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Resumen

Las industrias generan grandes cantidades de contaminantes entre ellos los
colorantes tipo “azo” y el cromo (VI), por ello la bioremediacion con
microorganismos o las enzimas que estos producen pueden ser una alternativa para
contrarrestar los efectos nocivos de estos contaminantes. Bacillus subtilis cuenta
con genes que codifican proteinas pertenecientes a un grupo de enzimas
denominado FMN-Oxido Reductasas. En algunas bacterias, homologos de estas
proteinas reducen el Cr(VIII) a Cr(Ill) sin generar subproductos tdéxicos. En el
presente manuscrito se describe la ubicuidad de estas proteinas, asi como las
caracteristicas estructurales y su potencial aplicacion en bioremediacion de
efluentes contaminados con metales pesados y compuestos nitrogenados
carcin6genos.
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Abstract
Anthropomorphic activities release contaminants to aqueous effluents including “azo”

dyes and chromium (V1) which are potentially genotoxic and cytotoxic. Therefore,
bioremediation of polluted environments with microorganisms or enzymes produced by
them are excellent alternatives to counteract the noxious effects of these compounds.
Bacillus subtilis possesses genes encoding proteins belonging to a group of enzymes
called FMN-Oxide Reductases. In distinct bacteria, this class of enzymes reduce Cr(VI)
to Cr(lll) without generating cytotoxic by-products. In this manuscript, we describe the
distribution, functional and structural properties of these proteins which makes them
potential candidates to remediate effluents contaminates with heavy metals and nitrogen-
based carcinogenic compounds.
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Desarrollo

Diferentes actividades
industriales utilizan metales pesados
para sus procesos, incluyendo al Cromo
(Cn), Plomo (Pb), Mercurio (Hg), Niquel
(Ni), entre otros. La contaminacion del
agua con Cr(VI) causada por diferentes
industrias, incluyendo la del cuero,
representa un serio problema ambiental
(Wuana y Okieimen, 2011; Chourey y
col., 2006). Se estima que a nivel
mundial billones de gentes enfrentan
serios riesgos de salud al ingerir agua
contaminada con cantidades de Cr(VI)
suficientes para generar neoplasias
(Costa y Klein, 2006, Quievryn y col.,
2003). La industria textil también genera
contaminacion ambiental al descargar
grandes volimenes de agua con altos
contenidos de colorantes sintéticos; se
estima que alrededor del 10-15% de los
tintes que no se unen a las fibras de las
prendas son eliminados al medio
ambiente afectando la integridad de los
ecosistemas (Kumar y col., 2007; Sudha
y col., 2014). Los colorantes tipo “azo”
son particularmente peligrosos por su

potencial genotdxico induciendo en la
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especie humana diferentes tipos de
cancer (Rawat y col., 2016).

Los nichos ecoldgicos que sufren
problemas de contaminacion con cromo
son propicios para la busqueda de
bacterias resistentes a este contaminante
(Cervantes y col, 2001). Sin embargo, el
aislamiento de estas y la corroboracion
de su capacidad de crecer en medios
contaminados artificialmente con Cr(VI)
no garantiza su aplicacién inmediata en
procesos de remediacién de este metal.
Esto obedece a que muchas bacterias
toleran altas concentraciones de Cr(VI)
mediante procesos que promueven su
expulsion del interior celular antes de
que este ejerza sus efectos nocivos
(Cheung y Gu, 2007), lo que no elimina
el problema de contaminacién con este
ion. Adicionalmente, es necesario
invertir esfuerzos experimentales a largo
plazo para caracterizar a nivel
fisiologico, bioquimico y molecular
estos microorganismos aislados antes de
aplicarlos racionalmente en los procesos
de bioremediacion.

Se considera que una alternativa

mas directa es aplicar la bioinformatica a
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la busqueda de determinantes de
resistencia al ion cromato en genomas de
bacterias de vida libre capaces de
proliferar en distintos hébitats y cuya
informacion se encuentre disponibles en
las bases de datos. El aislamiento de la
informacion  genética de  dichos
determinantes, mediante sintesis de
DNA dirigida, clonacion y expresion en
un huésped conocido es una estrategia
potencial para el disefio racional de
bacterias recombinantes con potencial
utilidad en procesos de remediacién de
ambientes contaminados con cromato
(Ramirez y col, 2008; Rojas y col.,
2010; Romero y col., 2009; Romero y
col., 2004).

