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RESUMEN. Los organismos vivos se encuentran expuestos en la
naturaleza a los metales pesados, cominmente presentes en sus for-
mas ionizadas. Estos iones ejercen diversos efectos toxicos sobre los
microorganismos. A la vez, la exposicion a los metales selecciona y
mantiene variantes microbianas capaces de tolerar sus efectos noci-
vos. Se han identificado variados y eficientes mecanismos de resis-
tencia en diversas especies de bacterias, protistas y hongos. El estu-
dio de las interacciones de los microorganismos y los metales
puede ser dtil para el entendimiento de las relaciones de los metales
toxicos con organismos superiores como mamiferos y plantas. Al-
gunos sistemas microbianos de tolerancia a metales tienen el poten-
cial para ser utilizados en procesos biotecnoldgicos, como la biorre-
mediacion de la contaminacién ambiental por metales toxicos, o la
recuperacion de metales valiosos. En este trabajo se presentan algu-
nos ejemplos de las interacciones de los metales con distintos tipos
de microorganismos, que se relacionan tanto con aspectos de inves-
tigacion bdsica como con posibles aplicaciones practicas.

Palabras clave: Bacterias, hongos, protistas, metales pesados, resis-
tencia, biorremediacion.
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ABSTRACT. Living organisms are exposed in nature to heavy
metals, commonly present in their ionized species. These ions exert
diverse toxic effects on microorganisms. Metal exposure both se-
lects and maintains microbial variants able to tolerate their harmful
effects. Varied and efficient metal resistance mechanisms have been
identified in diverse species of bacteria, fungi and protists. The
study of the interactions between microorganisms and metals may
be helpful to understand the relations of toxic metals with higher
organisms such as mammals and plants. Some microbial systems of
metal tolerance have the potential to be used in biotechnological
processes, such as the bioremediation of environmental metal pol-
lution or the recovery of valuable metals. In this work we analyze
several examples of the interactions of different types of microbes
with heavy metals; these cases are related either with basic research
or with possible practical applications.

Key words: Bacteria, fungi, protists, heavy metals, resistance,
bioremediation.

Expulsién de metales pesados en bacterias

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de
resistencia para tolerar los efectos nocivos de los metales
toxicos (Silver y Phung, 2005). Entre ellos se encuentran
principalmente los que involucran: a) componentes celu-
lares que capturan a los iones, neutralizando su toxicidad,
b) enzimas que modifican el estado redox de los metales o
metaloides, convirtiéndolos en formas menos téxicas, y ¢)
transportadores de la membrana que expulsan las especies
nocivas del citoplasma celular. En este trabajo sélo se con-
siderardn los mecanismos de expulsiéon. Con la disponibi-
lidad de las secuencias de genomas completos, se cuenta
actualmente con una gran cantidad de informacién sobre
los genes que codifican transportadores de metales pesa-
dos, muchos de ellos caracterizados a los niveles bioqui-
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mico y estructural. La Tabla 1 resume los sistemas bacte-
rianos de expulsién de iones inorgdnicos toéxicos cuyos
mecanismos se conocen y cuyos detalles se analizardn a
continuacion.

Sistemas de expulsion de cationes

Entre ellos se encuentran los sistemas que expulsan io-
nes derivados de cadmio, cobalto, cobre, niquel, plata,
plomo y zinc. Se han identificado tres tipos principales de
sistemas de expulsion (Nies, 2003) y se presentan en orden
de su complejidad:

