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RESUMEN

Para sobrevivir, los organismos deben adaptarse a cambios ambientales repentinos que ejercen una
presion selectiva y por lo tanto sus posibilidades de supervivencia, dependen de su capacidad para
responder en forma rapida y precisa. La adaptacion a estos cambios esta estrechamente ligada a la
correcta percepcion y transmision de los estimulos, asi como a la generacion de respuestas apropiadas.
En diferentes bacterias, hongos, plantas y mohos mucilaginosos, los sistemas de dos componentes (SDC)
permiten regular su fisiologia de acuerdo a las condiciones ambientales. En estos circuitos moleculares,
el mecanismo de comunicacion entre médulos es la fosforilacion consecutiva de residuos de His y Asp
localizados en dos proteinas: una cinasa sensora (CS) y un regulador de la respuesta (RR). En este articulo
de revision, se destacan las caracteristicas mas relevantes de los SDC, asi como su participacion como
sistemas de percepcion-respuesta a muy diversos estimulos. Ademas se resaltan las diferencias entre los
SDC en procariontes y eucariontes. Finalmente se ejemplifican algunas diferencias usando los circuitos
de regulacion osmotica de Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae.
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ABSTRACT

To survive, organisms must adapt to sudden environmental changes that exert a selective pressure and
therefore, their chances of survival depend on their ability to respond quickly and accurately. Adapting
to these changesis closely linked to the correct perception and transmission of stimuli and the generation
of appropriate responses. Two component systems (TCS) allow different bacteria, fungi, slime molds and
plants to regulate their physiology according to the environmental conditions. In these molecular circuits,
the mechanism of communication between modules is the consecutive phosphorylation of His and Asp
residues located in sensor histidine kinase and response regulator protein pairs. This review highlights
the most relevant features of TCS and their role in the perception and response to diverse stimuli. Finally,
the differences between prokaryotic and eukaryotic TCS are illustrated using the osmotic response in
Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae.
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INTRODUCCION

¢

QWUE ES UN SISTEMA DE DOS COMPONENTES?

Como parte de sus funciones, los organismos perciben
y responden a condiciones ambientales cambiantes.
La percepcién y procesamiento intracelular de

estos

estimulos se lleva a cabo por circuitos moleculares que

Nota:

Articulo recibido el 03 de junio de 2013 y aceptado el

03 de septiembre de 2013.

detectan y amplifican las sefiales, permitiendo la generacion de
respuestas especificas. En eucariontes, abundan las cascadas
de sefializacion que involucran la fosforilacion consecutiva
de proteinas generalmente en residuos de treonina, tirosina y
serina (cascadas de MAP cinasas). A diferencia de esto ultimo,
en procariontes y algunos grupos de eucariontes, existe una
amplia red de sensores y efectores llamados sistemas de dos
componentes (SDC), que transmiten sefiales a través de la
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fosforilacion sucesiva de dos proteinas, una sensora y una
reguladora, en residuos conservados de histidina y aspartato
respectivamente™ (Fig. 1).

/
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Figura 1. Esquema de las proteinas que forman parte de
los sistemas de dos componentes. Los sistemas de dos
componentes estan constituidos por una cinasa sensora (CS)
que posee un dominio transmisor (DT) que incluye el residuo
His conservado (H) y un dominio de unién a nucledétidos,
importante para la unién de ATP conocido como caja G (G).
Losreguladoresderespuesta (RR) poseen undominioreceptor
(DR) en donde se encuentra el residuo Asp fosforilable (D),
ademas poseen undominio efector (DE) que frecuentemente
esundominiode uniénal ADNtipo hélice-vuelta-hélice (HVH).

El paradigma de funcionamiento de los SDC incluye la
transferencia consecutiva de un grupo fosforilo entre un
residuo His y un Asp presentes en dos proteinas; una cinasa
sensora de histidina (CS) y otra conocida como regulador
de la respuesta (RR). Las CS se encuentran en su mayoria
ancladas a la membrana, funcionan como dimeros e incluyen
tres porciones principales: unaregion periplasmica relacionada
con la percepcion de estimulos, dos hélices transmembranales
y una region intracelular que contiene los dominios cataliticos
involucrados con la transmision de la sefial. La CS candnica
esta constituida por un dominio sensor localizado en el extremo
N-terminal y un dominio transmisor localizado en el extremo
C-terminal de la proteina. EI dominio sensor monitorea el
ambiente en busqueda de estimulos y el dominio transmisor
incluye grupos de residuos esenciales para la activacion y
regulacion de la actividad de la CS. Algunos de estos residuos
estan involucrados en la unién al ATP (cajas G, Ny F), en la
autofosforilacion (caja H) y en la dimerizacion o la regulacion
de la actividad de cinasa. Por su parte el RR esté constituido
por un dominio receptor localizado en el extremo N-terminal
en el que destaca el residuo de aspartato y que cataliza la
transferencia del grupo fosforilo de la histidina conservada
en el dominio transmisor de la CS. Ademas los RR poseen un
dominio efector en el extremo C-terminal. Existen diferentes
dominios efectores pero la mayoria de los RR poseen un
dominio de unién al ADN, por lo que actiian como factores de

