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Los esteroides son compuestos amplia-
mente distribuidos en la naturaleza,
involucrados en muy diversas funciones
biolégicas y cuya estructura quimica los
hace especialmente recalcitrantes a la
degradacién microbiana. Desde un pun-
to de vista medioambiental los esteroides
tienen relevancia por estar entre los medi-
camentos mas producidos por la industria
farmacéutica y porque su liberacién al
medio ambiente supone un riesgo para la
salud humanay animal.

En los Ultimos afios la contaminacién
ambiental producida por los esteroides
denominados como disruptores endocri-
nos (EDCs) ha recibido una enorme aten-
cién, ya que son sustancias capaces de
afectar la salud a nivel sistémico y cuya
ubicuidad supone un riesgo a nivel global.
Dentro de estos compuestos destacan por
su creciente presencia en diferentes nichos
ecoldégicos los estrégenos, un tipo de hor-
monas esteroideas, que poseen una alta
toxicidad a muy bajas concentraciones.
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Aunque se ha propuesto que la degra-
dacién microbiana de los EDCs podria
ser un método eficaz para eliminar estos
compuestos, apenas se conocen la genéti-
cay la bioquimica de las rutas metabdlicas
microbianas implicadas en estos procesos
de degradacion.

Las bacterias de la familia Sphingomona-
daceae, caracterizadas por su capacidad
de metabolizar diferentes compuestos
contaminantes, se han propuesto como
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Figura 1. Cluster génico responsable de la degradacién del estradiol y la estrona en C. tardaugens y esquema de la ruta metabolica propuesta (Ibero et al., 2020).

modelos para estudiar la degradacion
de estrogenos, sin embargo, la dificultad
para producir modificaciones genéticas en
las cepas naturales descritas complica las
tareas de caracterizaciéon de las rutas.

Nuestros trabajos para caracterizar las
rutas bacterianas de degradacién de EDCs
se iniciaron con la caracterizacién genémi-
ca de una bacteria inicialmente denomi-
nada como Novosphingobium tardaugens
NBRC 16725 que fue aislada a partir de
lodos de depuradora por su capacidad
de degradar EDCs (Fujii et al., 2022). Esta
alfaproteobacteria actualmente se ha
reclasificado como Caenibius tardaugens
(Hordt et al., 2020).

Un primer estudio comparativo del geno-
ma de C. tardaugens (lbero et al., 2019a)
reveld la existencia de un clister de genes

cuya organizacioén era similar a la del cluster
de genes implicados en la degradacion de la
testosterona en la bacteria modelo Coma-
monas testosteroni TA441. La identidad de
secuencia de las proteinas codificadas en
este clUster permitié asignar una funcién
a cada una dentro de la ruta de degrada-
cién de testosterona en C. tardaugens. El
desarrollo por primera vez de herramien-
tas de ingenieria genética en esta bacteria
ha permitido realizar estudios para asignar
funciones a los genes de las rutas metabé-
licas realizando modificaciones en su geno-
ma, facilitando su uso para el estudio de la
degradacién aerdbica de la testosterona en
esta bacteria (Ibero et al., 2019b).

Por otro lado, el estudio del transcripto-
ma completo de C. tardaugens cultivada en
estradiol como Unica fuente de carbono
revelo la existencia de un cluster de genes
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inducido especificamente por estradiol
(cluster edc. EGO55_13520-EGO55_13600)
(Ibero et al., 2020). La mutagénesis de la
regién promotora y de los dos operones
gue componian el clister mostré que efec-
tivamente estaba implicado en el metabo-
lismo del estradiol. La mutagénesis dirigida
de genes concretos del clUster sirvi6 para
demostrar que, al menos 3 de ellos, eran
esenciales para la degradacion del estra-
diol. Especialmente, los ensayos enzimati-
cos llevados a cabo con el citocromo P450
EdcA, codificado por el gen EGO55_13525
contenido en este clUster, demostraron
por primera vez que este citocromo tenia
una actividad estrona 4-hidroxilasa que
constituye el primer paso de la degrada-
cion metabolica de la estrona (Figura 1).

El estudio de la regulaciéon transcripcio-
nal de la ruta de degradacién del estradiol
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Figura 2. Construccién de un biosensor celular basado en el regulador EdcR para detectar estradiol (E2) y estrona (ET) en aguas contaminadas con estos
compuestos. Se muestran los pldsmidos utilizados para la deteccion mediante la proteina fluorescente verde (gfp) (Ibero et al., 2021).
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revelé también la existencia de un represor,
EdcR, codificado por el gen EGO55_13520,
asociado al cluster. Este regulador respon-
de especificamente a estrona y estradiol,
gue actlan como inductores especificos
(Ibero et al., 2021). Con este regulador, que
de momento es el Unico regulador bacte-
riano conocido capaz de reconocer estroge-
nos de manera selectiva, hemos disefiado
un biosensor celular de fluorescencia en
Escherichia coli que permite detectar la
presencia de estrona o estradiol en aguas
contaminadas con estos EDCs a simple vista
(Figura 2).

Otro resultado curioso de estos estudios,
ha sido la demostracion de que C. tardau-
gens acumula polihidroxialcanoatos (PHAS)
en forma de granulos, al crecer en condi-
ciones de desbalance de nitrégeno, utili-
zando esteroides como Unica fuente de
carbono (lbero et al., 2022) (Figura 3). El
PHA producido es un copolimero de poli-
hidroxibutirato y polihidroxivalerato.

Por ultimo, hay que sefialar que esta bac-
teria tiene la capacidad de degradar, ade- \ /

mas de estrona, estradiol y testosterona,  Figura 3. Produccion de granulos de polihidroxialcanoatos en C. tardaugens utilizando como sustratos
sales biliares como el colato y el desoxico-  /os esteroides, testosterona (TES) y estradiol (E2). NB, control de Nutrient Broth (Ibero et al., 2022).
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lato, y otros esteroides como progesterona
y pregnenolona. Por lo tanto, C. tardaugens
es una bacteria con amplias posibilidades
para ser utilizada en consorcios microbia-
nos artificiales para depurar aguas con-
taminadas con diferentes compuestos
esteroideos.

Pero lo mas sorprendente de estos estu-
dios es que esta bacteria es capaz de uti-
lizar el colesterol como fuente de carbono
y energia para crecer, una caracteristica
poco comun en bacterias Gram-nega-
tivas. C. tardaugens utilizaria una nueva
ruta de degradacién aun desconocida, y
que actualmente estamos estudiando. La
caracterizacién de una ruta no descrita
presenta una prometedora oportunidad de
producir esteroides y sintonas Utiles para la
semisintesis de nuevos esteroides de uso
farmacéutico. El conocimiento adquirido
permitiria el desarrollo de un nuevo pro-
ceso biotecnolégico de biotransformacion
de esteroides naturales, ya sea en esta
bacteria o en otra bacteria que actie como
hospedadora de la nueva ruta metabdlica.

Estos trabajos han sido financiados
mediante los proyectos ELISA de la Funda-
cion Ramon Areces, Intramural-202220E018
del CSIC, y PID2019-110612RB-100 y
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PID2021-1253700B-100 del Ministerio de
Ciencia, Innovacién y Universidades.
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