1) Los facilitadores de difusién de cationes (CDF) son
proteinas que se encuentran distribuidas en los tres do-
minios de la vida (Bacteria, Archaea y Eukarya). Gene-
ralmente transportan zinc pero también pueden expul-
sar otros cationes como cadmio, cobalto, niquel e
incluso hierro (Haney et al., 2005; Tabla 1). Las pro-
teinas CDF son polipéptidos de tamafio mediano (me-
nos de 400 residuos) que poseen seis segmentos trans-
membranales (STM), funcionan como homodimeros en
la membrana interna, y expulsan los sustratos al espa-
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Tabla 1. Sistemas bacterianos que expulsan iones inorgénicos toxicos. las severas enfermedades humanas de Menkes y de Wil-
son. En bacterias, la ATPasa tipo P mds estudiada es la
Gen/operén lones transportados Mecanismo de expulsion proteina CadA codificada en un plasmido de Staphylo-
coccus aureus. Sin embargo, C. metallidurans es nota-
arsAB AsO, .A'!'Pasa. ble al ren noma 1 nes para 10 ATPasas
: . poseer en su genoma los genes p
arsB AsQ, Quimiosmatico . . .. .
cadA cdz ATPasa fipo P tipo P que, en 'conjunto, partlclpan en la home.:ostas&s, 0
chrA Cro Quimiosmético en la res1sten§1a, a cadmlo,. cobre, plgmo y zinc. Otr.os
copA cu* ATPasa tjpo P grupos bacterianos como cianobacterias, micobacterias
cusCFBA Cur Quimiosmatico, RND 0 Rhizobium albergan también un gran ndmero de
CzcCBA Cd*, Zn*, Co* Quimiosmético, RND ATPasas de metales en sus genomas.
czeD Co Quimiosmdtico, CDF iii) El tercer grupo de protefnas involucradas en la expul-
nccCBA Ni, Co*, Cd* Quimiosmdtico, RND sion de metales estd formado por los transportadores
PP’A Pb* ATPasa} ppo P de la familia RND, denominada asi porque sus miem-
SICBA Ag: melosmotlpo, AND bros participan en procesos de resistencia, nodulacién
silP Ag' ATPasa tipo P > particip proce o~ )
ZitA 7t ATPasa tipo P y d¥V131on celular .en dlfe?rentes espeme.s bacterianas
ZitB Zng+ Quimiosmético, CDF (Saier, 2003). A diferencia de los dos tipos de trans-
portadores anteriores, estas proteinas sélo se han iden-
tificado en bacterias, donde constituyen una gran su-
perfamilia. Se trata de proteinas de alrededor de 1,000
cio periplasmico. El transporte de los iones se asocia residuos presentes en la membrana interna, que expul-
con un proceso quimiosmotico que involucra el inter- san compuestos de indole diversa. Las proteinas RND
cambio con protones en el cual participan residuos de que participan en la expulsién de metales cominmen-
histidina, aspartato y glutamato. El prototipo de este te se asocian con una pareja de polipéptidos auxilia-
grupo de transportadores es la proteina CzcD, identifi- res: una proteina pequefia de la membrana externa y
cada en un pldsmido de la f—proteobacteria hipertole- una proteina peripldsmica que une (o fusiona) a las
rante a metales Cupriavidus metallidurans (antes Alca- membranas interna y externa (Paulsen et al., 1996). El
ligenes eutrophus). complejo se encuentra en la membrana como un multi-
ii) Las ATPasas tipo P constituyen una superfamilia de mero formado probablemente por tres copias de cada
transportadores de metales que son energizadas por la proteina. En C. metallidurans la asociacién se presen-
hidrélisis del ATP (Solioz et al., 1994). Como las protei- ta desde el nivel genético: los genes que codifican las
nas CDF, las ATPasas tipo P (llamadas asi porque el y- proteinas CzcC, B y A forman un operdn (por ello, la
fosfato liberado en la hidrélisis del ATP se une en forma familia se conoce también como de transportadores
covalente a la enzima) estdn ampliamente distribuidas CBA, para distinguirla de las ATPasas ABC). El enor-
en los tres dominios de la vida y sus sustratos son iones me complejo proteico funciona como una eficiente
como H*, Na*, K*, Mg?*, Ca®*, Cu*, Ag*, Zn** y Cd**. bomba de expulsién que transporta los iones téxicos
Este tipo de ATPasas se localizan en la membrana inter- desde el citoplasma hasta el exterior de la célula bacte-
na y pueden transportar iones hacia el interior celular, riana (a diferencia de los otros sistemas de expulsion
comiinmente iones fisiolégicos como Mg?*, o bien fun- que sélo translocan su sustrato al espacio periplasmi-
cionar como sistemas de expulsién, removiendo metales co). Como ocurre con las proteinas CDF, los transpor-
téxicos al espacio periplasmico. Al igual que los trans- tadores CBA funcionan como antiportadores quimios-
portadores CDF, estas ATPasas deben asociar su funcién méticos de cationes y protones. El sistema CzcCBA de
con proteinas de la membrana externa (por ejemplo, las Cupriavidus es capaz de expulsar cadmio, zinc y co-
porinas) para lograr expulsar el sustrato téxico hasta el balto, pero se conocen ejemplos de complejos RND de
exterior celular. Los miembros del enorme grupo de otras especies bacterianas que transportan niquel, co-
ATPasas tipo P involucradas en el transporte de metales balto, plata o cobre (Tabla 1).
pesados poseen una prolina precedida o seguida de una
cisteina; este motivo (CPx) es esencial para su funcidn. Sistemas de expulsion de aniones
Estas ATPasas son proteinas con mds de 700 residuos
formadas por seis STM, una gran region citopldsmica En este grupo se encuentran los transportadores que ex-
que une el ATP, y varias parejas de cisteinas que atrapan pulsan a los oxianiones derivados de arsénico y de cromo
a los metales que han de ser expulsados. ATPasas CPx e incluyen tanto sistemas quimiosméticos como relacio-

