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RESUMEN. El cobre es un metal de transición esencial para el metabolismo celular que está involucrado en diversos procesos 
biológicos como cofactor de varias enzimas. Aunque esencial, es también tóxico. Por esta razón, los organismos en todos los reinos 
de la vida han desarrollado sistemas homeostáticos para su control. El cobre es incluso más tóxico en las condiciones anaero-
bias y ligeramente ácidas del tracto gastrointestinal, lo que ha hecho que las enterobacterias, y enteropatógenos en particular, 
desarrollen mecanismos de adaptación a este elemento. En este trabajo, luego de una pequeña introducción sobre el cobre y sus 
mecanismos de toxicidad, se describen los sistemas homeostáticos de este metal en la enterobacteria Gram negativa Escherichia 
coli. A continuación, se analiza mediante métodos bioinformáticos, la conservación de estos sistemas en el enteropatógeno Vibrio 
cholerae y se sintetizan recientes hallazgos relacionados con la tolerancia al cobre en este microorganismo. Se encontró que en 
V. cholerae se conservan parcialmente los sistemas descritos en E. coli. En Vibrio está presente la ATPasa CopA, responsable de 
la homeostasis del cobre en el citoplasma, pero no se identificaron homólogos de la oxidasa multicobre CueO ni del sistema de 
transporte multicomponentes CusCFBA, ambos encargados de la homeostasis del cobre en el periplasma. Esto sugiere la exis-
tencia de otros mecanismos para controlar la concentración de cobre en este compartimiento en V. cholerae. 

ABSTRACT. Copper is a transition metal essential for cellular metabolism, which is involved in many biological processes as 
a cofactor of several enzymes. Although essential, it is also toxic. For this reason, organisms in all kingdoms have developed 
homeostatic systems for its control. This element becomes more toxic under the anaerobic and slightly acidic conditions of 
the gastrointestinal tract forcing enterobacteria, and enteropathogens in particular, to develop mechanisms which allow them 
adapting to this element. In this work, after a short introduction about copper and its toxicity mechanisms, are described the 
copper homeostatic systems used for the Gram negative enteric bacterium Escherichia coli. The conservation of these systems 
in the enteropathogen Vibrio cholerae is analyzed by bioinformatic methods and recent findings related to copper tolerance in 
this microorganism are summarized. It was found that systems described in E. coli are partially conserved in V. cholerae, being 
present the CopA ATPase, responsible of copper homeostasis in the cytoplasm. However, it was not identified any homolog of 
multi-copper oxidase CueO nor the multicomponent system CusCFBA, both involved in copper homeostasis in the periplasmic 
space. This suggests the existence of other systems to control copper concentration in this compartment in V. cholerae.

INTRODUCCIÓN
Las respuestas celulares a la carencia de un nutrien-

te son complicadas si este es esencial, pero a la vez, su 
exceso es tóxico. El cobre es un metal de transición que 
como nutriente posee esta característica, el cual es un 
cofactor de enzimas que participan en diversos procesos 
biológicos esenciales para la vida.1 Este elemento puede 
adoptar distintos estados de reducción, tanto oxidado 
como Cu(II) o en la forma reducida como Cu(I) y posee 
un elevado potencial redox que puede ser usado por 
las cuproenzimas para la oxidación directa de sustratos 
fácilmente oxidables tales como superóxido, ascorbato, 
catecol o fenolatos.2 Debido a esta propiedad, el cobre 
es también tóxico, ya que las transiciones entre Cu(II) 
y Cu(I) de los iones libres pueden dar lugar a la gene-
ración de radicales superóxido e hidroxilo.3 El Cu(II) 

puede formar enlaces covalentes estables con átomos 
de nitrógenos los que son frecuentemente inertes, 
mientras que los enlaces con átomos de oxígeno son 
más lábiles. El Cu(I), por otro lado, se une fuertemente 
a grupos funcionales como los tiolatos de los residuos 
de cisteína y a los átomos de nitrógeno del imidazol de 
los residuos de histidina de ciertas proteínas, con lo 
que pueden afectar sus funciones fisiológicas cuando 
la unión es inespecífica.4

