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El grupo de investigacion que dirige el profesor D. José Maria Luengo
Rodriguez en el Departamento de Biologia Molecular de la Universidad de Leon,
ha estudiado la rutas metabolicas responsables de la degradacion microbiana de
diferentes compuestos aromaticos entre los que se incluyen ciertas aminas
biogénicas tales como la 2-feniletilamina, la tiramina y la dopamina. Como
consecuencia de ese trabajo, estos cientificos han descrito cinco rutas
catabolicas nuevas (lo que implica la participacion de mas de cincuenta genes y
enzimas diferentes) y han disefiado, y obtenido, distintas bacterias
recombinantes (cepas modificadas genéticamente) que pueden ser utilizadas
para la eliminacion de esos compuestos de diferentes medios. Otra amina
biogénica que participa, como las anteriores, en multitud de procesos celulares
basicos es la histamina, por lo que el estudio de su ruta catabdlica, la
identificacion de los genes que codifican las proteinas que la constituyen
(enzimas implicados tanto en el transporte como su catabolismo), asi como el
establecimiento de los mecanismos responsables de su regulacion, podrian
tener importantes repercusiones clinicas y biotecnoldgicas (tratamientos
eficaces para alergias mediante terapia génica, y control de la cantidad de
histamina presente en ciertos alimentos).

La histamina juega un papel importante en la contraccién del musculo
liso, en la regulacién neuroendocrina, en procesos alérgicos relacionados con
hipersensibilidad y genésis de taquicardias, y actla como neurotransmisor
interviniendo en enfermedades neurodegenerativas tales como el Alzheimer, el
Parkinson y la esclerosis multiple. Recientemente, se ha comprobado que esta
molécula esta involucrada en diferentes procesos patoldgicos relacionados con
tumores adrenocorticales (Szabo et al, 2009).

Esta amina suele aparecer en cantidades apreciables en ciertos alimentos
(pescado, carne y huevos) y es particularmente abundante en aquéllos que se
obtienen de la fermentacion (quesos y otros derivados lacteos, bebidas, etc.). La
presencia de histamina en el vino entrafia mas riesgo que en otros alimentos, ya
que al interactuar con el alcohol, se van a afectar ciertos mecanismos
destoxificadores que son utilizados por el organismo para eliminar la histamina
(Buteau et al., 1984).
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El estudio de la ruta catabllica responsable de la degradacion de
histamina se ha abordado en bacterias debido a su enorme versatilidad
metabolica, a su crecimiento rapido y a la facilidad para realizar en ellas
estudios genéticos y metabdlicos. Dentro de los distintos microorganismos que
eran capaces de utilizar histamina como fuente de carbono y de energia, hemos
seleccionado la bacteria Pseudomonas putida U (Mifiambres et al., 1996;
Olivera et al., 1998), que es capaz de degradar numerosos compuestos y que
habia sido usada previamente por nuestro grupo para esclarecer las rutas
responsables de la degradacion de otras aminas biogénicas tal y como se ha
indicado anteriormente (Arias et al., 2008; Arcos et al., 2010) (Fig. 1).

Figura 1. Microfotografias de la cepa Pseudomonas
putida U.

La primera aproximacién experimental, tuvo por objeto estudiar la
velocidad de asimilacion de histamina por esta bacteria, y a continuacion
procedimos a la obtencion de mutantes incapaces de degradar este compuesto
usando como elemento mutador el trasposén Tn5 (Fig. 2) (Norrander et al.,
1983)
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Figura 2. Esquema del proceso de mutacion basado en la
insercion del transposén Tn5 en P. putida U.

Hasta el momento actual, se han obtenido y caracterizado seis mutantes
(Hinl-Hin6). En cinco de ellos los estudios genéticos han revelado que el
transposon Tn5 se habia insertado en genes que codifican una deshidrogenasa
(Hinl), una monooxigenasa (Hin2), un transportador (Hin4), una liasa (Hin5) y
un regulador (Hin6), mientras que en el otro mutante (Hin3), los resultados
mostraron que el transposdn se habia insertado en una secuencia intergénica
gue se encuentra delante del gen que codifica un regulador transcripcional. Los
estudios realizados acerca de la cinética de crecimiento de estos mutantes han
revelado que todos crecen de modo semejante a como lo hace la cepa silvestre
cuando las fuentes de carbono empleadas son la feniletilamina, tiramina y
dopamina. Estos resultados ponen de manifiesto que la degradacién de
histamina no esta relacionada con la de otras aminas, y que por lo tanto, para
degradar esta amina biogénica, la cepa P. putida U utiliza una ruta metabdlica
diferente, y que ésta no posee etapas comunes con las requeridas para la
degradacion de otros compuestos similares.

Cuando los mutantes se cultivaron en un medio de composicion definida
(medio minimo) en el que la fuente de carbono era un derivado de histamina, el
acido imidazolacético (ImAA), se observé que algunos mutantes (Hinl, Hin4,
Hin6) crecian, siguiendo una cinética similar a la de la cepa silvestre P. putida U
cuando se cultivaba en el mismo medio, mientras que otros (Hin2, Hin3, Hin5)
no podian crecer. Estos datos indicaban que las actividades enzimaticas
afectadas en Hinl, Hin4 e Hin6 catalizan etapas de la ruta catabdlica anteriores
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a la formacién del ImAA, mientras que los genes alterados en Hin2, Hin3 e Hin5
codifican enzimas que catalizan reacciones implicadas en la transformacion de
ImMAA en intermediarios catabolicos centrales. Estos datos demuestran
inequivocamente que el ImAA se genera como intermediario catabdlico en la
degradacion de histamina.

Aplicaciones
Cuando caractericemos la ruta completa y dispongamos de la
informacion genética requerida podremos:

1. Utilizar estos genes como sondas para identificar otros similares en
bacterias acido lacticas con objeto de emplear esos microorganismos
como “starters” (cultivos iniciadores) en la elaboracién de alimentos
fermentados.

2. Clonar todos los genes responsables de la degradacién de histamina y
transferirlos como un unico cluster a otros microorganismos (bacterias
acido lacticas) y asi obtener cepas recombinantes capaces de eliminar la
histamina de diferentes medios (incluyendo alimentos fermentados).
Todas esas construcciones, que poseerdn un indudable valor
biotecnoldgico, seran protegidas por las correspondientes patentes.

3. Usar esas construcciones en terapia génica (tratamiento de alergias y de
algunas de las enfermedades neurodegenerativas anteriormente citadas).
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izquierda a derecha y de arriba a abajo: Alvaro Barrientos
Castafieda, Elias Rodriguez Olivera, José Ignacio Obeso Rodriguez,
Joaquin Rodriguez Ferndndez, José Luis Gémez Botran (autor de
este trabajo), José Maria Luengo Rodriguez (director del grupo de
investigacion) y Estefania Merino Garcia.

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 67