que transportan cobre, por ejemplo, se relacionan con nados con ATPasas.
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1) El metaloide arsénico puede formar dos tipos de oxia-
niones: arsenito (AsO,’, la forma mds toxica) y arsenato
(AsO43'). El primer ejemplo de un sistema de expulsion
de arsenito es el operén arsABC codificado en un plasmi-
do de Escherichia coli. El arsenito es expulsado por un
complejo formado por ArsB, una proteina de la membra-
na interna de alrededor de 400 residuos y 12 STM, y
ArsA, una proteina hidrofilica asociada con la membrana
y con actividad de ATPasa. ArsA proporciona la energia
para el transporte de arsenito y no posee similitud de se-
cuencia con las ATPasas tipo P ni con las ATPasas tipo
ABC (Mukhopadhyay et al., 2002). El mecanismo de to-
lerancia se completa con una pequefia proteina adicio-
nal, ArsC, que es una arsenato reductasa que transforma
el arsenato en arsenito, el cual puede ahora ser expulsa-
do por el complejo ArsAB. De esta forma, el sistema ars
confiere resistencia a ambos oxianiones. Se conocen nu-
merosos homdlogos del operdn ars en diversas especies
bacterianas, presentes tanto en plasmidos como en cro-
mosomas (Mukhopadhyay et al., 2002). Muchos de estos
operones carecen del gen para la ATPasa ArsA 'y, en estos
casos, el transportador ArsB es capaz de expulsar el arse-
nito impulsado por el potencial eléctrico transmembra-
nal generado por la cadena respiratoria (Mukhopadhyay
et al., 2002). Este es el tnico sistema de expulsion de io-
nes inorgdnicos téxicos que puede funcionar de manera
dual: impulsado por la hidrélisis del ATP o por un proce-
so quimiosmotico (Tabla 1).

