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Resumen: 
El sistema de dos componentes Arc (anoxic redox control) regula respuestas adaptativas a 

cambios ambientales de acuerdo a condiciones rédox de crecimiento en las bacterias. 

Este complejo sistema de transducción de señales consiste de la proteína ArcB como la 

cinasa asociada a la membrana y la proteína ArcA como la reguladora de la respuesta. La proteína 

ArcA es un regulador de la respuesta típico que posee un dominio receptor en el extremo N-

terminal con un residuo de aspartato altamente conservado (Asp 54) y un dominio hélice-vuelta-

hélice para la unión a DNA. En contraste, ArcB es altamente complicada. Primero, no tiene un 

dominio periplásmico evidente. En segundo, la porción citoplásmica de la proteína contiene un 

zipper de leucinas y un dominio PAS. Y tercero, ArcB posee tres dominios catalíticos en la porción 

citoplásmica: Un dominio transmisor en el extremo N-terminal (H1) con un residuo de histidina 

altamente conservado en la posición 292, un dominio receptor central (D1) con un residuo de 

aspartato conservado en la posición 576,  y un dominio fosfotransmisor (H2) en el extremo 

carboxilo terminal con un residuo de histidina conservado en la posición 717. En condiciones 

reductoras ArcB se autofosforila a expensas de ATP. 

Subsecuentemente, ArcB transfosforila a  ArcA vía el fosforelevo  His292→ 

Asp576→His717→Asp54. ArcA fosforilada (ArcA-P) reprime la expresión de genes que codifican 

para enzimas que están involucradas en el metabolismo respiratorio, tales como las enzimas 

transportadoras de electrones, las del ciclo del ácido tricaboxílico y las del ciclo del glioxalato. Al 

mismo tiempo, activa la expresión de genes involucrados en la fermentación.  

En condiciones de crecimiento aeróbico, la autofosforilación de ArcB se inhibe por la forma 

oxidada de las quinonas transportadoras de electrones, y ArcA-P se desfosforila vía un fosforelevo 

reverso. Estudios previos in vitro han demostrado que metabolitos productos de la fermentación, 

tales como el D-lactato, el acetato y el piruvato incrementan el nivel neto de la fosforilación de 



ArcB. En este trabajo exploramos: a) el efecto del D-Lactato in vivo sobre la modulación de la 

actividad de ArcB, y b) la posible participación del D-lactato como señal activadora del sistema Arc 

en ambientes anaeróbicos. Evaluamos el efecto del D-lactato como señal directa y como efector 

alostérico. Para tal efecto se construyó una cepa incapaz de sintetizar y de metabolizar el D-lactato 

y analizamos el efecto de éste en cultivos aeróbicos y anaeróbicos. Encontramos que añadir D-

lactato a cultivos crecidos en presencia de oxígeno no altera la expresión de los genes reporteros 

cyd-lacZ y lldP-lacZ. Por otro lado, en células crecidas en condiciones anaeróbicas, el nivel de cyd-

lacZ fue significativamente mayor en la presencia de D-lactato que en la ausencia de éste. 

Probamos en experimentos in vivo el efecto del D-lactato en la versión trunca de ArcB, lo que nos 

llevó a confirmar  que la versión trunca de la proteína funciona como cinasa parcialmente 

constitutiva. Nuestros resultados sugieren que el D-Lactato no activa la función cinasa de ArcB, 

mas sin embargo indican que éste actúa como efector alostérico al incrementar la actividad de 

ArcB, y sugerimos que el D-lactato juega un papel fisiológico en la modulación de dicha actividad. 



Abstract: 
 

The Arc (anoxic redox control) two-component system, mediates adaptive responses to 

enviromental changes in accordance with redox conditions of growt in bacteria. 

This complex signal transduction system consists of the ArcB protein as the membrane 

associated sensor kinase and the ArcA protein as the cognate response regulator. The ArcA protein 

is a typical response regulator comprising an N-terminal receptor domain with a conserved Asp 

residue (Asp54) and a C-terminal helix-turn-helix domain for DNA binding. By contrast, ArcB is 

unusually complicated. Firstly, there is not any evident periplasmic domain. Secondly, the cytosolic 

portion of the protein contains a putative leucine zipper and a PAS domain. Thirdly, ArcB posses 

three cytosolic catalytic domains: an N-terminal transmitter domain (H1) with a conserved His 

residue at position 292, a central receiver domain (D1) with a conserved Asp residue at position 

576, and a C-terminal phosphotransfer domain (H2) with a conserved His residue at position 717. 

Under reducing conditions, ArcB autophosphorilates at the expense of ATP.  

Subsequently,ArcB transphosphorilates ArcA via a His 292→ Asp 576→His 717→Asp54 

phosphorelay. 

Phosphorilated ArcA (ArcA-P) acts as a transcriptional regulator that represses the 

expression of genes that encode enzymes involved in respiratory metabolism (electron transport 

enzymes, the ticarboxilic acid cycle, and the glioxilate shunt), and activates other genes involved in 

fermentation. 

Under oxidizing conditions ArcB autophosphorilation is inhibited by the oxidized quinone 

electron carriers, and ArcA-P dephosphorilates via reverse Asp 54→His 717→Asp576 phosphorelay. 