Las proteínas que contienen cobre están amplia-
mente distribuidas en los organismos aerobios y están 
involucradas en procesos vitales tales como respiración, 
transporte de hierro, protección al estrés oxidativo y 
pigmentación.5 Además, este metal es necesario para 
la actividad de las enzimas monoxigenasas, dioxige-
nasas y enzimas fotosintéticas.6 La deficiencia de las 
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enzimas que contienen cobre o presentan alteración de 
sus actividades causan frecuentemente enfermedades 
o condiciones patofisiológicas.6 

En la enterobacteria Gram negativa Escherichia 
coli, las enzimas ubiquinol oxidasa,7 Cu/Zn superóxido 
dismutasa8 y amino oxidasa9,10 contienen como cofactor 
al cobre, lo que hace necesario la existencia de sistemas 
que garanticen la disponibilidad intracelular de este 
elemento para su incorporación a estas proteínas. De-
bido a su toxicidad, por otra parte, sus concentraciones 
intracelulares necesitan ser reguladas dentro de muy 
estrechos límites. E. coli, durante su ciclo de vida, se 
enfrenta a concentraciones de cobre variables. En el 
sistema digestivo la concentración de este elemento 
puede ser elevada, particularmente en el estómago y 
en el duodeno, pero incluso en esos compartimientos 
probablemente no llega a ser mayor que 10 µmol/L .3 Sin 
embargo, en esas partes del tracto gastrointestinal pre-
valecen condiciones ácidas y anaerobias, en las cuales el 
cobre se hace mucho más tóxico.11 Por esta razón, las en-
terobacterias, y en particular, los enteropatógenos, deben 
haber desarrollado mecanismos homeostáticos del cobre 
para adaptarse a su nicho ecológico: el sistema digesti-
vo. En los últimos años, se han realizado considerables 
progresos en la comprensión de los sistemas utilizados 
por E. coli para controlar la concentración intracelular 
de cobre, pudiendo emplearse como organismo modelo 
de la familia Enterobactereaceae, responsable de serios 
trastornos gastrointestinales con gran morbilidad en la 
población mundial.3 

Vibrio cholerae es una bacteria Gram negativa miem-
bro de la familia Vibrionaceae y agente causal de la en-
fermedad diarreica aguda conocida como cólera.12 Este 
microorganismo coloniza la superficie de la mucosa del 
intestino delgado humano y secreta la toxina del cólera, 
la que provoca una diarrea acuosa característica de la en-
fermedad. A diferencia de muchos agentes bacterianos 
que provocan diarrea, V. cholerae sobrevive en los am-
bientes acuáticos durante los períodos entre epidemias. 
De hecho, este microorganismo reside primariamente 
en los océanos y estuarios, algunas veces asociado con 
la superficie externa o los intestinos de copépodos y 
crustáceos.12 De esta manera, V. cholerae debe poseer los 
sistemas necesarios para sobrevivir en estos dos nichos 
totalmente diferentes13 y como enteropatógeno de hu-
manos debe poseer sistemas de tolerancia al cobre que 
le permitan sobrevivir en las condiciones anaerobias y 
ligeramente ácidas del intestino, en las cuales el cobre es 
más tóxico. La elucidación de estos sistemas y su papel 
durante la patogénesis de V. cholerae son aspectos de 
interés para comprender los mecanismos de adaptación 
usados por este microorganismo durante la infección 
en humanos.

Este trabajo se propuso analizar los estudios recien-
tes relacionados con los mecanismos homeostáticos del 
cobre en E. coli e investigar la conservación de estos en 
V. cholerae a través de métodos bioinformáticos. Además,  
resumir los últimos hallazgos asociados con la toleran-
cia al cobre en este microorganismo. Se encontró que 
en V. cholerae se conservan parcialmente los sistemas 
descritos en E. coli, lo que sugiere la existencia de otros 
mecanismos para el control de la concentración intra-
celular de cobre.