transcripcion® Fig. 2. La sefializacion en los sistemas simples o
candnicos inicia con la unién-deteccion del estimulo por la CS,
esta union-deteccion activa la autofosforilacion de la CS en el
residuo de His conservado, posteriormente el dominio receptor
del RR cataliza la transferencia del grupo fosforilo al residuo
de Asp conservado, que lo activa normalmente como regulador
transcripcional. Se ha descrito que dependiendo de la presencia
de la sefal activadora del sistema, la mayoria de las CS pueden
catalizar la fosforilacion o desfosforilacion especificade suRR,
por lo que se conocen como CS bifuncionales. En ausencia del
estimulo las CS bifuncionales catalizan la desfosforilacion de
su RR correspondiente liberando fosfato inorganico (Pi) al
medio (Fig. 2).
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Figura2.Paradigmade funcionamiento de los sistemas de dos
componentes. El estimulo se percibe en el dominio sensor, lo
que provoca la autofosforilacion dependiente del ATP, en el
residuo conservado de histidina (H). Posteriormente, el grupo
fosfato se transfiere al residuo de aspartato (D) en el RR. La
fosforilacion del residuo Asp causa la activacion delRR como
factor de transcripcion. En ausencia de la sefial, la CS actua
como fosfatasa por lo que el grupo fosforilo se elimina del
residuo Asp y se libera al medio como fosfato inorganico (Pi).
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Los elementos necesarios para la transferencia del grupo
fosforilo, (dominio transmisor y dominio receptor), son
homologos en todos los sistemas lo que ha permitido agrupar a
estasproteinast?. CSy RR se consideran proteinas modularest®!,
ya que a pesar de contar con dominios transmisores y/o
receptores que exhiben unagran variedad de arreglos (pueden
presentarse aislados, en pares, 0 en combinacion con otros
dominios asi como estar en una sola proteina o distribuidos
en variast®), el mecanismo de fosforilacion consecutiva His-
Asp-His, se mantiene con todas estas configuraciones.
Inclusive se ha demostrado que para el caso de algunas cinasas
como ArcB, los dominios pueden adoptar la conformacion
cataliticamente activa aiin en ausencia de union covalente
entre dominios contiguos!™. Esta propiedad ha sido muy (til
en la caracterizacion del mecanismo de transduccion y las
propiedades bioquimicas de este sistemal®l.