Mecanismos de interaccion
de cepas fungicas nativas

Diversos compuestos de cromo son contaminantes am-
bientales presentes en agua, suelos y efluentes de indus-
trias, debido a que dicho metal es ampliamente utilizado
en distintas actividades manufactureras. En la naturaleza
los estados mds estables del cromo son el Cr(IIl) y el
Cr(VI); este dltimo es altamente toxico para diferentes or-
ganismos, en los que puede inducir alteraciones genéticas
(Katz y Salem, 1993). El Cr(VI) usualmente se encuentra
en forma de los iones cromato (Cr042') o dicromato
(Cr2072'), los cuales atraviesan facilmente las membranas
biologicas. El Cr(IIl) se encuentra en forma de 6xidos, hi-
dréxidos o sulfatos, los cuales son insolubles a pH cercano
a 5.5; el Cr(IIT) frecuentemente se encuentra unido a mate-
ria orgdnica en suelos y ambientes acudticos. El Cr(VI) es
un fuerte agente oxidante y en presencia de materia orga-
nica es reducido a Cr(IIl); esta transformacién es mas rdpi-
da en ambientes dcidos (McGrath and Smith, 1990).
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ii) El sistema de expulsién del oxianidén téxico cromato
(CrO 42') se identific6 inicialmente en plasmidos de Pseu-
domonas aeruginosa y de C. metallidurans que codifi-
can la proteina ChrA (Cervantes et al., 2001). Esta protei-
na expulsa el cromato del citoplasma en un proceso
quimiosmético dependiente de la cadena respiratoria (Pi-
mentel et al., 2002). ChrA es parecida a ArsB en tamafo,
topologia y mecanismo de accién (cuando ésta no se aso-
cia con la ATPasa), aunque no comparten similitud en
sus secuencias de aminodcidos. Actualmente se recono-
cen docenas de homélogos de ChrA, plasmidicos y cro-
mosOmicos, que constituyen a la familia de transporta-
dores CHR (Nies et al., 1998), aunque su participacién
en la expulsién de cromato sélo se ha demostrado en las
proteinas de P. aeruginosa 'y C. metallidurans. Las pro-
teinas ChrA, como ocurre con miembros de otras familias
de transportadores, surgieron de la duplicacién de un gen
ancestral que codificaba s6lo seis STM (Nies et al.,
1998). Mediante mutagénesis se encontré que la mayo-
ria de los aminodcidos esenciales para la funcién de
ChrA de P. aeruginosa se localizan en la mitad amino
terminal (Aguilera et al., 2004), sugiriendo que los domi-
nios amino y carboxilo terminales tienen funciones dis-
tintas en la expulsion del cromato. El andlisis filogenéti-
co de la familia CHR apoya esta hip6tesis al mostrar que
la secuencia de aminodcidos de la mitad amino se en-
cuentra mds conservada que la de la mitad carboxilo
(Diaz-Pérez et al., en preparacion).

con cromato y potencial biotecnoldgico
de desechos industriales

Mecanismos de interaccion con cromato en hongos

La influencia negativa de la acumulacién de metales
sobre las poblaciones de microorganismos del suelo ha
sido ampliamente descrita, asi como la consecuente apari-
cién de poblaciones de organismos adaptados (resistentes)
al ambiente hostil.

Los mecanismos microbianos de interaccidn con cro-
mato son de interés basico y de importancia biotecnol6gi-
ca, en el contexto del desarrollo de nuevas tecnologias
para la biorremediacién de sitios contaminados con dicho
i6n. En el caso de los hongos, dichos mecanismos inclu-
yen: a) los sistemas de transporte e incorporacion (bioacu-
mulacién); b) la interaccién y unién con componentes de
la superficie celular (biosorcién); y c) la transformacién
quimica (reduccién). De estos procesos la biosorcién es en
el que mds se han centrado los estudios, de modo que se
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han descrito cepas de hongos filamentosos con excelentes
capacidades para la remocion de cromo (Park et al., 2005;
Ahmad et al., 2006; Srivastava y Thakur, 2006). Los repor-
tes sobre hongos con capacidad de reducir el Cr(VI) son
escasos; dichos organismos incluyen levaduras como Can-
dida utilis (Muter et al., 2001), Candida maltosa (Rami-
rez-Ramirez et al., 2004) y hongos filamentosos como As-
pergillus sp 'y Penicillium sp (Espino - Saldana, 2002).

Eliminacion de Cr(VI) empleando cepas de hongos
reductoras de cromato

En esta comunicacidn se presentan estudios de carac-
terizacion de las cepas de hongos filamentosos resisten-
tes a cromato Ed8 de Aspergillus sp 'y H13 de Penici-
llium sp, las cuales fueron descritas en un estudio
previo (Espino-Saldafa, 2002). Estas cepas son nativas
de desechos industriales y poseen la capacidad de dis-
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Figura 1. Disminucidn de Cr(VI) y produccion de Cr(lll) en el medio de culti-
vo de las cepas de hongos filamentosos H13 y Ed8. La biomasa micelial se
obtuvo por cultivo en medio minimo durante 48 h y se transfirié al mismo
medio suplementado con 50 pig/ml de Cr(VI). A los tiempos indicados se
tomaron alicuotas del medio y se determind la concentracion de Cr(VI) con
difenilcarbazida, el Cr total por absorcidn atomica (Greenberg et al., 1981) y
el Cr(ll) por un procedimiento de especiacion analitica (Wrobel et al., 1997).

minuir de manera eficiente los niveles de Cr(VI) del me-
dio de crecimiento.

