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RESUMEN

ABSTRACT

El arsénico es un metaloide toxico, amplia-
mente distribuido en ambientes terrestres y acuaticos.
La biotransformacién bacteriana juega un rol importan-
te en el ciclo biogeoquimico de este metaloide, intervi-
niendo en su movilidad, distribucién y biodisponibilidad.
Los mecanismos de resistencia bacteriana a arsénico,
se encuentran asociados a determinantes genéticos,
que les otorgan la capacidad de realizar principalmente
transformaciones de oxidacién y/o reduccion. En esta
revision, se describe el mecanismo de resistencia bac-
teriana al arsénico por la Arsenito oxidasa (AOX) y el
control transcripcional mediado por un sistema de dos
componentes (aoxSR), que regulan la expresién de ge-
nes clave implicados en la oxidacién de arsenito (Aslll).

Arsenic is a toxic metalloid, widely distribu-
ted in terrestrial and aquatic environments. Bacterial bio-
transformation plays an important role in the biogeoche-
mical cycle of this metalloid, in its mobility, distribution
and bioavailability. Mechanisms of bacterial resistance to
arsenic are associated with genetic determinants, which
give them the ability to perform transformations of oxida-
tion and/or reduction mainly. This review describes the
bacterial resistance to arsenic by the arsenite oxidase
(AOX) and transcriptional control mediated by two com-
ponent systems (aoxSR), which regulate the expression
of key genes involved in the oxidation of AslII.
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Introduccion

El arsénico (As), es un metaloide téxico dis-
tribuido en ambientes terrestres y acuaticos. Las fuen-
tes naturales de arsénico ambiental incluyen el volca-
nismo, la actividad hidrotérmica y la erosion de rocas
sedimentarias. La acciéon antropogénica, por su parte,

Arsenite oxidizing, arsenite oxidase, aoxSR genes.
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constituye una segunda fuente de arsénico en el medio,
dada por el uso de quimicos agricolas: como plaguici-
das y herbicidas, conservadores de maderas, residuos
de la fundicién de metales y explotacion minera (Welch
et al., 2000; Oremland y Stolz, 2003).
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Los efectos toxicologicos del arsénico es-
tan relacionados con su forma quimica y su estado de
oxidacién; el arsénico en su forma inorganica, puede
presentarse en dos estados redox: la forma reducida,
arsenito (Aslll) es de 25 a 60 veces mas toxico que la
forma oxidada, arsenato (As V), debido a su capacidad
de unién a grupos sulfhidrilo de las proteinas, que oca-
sionan la degradacién de membranas y la muerte celular
(Smedley y Kinninburgh, 2002; Muller et al., 2003).

El estado de oxidacion del arsénico y por
tanto su movilidad y toxicidad, estan controlados fun-
damentalmente por las condiciones redox (potencial
redox, Eh) y el pH. Como aproximacion y sin tener en
cuenta otros factores como el contenido de materia or-
ganica en condiciones oxidantes, el estado AsV predo-
mina sobre el Aslll, encontrandose fundamentalmente
como H,AsO, a valores de pH bajos (inferiores a 6.9);
mientras que a pH mas alto, la especie dominante es
HAsO,*. En condiciones reductoras a pH inferior a 9.2,
predomina la especie neutra H,AsO,° (Lillo, 2003; Sme-
dley y Kinninburgh, 2002).

La contaminacién del agua, aire y suelo por
arsénico es uno de los problemas ambientales mas se-
veros ya que este elemento no se degrada y permanece
en el ambiente (Acosta et al., 2007). Su presencia ejerce
una fuerte presion de seleccién sobre los organismos
que alli habitan (Cervantes y Vaca, 1990; Silver y Mis-
ra,1988) y si la descarga del contaminante es de ca-
racter permanente, como sucede habitualmente con los
metales pesados; se produce una seleccién de aquellos
genotipos que pueden sobrellevar dicho estrés (Moraga
et al., 2003; Silver y Walderharg, 1992).

La relaciéon contaminante-microorganismo ori-
gina una serie de procesos adaptativos que finalmente se
expresan como mecanismos de resistencia hacia el meta-
loide (Anisimova et al., 1993; Montuelle et al., 1994). Entre
ellos, se encuentran principalmente los que involucran: a)
componentes celulares que capturan a los iones, neutra-
lizando su toxicidad, b) enzimas que modifican el estado
redox de los metales o metaloides, convirtiéndolos en for-
mas menos tdxicas, y c) la presencia de transportadores
de membrana que expulsan las formas nocivas de As del
citoplasma celular ~ (Cervantes et al., 2006). El objetivo
de esta revision es describir el mecanismo de resistencia
bacteriana al arsénico por la Arsenito oxidasa (AOX) y el
control transcripcional mediado por un sistema bacteriano
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de dos componentes (aoxSR), que regulan la expresion de
genes clave implicados en la oxidacion de arsenito (Aslll).