In a previous study it was demonstrated that the presence of certain fermentation 

intermediates, namely D-lactate, acetate and pyruvate, heightened the level of net ArcB 

phosphorilation, and it was suggested that this effect was exerted through inhibition of the intrinsic 



phosphatase activity of ArcB. Since the above cellular metabolites increasingly accumulate during 

anaerobiosis, an inhibition of phosphatase activity and concomitant increase in kinase activity 

should have the effect of increasing the concentration of ArcA-P in the cell leading to an alteration 

in gene expression. 

Therefore, it was proposed that this metabolites may be the signal through which ArcB 

senses anaerobic environments in vivo. In a subsequent in vitro study, however, it was 

demonstrated that the effect of D-lactate, acetate and piruvate on the activity of ArcB is exerted 

through enhancement of the ArcB autophosphorilation rate rather than silencing of its phosphatase 

activity. Nevertheless, no in vivo evidence has thus far been provided to support the physiological 

significance of such an effect, and the possibility of the metabolites acting as direct signals remains 

unclarified. 

Here we designed experiments to probe the in vivo effect of D-lactate on Arc signaling and to test 

whether this metabolite acts as a primary signal or an allosteric effector. 

 
 



 

Introducción: 
Escherichia coli, como otras enterobacterias, ha desarrollado la capacidad de crecer en 

una gran variedad de fuentes de carbono y la extracción de energía de estas fuentes puede 

ocurrir a través de varias reacciones de transporte de electrones en presencia o en ausencia de 

oxígeno (O2) y, posteriormente, esta energía puede canalizarse a distintos aceptores de 

electrones exógenos. Por otro lado, en caso de no existir aceptores de electrones en el 

ambiente, pueden simplemente fermentar los azucares para obtener energía. Por lo anterior, 

tanto la sobrevivencia como el crecimiento bacteriano es posible que ocurran en un intervalo 

muy amplio de condiciones. Para “elegir” alguna de estas vías de extracción de energía, las 

bacterias primero deben detectar la presencia de los sustratos posibles para “encender” o 

“apagar” la vía adecuada. Este control puede llevarse a cabo por la regulación transcripcional 

de los genes que codifican enzimas ya sea de las vías aeróbicas o anaeróbicas, asegurando 

que no se sinteticen enzimas innecesarias y que las que son requeridas se encuentren en las 

cantidades adecuadas (Gonsalus R.P y Park S.J ). 

En la respiración, se oxidan sustratos orgánicos o hidrogenados, y un aceptor de 

electrones se reduce. Este aceptor puede ser el O2 en el caso de la respiración aeróbica o 

nitrato, nitrito fumarato, azufre, iones de hierro, dimetil sulfóxido, trimetilamina N-oxido, dioxido 

de carbono, sulfato u otros compuestos orgánicos clorados cuando hablamos de respiración 

anaeróbica. En ambos casos la energía se conserva vía un gradiente electroquímico generado 

ya sea por protones o por iones de sodio. 

La fermentación es un proceso anaeróbico redox en el cual el ATP se genera a través 

de la fosforilación a nivel de sustrato acoplado con la oxidación del sustrato, donde el 

transporte de electrones hacia una molécula aceptora normalmente no se encuentra acoplada 

con la conservación de la energía. Tanto los donadores de electrones como los aceptores son 

derivados de moléculas orgánicas de estados redox medianos tales como azúcares, ácidos 



orgánicos, aminoácidos y compuestos heterocíclicos, los cuales son convertidos a compuestos 

orgánicos reducidos como el D-lactato, acetato, formato, succinato, etanol así como CO2 y H2 

(Clark, 1989).  

La desventaja de la fermentación es la necesidad de sacrificar una gran porción de 

átomos de carbono e hidrógeno como productos finales, muchos de los cuales poseen el 

potencial para ser utilizados en presencia del oxígeno u otro aceptor de electrones. 

La elección de la vía redox se establece a favor de aquélla que provee la mayor 

diferencia de potencial entre el donador de electrones inicial y el aceptor de electrones terminal, 

esta diferencia limita la cantidad de energía que puede ser aprovechada. Por lo que la 

respiración aeróbica interfiere con la inducción del sistema de respiración anaeróbica. Dado 

que la biosíntesis de muchas enzimas aparentemente depende exclusivamente de la tensión 

de oxígeno, Iuchi y Lin (1988) supusieron que existía un mecanismo de control global cuya 

regulación pudiera ser transcripcional. Dado que las bacterias tienen que operar entre los 

cambios de respiración aeróbica a anaeróbica y de respiración anaeróbica a fermentación 

causando un decremento gradual en la diferencia de potencial eléctrico a través de la 

membrana citoplásmica (menos negativo en el interior) o en el gradiente de pH a lo largo de la 

membrana (menos alcalino en el interior), identificaron la existencia de una proteína en la 

membrana citoplásmica capaz de detectar estos cambios. Entonces, a través de un elaborado 

ensayo de genética bacteriana caracterizando un gran número de mutantes, identifican dos 

genes reguladores: arcA, (el cual previamente se denominaba gen dye dado que supresiones 

de este gen causaban sensibilidad a algunos colorantes como el azul de toluidina) (Buxton R.S 

y Drury L.S.,1984) localizado al minuto 0, y arcB localizado en el minuto 69.5 (Iuchi S., et al 

1989). 