Ademés de los SDC hasta ahora mencionados, existen un
importante nimero de sistemas conocidos como hibridos
o de fosforrelevo, que incluyen CS hibridas (CSH), que se
caracterizan porque ademas del dominio transmisor, tienen
fusionadoundominioreceptor similaral presenteenlosRRyun
dominiointermediarioen latransferencia(conocido como HPY)
que contiene un residuo de histidina conservado y que puede
encontrarse formando parte del mismo péptido o como una
proteina independiente®. Debido a la particular organizacion
en las CS hibridas, la transferencia del grupo fosforilo en
estas proteinas ocurre en varios pasos consecutivos; primero
entre los dominios de la CS hibrida y finalmente al dominio
receptor del RR, por lo que este mecanismo de fosforilacion
se conoce como fosforrelevo. En respuesta a la percepcion
del estimulo, la CS se autofosforila a expensas de ATP en
la histidina conservada en el dominio transmisor primario
(H2) iniciando el fosforrelevo. Después, el grupo fosforilo se
transfiere consecutivamente a los residuos conservados en los
dominios receptor primario (D1), transmisor secundario (H2 0
HPt)y finalmente al Asp conservado en el dominio receptor del
RR. La fosforilacién del dominio receptor propaga un cambio
conformacional, esto activa el dominio efector que finalmente
regula laexpresion genética en respuesta al estimulo™ (Fig. 3).
En ausencia del estimulo, el RR es desfosforilado, ya sea por
la misma CS (bifuncional) o por una fosfatasa independiente
apagandoasi el sistema (Fig. 3). Laparticipacion de unafosfatasa
independiente se considera una excepcion a la regla, ya que la
gran mayoria de las CS son bifuncionales. Es aceptado para la
gran mayoria de las CS, que en su estado activo como cinasas
funcionan al menos como dimeros y que las reacciones de
autofosforilacion y transferencia del grupo fosforilo ocurren
de forma intermolecular entre monémerost. A pesar de
esto Ultimo y como ocurre con frecuencia, se han descrito
excepciones a esta regla en las cuales la autofosforilacion de
la CS'y los primeros pasos del fosforrelevo ocurren de forma
intramoleculart®.
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Figura 3. Sistemas de dos componentes hibridos o de
fosforrelevo. El estimulo se percibe en el dominio sensor
de la cinasa sensora hibrida (CSH), lo que provoca la
autofosforilacion (dependiente del ATP), en el residuo
conservado de histidina (H), incluido en el dominio transmisor
primario (H1). Posteriormente, el grupo fosfato se transfiere
consecutivamente al residuo de aspartato (D) en el dominio
transmisor receptor (D1) y al dominio transmisor secundario
(H2). Finalmente el grupo fosforilo se transfiere al residuo Asp
conservado en el dominio receptor (D2) del RR activandolo
como factor de transcripcion. En ausencia de la sefial (lineas
punteadas), la CS actia como fosfatasa, por lo que el grupo
fosforilo se elimina del residuo Asp y se libera al medio como
fosfato inorganico (Pi).
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Aunque en lamayoriade los SDC los RR actlian como factores
de transcripcion®®, un importante grupo de RR regula las
respuestas a través de otros mecanismos. La diversidad de
dominios efectores es amplia. Ademas de los que poseen
dominio de union al ADN, se han encontrado reguladores de
respuesta con actividad enzimatica, con dominio de unién al
ARN, dominios receptores sin dominio efector evidente o que
regulan procesos a través de interacciones proteina-proteina
(revisado ent:*t), Por ejemplo, la fosforilacion de CheY de E.
coli, permite su interaccion con el interruptor molecular del
flagelo (F1iM) e induce el cambio de direccion de rotacion del
flagelo lo que causa la reorientacion de la bacteria™@. Otro
caso es RssB de E. coli. La subunidad ¢° (c® o RpoS) de la
ARN polimerasa, es un regulador maestro de crecimiento en
fase estacionariay en diversas condiciones de estrés. Laforma
fosforilada de RssB se une directamente a RpoS y favorece
su degradacion por la proteasa ClpXP® (Fig. 4). En la fase
exponencial de crecimiento RssB se encuentra fosforilada e
interactliacon RpoS que es degradado por ClpXP, sinembargo,
en diferentes condiciones de estrés, la interaccion de RssB con
proteinas conocidas como anti-adaptadoras (IraM, IraD, IraS,
IraP, RssC, etc), impide la interaccion de RssB con RpoS lo
que evita su degradacion por ClpXP™! (Fig. 4).

DIVERSIFICACION Y ESPECIFICIDAD DE LOS SDC
En los sistemas biolégicos, un modulo se puede duplicar y
modificar para ser utilizado en un contexto celular diferente
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Figura4.Regulacionde ladegradacion de RpoSmediada por
RssB en E. coli. En las células en crecimiento exponencial, la
interaccién de RssB-P con o° (RpoS) favorece sudegradacion
por la proteasa ClpXP. Las proteinas anti-adaptadoras (a-
AP) IraP, IraD, IraM, IraS, se unen directamente a RssB-P e
impiden la interaccion de RssB con RpoS. El modelo sugiere
que el complejo RssB-a-AP es incapaz de unirse a RpoS y
ClpXP y por lo tanto RpoS no es degradada. Las proteinas
anti-adaptadoras se expresan en diferentes condiciones de
estrés y estabilizan a RposS.

del original. Este proceso ha ocurrido a lo largo de la evolucion
y como consecuencia resulta la evolucién de grandes familias
de genes*, entre las que se encuentran los SDC. Aunado a
esto, la arquitectura modular de estos sistemas ha permitido la
divergencia de una amplia gama de circuitos de sefializacion
que conservan latransferenciade grupos fosforilo entre residuos
de histidina y aspartato como mecanismo fundamental, pero
que presentan adaptaciones al esquema basico para cumplir
con una funcion de sefializacion particular.

Extensos estudios se han llevado acabo en la tltima décaday un
numero creciente de SDC se han identificado y caracterizado. A
pesar de todo esto, aun no es posible predecir la sefial o estimulo
que es detectado por los dominios sensores. En procariontes
y algunos eucariontes, se ha caracterizado la participacion
de estos circuitos de sefializacion en la respuesta a estimulos
diversos; cambios en la osmolaridad®®*”), balance redox-2°],
disponibilidad de Mg?* 24, asimilacién de nitrégenol?223l,
presenciade solventes?4, luz azul®!, luzrojal® por nombrar sélo
algunos. Ademas tienen un papel relevante en la regulacion de
diversos procesos celulares como esporulaciont?28, resistencia
a antibiéticos!, motilidad®”, diferenciacion®3 o regulacion
del ciclo celular®l. También se han implicado en virulencia y
colonizacion de hospederos® 1. En las plantas los SDC se han
diversificado y adaptado para formar parte de diversas vias de
sefializacion en respuesta a etileno®, citocininal®’*! o luz,
También se ha descrito que estan involucrados en procesos
diversos como el desarrollo de gametos, floracion o regulacion
de ritmos circadianosl*®4,