Resistencia al arsénico: arsenito oxidasa (AOX)

Se han aislado microorganismos que presen-
tan diversos mecanismos de resistencia que les permiten
tolerar concentraciones de arsénico; algunos de ellos se
encuentran asociados a determinantes genéticos, que les
otorgan la capacidad de realizar transformaciones de oxi-
dacién y/o reduccion (Silver y Phung, 2005a).

La oxidacion bacteriana de Aslll a AsV fue
descrita en 1918, pero no fue hasta 1992 que se aislo
la primera arsenito oxidasa (AOX) de Alcaligenes fae-
calis (Anderson et al., 1992). Esta enzima participa
tanto en la desintoxicacién de arsénico en bacterias
heterotrofas (Muller et al., 2003) como en la generacién
de energia en bacterias quimioheterétrofas y quimioli-
totroficas (Santini et al., 2004; Santini y Vanden, 2004).
Las bacterias arsenito oxidantes son filogenéticamente
diversas (Battaglia-Brunet et al., 2006) pero todas lle-
van a cabo la oxidacién del Aslll por arsenito oxidasa.

La AOX es una enzima redox periplasmatica
que presenta una estructura heterodimérica que consta
de dos subunidades: la subunidad mayor que es la cata-
litica, presenta un centro de molibdeno y un centro [3Fe-
48] y la subunidad menor formada por un centro Rieske
[2Fe-2S] (Figura 1) (Ellis et al., 2001; Silver y Phung,
2005b). Los genes que codifican estas dos subunidades
fueron identificados y secuenciados por primera vez en
la bacteria heterotréfica Herminiimonas arsenicoxydans,
y se demostré que ambos genes estan en el mismo ope-
rén denominado aox (Muller et al., 2003).

El primer gen del operén aox codifica la subuni-
dad Rieske y se le nombro aoxA,; la designacion aoxB se utiliza
para el gen que codifica la subunidad mayor (Hille,1996; Mu-
ller et al., 2003) AoxA que posee un péptido sefial TAT (Twin-
ArginineTransporter) en el extremo amino terminal que guia
la proteina heterodimérica plegada durante su transporte del
citoplasma al espacio periplasmico (Muller et al., 2003).

Se ha propuesto un mecanismo de oxidacion del
arsenito por esta enzima, que consiste en que el Aslll ingresa
a través de un orificio cénico presente en la superficie de la
enzima, entrando en contacto directo con el Molibdeno (VI)
embebido en la misma; inmediatamente después se produce
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Figura 1. Modelo de la enzima arsenito oxidasa (AOX) (Tomado
y modificado de Silver y Phung, 2005b).

una transferencia de dos electrones y ahora el arsenato es
liberado a través del mismo orificio de entrada y el molibdeno
es reducido a Molibdeno (IV). Posteriormente, se transfieren
los electrones primero al grupo [3Fe-4S], dentro de la subuni-
dad grande Mo-pterina de la proteina, y después a un cluster
[2Fe-2S] situado en la subunidad pequefia. A partir de ese si-
tio, los electrones se transfieren a la cadena respiratoria de
la membrana interna, posiblemente primero a una azurina o
un citocromo y eventualmente al oxigeno el aceptor final de
electrones (Anderson et al., 1992, Ellis et al., 2001, Hoke et
al., 2004; Silver y Phung, 2005a; Mukhopadhyay et al., 2002).

En Agrobacterium tumefaciens 5A se identifico
un mecanismo complejo para la expresion de los genes
estructurales de la arsenito oxidasa (aoxAB), que implica la
percepcion de sefiales a través de un “quorum sensing”, asi
como de la participaciéon de un sistema de dos componentes
en la transduccion de sefiales (Kashyap et al., 2006); estos
sistemas de transduccion de sefiales existen en una amplia
variedad de especies y regulan eficientemente una multitud
de operones microbianos (Stock et al., 2000).

Regulacién del operén aox: sistema de dos
componentes

La adaptacion al medio es un proceso esencial
para la supervivencia de los organismos. Los sistemas que
permiten a las células sensar y responder a una nueva
situacion se denominan sistemas de transduccién de se-

fales. Estos sistemas funcionan percibiendo la llegada
de un estimulo externo y transmitiendo la informacion
recibida al interior de la célula; generando asi respues-
tas adaptativas especificas como la modulacion de la
expresion génica o la actividad catalitica (Casino, 2008).

