe una versatilidad notable en sus
mecanismos de regulacion, adaptables a las necesidades
fisioldgicas especificas de cada organismo y comprender
tanto los mecanismos de regulacion intrinsecos como los
influenciados por factores externos al sistema, permite emplear
al SDC BarA/UvrY, como un modelo para comprender la
versatilidad en los procesos de sefializacion con la que pueden
operar los sistemas de dos componentes.
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