El sistema Arc (acrónimo de Anoxic redox control) pertenece a la familia de sistemas 

reguladores denominados de dos componentes los cuales se encuentran constituidos por un 

par de proteínas, una que funciona como sensora y otra que interacciona con los genes blanco 

de regulación. Una descripción más extensa de cómo son y como funcionan estos sistemas se 



detalla a continuación. 

 

Sistemas de dos componentes  

Los sistemas de dos componentes (SDC) son los sistemas de transducción de señales 

que utilizan predominantemente las bacterias para responder a variaciones ambientales. La 

transmisión de una señal involucra la interacción de un ligando extracelular con una proteína 

transmembranal que tiene un dominio a ambos lados de la membrana. La unión del ligando 

genera cambios en el receptor, el cual pasa de un estado inactivo a uno activo. 

Este proceso se ha denominado transducción de señales porque un estímulo externo 

tiene un efecto a través de la membrana y provee los medios para llevar a cabo la amplificación 

de la señal (Nixon et al. 1986). Como se mencionó anteriormente, los SDC se caracterizan por 

tener dos elementos: una proteína sensora y una proteína reguladora de la respuesta, las 

cuales a través de un mecanismo básico de estímulo-respuesta permiten a los organismos 

detectar y responder a cambios en la temperatura, la osmolaridad, el pH o los nutientes en 

diferentes condiciones ambientales (Stock et al. 2000).  

Estos sistemas regulan una gran variedad de procesos entre los que se incluyen 

aquellos relacionados con la adaptación a condiciones ambientales como los ya mencionados 

cambios en la osmolaridad y el pH, así como en procesos relativos a la generación y a la 

utilización de energía. Se sabe que cada sistema responde a un estímulo específico, como el 

sistema CheA/CheY que regula funciones relacionadas con la quimiotaxis, el sistema NtrB/NtrC 

asociado al metabolismo del nitrógeno o el sistema PhoR/PhoB involucrado en la utilización del 

fosfato.  

Inicialmente, este concepto se aplicó para describir conjuntos de proteínas regulatorias 

bacterianas aunque hoy se sabe que estos sistemas se encuentran reportados en organismos 

de varios reinos. En procariontes, como en las arqueobacterias Halobacterium salinarum 

(Rudolp y Oesterthelt 1985) y Archaeoglobus fulgidus (Klenck et al., 1997). Homólogos de SDC 

se han reportado en organismos eucariontes, como los hongos Saccaromyces cerevicea (Ota y 



Varshavsky, 1993) y Neurospora crassa (Alex et al., 1996) en plantas como Arabidopsis 

thaliana (Chang et al. 1993), pero no se han encontrado en genomas de eucariontes 

superiores. Como cualquier vía de señalización, los SDC son esquemas modulares que 

involucran dominios conservados. Se han podido reconocer distintas clases de SDC: El 

sistema clásico u ortodoxo y el no ortodoxo. Los sistemas clásicos son los predominantes. 

 

Estructura de los Sistemas de Dos Componentes ortodoxos: 
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Figura 1. Estructura de los Sistemas de Dos Componentes ortodoxos 

 

La figura 1 muestra un esquema básico de los SDC. En la cinasa sensora (CS) se 

encuentra presente el dominio responsable de la unión del ligando, mientras que generalmente 

dominio de unión a DNA responsable del control de la transcripción esta presente en el 

componente conocido como regulador de respuesta (RR) ( Stock A.M et al., 2000)  

Una CS típica posee un segmento N-terminal corto en la región citoplásmica, dos 

segmentos transmembranales que anclan a la proteína a la membrana, los cuales flanquean al 



dominio sensor periplásmico. Este último, consta aproximadamente de 100 aminoácidos y es 

en éste donde generalmente se detectan los cambios en las condiciones ambientales 

específicas. El dominio transmisor se localiza en el citoplasma y se caracteriza por que en él se 

identifican residuos altamente conservados relacionados con su función catalítica, se encuentra 

un invariable residuo de histidina y es en éste donde se lleva a cabo la autofosforilación de la 

proteína. Se han identificado también, secuencias ricas en glicina en lo que se ha denominado 

caja G cuya función se sabe está relacionada a la unión del ATP a la cinasa. También se han 

identificado la caja N y la caja F aunque no se ha descrito su función (Parkinson et al .1992). 

Los RR son fosfotransferasas que como podemos observar en la figura 1 consisten de 

dos dominios: un dominio receptor conservado en el extremo amino terminal, el cual posee un 

residuo de aspartato altamente conservado, y un dominio efector en el extremo carboxilo 

terminal que frecuentemente está asociado a la unión al DNA para el control transcripcional de 

los genes que regula. Aunque algunos RR controlan diversas funciones como la regulación de 

la motilidad (Falke et al. 1997), la activación de cascadas de MAP cinasas (mitogen-activated 

proteins) (Maeda T. et al. 1994) y la modulación de niveles de nucleótidos ciclicos. (Thomanson 

P.A et al. 1998). 

En las eubacterias son predominantes los sistemas de dos componentes cuya 

transferencia del grupo fosfato ocurre en los residuos His-Asp, mientras que en la mayoría de 

los eucariontes, donde se han descrito las cascadas de fosforilación, la señalización involucra 

residuos de los aminoácidos serina, treonina y tirosina (Ser/Thr/Tyr) (Stock et al. 2000).  