La cuantificacion del Cr(VI) en los cultivos de ambas
cepas indic6 que a las 72 h de incubacién los niveles del
mismo en el medio disminuyeron en mds del 90%; en ese
mismo periodo, los niveles de cromo total permanecieron
sin cambios respecto del nivel presente al principio del ex-
perimento. Esta observacion sugirié que estaba ocurriendo
la conversion del Cr(VI) en una especie reducida; como se
muestra en la Figura 1, en funcién del tiempo ocurrié una
disminucion en los niveles de Cr(VI) y un concomitante
incremento en los niveles de Cr(III).

Dado que se ha descrito que algunos aislados de Asper-
gillus poseen la capacidad de atrapar cromo en su biomasa
de manera eficiente ((Park et al., 2005; Ahmad et al., 2006;
Srivastava y Thakur, 2006), fue de interés realizar la deter-
minacién del cromo presente en la biomasa de las cepas
Ed8 y H13. Los resultados mostraron que menos del 1% del
cromo total presente en el medio fue atrapado por la bioma-
sa de ambas cepas. En su conjunto, estas observaciones in-
dican que las cepas Ed8 y H13 poseen la capacidad de
transformar quimicamente el Cr(VI) en Cr(IIl) y que, al pare-
cer, dicha transformacion ocurre en el exterior de las células.

Cuando se investig6 el efecto de la fuente de carbono
sobre la capacidad de reduccién del Cr(VI) por las cepas
Ed8 y H13, los resultados indicaron que la reduccién de
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Figura 2. Disminucidn de la concentracion de Cr(VI) en muestras de suelo
contaminado empleando la biomasa de las cepas de hongos filamentosos
Ed8 y H13. Las muestras de suelo contaminado se mezclaron con suelo
comercial, ajustando a una concentracion de 50 g Cr(VI)/g de suelo. Las
mezclas se suspendieron en medio minimo y se incubaron con la biomasa
de las cepas Ed8 y H13. A las 60 h se determind el contenido de Cr(VI) y de
Cr total en el sobrenadante. Paralelamente, se realizé una determinacion
control usando mezclas de suelo que no fueron incubadas con la biomasa.
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Cr(VI) ocurre de manera mas eficiente en el medio con
glucosa que con glicerol; en medio sin fuente de carbono
no ocurrid reduccién. Estas observaciones sugieren que la
reduccion del Cr(VI) en los cultivos de las cepas EdS y
H13 resulta de procesos metabdlicos basados en el poder
reductor de la fuente de carbono. Los resultados obtenidos
al analizar el medio de cultivo de la cepa Ed8 mediante
cromatografia de gases, indicaron que ocurren cambios
importantes en la produccion de algunos dcidos orgdnicos
y de otros compuestos cuya identificacioén estd en proce-
so. Esta informacién serd de relevancia para determinar
la(s) ruta(s) metabdlicas implicada(s) en la produccién de
moléculas probablemente involucradas en la capacidad
reductora del Cr(VI) en la cepa de Aspergillus.