Apesar de que laexpansion de una familiade proteinas presenta
ventajas para una respuesta a diversas condiciones como las ya
mencionadas, las células deben mantener la especificidad y evitar
interferencias no deseadas entre los componentes de diferentes
vias de sefializacion. En las bacterias, multiples SDC estan
presentes simultaneamente y con patrones de localizacion similar
lo que aumenta la posibilidad de interacciones no especificas
entre CSy RR. Unaserie de estudios han proporcionado pruebas
de que estas interacciones no especificas pueden ocurrir in
vitro entre proteinas no correspondientes. Por ejemplo, se ha
demostrado in vitro que las CS CheA, EnvZ y PhoR de E.coli,
pueden catalizar la fosforilacion de reguladores de la respuesta
diferentes alos que en condiciones fisiologicas fosforilan (CheY,
OmpR y PhoP respectivamente)“2-441,

La regulacion cruzada en sistemas de dos componentes ha
sido definida como el control (bajo condiciones fisiologicas),
de un RR por un sistema de regulacion diferente, pudiendo o
no ser también un sistema de dos componentest*sl. De manera
similar, el término crosstalk ha sido utilizado para describir las
interacciones entre CS y RR no correspondientes pudiendo o
no causar regulacion cruzada. A pesar de las similitudes y la
probabilidad de interacciones inespecificas in vitro, multiples
evidencias experimentales demuestran que en condiciones
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fisiologicas, CS y RR interaccionan de forma muy especifica.
De acuerdo con esto, en condiciones fisiologicas CS y RR
muestran unaalta especificidad en muchos de los casos en ambas
direcciones (como cinasa y como fosfatasa). Prueba de ello es
que laregulacion cruzada en SDC se ha observado solo después
de introducir maltiples alteraciones genéticas. Ademas aun en
condiciones in vitro las CS muestran una marcada preferencia
cinética por el RR correspondientel*,

SISTEMAS DE DOS COMPONENTES EN PROCARIONTES

Los SDC se encuentran entre los grupos de genes mas
representados en los genomas de bacterias, y ambos (CSy RRs)
constituyen las dos mas grandes familias de genes paralogos
en bacteriast*®l. Analisis realizados a partir de las secuencias
genomicas de mdaltiples bacterias han revelado que el nimero
total de los SDC en un genoma, crece tipicamente siguiendo
una relacion cuadratica con respecto al tamafio del genomal“el.
Los SDC estan presentes en 864 de 899 genomas completos
disponibles!*. Entre los Gnicos grupos que carecen de los SDC
se encuentran especies de Mycoplasmay endosimbiontes como
especies de Amoebophilus con genomas muy reducidost’. Por
otro lado, se ha descrito la existencia de una correlacion entre
el nimero de los SDC con el ambiente en que los organismos
se desarrollan. Asi pues, generalmente organismos que deben
sobrevivir en una gran diversidad de ambientes destinan una
importante proporcion de su genoma a genes involucrados
con la regulacion del metabolismo, asi como con circuitos
de transduccion de sefiales. Como ejemplo de esto ultimo, la
bacteria de vida libre Myxococcus xanthus, conocida por su
complejo desarrollo multicelular codifica para 264 SDCH™, En
contraposicion, el patogeno intracelular Mycobacterium leprae
TN, codifica s6lo para 1017,

ADAPTACION A CAMBIOS OSMOTICOS EN E. coli: EL SISTEMA
EnvZ/OmePR

En E. coli, dos porinas (OmpF y OmpC) regulan la difusion
pasiva de moléculas pequefias e hidrofobicas a través de la
membrana externa, permitiendo asi la rapida adaptacion de las
células a cambios osmoticos. El sistema de dos componentes
formado por la CS EnvZ y el RR OmpR desempeiia un papel
crucial enlaregulacion osmotica controlando de formareciproca
la expresion de los genes de las porinas OmpF y OmpC.

LaCSEnvZyel RROmpR forman el SDC EnvZ/OmpR. EnvZ
es una CS bifuncional que regula la relacion OmpR/OmpR-P
en respuesta a la osmolaridad del medio. EnvZ es una CS
prototipicade 450 amino&cidos ancladaalamembranainternaa
través de dos hélices transmembranales en la que se distinguen
varias regiones: un extremo N-terminal corto de localizacion
citoplasmica, un dominio periplasmico de 115 aminoacidos
que originalmente se creia involucrado con la percepcion del
estimulo. Posteriormente se demostré que esta region no es
esencial para la percepcion del estimulo en EnvZ. En mutantes
en las que el dominio periplasmico de EnvZ se elimina o se