 

Sistemas de dos componentes ortodoxos: 

En un SDC típico, se supone que el dominio periplásmico de la CS es el sitio de 

recepción de la señal. La detección del estímulo externo conduce a cambios conformacionales 

en la CS que favorecen la autofosforilación de un residuo de histidina altamente conservado en 

el dominio transmisor citosólico, proceso que es dependiente de ATP. La CS fosforilada, 

cataliza la transfosforilación de un residuo de aspartato altamente conservado que se localiza 



en el regulador de respuesta, el cual se vuelve funcional. Generalmente estos RR son factores 

transcripcionales con dominios efectores que se unen al DNA (Stock et al. 2000). 

El decaimiento de la señal puede ocurrir, ya sea mediante la liberación hidrolítica 

espontanea del Pi del regulador de respuesta fosforilado o a través de la actividad fosfatasa de 

la CS por un proceso de fosforelevo reverso. 

Sistemas de dos componentes no ortodoxos: 

Como observamos en el esquema de la figura 2, muchos SDC son mucho más 

elaborados que el esquema descrito anteriormente. En estos sistemas la transmisión de la 

señal puede involucrar una CS híbrida, es decir, tanto el dominio transmisor como el dominio 

receptor se encuentran en una misma proteína. Como ejemplos de SDC que poseen cinasas 

atípicas encontramos  a la cinasa BvgS de Bordetella pertussis que juega un papel importante 

en la colonización de este organismo en el aparato respiratorio de su hospedero (Uhl y Millar 

1996), TorS que responde al trimetilamina N-oxido y relaciona los donadores de electrones 

exógenos para la respiración en condiciones de anaerobiosis (Jourlin et al., 1997). 

El sistema Arc de Escherichia coli es un SDC no ortodoxo ya que ArcB, la cinasa 

sensora, es atípica por dos razones: por poseer un dominio periplásmico corto que no está 

involucrado en la recepción de la señal, y por contener tres dominios citosólicos catalíticos 

(dominio transmisor, dominio receptor y dominio de fosfotransferencia).  
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Figura 2. Arquitectura del SDC ArcA/B 

 

Descripción estructural del Sistema ArcA/B. 

El SDC Arc es un regulador global que permite a las bacterias anaerobias facultativas 

detectar las condiciones redox de crecimiento para adaptar su expresión genética y de acuerdo 

a esto ajustar su metabolismo.  

El RR de este sistema de transducción de señales es la proteína ArcA (Fig 3). Es un 

regulador de respuesta típico que posee un dominio denominado D2 en el extremo N-terminal y 

un dominio hélice-vuelta–hélice (H-V-H) para la unión a DNA (Iuchi S. y Lin E.C., 1988). En el 

dominio receptor, los aminoácidos Glu 10, Asp 11, Asp 54 (D2) corresponden a aminoácidos 

altamente conservados que forman una estructura denominada “envoltura ácida” descrita en la 

estructura cristalográfica de la proteína CheY, y donde se reportó la presencia de un residuo de 

lisina (Lys 103) el cual se encuentra invariablemente en el extremo carboxilo terminal de todos 

los dominios receptores de las proteínas reguladoras de respuesta (Volz K. 1993). 



El sistema Arc se conforma por la histidin-cinasa ArcB, que es una proteína tripartita 

híbrida de 77-kDa, la cual contiene en su extremo amino terminal dos dominios 

transmembranales denominados TM1 y TM2 que se encuentran unidos por una pequeña 

porción periplasmica de solo 16 aminoácidos (Iuchi S. et al. 1990) (Figura 4). Posteriormente 

encontramos la región “linker” la cual une la porción membranal de la proteína con la región 

catalítica. En esta porción de la cinasa, se encuentran dos estructuras cuya función no ha sido 

demostrada pero sin embargo se ha establecido identidad con dominios de otros organismos: 

se trata de un zipper de leucinas putativo y un dominio PAS también putativo. (Georgellis D.et 

al. 1998) (Taylor B.L. y Zulin I.B., 1999). 
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Figura 3. Estructura del regulador de respuesta ArcA 

 

 

El motivo “ziper” de leucinas se caracteriza por ser una hélice anfipática que posee 

residuos de aminoácidos hidrofílicos en una cara mientras que en la cara opuesta se observan 

aminoácidos hidrofóbicos, cabe resaltar que esta estructura tiene 4 secuencias repetitivas de 7 

aminoácidos donde cada primer aminoácido es una leucina. Esta estructura se ha asociado 



con dimerización así como con unión a DNA. Sin embargo, la funcionalidad de este motivo se 

descartó por el grupo de Mizuno un estudio in vitro. (Matsushika A y Mizuno T., 2000).  

Otro dominio que se ha postulado se encuentra presente en la estructura de ArcB pero 

no se ha caracterizado su funcionalidad es PAS. Éste es el acrónimo de los nombres de las 

proteínas que se identificaron con este motivo: PER (“period clock protein” de Drosophila), 

ARNT (“aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator” de vertebrados) y SIM (“single-minded 

protein” de Drosophila). Actualmente se sabe que los dos residuos de cisteínas involucrados en 

la recepción de la señal no forman parte de la secuencia concenso propuesta para este 

dominio, por lo que podemos decir que el dominio PAS putativo de ArcB no esta involucrado en 

el proceso de señalización del sistema ArcA/B.  