Con el fin de conocer si las cepas Ed8 y H13 son capaces
de remover el Cr(VI) presente en muestras de desechos in-
dustriales, la biomasa de éstas se mezcld con muestras de

Rev Latinoam Microbiol 2006; 48 (2): 203-210

suelo contaminado que contienen Cr(VI) procedentes de un
tiradero a campo abierto. Este sitio fue previamente reporta-
do por la Procuraduria Federal de Protecciéon al Ambiente
(Profepa) y se utiliz6 como fuente para el aislamiento de las
cepas Ed8 y H13 (Espino-Saldaifia, 2002). Para estos ensa-
yos, el suelo contaminado, se mezcl6 con tierra comercial
para ajustar la concentracién de Cr(VI) a 50 pg/g. La Figura
2 muestra que después de 60 h de incubacién la concentra-
cion de Cr(VI) disminuy6 en 80% y 60% en las mezclas con
las cepas Ed8 y H13, respectivamente. En el experimento
control sin biomasa la disminucion fue de s6lo un 25%, la
cual se debe posiblemente a la flora microbiana endgena o
a compuestos reductores de Cr(VI) presentes en las muestras.
Estas observaciones indican que las cepas Ed8 y H13 po-
seen potencial biotecnoldgico para ser utilizadas en proce-
dimientos de remocidn del Cr(VI) presente en suelos conta-
minados o en efluentes industriales.

Mecanismos de resistencia y acumulacion de metales pesados
en el protista Euglena gracilis

El protista unicelular flagelado de vida libre Euglena
gracilis puede proliferar en presencia de concentraciones
altas de metales pesados (Cd**, Zn**, Hg?*, Pb**, CrVI)
(Navarro et al., 1997; Devars et al., 2000; Cervantes et al.,
2001). Ademads, este protista puede cultivarse de manera
autotrofa o heterotrofa, utilizando una extensa variedad de
fuentes de carbono (glucosa, lactato, glutamato, malato,
etanol, acetato) y en un amplio margen de valores de pH
(3.0 a 8.0) (Kempner, 1982; Jasso-Chdvez y Moreno-San-
chez, 2003; Rodriguez-Zavala et al., 2006). En inventarios
de cuerpos de agua que reciben el drenaje dcido de la acti-
vidad minera se han detectado de 24 a 76 especies de al-
gas y protozoarios, siendo Euglena mutabilis la especie
mds abundante (Hargreaves et al., 1975; Casiot et al.,
2004). En un muestreo de efluentes industriales, la tnica
especie fotosintética detectada fue E. gracilis (Hargreaves
etal., 1975).

Mecanismos moleculares de resistencia a cadmio

A diferencia de las bacterias, los mecanismos de resis-
tencia en E. gracilis involucran la acumulacidén intracelu-
lar del metal, en cepas de laboratorio tanto fotosintéticas
(Mendoza-Cozatl et al., 2002) como adaptadas a la oscuri-
dad (Avilés et al., 2003). Se han identificado y caracteriza-
do dos de los mecanismos de acumulacién e inactivacion
de Cd** en E. gracilis: (i) 1a unién del metal por moléculas

quelantes, principalmente compuestos con grupos tiol
(cisteina-Cys, glutation-GSH, fitoquelatinas-FQs) (Men-
doza-Cdzatl et al., 2005); (ii) la compartamentalizacién
del metal libre o de sus complejos con grupos tioles en
cloroplastos (Mendoza-Cézatl et al., 2002; Mendoza-C6-
zatl y Moreno-Sdnchez, 2005) y mitocondrias (Avilés et
al., 2005), pues, a diferencia de levaduras y plantas, E. gra-
cilis carece de vacuola. Un tercer mecanismo de acumula-
cién auln no bien caracterizado involucra la produccion de
otros grupos de quelantes como los dcidos organicos
(malato, glutamato, citrato), el fosfato y el pirofosfato
(Avilés et al., 2003, 2005). El pretratamiento de E. gracilis
con altas concentraciones de Cd?* (20-50 uM) genera una
cepa resistente a Cd>*, a Zn>* y a Co?*, pero mediante la
disminucién en la capacidad de captacion del metal. Este
dltimo tipo de mecanismos carece de interés biotecnoldgi-
co, pues no conduce a la acumulacién del metal.