sustituye parcial o totalmente por el dominio periplasmico de
una CS no relacionada (PhoR en este caso), la osmoregulacion
y la produccion de OmpC y OmpF es indistinguible de la
observada para la cepa con EnvZ silvestre“l, Finalmente posee
un dominio citoplasmico grande®! que contiene el dominio
transmisor con el residuo His conservado en la posicién
24311 OmpR por su parte, es una proteina citoplasmica que
tiene el dominio receptor con el residuo de Asp conservado en
la posicién 5554, Ademas tiene como efector un dominio de
union al ADN tipo HVH. La fosforilacién de OmpR aumenta
su afinidad por los promotores de ompF y ompCP, asi como su
interaccion con la ARN polimerasa activando la transcripcion.
En baja osmolaridad, laactividad fosfatasa de EnvZ predomina
por lo que OmpR se encuentra mayoritariamente defosforilada,
activando la expresion de OmpF (Fig. 5A). En alta osmolaridad
en cambio, EnvZ se encuentra activa como cinasa favoreciendo
la acumulacion de OmpR-P. En esa condicion se reprime la
expresion de OmpF, mientras que se activa la de OmpC (Fig.
5B). El mecanismo de regulacion reciproca de los promotores
de ambos genes ha sido descrito detalladamentel®,

La regulacion del tamafio de los poros de difusion pasiva de la
membrana externa parece ser vital para E. coli, ya que permite a
la bacteria, adaptarse a dos condiciones ambientales con claras
diferencias en lo que a osmolaridad se refiere: una en presencia
de una alta concentracion de nutrientes (alta osmolaridad) en
el intestino de los animales a 37 °C y la otra con escasa fuente
de nutrientes (baja osmolaridad), cuando se encuentra como
organismo de vida libre. Se ha propuesto que en el caso de
OmpF el poro de mayor tamafio es importante para la absorcion
eficiente en medios con escasa fuente de nutrientes, mientras que
el poro de menor tamafio de OmpC es importante para impedir
el paso de sales biliares a través de la membrana externa, ya
que pueden resultar toxicas para la bacterial®!

CONECTORES E INTEGRACION DE SENALES EN SDC
BACTERIANOS

A medida que mas genomas se han secuenciado, la gran
complejidad y variacion posible en estos sistemas es cada vez
mas evidente. Ademas, dado que en la naturaleza las bacterias
deben responder a una amplia gama de estimulos simultaneos,
es posible pensar que los SDC estén interconectados®™!. De
acuerdo con esta idea, se han caracterizado algunos SDC que
regulan la actividad de otro SDC mediante el control de la
expresion de proteinas llamadas conectores, que modifican los
niveles de la forma activa de otra CS u otro RR, o que alteran
su actividad. Otra caracteristica de los conectores es que
normalmente su expresion es activada por una senal diferente
a la que activa al SDC correspondiente. En B. subtilis se han
caracterizado conectores que actian en diferentes niveles en
la via que regula la esporulacion en esta bacteria (revisado en
B61), La CS KinA se autofosforila en respuesta a un estimulo
atn desconocido y fosforila a SpoOF. SpoOF transfiere el
grupo fosforilo a la proteina a Spo0OB que finalmente fosforila
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Figura 5. Sistema de dos componentes EnvZ/OmpR. El sistema de dos componentes formado por la CS EnvZ y la RR OmpR
controla la expresion de los genes de las porinas OmpFy OmpC. A. En ausencia de estrés osmoético, la actividad fosfatasa
de EnvZ predomina, por lo que OmpR se encuentra mayoritariamente defosforilada, activando la expresion de OmpF. B.
En presencia de estrés osmotico, EnvZ se encuentra activa como cinasa favoreciendo la acumulacion de OmpR-P. En esta
condicion se reprime la expresion de ompF, mientras que se activa la de ompC. ME membrana externa, PP periplasma, Ml
membrana interna.

al RR SpoOA. La forma fosforilada de SpoOA actiia como
un factor de transcripcion, siendo el activador maestro de la
esporulacion en este organismo. Los conectores Sda y Kipl
inhiben la autofosforilacién de KinAP"%l. | as fosfatasas de
la familia Rap (RapA, RapB, RapE y RapH), promueven
la desfosforilacion de spoOF-P. Mientras tanto SpoOE, Yisl
y YnzD, act@ian desestabilizando a Spo0A-PE%Y (Fig. 6A).
Otro ejemplo de regulacion mediada por conectores ocurre en