ArcB posee tres dominios citosólicos catalíticos: un dominio transmisor primario (H1) 

con un residuo de histidina conservado en la posición 292, donde también se distinguen una 

caja N, y 2 cajas G que se han determinado sirven para la unión al ATP; Un dominio central 

(D1) con un residuo de aspartato (Asp-576) altamente conservado y un dominio fosfotransmisor 

en el extremo carboxilo terminal con un residuo de histidina conservado en la posición 717 

(Iuchi et al., 1990,1992. Ishige et al., 1994) ArcB pertenece a la subclase de histidin-cinasas 

hibrídas entre las que también se encuentran BarA, BvgS, EvgS, GacS, RteA y TorS (Arico B.et 

al. 1989). 
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Figura 4. Estructura de la cinasa sensora ArcB 

 

Descripción funcional del sistema Arc 

Como ya se mencionó anteriormente, la histidin-cinasa del sistema ArcB consta de un 

dominio periplásmico corto de 16 residuos a diferencia de los 150 aminoácidos que en 

promedio  constituyen la región periplásmica de las cinasas sensoras comunes. Esta 

característica puso en duda el hecho de que en este dominio se llevara a cabo la recepción de 

la señal, hecho que Kwon y sus colaboradores clarificaron al concluir que la región 

transmembranal no participa en la señalización pero mantiene anclada a la proteína a la 

membrana citoplásmica para posiblemente, favorecer la interacción de ArcB con algún 

elemento de la cadena transportadora de electrones (Kwon O. et al., 2000) 

Se sabe que ArcB es activa como cinasa en la transición de condiciones de crecimiento 

aeróbicas a condiciones anaeróbicas (Kwon O. et al, 2000a). Así también, ha sido demostrado 

que el oxígeno molecular no es la señal que promueve la actividad cinasa de ArcB, y durante 

mucho tiempo se sugirió que el sistema detectaba indirectamente la tensión de oxígeno (Iuchi 

S. y Lin E.C, 1988), pero Georgellis y sus colaboradores demostraron que ArcB posee 3 

dominios catalíticos que han evolucionado como identidades autónomas para plegarse como 

unidades activas con o sin la unión de los dominios contiguos, esta característica de la proteína 

ha sido una importante herramienta que ha permitido el efectuar estudios in vitro que han 

contribuido a entender varios de los mecanismos de la transducción de señales (Georgellis D.et 

al. 1997) como veremos a continuación: 

El sistema Arc opera a través reacciones en cadena His→ Asp →His→Asp cuyo conjunto 

se ha denominado fosforrelevo (Kwon O. et al., .2000b) (Georgellis D. et al. 1997). 



Se cree que la condición de microaerobiosis o de total ausencia de oxígeno causa un cambio 

conformacional en ArcB que favorece la activación del funcionamiento de la proteína como 

cinasa. Una vez que ArcB es activa como cinasa se autofosforila en el residuo de histidina 292 

aceptando el fosfato gamma del ATP ( Iuchi, S. y Lin E. C., 1992). 

Actualmente en el laboratorio se estan llevando a cabo experimentos cuyo resultado 

indica que esta autofosforilación es un evento que involucra una reacción intramolecular. El 

grupo fosforilo es transferido al residuo de aspartato 576 del dominio D1, entonces el grupo 

fosforilo puede pasar directamente hacia el residuo de histidina 717 del dominio H2 de modo 

reversible o puede transferirse irreversiblemente hacia H2O. Posteriormente el grupo fosfato se 

transfiere desde el residuo de histidina 717 hacia el residuo de aspartato 54 de ArcA 

(Georgellis et al 1997). 

Como consecuencia, el incremento de ArcA-P reprime la síntesis de enzimas 

relacionadas con el metabolismo aerobio, como es el caso de varias enzimas del TCA como lo 

son: la succinato deshidrogenasa, la fumarasa, la piruvato deshidrogenasa, la malato 

deshidrogenasa. Además de estas deshidrogenas se incluyen también la L-lactato 

deshidrogenasa, D-lactato deshidrogenasa, D-aminoácido deshidrogenasa las cuales están 

involucradas en reacciones que están relacionadas en el aporte de fuentes de carbono al TCA ( 

Iuchi y Lin 1988). 

Resulta interesante destacar el hecho de que ArcA-P, reprime la expresión de la 

oxidasa terminal aeróbica citocromo bo oxidasa, mientras que activa la expresión de oxidasa 

terminal citocromo bd oxidasa codificada por el operón cydAB, la cual tiene una mayor afinidad 

por el oxígeno.  

El sistema Arc también activa genes que codifican enzimas involucradas en el 

metabolismo fermentativo, tal es el caso del gen pfl, que codifica para la enzima piruvato-

formato liasa. Esta enzima está involucrada en la degradación del piruvato durante la 

fermentación (Iuchi y Lin 1991). 



La observación de que la represión de ArcA-P en anaerobiosis por varios aceptores de 

electrones alternativos llevó a pensar a Iuchi y Lin que el oxígeno no era la señal directa 

sugiriendo que el estado redox de la poza de quinonas podría representar la señal redox. 

Posteriormente, Georgellis y colaboradores (Georgellis et al. 2001) demostraron  que análogos 

solubles de la quinona como la ubiquinona-0 (Q0) o la menadiona (MK3) inhibían la 

autofosforilación de ArcB, mientras que las formas reducidas no lograban el mismo efecto. Lo 

que llevó a la conclusión de que el cambio de condiciones aeróbicas a microaeróbicas podría 

favorecer la acumulación de la forma reducida de las quinonas (quinoles) estimulando la 

autofosforilación de ArcB y por lo tanto la acumulación de ArcA-P.  