Otro problema que puede surgir al aplicar microorga-
nismos en la biorremediacién de sistemas acuosos y suelos
es la biomagnificacién de los metales toxicos (aumento en
su concentracién en niveles tréficos superiores de la cade-
na alimenticia). Sin embargo, no se ha observado biomag-
nificacién por microalgas para los siguientes metales y
metaloides: Mn, Cr, Fe, Cu, Zn, Cd, Pb y As. Cabe sefialar
que esta ultima observacidn se realiz6 con algunas algas
verdes, pero no con Euglena. Los predadores iniciales de
las microalgas del plancton son principalmente protistas
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ciliados (Paramecium) y rotiferos, los cuales son muy sus-
ceptibles a la presencia de metales pesados; esta caracte-
ristica favoreceria la ausencia de biomagnificacion.

Una estrategia racional para el mejoramiento de orga-
nismos utilizables en la biorremediacién de ecosistemas
contaminados con metales pesados consiste en: (i) la iden-
tificacion y descripcidn de los mecanismos moleculares y
celulares que confieren la resistencia y acumulacién del
metal; (ii) el andlisis de control de los mecanismos de acu-
mulacién, con lo cual se detectan los sitios (enzimas,
transportadores) susceptibles de manipulacién genética o
quimica; (iii) evaluacién de las cepas transformadas gené-
ticamente o de las drogas especificas disefiadas para afec-
tar los sitios principales de control metabdlico.

La refinacién metodolégica de la ingenieria genética
de las dltimas dos décadas permite modular la expresion
de una enzima o transportador con relativa facilidad. Asi,
con el objetivo final de incrementar el flujo y la concen-
tracion de intermediarios metabodlicos, los investigadores
han sobreexpresado enzimas que supuestamente son las
etapas limitantes de vias metabdlicas como la glicdlisis
(y la produccién de alcohol) en levadura, la glicélisis (y la
produccidén de dcido lactico y otros dcidos orgdnicos) en
lactobacilos, y la sintesis de GSH y FQs en levaduras y
plantas (Moreno-Sédnchez et al., 2005; Mendoza-Cdzatl y
Moreno-Sanchez, 2006). Sin embargo, a pesar de sobreex-
presar a la hexocinasa, a la fosfofructocinasa-1 o a la piru-
vato cinasa, o bien a la y-glutamil cisteina sintetasa (y-ECS)
o a la fitoquelatina sintasa (FQS), las supuestas enzimas
clave de la glicdlisis y la sintesis de GSH y FQs (Fig. 3),
respectivamente, no se ha conseguido aumentar el flujo de

v-Glutamil - cisteina
sintetasa

Glu + Cys —p v-Glu - Cys # GSH

la via ni la concentracion de los metabolitos de interés.
Por lo tanto, el concepto frecuentemente utilizado de “en-
zima clave” o “etapa limitante” es erroneo, pues no condu-
ce al resultado esperado. En cambio, el andlisis cuantitati-
vo del control de flujo ha establecido que en una via
metabdlica, el control se distribuye entre varios sitios. El
desafio es entonces discernir cudles son esos sitios contro-
ladores en cada via metabdlica, y los mecanismos molecu-
lares que determinan porqué algunas enzimas ejercen con-
trol significativo y otras no lo hacen.

Biosintesis de glutation y fitoquelatinas

Nuestro grupo ha identificado a la sintesis de GSH y FQs
(Fig. 3) como una de las principales vias metabdlicas invo-
lucradas en la resistencia y acumulacién de Cd** en E. gra-
cilis (Mendoza-Cdézatl et al., 2002, 2005; Avilés et al.,
2003, 2005; Mendoza-Cézatl y Moreno-Sanchez, 2005). En
una cepa heterotréfica pretratada con Hg?* se logré selec-
cionar un fenotipo hiperacumulador de Cd** (>200 nmol
Cd>*/107 células), el cual se acompafia de una sobreproduc-
cién de Cys y GSH (>250nmol/107 células) y FQs
(>50nmol-SH/107 células). Cuando la cepa hiperacumula-
dora se cultiva con 0.2 mM de CdCl, por cuatro dias se al-
canza el 1.1% de Cd** en peso (11.2g Cd**/Kg peso seco);
este valor se compara favorablemente con plantas hiperacu-
muladoras de metales como Thlapsi caerulescens, la cual
alcanza el 0.4-1.0% de Cd** en peso después de mas de cua-
tro semanas de cultivo. E. gracilis fotosintética (12 h luz/12
h oscuridad) no requiere pretratamiento con Hg?* para exhi-
bir una capacidad alta de acumulacién de Cd** (>200nmol