Los sistemas de dos componentes (Two
Component System) median la transduccion de la se-
fal a través de dos proteinas conservadas: una proteina
histidina quinasa sensora (HK) y una proteina regulado-
ra de la respuesta (RR) que se fosforilan en un residuo
de histidina y de acido aspartico, respectivamente. La
transferencia del grupo fosforilo desde la HK al RR en
respuesta a multiples estimulos, resulta generalmen-
te, en la activacién del RR para controlar una amplia
variedad de procesos esenciales para la célula como
la adquisicion de nutrientes (carbono, nitrogeno, fosfo-
ro), la actividad metabolica (sistema de transporte de
electrones, absorcion y catabolismo), la virulencia, la
adaptacion fisica y quimica al medio (pH, osmolaridad,
quimiotaxis), las rutas del desarrollo (esporulacion, ciclo
celular) y resistencia a antibiéticos o metales pesados,
entre otros (Grebe y Stock, 1999; Hoch y Varughese,
2001; Parkinson y Kofoid, 1992). Se ha mencionado
que la regulacion de la expresiéon del operon aoxAB
responde a sefales “quorum sensing” y a un sistema
de dos componentes (Kashyap et al., 2006); sin em-
bargo los mecanismos reguladores de la oxidacién del
arsenito, aun no estan totalmente esclarecidos (Cai et
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al., 2009; Muller et al., 2007; Quéméneur et al., 2008;
Chang et al., 2010; Sultana et al., 2012).

El sistema de dos componentes de la AOX
esta integrado por los genes aoxS y aoxR, localizados
rio arriba del operén aoxAB. aoxS que codifica para una
histidina quinasa HK y aoxR funciona como un regulador
transcripcional. Ademas de aoxA y aoxB, rio abajo se
localizan los genes aoxC y aoxD que codifican de forma
respectiva, tanto para el citocromo C como para una en-
zima involucrada en la biosintesis de la molibdopterina
(Kashyap et al., 2006). Por ultimo, dentro del operon aox
se encuentra el gen denominado aoxX, el cual codifica
para una proteina de union a oxianiones (Cai et al., 2009).

En Ochrobactrum tritici se identifico la presen-
cia de todos los genes anteriores dentro del operon aox
(Branco et al., 2009), al igual que en cepas de Herminii-
monas arsenicoxydans, en las cuales por mutagénesis con
el transposon Tn5 se demostré que existen otras proteinas
que participan en el control de la oxidacion del arsenito,
como son RpoN y DnaJ, las cuales presentan un factor
sigma N (054) alternativo de la ARN polimerasa y la co-
chaperona Hsp-70 (Koechler et al., 2010). Sardiwal et al.,
(2010), reportaron la identificacién y caracterizacion de dos
genes inmediatamente rio arriba de la arsenito oxidasa en
Rhizobium spp. str. NT-26. También demostraron que los
dos productos génicos designados AoxS y AoxR son esen-
ciales para la oxidacion arsenito y comprenden un clasico
sistema de dos componentes.

Koechler et al., (2010), describieron una visién
completa de la funcion de diversas proteinas en el control de

Literatura citada

la oxidacion de arsenito en Herminiiomonas arsenicoxydans,
mediante un mecanismo de sistema de dos componentes.

De lo anterior, se puede concluir que los
controles transcripcionales regulan la expresion de ge-
nes clave (aoxAB) implicados en la oxidacion de Aslll
(Kang et al., 2012). La oxidacion de arsenito por bacte-
rias arsenito oxidantes, resulta de importancia en pro-
cesos de biorremediacién; ya que la contaminacion con
arsénico es un grave problema a nivel mundial; en Asia
(Bangladesh, varios estados de la India, Nepal, Pakis-
tan, Vietnam, Camboya, China), se estima que mas de
100 millones de personas estan en riesgo, y alrededor
de 70,0000 personas se han visto afectadas por en-
fermedades relacionadas con arsénico (Rahman et al.,
2009; Sardiwal et al., 2010). Un buen entendimiento de
los procesos de union a arsenito y su oxidacion son de
gran interés para los bidlogos sintéticos involucrados
en la ingenieria de nuevas entidades moleculares que
podrian ser utilizadas en la deteccién y remocién de ar-
senito en sitios contaminados (Hughes, 2002; Kitchin y
Wallace, 2004; Sardiwal et al., 2010).