MECANISMOS DE TOXICIDAD DEL COBRE 

Se han propuesto fundamentalmente dos mecanis-
mos a través de los cuales un exceso de cobre puede 
inhibir el crecimiento de las células o causar su muerte: 

la generación de especies reactivas del oxígeno e inac-
tivación de enzimas debido a la formación de puentes 
disulfuro no nativos o sustitución por el cobre de otro 
metal de transición en los centros activos de las metalo-
enzimas. 

En estudios en células eucariotas tratadas con un 
exceso de cobre, se detectaron lesiones del ADN, oxi-
dación de proteínas, peroxidación lipídica y generación 
de especies reactivas del oxígeno.14-18 Estudios in vitro 
mostraron que el cobre genera radicales hidroxilo a 
partir del peróxido de hidrogeno y por lo tanto, facilita 
el daño oxidativo del ADN.19 De hecho, las constantes de 
velocidad de la reducción del Cu(II) a Cu(I) por los iones 
sulfidrilo20 y de la oxidación del Cu(I) por el peróxido de 
hidrógeno21 indican que este proceso parecido a la reac-
ción de Fenton pudiera ocurrir fisiológicamente a una 
velocidad significativa. Se ha sugerido que los radicales 
hidroxilo generados pudieran dañar al ADN, los lípidos y 
las proteínas. De hecho, una exposición de las células de 
mamíferos a elevadas dosis de cobre resultó en algunas 
indicaciones de un daño acelerado del ADN.22 

Un exceso de iones cobre, por otro lado, puede com-
petir con otros metales de transición esenciales por la 
unión a los centros activos de las metalo-enzimas y cata-
lizar la formación de puentes disulfuro no nativos en las 
proteínas, resultando en una perturbación de la función 
de estas.23 Además, el cobre cambia la permeabilidad de 
las membranas y afecta la conductancia de los canales 
iónicos.24,25

En E. coli, la toxicidad del cobre está relacionada 
igualmente con el estrés oxidativo causado por la for-
mación de especies reactivas del oxígeno tales como 
los radicales hidroxilo26 y el anión superóxido.27-29 La 
producción del anión superóxido in vivo por el cobre es 
consistente con la inducción del sistema SoxRS, regula-
dor de la respuesta al estrés por superóxido,29 e inducción 
de la transcripción de los genes pertenecientes a este 
regulón en células crecidas en presencia de un exceso 
de cobre.30,31 La supresión de la toxicidad del cobre por 
el tirón (un secuestrador de radicales superóxido)32 en 
un mutante de E. coli en el gen cueO, responsable de 
la tolerancia a cobre en condiciones aerobias, sugiere 
también la generación de radicales superóxido.28 Sin 
embargo, el manitol (un secuestrador de radicales 
hidroxilo)33 no tuvo ningún efecto sobre la sensibilidad 
al cobre en este mutante.28 

Por otro lado, las células de E. coli activan respues-
tas generales de estrés gobernadas por el factor sigma 
RpoE34 y el sistema de transducción de señales de dos 
componentes CpxRA en presencia de elevadas concen-
traciones de cobre.30,35 Ambas vías responden al estrés 
ambiental y controlan la expresión de genes requeridos 
para reparar proteínas dañadas en el periplasma y en la 
envoltura o superficie celular.36 Además, la actividad de 
la disulfuro isomerasa DsbC es requerida para la tole-
rancia al cobre.23 DsbC reordena los puentes disulfuro 
no-nativos formados en las proteínas periplasmáticas 
dañadas por el cobre. Igualmente, las proteínas de 
respuesta al estrés por calor IbpA/B constituyen un 
elemento adicional en la defensa contra la toxicidad del 
cobre en condiciones aerobias en E. coli.37 Las proteí-
nas IbpA/B son chaperonas moleculares que se unen a 
proteínas desnaturalizadas y facilitan su subsiguiente 
re-plegamiento por las chaperonas dependientes de ATP 
DnaK, DnaJ, GrpE y Club.38-40 Las proteínas IbpA/B son 
inducidas por concentraciones elevadas de cobre y pro-
tegen a las células del daño oxidativo causado por este.37 
Estos resultados sugieren que en presencia de un exceso 
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de cobre se producen modificaciones importantes en las 
proteínas y que la toxicidad de este metal no es mediada 
exclusivamente por un daño oxidativo. Así, en E. coli, 
la toxicidad del cobre in vivo no involucra un daño oxi-
dativo del ADN.27 Además, en condiciones anaerobias, 
el cobre es más tóxico27,41 debido a que probablemente 
cambia el estado de oxidación de Cu(II) a Cu(I) pudiendo 
difundir a través de la membrana citoplasmática.3,41