Estudios recientes demostraron que la inhibición de la actividad cinasa de ArcB 

dependiente de quinona se debe principalmente a la formación de uno o dos enlaces disulfuro 

entre los monomeros de ArcB, donde las quinonas parecen actuar oxidando a los residuos de 

cisteína 180 y 241(Cys-180 y Cys-241) (Malpica et al., 2004). En la figura 5 observamos el 

modelo molecular actual que explica la inhibición de la actividad cinasa de ArcB. La forma 

oxidada de las quinonas oxida  los tioles de  los residuos Cys-180 y Cys-241 lo que involucra la 

dimerización de ArcB por la formación de dos enlaces disulfuro intermoleculares: el establecido 

entre los residuos Cys-180 de un par de monómeros, lo que resulta en la reducción de 

actividad cinasa de ArcB hasta en un 85%, y aunque en menor medida, se requiere de la 

formación de los puentes disulfuro establecidos entre los residuos Cys-241 para la total 

inhibición del sistema (Malpica et al., 2004).  

Una vez que cesa la señalización se produce el evento de desfosforilación, el cual da 

como resultado el silenciamiento del sistema.  



 

 

Figura 5. Esquema del mecanismo de inhibición molecular de la cinasa sensora ArcB 

 

Como se mencionó anteriormente, la desfosforilación puede darse ya sea por la 

hidrólisis espontánea del regulador de respuesta fosforilado o puede ser un proceso catalizado 

por la cinasa sensora (Igo M.M et al. 1989).Sin embargo, en sistemas más complejos, 

fosfatasas específicas independientes estan involucradas en el decaimiento de la señal 

(Perego M.,1997). En el caso del sistema Arc, la hidrólisis espontanea de ArcA-P puede 

considerarse casi nula en el evento de decaimiento de la señal. Mientras que en estudios in 

vitro (Georgellis D.et al. 1998) y recientemente en estudios in vivo por Peña y colaboradores 

(Peña-Sandoval et al., 2005) demostraron que el decaimiento de la señal se efectua a través 

de un proceso de fosforrelevo reverso.  

En general, el sistema Arc media la regulación de operones relacionados con el 

metabolismo respiratorio, muchos de estos genes están corregulados por el factor de 

transcripción FNR (Fumarate and Nitrate Reduction). Se ha demostrado que FNR es un 

regulador global del metabolismo anaeróbico en E. coli, controlando la síntesis de mas de 125 

genes (Sawers, R.G., et al. 1988). Los genes del regulón ArcA/ArcB y el regulón FNR están 

sobrelapados, indicando que ambos regulones coordinan la expresión génica en la transición 

entre el crecimiento aeróbico y anaeróbico (Chao Shen et al. 1987). FNR activa la expresión de 

genes que en anaerobiosis utilizan un aceptor de electrones terminal alternativo como el 



TAMAO, y reprime la expresión de genes con funciones aeróbicas. FNR es una proteína 

citosólica que consiste de un dominio de unión a DNA en el extremo carboxilo y un dominio 

sensor en el extremo amino terminal que contiene cuatro residuos de cisteína que pueden unir 

un cluster de [4Fe-4S]2+ el cual funciona como un sensor directo de oxígeno (Unden G. y 

Bongaerts J., 1997) Estudios recientes demostraron que dos tercios de los genes que se ven 

afectados por FNR también se afectan por ArcA. 

Estudios genéticos han permitido la identificación de cerca de 30 operones controlados 

por ArcA que están relacionados con el metabolismo redox ( Lynch, A. S., and E. C. Lin. 

1996b).  

Sin embargo, ahora se sabe que también controla otras funciones no relacionadas con el 

metabolismo aeróbico como la transferencia del plasmido F (Iuchi S.et al., 1989), la 

recombinación sitio-específica de Xer en psi (Colloms S.D.et al. 1998) y la inhibición de la 

replicación cromosomal en oriC (Lee Y.S. et al. 2001). Estudios basados en técnicas de 

microarreglos han hecho predicciones de genes regulados por Arc con funciones muy diversas. 

Encontramos: genes asociados con la síntesis de flagelo (fliMN yfliE), con la división celular 

(ftsZ) y con la sobrevivencia inducida por el stress ( Liu X. y De Wulf P.,2004). 

Resulta de interés que el sistema Arc se ha reportado está vinculado a funciones de 

virulencia en especies patógenas para el humano. Tal es el caso de S. enterica serovar 

Enteriditis (Lu et al., 2002). De H. influenzae (De Souza- Hart et al., 2003). Y Vibrio cholerae 

(Sengupta et al., 2003). 

La ventaja de las cinasas sensoras tripartitas como ArcB, de poseer una estructura tan 

elaborada, así como de un complejo mecanismo de fosfotransferencia, probablemente radica 

en la posibilidad de tener varios puntos de chequeo que permiten integrar mecanismos de 

multicontrol o de afinamiento en la señalización como lo es en el caso de ArcB.  