Conclusiones

El conocimiento de lo sistemas de transduc-
cion de sefiales de dos componentes ha permitido una
mayor comprension de los procesos fisiolégicos que per-
miten la regulacion de la expresion genética, por lo que
podrian ser considerados como una herramienta util bio-
tecnolégica para el disefio de propuestas que permitan el
saneamiento de zonas contaminadas tanto por arsénico
como por otros elementos téxicos.

Acosta |, Moctezuma-Zarate MG, Cardenas JF y Gutiérrez C. Bioadsorcion de cadmio (Il) en solucién acuosa por biomasas
fungicas. Informacién Tecnolégica 2007; 18:9-14.

Anderson G, Williams J, Hille R. The purification and characterization of arsenite oxidase from Alcalligenes faecalis, a
molybdenum-containing hydroxylase. The Journal of Biological Chemistry 1992; 267:23674-82.

Anisimova L, Siunova T, Boronin A. Resistance to metals gram negative bacteria isolated from sewage and soils of indus-
trials regions. Microbiology 1993; 62(5): 505-508.

Battaglia-Brunet F, Joulian C, Garrido F, Dictor MC, Morin D, Coupland K, et al. Oxidation of arsenite by Thiomonas strains
and characterization of Thiomonas arsenivorans sp. nov. Antonie Van Leeuwenhoek 2006; 89: 1-10.

Branco R, Francisco R, Chung AP, Vasconcelos P. Identification of an aox system That Requires Cytochrome c in the highly arsenic-
resistant bacterium Ochrobactrum tritici SCII 24. Applied and Environmental Microbiology 2009; 75(15): 5141-47.

Cai L, Rensing C, Li X, Wang G. Novel gene clusters involved in arsenite oxidation and resistance in two arsenite oxidizers: Achro-
mobacter sp. SY8 and Pseudomonas sp. TS44. Applied Microbiology and Biotechnology 2009; 83(4):715-25.

Revista Bio Ciencias Junio 2013 ISSN 2007-3380 2(3): 92-97 95



Oxidacion del arsénico B . fevista,

Casino FP. Estudio de las bases estructurales y enzimaticas del mecanismo de transduccion de sefial mediado por siste-
mas de dos componentes (Tesis de doctorado) Valencia: Universidad de Valencia, 2008.

Cervantes C, Vaca S. Resistencia bacteriana a los metales pesados téxicos. Ciencia y Desarrollo 1990; 17(102): 86-96.

Cervantes C, Espino-Saldafia AE, Acevedo-Aguilar F, Leon- Rodriguez IL, Rivera- Cano ME, Avila-Rodriguez M, et al. In-
teracciones microbianas con metales pesados. Revista Latinoamericana de Microbiologia 2006; 48(2):203-10.

Chang JS, Yoon IH, Lee JH, Kim KR, An J, Kim KW. 2010. Arsenic detoxification potential of aox genes in arsenite-oxidizing
bacteria isolated from natural and constructed wetlands in the Republic of Korea. Environmental Geochemistry
and Health 32(2):95-105

Ellis PJ, Conrads T, Hille R, Kuhn P. Crystal structure of the 100 kDa arsenite oxidase from Alcaligenes faecalis in two crystal
forms at 1.64 A and 2.03 A. Structure 2001; 9:125-132.

Grebe TW, Stock JB. The histidine protein kinase superfamily. Advances in microbial physiology 1999; 41:139-227.

Hille R. The mononuclear molybdenum enzymes. Chemical Reviews 1996; 96:2757-2816.

Hoke KR, Cobb N, Armstrong FA, Hille R. Electrochemical studies of arsenite oxidase: an unusual example of a highly
cooperative two-electron molybdenum center. Biochemistry 2004; 43:1667—1674.

Hoch JA, Varughese KI. Keeping signals straight in phosphorelay signal transduction. Journal of bacteriology 2001;
183:4941-49.

Hughes MF. Arsenic toxicity and potential mechanisms of action. Toxicology Letters 2002; 133:1-16.

Kang YS, Bothner B, Rensing C, McDermotta TR. Involvement of RpoN in Regulating Bacterial Arsenite Oxidation. Applied
and Environmental Microbiology 2012; 78(16):5638—45.

Kashyap DR, Botero LM, Franck WL, Hassett DJ, McDermott TR. Complex regulation of arsenite oxidation in Agrobacterium
tumefaciens. Journal of bacteriology 2006; 188:1081-88.

Kitchin KT, Wallace K. Arsenite binding to synthetic peptides based on the Zn finger region and the estrogen binding region
of the human estrogen receptor-a. Toxicology and Applied Pharmacology 2004; 206:66—72.