SISTEMAS HOMEOSTÁTICOS DEL COBRE EN LA 
ENTEROBACTERIA E. COLI 

Los intentos iniciales para identificar los genes invo-
lucrados en el transporte y manejo intracelular de cobre 
en E. coli no fueron concluyentes. Sobre la base de una 
primera caracterización de mutantes sensibles a cobre, 
se propuso que los genes cutA, -B, -C, -D, -E y -F estaban 
involucrados en la entrada, almacenamiento intracelular 
o extrusión de cobre.42 Sin embargo, pocos de estos genes 
han sido relacionados directamente con el metabolismo, 
transporte o regulación del cobre. El locus cutA43 y los 
genes cutC,44 cutE45 y cutF44 se clonaron y se les asignó 
una función probable. Estas proteínas pudieran tener 
un papel auxiliar en el manejo del cobre tal como la 
reducción de metioninas en proteínas importantes en 
la desintoxicación de cobre como la oxidasa multicobre, 
CueO; modificación de las porinas o asegurando un ple-
gamiento apropiado de las proteínas en el periplasma. 
Cualquiera que sea su función, ellas solo tienen una 
pequeña contribución en la resistencia a cobre con la 
excepción de CutE. El gen cutE (lnt) codifica una N-acil- 
transferasa de apo-lipoproteínas, la que pudiera acilar a 
apo-lipoproteínas requeridas para la tolerancia a cobre 
como CusC.46,47 Sin embargo, la mayoría de los genes cut 
probablemente solo están relacionados indirectamente 
con la homeostasis del cobre en E. coli.48

El cobre cruza la membrana externa probablemente 
a través de las porinas, ya que se han aislado mutantes 
deficientes de estas proteínas resistentes a cobre49 y para 
una completa tolerancia a este elemento se requiere 
una expresión aumentada de la porina OmpC.34 En las 
bacterias no se ha descrito concluyentemente cómo el 
cobre atraviesa la membrana citoplasmática, a no ser la 
posibilidad de que el Cu(I) pueda equilibrarse a través de 
esta barrera.41 Sin embargo, es poco probable que esta sea 
una ruta principal de entrada de cobre, debido a que las 
células eucariotas necesitan transportadores específicos 
para el Cu(I).5 Se ha sugerido que E. coli reduce el Cu(II) 
durante la entrada a la célula mediante la actividad de 
la NADH deshidrogenasa-2 (reductasa cúprica-NDH-2) 
como ocurre en eucariotas,3 pero no queda claro si la re-
ducción de cobre es la función fisiológica de esta enzima, 
ya que una cepa mutante en el gen que codifica para esta 
proteína fue más sensible a elevadas o bajas concentra-
ciones de cobre que la cepa salvaje,50,51 lo que sugiere 
que la NDH-2 disminuye los efectos dañinos del cobre 
o el estrés oxidativo en la cadena respiratoria o ambos y 
contribuye a la desintoxicación de este elemento.51 