GSH
Transferasas GS -Xe
GSH Xe
sintetasa

FQ sintasa

— FQg

ROOH

NADP* GSH Peroxidasas
H,O
GSH Reductasas +

ROH

NADPH
GSSG

Figura 3. Ruta biosintética del glutation en plantas, algunas levaduras (Schizosaccharomyces pombe, Candida glabrata) y algunas microalgas. Las dos pri-
meras enzimas (y-ECS y GS) requieren ATP como fuente de energia para formar el enlace peptidico, mientras que la FQ sintasa no consume ATP, pues utili-
Za la energia de la ruptura de un enlace peptidico para formar otro. Xe representa cualquier xenobidtico generado durante la exposicion a estrés, por ejem-
plo, antibidticos, aniones organicos, o hidroxi alquenales generados a partir de dcidos grasos por estrés oxidativo o por exposicion a metales pesados;
dependiendo del tipo de xenobidtico, diferentes GSH transferasas catalizan la reaccion. El estado redox celular se mantiene por accion de las enzimas GSH
reductasas y GSH peroxidasas, las cuales conectan con el metabolismo intermediario a través de la relacion NADPH/NADP+ y del nivel de peroxidacién de
lipidos y proteinas (ROOX), principalmente.
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Cd?*/107 células), la cual también se acompafia de la sobre-
produccién de Cys, GSH y FQs (40, 80 y 33 nmol/107 célu-
las). E. gracilis carece de vacuola y en consecuencia una
fraccién significativa del metal acumulado (aprox. 50%) se
compartamentaliza en cloroplastos y mitocondrias.

Como la acumulacién de Cd** genera estrés oxidativo,
también hemos iniciado la caracterizacién de los cambios
en las enzimas y metabolitos antioxidantes en E. gracilis.
Ademds del GSH, otros metabolitos antioxidantes que
también aumentan por exposicién al Cd** son el a-tocofe-
rol y la ubiquinona-9; todavia no se ha determinado el ni-
vel de ascorbato. A pesar de que los tres metabolitos an-
tioxidantes aumentaron, su estado redox resultd ser mas
oxidado (p. €j., la relaciéon GSH/GSSG disminuy6 de 90%
en células control a aprox. 65% en células expuestas a
50 uM de CdCl,). Ademds, las actividades de las enzimas
antioxidantes GSH peroxidasa, GSH reductasa y ascorbato
peroxidasa también se incrementan significativamente
cuando hay estrés por Cd>*.

El modelaje de la biosintesis de GSH y FQs en plan-
tas y levaduras permitié determinar que el flujo de la
via es controlado por la y-glutamil cisteina sintetasa
(y-ECS = 58%) y la FQ sintasa (FQS = 40%); la concen-
traciéon de GSH es igualmente controlado por estas dos
enzimas. El andlisis de control del modelo cinético
mostré que la manipulacién individual de cada enzima
no es suficiente, pues conduce a una disminucién del
nivel de GSH y a una mayor susceptibilidad al estrés
oxidativo y al efecto téxico de los metales pesados, tal
como se ha observado reiteradamente por otros investi-
gadores. El andlisis de control también demostré que la
sobreexpresion simultdnea de la y-ECS y la FQS condu-
ce a un aumento en la velocidad de sintesis de GSH y
FQs (2.5-3 veces), a un aumento significativo de la con-
centracién de FQs (4.5 veces) y a la preservacion del ni-
vel de GSH, respecto a la condicién sin sobreexpresion,
con lo cual no se compromete el manejo del estrés oxi-
dativo; la disminucién moderada de las GSH-S- transfe-
rasas (< 30%) también favoreceria la acumulacion del
metal, pues se aumentaria el nivel de GSH y disminuiria
una de las fugas del consumo de GSH. Organismos con
estas caracteristicas podrian desarrollar un fenotipo hi-
peracumulador de Cd** (Mendoza-Cézatl y Moreno-
Sanchez, 2006).
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