En estudios previos Georgellis (Georgellis et al. 1999), evaluó los efectos de ciertos 

intermediarios metabólicos de la fermentación en la tasa de fosforilación de ArcB. Estas 

investigaciones se llevaron a cabo con la fracción citosólica (H1-D1-H2) de la proteína. Y se 



observó que la presencia de D-lactato 1mM en la mezcla de reacción aumentó hasta tres veces 

la tasa neta de fosforilación del péptido a diferencia de lo que resultó al agregar acetato o 

piruvato, los cuales también afectan la fosforilación pero en un menor grado, demostrando que 

el D-lactato actúa directamente en la actividad de autofosforilación de ArcB. Por lo que 

decidimos corroborar con experimentación in vivo lo anterior, ya que de confirmarse estaríamos 

descrbiendo el  primer ejemplo de modulación fisiológica en la actividad de autofosforilación de 

una cinasa sensora tripartita.  

 

 



Discusión y conclusiones: 

 

En condiciones de crecimiento anaeróbicas o microaeróbicas, Escherichia coli convierte la 

glucosa en una mezcla de productos metabólicos consistentes principalmente en acetato y formato 

así como pequeñas cantidades de lactato, succinato y etanol (Chatterjee et al., 2001; Clark, 1989). 

Estos productos tienen diferentes estados de oxidación y a través del ajuste de las proporciones de 

cada uno de los compuestos producidos, E. coli puede modular su metabolismo para crecer en 

distintas fuentes de carbono (Sawers and Böck, 1988). 

 A excepción del succinato, todos los productos de la fermentación se forman a partir del 

piruvato, y el piruvato tiene un papel central en la regulación del metabolismo (Yang et al., 2001). 

La distribución de la poza de piruvato para la producción de ácidos orgánicos está 

altamente controlada. En E. coli, la expresión de los genes que codifican para las enzimas que 

catalizan tanto los procesos de fermentación como los de respiración se encuentran bajo el control 

de los reguladores globales FNR y el SDC ArcA/B. Estos reguladores transcripcionales detectan el 

estado redox de algunos intermediarios de los procesos de respiración y activan o reprimen genes 

relacionados con enzimas de procesos fermentativos o respiratorios. Se sabe que FNR responde a 

la relación intracelular de [Fe2+/Fe3+] estrictamente en condiciones anaeróbicas, mientras que el 

sistema ArcA/B es activo incluso en condiciones microarofilicas. 

Como ya mencionamos, ArcB pertenece a la subfamilia de CS tripartitas que poseen tres 

dominios catalíticos que participan en reacciones de fosforrelevo tanto para la transmisión de la 

señal como para el decaimiento de la misma. Esta elaborada arquitectura y el complejo mecanismo 

de tranferencia del grupo fosforilo, sugieren que estas CS poseen diversos niveles de control que 

podrían modular su actividad.  



Previamente se reportó que in vitro, la tasa de autofosforilación del dominio transmisor 

primario de ArcB aumentaba hasta tres veces en presencia de D-lactato, en comparación con el 

nivel basal de autofosforilación.Con el fin de conocer si el incremento en la actividad de ArcB en 

presencia del D-lactato ocurre en condiciones fisiológicas construimos una cepa mutante en la cual 

la concentración intracelular de D-lactato dependiera únicamente de una fuente exógena, para lo 

que fue necesario el considerar los siguientes aspectos del metabolismo del D-lactato en el diseño 

de la cepa mutante: 

Durante la fermentación de la glucosa el D-lactato se forma por una oxidoreductasa ligada 

a NAD codificada por el operón monocistrónico ldhA en el minuto 30.5. En condiciones 

anaeróbicas el D-lactato puede extraerse del medio por los transportadores de membrana LldP (L-

lactato permeasa) y GlcA (glicolato permeasa) ( Núñez M. et al . 2002). El D-lactato capturado 

puede reconvertirse a piruvato por una deshidrogenasa dependiente de FAD (flavin adenin 

dinucleotido) codificada por el operón monocistrónico dld en el minuto 47.9. 

Con estas consideraciones se creó una cepa cuyo genotipo es Δdld ΔldhA y también posee 

una fusión λ ϕ(cydA’-lacZ), además del alelo Δfnr::Tn9 (Cmr) para evitar la represión del reportero 

por Fnr (Cotter P.A., et al 1997). 

Para comprobar la capacidad de la cepa mutante Δdld ΔldhA de acumular pero de no 

metabolizar D-lactato se hicieron ensayos de captura de D-lactato marcado radiactivamente con 

carbono 14. Se determinó la cantidad de D-lactato intracelular. Donde se encontró que la cepa 

mutante era capaz de acumular D-lactato marcado en un gradiente de concentración 

(concentración intracelular / concentración extracelular) mayor de 16. Se observó que la captura de 

D-lactato en células crecidas en condiciones anaeróbicas era cerca de tres veces menor que la 

captura en células crecidas en condiciones aeróbicas. (Tabla1) Esto quizá se explica por el hecho 

de la expresión del gen lldP (L-lactato permeasa) se inhibe por el sistema ArcA/B en condiciones 



de crecimiento anaeróbicas (Iuchi et al.,1994), y por lo tanto la captura del D-lactato únicamente se 

efectúa a través de la enzima glicolato permeasa (GlcA). 

La incapacidad de metabolizar D-lactato por la cepa mutante construida se verificó 

comparando la actividad de D-lactato deshidrogenada tanto en la cépa mutante como en la cepa 

isogénica silvestre.  