En E. coli se han identificado varios sistemas que 
regulan directamente la concentración de cobre in-
tracelular.3 Un componente central en la homeostasis 
del cobre es la ATPasa CopA transportadora de cobre, 
presente en la membrana interna, la que asegura la 
remoción del exceso de Cu(I) del citoplasma. Una vez 
que el cobre es transportado al periplasma por CopA, 
queda sujeto a la acción de la oxidasa multicobre CueO 
y el sistema de extrusión de cobre multi-componentes 
CusCFBA. Además, en algunas cepas de E. coli existen 
factores codificados en plasmidios que aumentan consi-

derablemente la tolerancia al cobre, los que permiten el 
crecimiento en ambientes ricos en este metal. 

Sistema Cue 

Uno de los sistemas reguladores que median la tole-
rancia al cobre en E. coli es el denominado Cue (Cu-efflux) 
que es controlado por el regulador transcripcional CueR 
(Cu-export regulator). CueR es activado por los iones Cu+ 
y Ag+ presentes en el citoplasma y activa la expresión de 
los genes copA y cueO.48,52,53 CueR, además, es activado 
por los iones oro.54 

CueR es un activador transcripcional de la familia MerR 
que posee un motivo de unión al ADN en la región N-termi-
nal, un dominio de unión a cobre en la región C-terminal y 
un dominio de dimerización.55 Los miembros de la familia 
MerR que se activan por metales, incluyendo a CueR, for-
man un subgrupo de proteínas que son homólogas incluso 
en su región C-terminal.52 La especificidad por el cobre en 
el caso de CueR viene dada por el espaciamiento de siete 
aminoácidos entre las cisteínas conservadas 112 y 120 de la 
región C-terminal.48,52 

CueR es muy sensible a los iones Cu+ libres intrace-
lularmente en el intervalo 10-21 molar, lo que corresponde 
a menos de un ion cobre por célula.56 Las bases de esta 
ultra-sensibilidad fueron estudiadas resolviendo la es-
tructura de la proteína mediante Difracción de Rayos 
X.57 La estructura cristalina de CueR reveló que el sitio 
de unión de cobre es interno, inaccesible a disolventes, 
en una cavidad formada en la superficie de contacto 
entre los monómeros en el dímero. Este sitio restringe 
el metal a una geometría lineal con solo dos ligandos 
de coordinación: los átomos de azufre de las cisteínas 
conservadas 112 y 120.57 La mutación de estas cisteínas 
hace que CueR no se active en presencia de iones cobre, 
plata y oro, in vivo54 e in vitro.58 Las dos cisteínas son 
necesarias para detectar el cobre con una gran afinidad 
en condiciones fisiológicas y los sitios de unión de cobre 
deben estar ocupados para la actividad transcripcio-
nal.58 En el dímero de CueR, los iones Cu+ se unen por 
las cisteínas 112 y 120 de cada monómero, sin ninguna 
interacción adicional inter-monómeros.58

ATPasa CopA

CopA es el componente central de la homeostasis 
del cobre en E. coli en condiciones aerobias y anaero-
bias41 y su expresión es activada por CueR.48,52,53 CopA 
es una ATPasa que bombea el exceso de cobre desde el 
citoplasma al periplasma59 y aunque estudios iniciales 
indicaron que no estaba implicada en la resistencia a la 
plata,59,60 un trabajo posterior demostró su función en la 
exportación de los iones de este metal.61 