el circuito formado por los SDC PhoP/PhoQ y PmrB/PmrA
de S. enterica. En condiciones de bajo Mg?* PhoP/PhoQ se
encuentra activo e induce la expresion del conector PmrD.
PmrD es una proteina pequena que se une a PmrA-P y evita
su desfosforilacion. PmrA-P reprime la transcripcion del
gen pmrD, lo que establece un circuito de retroalimentacion
negatival®-® (Fig. 6B). Finalmente la proteina B1500 de E. coli
conecta los SDC EvgA/EvgB y PhoP/PhoQ4. En respuesta
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Figura 6. Proteinas conectoras en SDC bacterianos. A. En B. subtilis Sda y Kipl inhiben la autofosforilacion de KinA. Las fosfatasas
de la familia Rap promueven la desfosforilacion de SpoOF-P. YnzD, Yisl y SpoOE por su parte favorecen la desfosforilacion de
Spo0A. B. La proteina PmrD conecta los SDC PhoQP y PmrBA. La disminucién de Mg** causa la fosforilacién de PhoP, que en su
forma fosforilada, activa la expresion de pmrD. PmrD se une a PmrA-P y evita su desfosforilaciéon. PmrA-P modifica la expresion
de sus genes blanco, entre los cuales esta pmrD que es regulado negativamente por PmrA-P. C. En respuesta a una sefial no
conocida, el RR EvgA-P activa la expresion de b1500. La interaccion de B1500 con PhoQ promueve su activacion y por lo tanto
causa la expresion de los genes regulados por PhoP (mgtA, entre otros).
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a una seflal desconocida, el sistema EvgA/EvgB activa la
expresionde B1500, que interactiacon laCS PhoQy promueve
la activacion de PhoP (Fig. 6C).

La regulacion mediada por varios SDC, permite la integracion
de diferentes estimulos y la amplificacion de las senales,
garantizando fidelidad en la sefalizacion. La regulacion de
los genes involucrados con la formacion de curli en E. coli,
es ejemplo de un sofisticado circuito formado por tres SDC
(EnvZ/OmpR, CpxA/CpxR y RcsC/RcsB) asi como por
dos reguladores globales (H-NS e IHF) (Fig. 7). Los genes
involucrados en la formacién de curli estan divididos en dos
operones, el formado por los genes (csgBA) que codifican para
las proteinas estructurales y el formado por los genes csgD
(que codifica para el regulador maestro de la sintesis de curli)

y ¢sgGFE, que codifican para proteinas involucradas con la
exportaciony localizacion de las proteinas estructurales. EISDC
EnvZ/OmpR, descrito enseccionesanteriores, tambiénregulala
produccion de curli®31, Se ha descrito que Omp-P puede activar
laexpresion de csgDI®¢l, Otro SDC que se sabe esta involucrado
en la regulacion de la producciéon de curli es el formado por la
CS CpxAy el RR CpxR. Este SDC es activado en respuesta a
estrésde envolturacelulary/oaestrés de proteinas mal plegadas
en el periplasmal®’®. Se ha demostrado que CpxR-P es un
regulador negativo de la expresion de los operones csgBA y
csgDEFG®71, EL SDC RscC/RscB es conocido por regular
positivamente la sintesis de capsula en respuesta a estrés de
membranaexternal’>”, Se hadescrito también que RscB-P puede
regular negativamente la expresion de csgD® 4™ (Fig. 7). En
S. typhimurium la eliminacion de ihf causa una disminucién en
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Figura 7. Regulaciéon mediada por varios SDC. En respuesta a un incremento en la osmolaridad, el SDC EnvZ/OmpR regula
positivamente la expresion de csgD. La proteina IHF también participa en este circuito como un regulador positivo de la
expresion de csgD. Dependiendo del organismo y de las condiciones, el regulador global H-NS incide positiva (Salmonella) o
negativamente (E. coli K-12) en la formacion de curli. En respuesta a estrés de envoltura celular (EEC) y/o estrés de proteinas
mal plegadas (EPMP), el SDC CpxA/CpxR regula negativamente la expresion de ambos operones involucrados en la formacién
de curli. Finalmente, activado por estrés de membrana externa (EME), el RR RcsB-P regula negativamente la expresion de csgD.
Membrana externa (ME), membrana interna (Ml), periplasma (PP).
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laexpresion de csgD y por lo tanto en la produccién de curlit®,
Finalmente la regulacion mediada por HN-S parece ser algo
més complicada ya que en S. typhimurium HN-S actla como
regulador positivol’, pero en E. coli K-12 parece funcionar
como un regulador negativol™. Laregulacion de los genes que
codifican para las tres enzimas que forman el sistema arginina
deiminasa (AD) de Streptococcus gordonii es otro ejemplo de
regulacion mediada por maltiples SDC. El sistema AD es una
via de tres enzimas que convierte arginina en ornitina, CO,
y amoniaco, produciendo ATP y aumentando la resistencia
a estrés acido®®4, Se ha sugerido que los SDC CiaR/CiaH y
ComD/ComE serequieren paralaexpresion pH-dependiente de
losgenes AD en S. gordoniit®. Ademasotro SDC (VicR/VicK)
se requiere para la expresion de los genes AD en condiciones
de crecimiento anaerdbicol®?. Estos ejemplos muestran que
los SDC mas que circuitos aislados de percepcion y respuesta
a estimulos, son una intrincada, compleja y dindmica red de
regulacion con interconexiones en diferentes niveles, que
permite a las bacterias adaptarse a condiciones de crecimiento
cambiantes en las que normalmente estan expuestas a varios
estimulos al mismo tiempo.