                                          Tabla1. Captura de D-lactato 

 

 

 

Nuestros resultados descartan la posibilidad que el D-lactato pudiera ser una señal a través 

de la cual ArcB detecta ambientes anaeróbicos in vivo. Esta afirmación se basa en las siguientes 

observaciones: 

Primero, en condiciones de crecimiento aeróbicas la presencia del D-lactato no tiene 

influencia en la expresión del reportero activado por ArcA-P φ(cydA´-lacZ) lo que sugiere que ArcB 

permanece inactivo. 

Segundo, aunque el D-lactato no tiene influencia en la actividad de ArcB en condiciones no 

estimulantes, la presencia de este metabolito incrementa la actividad de ArcB dependiente de DTT 

en aerobiosis. El agente reductor ditiotreitol (DTT) es capaz de activar ArcB en condiciones de 

crecimiento aeróbicas, este hecho, nos proporcionó una pista sobre el mecanismo de activación de 

ArcB. Cabe mencionar que en un ensayo similar se probó el efecto del glutatión, el cual es también 

un potente agente reductor pero cuyo tamaño es mayor que el del DTT por lo que no puede 
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penetrar la membrana citoplásmica y por lo tanto, es incapaz de activar al sistema Arc en 

condiciones de crecimiento aeróbicas. 

Este resultado nos llevó a pensar que la porción citoplásmica de ArcB controla mediante 

reacciones reversibles de oxido-reducción la activación del sistema. Los únicos aminoácidos en la 

secuencia de la porción citoplásmica de la proteína susceptibles a ser reversiblemente oxidados o 

reducidos, resultaron ser un par de residuos de cisteína (180 y 241).  Ensayos de fosforilación in 

vitro efectuados en la fracción citoplásmica de ArcB extraída en condiciones nativas y en ausencia 

de cualquier agente oxidante, mostraron que como esperábamos, ArcB era activa como cinasa y al 

agregar DTT a la mezcla de reacción se observó un incremento en la tasa de fosforilación, 

indicando que la proteína podía reducirse de manera reversible. Por otro lado, el hecho de que la 

fosforilación de ArcB se inhibe al agregar agentes oxidantes a la mezcla de reacción, como la 

cloramina T, demostraron que la actividad cinasa de ArcB es sensible a la oxidación (Malpica et al 

2004).  

Y tercero, estudios previos demostraron que la extracción de la fracción citoplásmica de 

ArcB resulta una cinasa parcialmente activa. Tomando esto en consideración, decidimos evaluar el 

efecto del D-lactato en la actividad cinasa de la versión trunca de la proteína en condiciones de 

crecimiento aeróbicas. Para fines prácticos a esta fracción se le denominó ArcBcyt, ya que carece 

de los segmentos transmembranales que le anclan a la membrana citoplásmica. 

Esta valoración se llevó a cabo comparando la cepa isogénica que conservaba la versión 

completa de ArcB (arcB+) y observamos que la expresión del gen reportero es considerablemente 

mayor en la cepa mutante que en la cepa silvestre para ArcB, confirmando que en aerobiosis 

ArcBcyt es parcialmente activa como cinasa. Cuando se adicionó al medio de cultivo D-lactato, 

vimos dos tipos de respuesta. Por un lado, la cepa que contenía la versión completa de ArcB no 

observó cambio alguno, mientras que la cepa cuyo alelo contenía la versión trunca de la proteína, 

la presencia de D-lactato resultó en un incremento inmediato en la expresión del reportero. Estas 



observaciones apoyaron nuestra conclusión de que el D-lactato acelera la actividad cinasa de ArcB 

in vivo, sí y solo sí ésta se encuentra en estado activo. 



 



Perspectivas: 

Podemos señalar básicamente dos puntos, el primero es la identificación tanto de los 

requerimientos estructurales de la proteína como de los mecanismos de reacción de los efectores. 

Aunque no se ha esclarecido el mecanismo mediante el cual el D-lactato modula la actividad de 

ArcB, cabe mencionar que la presencia del dominio receptor (D1), aún siendo catalíticamente 

inactivo, es indispensable para que el D-lactato ejerza su efecto in vitro (Georgellis et al 1999). 

Este hecho sugiere que el sitio de unión del efector se encuentra en D1 o que la presencia 

estructural de D1 permite al efector unirse al dominio transmisor primario de ArcB (H1).  El residuo 

de aspartato 576 es el que recibe el grupo fosforilo del residuo de histidina His 292 ( Georgellis et 

al 1997). 

Si la autofosforilación del dominio H1 es el paso limitante en la cascada de transducción de 

ArcB, el fosforrelevo es el único medio por el que ArcA es fosforilado por ArcB, entonces, 

aumentando la Vmax de la reacción de autofosforilación con D-lactato debería de ser suficiente para 

tener el nivel de ArcA-P. Tal proceso debe ser ventajoso para la célula ya que el D-lactato se 

acumula en condiciones de crecimiento anaeróbicas, asegurando la máxima actividad cinasa de 

ArcB. La aceleración de la actividad cinasa de ArcB por efectores alostéricos como el D-lactato 

deban responder de forma rápida a los cambios en las condiciones redox y por tanto una 

adaptación más rápida al nuevo ambiente. 

También una respuesta más rápida garantiza un modo de crecimiento más económico, 

como que las enzimas no necesarias se repriman inmediatamente. 

Por otro lado resulta interesante investigar si existen otros elementos que influencien la 

transmisión de la señal o el decaimiento de la misma. 
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