CopA pertenece a la superfamilia de las ATPasas 
tipo-P, que utilizan la energía de la hidrólisis del ATP 
para transportar sustratos cargados a través de las 
membranas biológicas62 y se caracterizan por poseer 
un dominio conservado de unión a ATP, un residuo 
de ácido aspártico que es el sitio de formación de la 
fosfoenzima y un dominio fosfatasa. Una rama incluye 
a las ATPasas transportadoras de cationes de metales 
débiles,63 denominación en la que el término débil hace 
referencia a su carácter de ácidos débiles de Lewis. Estas 
ATPasas pueden ser subdivididas en bombas de cationes 
monovalentes y divalentes.64,65 Las ATPasas transporta-
doras de iones de metales débiles tienen características 
conservadas que no están presentes en otras ATPasas 
tipo-P, en particular, los motivos de unión a metales 
ricos en histidina o cisteínas en la región N-terminal, la 
secuencia cisteína-prolina-cisteína (o histidina) presente 
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en el sexto segmento transmembranoso y la existencia 
de ocho segmentos transmembranosos. Estas bombas 
son frecuentemente llamadas ATPasas tipo-CPx,66 tipo-P 
de metales débiles,64,67 o tipo-P-1B.68 Este último grupo 
se subdivide en al menos cinco ramas según la especifi-
cidad por el metal transportado. El grupo de las ATPasas 
tipo-P-1B-1 incluye a todas las ATPasas transportadoras 
de cobre, tales como las humanas que provocan las enfer-
medades de Menkes69 o Wilson70 y las bacterianas CopA 
de Helicobacter pylori71 y de E. coli.59 

En común con otras ATPasas tipo-P-1B-1, CopA de 
E. coli es una proteína integral de la membrana cito-
plasmática que posee ocho segmentos transmembra-
nosos y una región N-terminal citoplasmática con dos 
dominios de unión a metales que contienen la secuencia 
cisteína-x-x-cisteína, donde x es cualquier aminoácido. 
En la región citoplasmática, conectando los segmen-
tos transmembranosos cuatro y cinco, se encuentra el 
dominio conservado de fosfatasa y en las hélices trans-
membranosas sexta, séptima y octava están presentes 
las secuencias conservadas cisteína-prolina-cisteína, 
tirosina-asparagina y metionina-x-x-serina, respectiva-
mente, que forman parte del sitio de unión a cobre en la 
membrana citoplasmática durante su transportación.68 
En la región citoplasmática que conecta los segmentos 
transmembranosos sexto y séptimo se encuentran los 
dominios de unión de ATP y fosforilación y la secuencia 
conservada (histidina-prolina), supuestamente relacio-
nada con la unión a metales, que solo está presente en 
las ATPasa tipo-P de metales débiles.59 

CopA forma un intermediario acil-fosfato con ATP 
solo en presencia de los iones Cu+ o Ag+, pero no en 
presencia de los iones Cu2+, Zn2+ o Co2+ y su actividad 
fosfatasa es estimulada solo por los iones Cu+ y Ag+ e 
inhibida por vanadato de sodio, un inhibidor específico 
de las ATPasas tipo-P. Además, CopA solo es capaz de 
transportar cobre en presencia de ditiotreitol, un potente 
reductor, necesario para reducir el Cu2+ a Cu+.72 Todos 
estos resultados sugieren que las especies transportadas 
por CopA son Cu+ y Ag+. 

Estudios recientes han permitido develar muchos 
aspectos relacionados con la estructura, función y 
mecanismo catalítico de las ATPasas tipo-P-1B.68 Las 
estructuras tridimensionales de los dominios citoplas-
máticos involucrados en la fosforilación, unión de ATP, 
fosfatasa y de unión a metales de diversas ATPasas se 
han determinado.68 En el caso particular de CopA de E. 
coli, se demostró que los motivos conservados cisteína-x-
x-cisteína de la región N-terminal no son requeridos para 
la función de la proteína y no confieren especificidad a 
los metales.73 Estos motivos, por otro lado, pudieran tener 
una función reguladora.74 La especificidad a los metales 
está más bien dada por los sitios de unión a metales 
presentes en el dominio de translocación presente en 
la membrana citoplasmática68 al que in vitro, según un 
estudio reciente de González-Guerrero y cols. con CopA 
de Archaeoglobus fulgidus, se transfieren los iones Cu+ 
desde la chaperona CopZ.75 En el caso de E. coli, donde 
no se ha identificado ninguna chaperona citoplasmática 
específica para el cobre, y está demostrada la existen-
cia de bajas concentraciones de iones Cu+ libres en el 
citoplasma, no está claro aún cuál es el mecanismo de 
captura de Cu+ para su posterior transportación.