Entre los potenciales
determinantes de resistencia al ion
cromato existentes en bacterias, resaltan
las “Oxidorreductasas”, enzimas que
participan en distintos procesos celulares
que utiliza eventos enzimaticos de
oxidacion/reduccién (Ackerley y col.,
2004, Ramirez 'y col, 2008).
Interesantemente, una enzima de esta
clase, codificada por el gen yieF, ha sido
descrita en la Dbacteria intestinal
Escherichia coli (Park y col, 2002;

Ackerley y col., 2004). La gran
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importancia de esta enzima recae en su
capacidad de convertir directamente el
Cromo (VI) a Cr (IlI) sin generar
productos intermediarios indeseables
como el Cr(V) (Ackerley y col., 2004).
En un estudio previo (Liu y col.,
2015) se demostrd que una linea celular
modificada genéticamente para
sobreexpresar al gen yieF fue capaz de
incrementar su resistencia a los efectos
toxicos promovidos por el Cr(VI), lo
cudl resalta la potencial aplicacion de
esta enzima en  aspectos de
bioremediacion y en biomedicina. Una
de las cromato-reductasa mas estudiadas
es la proteina ChrR de la bacteria Gram
negativa Pseudomonas putida, una
flavo-enzima soluble que une FMN vy
cataliza la reduccion de Cr(VI) a Cr(lIl)
(Park y col., 2000). ChrR, ademas de
poseer actividad de cromato reductasa,
reduce ferrocianuro y presenta una
actividad de quinona  reductasa,
generando flavin-semiquinona durante la
reduccion de cromato. De esta manera,
ChrR representa un mecanismo potencial
de defensa antioxidante reduciendo el
estrés de las células en esta bacteria
ocasionado por agentes oxidantes como

el peroxido de hidrogeno y el radical
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superoxido (Gonzalez y col., 2005).
Tanto ChrR (P. putida) como YieF (E.
coli) han sido agrupadas en la familia
“FMN Reductasas dependientes de
NAD(P)H” (FMN-Red). Esta familia,
comprende actualmente mas de 200
proteinas que adoptan estructuras
cuaternarias diméricas o tetraméricas
que se distinguen por compartir un
dominio proteico conteniendo residuos
altamente conservados involucrados en
la unién del cofactor FMN (Fig. 1).

La familia de proteinas FMN-red
se puede dividir en diez grupos
principales pero s6lo tres de estos
incluyen proteinas caracterizadas y se
definen como  subfamilias. La
subfamilia | es el grupo mas numeroso
con 73 secuencias homologas, y esta
presente principalmente en proteo-
bacterias. En esta subfamilia esta
incluida la proteina ChrR de P. putida
descrita anteriormente. La subfamilia 11,
con mas de 30 proteinas homologas,
estd  presente  principalmente en
proteobacterias y plantas. La enzima
YieF de E. coli (Ackerley y col., 2004),
la FMN reductasa de P. aeruginosa
PAOl1 (Agarwal y col, 2006) y la

NAD(P)H: quinona reductasa (NQR) de
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Arabidopsis  thaliana  (Sparla vy
col.,1999) pertenecen a este grupo. La
subfamilia 111 comprendida por una
decena de Oxidorreductasas reportadas
en bacterias del filo firmicutes, hongos
y el mixomiceto  Dictyostelium
discoideum. Dos proteinas de esta
familia han sido caracterizadas, la
Azoreductasa de Bacillus sp. OY1-2
(Suzuki y col,, 2001) y la proteina
dimérica de S. cerevisiae YLRO1lwp
(Liger y col., 2004). Ambas mostraron
capacidad reductora  sobre los
colorantes tipo “azo” y los compuestos
nitrogenados;  YLRO1lwp mostrd
también poseer actividad de
ferrocianuro reductasa (Liger y col.,
2004).