SisTEMAs DE Dos COMPONENTES EN EUCARIONTES

A pesar de que estos sistemas de transduccidon se describieron
originalmente en procariontesy hansido establecidos como uno
de los mecanismos de senalizacion mas frecuentes en bacterias,
suexistenciano esexclusivade este grupo de organismos. Hasta
la fecha se han descrito y caracterizado en diversos grupos de
hongos, plantas y mohos®-#1, De acuerdo a estos analisis y
a todo lo descrito previamente, este grupo de proteinas no se
encuentra en ninguno de los linajes metazoos.

El mecanismo basico de transferencia entre residuos de His
y Asp se mantiene en los SDC de diferentes organismos. Sin
embargo, en eucariontes se observan importantes modificaciones
y adaptaciones con respecto al paradigma bacteriano. Algunas
de las mas frecuentes y representativas incluyen el predominio
de las CS hibridas sobre las prototipicas en practicamente todos
los SDC eucariontes descritost®’). Por otro lado, en contraste
con lo que ocurre en gran parte de los sistemas bacterianos, las
CSeucariontes son mayoritariamente citosolicas. Por otro lado,
en todos los SDC eucariontes, las CS poseen dos de los tres
dominios presentes en las CS hibridas de bacterias (dominio
transmisor primario (H1) y dominioreceptor primario (D1)), por
lo que para completar el fosforrelevo de CS a RR es necesaria
la participacién de una proteina intermediaria con un dominio
transmisor secundario o HPt similar al que en los sistemas
bacterianos se encuentra fusionado a las CS hibridas. Este
arreglo de los dominios cataliticos se encuentra conservado en
diferentes grupos de eucariontest®’# y se ha sugerido que es
importante para integrar multiples estimulos a través de estas
vias de sefializacion® o inclusive para transmitir las sefiales
del citoplasma al ntcleo™.

Finalmente a nivel de los RR también existen diferencias
importantes. Endiversos eucariontes se hadescrito que muchos
RR en su estado fosforilado no se unen directamente al ADN
para modificar la expresion de sus genes blanco, en lugar de
esto, se han adaptado para regular corriente abajo la actividad
de los sistemas de sefializacion tipicos de eucariontes, las
MAPK. Como ejemplo, la via de respuesta al estrés osmético
formada por las proteinas SInl-Ypd1-Sskl de S. cerevisiae,
descrita en detalle en la seccion posterior, regula la actividad
de la MAPK Hog1®4, Otros SDC que regulan la actividad de
MAPK de forma similar a la de S. cerevisiae, se han descrito
en diversas especies de hongos filamentosos, levaduras!®?-%4
y plantas®®%l. Ejemplificando también las diferencias con
los SDC procariontes, se ha descrito que en el RR Skn7 de
S. cerevisiae, es necesaria la presencia del dominio receptor
pero no del residuo Asp conservado® I, Otras adaptaciones
que se han encontrado en eucariontes y que difieren con el
paradigma descrito en SDC procariontes incluyen el sistema
hibrido RdeA-RegA de D. discoideum que regula los niveles
de AMPcP? y la CS hibrida DokA que puede ser regulada
por fosforilacion en un residuo de serinal®®. Se ha descrito
que en diversos genomas bacterianos, el nimero de genes
que codifican para CS y RR es similar, ademas como ya se ha
comentado ensecciones anteriores, en condiciones fisiologicas
estad demostrado que una CS fosforila preferentemente a su
RR correspondiente. A diferencia de todo esto, en diversos
genomas de hongos filamentosos se observa exclusivamente
una expansion de la familia de las CS, por lo que en promedio,
existen muchas méas CS (entre 11 y 21) que RR (entre 2 y 4).
En plantas se observa un mayor nimero de HPts y RR que de
CS, en Arabidopsis thaliana como ejemplo, existen 5 HPts, 8
CSy 22 RRI01.102]

ADAPTACION A CAMBIOS OSMOTICOS EN Saccharomyces
cerevisiae: EL SISTEMA SINT1-YPD1-Ssk1-SkN7