Koechler S, Cleiss-Arnold J, Proux C, Sismeiro O, Dillies MA, Goulhen-Chollet F, et al. Multiple controls affect arsenite oxi-
dase gene expression in Herminiimonas arsenycoxidans. BMC Microbiology 2010; 10(53):1471-84.

Lillo J. Peligros geoquimicos: arsénico de origen natural en las aguas [Monografia en Internet]. Spain:Universidad Rey
Juan Carlos, 2003. [consultado 2010 Noviembre 12 ] Disponible en: http://pendientedemigracion.ucm.es/info/
crismine/Ambiente_Serena/Peligros_As_2.pdf

Montuelle B, Latour X, Volat B, Gounot AM. Toxicity of heavy metals to bacteria in sediments. Bulletin of Environmental
Contamination and Toxicology 1994; 53(5):753-758.

Mukhopadhyay R, Rosen BP, Phung L, Silver S. Microbial arsenic: from geocycles to genes and enzymes. FEMS Microbio-
logy Reviews 2002; 26:311-325.

Muller D, Liévremont D, Simeonova DD, Hubert JC, Lett MC. Arsenite oxidase aox genes from a metal-resistant betapro-
teobacterium. Journal of bacteriology 2003; 185:135-141.

Muller D, Médigue C, Koechler S, Barbe V, Barakat M, Talla E, Bonnefoy V, et al. A tale of two oxidation states: bacterial
colonization of arsenic-rich environments. PLOS Genetics 2007; 3(4):53.

Oremland y Stolz. The Ecology of Arsenic. Science 2003; 300:939-944.

Parkinson JS, Kofoid EC. Communication modules in bacterial signaling proteins. Annual review of genetics 1992; 26: 71-112.

Quéméneur M, Heinrich-Salmeron A, Muller D, Liévremont D, Jauzein P, et al. Diversity surveys and Evolutionary Relationships of
aoxB genes in Aerobic Arsenite-oxidizing Bacteria. Applied and Environmental Microbiology 2008; 74:4567-73.

Rahman MM, Naidu R, Bhattacharya P. Arsenic contamination in groundwater in the Southeast Asia region. Environmental
Geochemistry and Health 2009; 31:9-21.

Santini JM, Vanden Hoven RN. Molybdenum-containing arsenite oxidase of the chemolithoautotrophic arsenite oxidizer NT-
26. Journal of Bacteriology 2004; 186:1614 —19.

Sardiwal S, Santini JM, Osborne TH, Djordjevic S. Characterization of a two-component signal transduction system that
controls arsenite oxidation in the chemolithoautotroph NT-26. FEMS Microbiology Letters 2010; 313:20-28.

Silver S, Walderhaug M. Gene regulation of plasmid and chromosome determined inorganic ion transport in bacteria. Micro-
biological Reviews 1992; 56:195-22.

Silver S, Phung LT. Genes and enzymes involved in bacterial Oxidation and reduction of inorganic arsenic. Applied and
Environmental Microbiology 2005a; 71:599-608.

Revista Bio Ciencias Junio 2013 ISSN 2007-3380 2(3): 92-97 96



rews
Pacheco et al., 2013. B w

I3

Silver S, Phung LT. A bacterial view of the periodic table: genes and proteins for toxic inorganic ions. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology 2005b; 32:587-605

Smedley PL, Kinniburgh DG. A Review of the source, behaviour and distribution of arsenic in natural waters. Applied
Geochemistry 2002; 17:517-568.

Stock AM, Robinson VL, Goudreau PN. Two-component signal transduction. Annual Review of Biochemistry 2000; 69:183-215.

Sultana M, Vogler S, Zargar K, Schmidt AC, Saltikov C, Seifert J, et al. New clusters of arsenite oxidase and unusual bacterial
groups in enrichments from arsenic-contaminated soil. Annual Review of Biochemistry 2012; 194:623-635.

Welch AH, Westjohn DB, Helsel DR, Wanty RB. Arsenic in ground water of the United Status: Ocurrence and geochemistry.
Ground Water 2000; 38(4):589.

Yan XP, Kerrich R, Hendry MJ. Distribution of arsenic (lll), arsenic (V) and total inorganic arsenic in pore-waters from a thick till
and clay-rich aquitard sequence, Saskatchewan, Canada. Geochimica et Cosmochimica Acta 2000; 64:2637-48.

Como citar este articulo: Pacheco Gonzalez G, Mondragéon Jaimes V, Velazquez Fernandez J. Oxida-
cion del arsénico regulada por un sistema bacteriano de dos componentes. Revista Bio Ciencias. 2013; E
2(3): 92-97.

Revista Bio Ciencias Junio 2013 ISSN 2007-3380 2(3): 92-97 97