En estudios recientes realizados
por nuestro grupo de trabajo, se
demostrd que la bacteria esporulante B.
subtilis cuenta con una respuesta
adaptativa al ion cromato (Santos y col.,
2014). Ademas, se demostré que esta
bacteria posee la capacidad de reducir el
Cr(VI) a Cr(lll) (Santos y col., 2014).
Estas evidencias experimentales
sustentan fuertemente la hipGtesis de la
existencia de enzimas con actividad de

cromato reductasa en B. subtilis. De
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acuerdo con esta nocion, se realizd un
analisis bioinformatico, el cual mostrd
que enel genoma de esta bacteria existen
los genes yhdA y ywgN los cuéles
codifican para potenciales proteinas de la
familia FMN-Red. En apoyo de esta
propuesta, un alineamiento de las

secuencias primarias de los productos
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predichos de ambos genes con las
proteinas YeiF de E. coli y ChrR de P.
putida demuestra un alto grado de
homologia entre las 4 proteinas,
particularmente en el subdominio
involucrado en la union de los cofactores
FMN y NADPH (Fig. 1).

BS-YwgN ----MKIAVINGGTRSGGNTDVLAEKAVQGFDAEHIYLQKYP--—-- IQPIEDLRHAQGG

BS-YhdA ----MNMLVINGTPRKHGRTRIAASYIAALYH----—- TDLIDLSEFVLPVFNGEAEQS-

EC-YeiF MSEKLQVVTLLGSLRKGSFNGMVARTLPKIAPA-SMEVNALPST--ADIPLYDADVQQE-

PP-ChrR MSQVYSVAVVVGSLRKESYNRKVARALSELAPS-SLALK-IVEI--GDLPLYNEDIEAE-
*ooxLoL . * *:

BS-YwgN FRPVODIYDSIIERILOCHILIFATPIYWFGMSGTLKLFIDRWSOTLRDPRFPDFKQQMS

BS-YhdA ---ELLHVQELKQRVTKADAIVLLSPEYHSGMSGALKNALDFLS$—---EQFK—---—--

EC-YeiF -EGFPATVEALAEQIRQADGVVIVTPEYNYSVPGGLKNAIDWLSRLPD-QPLA-—--—--

PP-ChrR --APPETWKRFRDEIRRSDAVLFVTPEYNRSVPGCLKNAIDVGSRPYGQSAWS———-—--
. . . . :** .2 *x kK :‘k *

BS-YwgN VKQAYVIAVGGDNPKIKGLPLIQQFEHI FHFMGMSF---KGYVLGEGN--—-- RPGDILR

BS-YhdA YKPVALLAVAGG--GKGGINALNNMRTVMRGVYANVI PKQL--———--—- VLDPVHIDVEN

EC-YeiF GKPVLIQTSSMG--VIGGARCQYHLRQILVFLDAMVMNKPEFMGGVIQNKVDPQTGEVID

PP-ChrR GKPTAVVSVSPG--AIGGFGANHAVRQSLVFLDMPCMOMPEAYLGGAASLFE-DSGKLND

* . . * . . .

BS-YwqgN DHQ---------- ALSAASRLLKRSDAI-

BS-YhdA ATVAENIKESIKELVEELSMFAKAGNPGV

EC-YeiF Q----GTLDHLTGQLTAFGEFIQRVKI--

PP-ChrR ----- KTRPFLQAFVDRFASWVKLNRAV-

Figura. 1. Alineamiento de secuencias de proteinas pertenecientes a la familia FMN-Red mediante el programa
CLUSTAL WQ. BS-YwgN (YwgN de B. subtilis); BS-YhdA(YhdA de B. subtilis); EC-YeiF (YeiF de E. coli); PP-
ChrR (ChrR de P. putida). En el recuadro gris se muestra un dominio altamente homologo involucrado en la union

de los cofactores FMN y NADPH.[2]

CONCLUSIONES

En conclusion, la informacion presentada en este manuscrito sustenta la idea de

que las enzimas de la familia FMN-Red se encuentran ampliamente distribuidas en

organismos de los tres dominios de la vida y que estas representan potenciales

determinantes de resistencia al ion cromato. La aplicacion de enfoques moleculares,
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fisiologicos, bioquimicos y estructurales permitirdn confirmar o refutar la prediccion de
que proteinas como YwgN y YhdA de B. subtilis posean la capacidad de reducir el
Cr(VI1) al Cr(lll) sin generar intermediarios toxicos, demostrando asi su potencial
aplicacion en la bioremediacion de efluentes contaminados con este metal.
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