El SDC més estudiado en eucariontes es el descrito en la
levadura S. cerevisiae, y que estd constituido por la CS
hibrida SIn1, la proteina intermediaria Ypdl y los RR Sskl
y Skn7. El funcionamiento de este sistema ha sido usado
como modelo en otras especies, porque ademéas de haber
sido de los primeros sistemas descubiertos en eucariontes,
suscomponentes presentan altaidentidad con otras proteinas
conservadas en diversos grupos de hongos filamentosos y
levaduras. SInl es una CS hibrida de 1,220 aminoé&cidos,
anclada a la membrana por dos hélices transmembranales
(residuos 23 a 46 y 334 a 354). Contiene ademé&s un dominio
transmisor (573-928) y un dominio receptor (1089-1210).
En ausencia de estrés osmético, SInl se encuentra activa
como cinasa y se autofosforila en el residuo de histidina
conservado (H576)11, El grupo fosforilo se transfiere
mediante un fosforrelevo al residuo de aspartato (D1144) y
posteriormente al residuo de histidinaconservado (H64) en la
proteinaintermediaria Ypdl, que constade un inico dominio
similar al dominio HPt de las CS bacterianas. Finalmente, el
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Figura 8. SIn1-Ypd1-Sskl Skn7 de Saccharomyces cerevisiae en ausencia de estrés osmotico. En estas condiciones SInl esta
activa como cinasa, por lo que fosforila a Ypdl1 que a su vez fosforila a Ssk1 y Skn7. La fosforilacién de Skn7 lo activa como
factor de transcripcion, que regula a sus genes blanco, a diferencia de esto Ultimo, Ssk1 en su forma fosforilada (Ssk1-P) es
incapaz de unirse a las MAPKKK Ssk2/22 por lo que la via de Hogl se encuentra inactiva.

grupo fosforilo se transfiere de Ypdl, al residuo de aspartato
en el dominio receptor de los reguladores de respuesta Ssk1
(D554) y Skn7 (D427). En su estado fosforilado, Ssk1 no
puede interactuar con los componentes corriente abajo en
esta cascada de sefializacion y por lo tanto la via de Hogl se
encuentra inactiva (Fig. 8). Contrario a lo que ocurre para
Ssk1, Skn7 en su estado fosforilado, activa la expresion de
genes involucrados con la progresién del ciclo celular y el
mantenimiento de la pared celulart*31%4 (Fig. 8). El incremento
enlaosmolaridady otras condiciones que reducen laturgencia
celular, disminuyen la actividad cinasa de SInl, causando
la acumulacion de la forma desfosforilada de SInl, Ypdly
Sskl1. En su forma no fosforilada Sskl interactla con las
MAPKKKSs Ssk2 y Ssk22 que fosforilan a la MAPK Hogl
activandola (Fig. 9). Hogl-P regula la expresién de multiples
genes involucrados en respuesta a estrés osmotico como los
relacionados en lasintesis de los solutos compatibles trehalosa

y glicerol. Las reacciones de fosforilacién-desfosforilacion
de los componentes del sistema SIn1-Ypd1-Ssk1, asi como
la cinética de estas reacciones han sido bien caracterizadas,
y varios estudios proporcionan una descripcién detallada de
estaviall®1%l que se resume graficamente en las Figuras 8 y 9.

COMENTARIOS FINALES

El estudio de los SDC en bacterias y eucariontes ha demostrado
gue estos sistemas representan una complejay dinamica red de
percepcion y respuesta a estimulos. Por otro lado, su extensa
distribucion entre grupos de organismos diferentes, asi como su
participacién en lapercepciony respuesta a estimulos diversos,
refleja la gran versatilidad de estos circuitos de sefializacion.
La caracterizacion detallada a nivel estructural, bioquimico y
genético de estos sistemas en bacterias ha permitido por un
lado tener un panorama mas completo de su funcionamiento
y relevancia en diferentes grupos de procariontes, ademas con
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Figura 9. SDC SIn1-Ypd1-Ssk1l Skn7 de Saccharomyces cerevisiae en condiciones de estrés osmaotico. En presencia de estrés
osmatico, SInl se inactiva como cinasa, por lo que Ypdl Sskl y Skn7 se encuentran desfosforiladas. Skn7 en su estado no
fosforilado no puede unirse al ADN. Al contrario, Ssk1 en su forma no fosforilada interactia con las MAPKKK Ssk2/22, esta
interacciéon permite la activacion corriente abajo, de la MAPK Hog1l lo que ocasiona la expresion de genes relacionados con

la sintesis de glicerol y trehalosa, asi como otros genes importantes para contender con el estrés osmatico.

base en la gran versatilidad y el funcionamiento modular de los
SDC, se han empezado a disefiar nuevos y/o modificar circuitos
de sefializacion. A pesar de las similitudes que existen con los
SDCdeprocariontes, enlos SDC eucariontes atin se desconocen
elementos para entender el funcionamiento detallado de estos
sistemas de sefializacion.

Finalmente, la ausencia de proteinas homélogas a SDC en
metazoos, asi como su relevancia y amplia distribucion en
diversos patdgenos ha incrementado el interés en el estudio
de estos sistemas de sefializacion para el disefio de farmacos

que permitan combatir infecciones causadas por bacterias,
levaduras u hongos filamentosos en forma mas especifica.
Ademas, recientemente se han desarrollado moléculas congran
potencial para el disefio de antibidticos, cuyos mecanismos
de accion interfieren en el funcionamiento normal de algunos
SDCII En algunos casos, estos farmacos son efectivos adn
en contra de cepas multi-resistentes a antibiéticos.
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