Oxidasa multicobre CueO 

CueO es una oxidasa multicobre periplasmática 
involucrada en la resistencia a cobre en aerobiosis que 
oxida el Cu(I) a la forma menos tóxica Cu(II).41,76,77 CueO 

protege las enzimas periplasmáticas del daño inducido 
por el cobre, lo que sugiere una función de desintoxica-
ción del cobre periplasmático.77 

Las oxidasas multicobre combinan la oxidación de un 
electrón de cuatro moléculas de sustrato a la reducción 
completa del oxígeno molecular a agua, empleando una 
unidad funcional formada por tres sitios de unión a cobre 
con propiedades espectroscópicas y funcionales dife-
rentes: sitio de unión a cobre tipo 1, 2 y 3.78 La proteína 
CueO purificada posee las propiedades espectroscópicas 
típicas de la presencia de cada uno de los sitios de unión 
a cobre.77 CueO está formada por tres dominios similares 
parecidos a las azurinas conectados a través de péptidos y 
contiene cuatro iones cobre por monómero, formando un 
centro activo típico de las oxidasas multicobre.79 Adicio-
nalmente, posee una región extensa, rica en metioninas, 
que forma una hélice que cubre la entrada al sitio de co-
bre tipo 1 (T1).79 La estructura cristalina de CueO unida a 
cobre exógeno fue determinada y se identificó un quinto 
sitio de unión a cobre.80 Un ion Cu(II) se une a una región 
rica en metioninas en una posición que puede mediar 
la transferencia de electrones desde el sustrato al sitio 
de cobre T1.80 La mutación de los residuos de unión del 
quinto ion cobre (metioninas 359 y 441 y aspárticos 439 
y 460) inactivan la enzima.80 La remoción de la extensa 
región rica en metioninas que forma la hélice encima del 
sitio de unión del sustrato, evidenció que esta funciona 
como una barrera que limita el acceso de sustratos orgá-
nicos, lo que provee a CueO con la especificidad propia 
de una oxidasa de iones Cu(I).81

El mecanismo de la incorporación del cobre a CueO 
fue investigado por espectroscopia y los resultados indi-
can que el proceso es secuencial, siendo el sitio de unión 
a cobre Tipo 1 el primero en ser reconstituido, seguido 
por el sitio Tipo 2 y los sitios Tipo 3.82 El aminoácido 
glutámico-106 constituye el paso limitante para la re-
constitución del sitio de cobre tri-nuclear.83

CueO posee un péptido señal perfecto reconocido 
por la maquinaria de translocación de proteínas TAT 
(twin-arginine translocation)48 y la chaperona DnaK 
desempeña un papel central en la translocación de 
CueO por este sistema.84 El sistema TAT transporta al 
periplasma a proteínas totalmente plegadas unidas con 
sus cofactores.85-89 Por esta razón, inicialmente se sugirió 
que la carga de cobre por CueO en el citoplasma con su 
subsiguiente transporte al periplasma pudiera contri-
buir a la eliminación de este elemento del citoplasma.76 
Sin embargo, el impacto de esta translocación de cobre 
dependiente de CueO en la resistencia a cobre debe ser 
marginal, ya que CopA transporta el cobre a través de la 
membrana citoplasmática mucho más eficientemente. 

Muchos estudios se han centrado en las propiedades 
de CueO y su papel en la protección de E. coli contra la 
toxicidad del cobre.79,80,90-92 CueO purificada posee una 
excelente actividad oxidasa de los iones Cu(I),92 así como 
una actividad fenol oxidasa usando el sideroforo entero-
bactina como sustrato.90,91 La oxidación de hierro ferroso 
por CueO solo fue detectada en presencia de un exceso 
de cobre, lo que sugiere que esta actividad solo puede ser 
significativa en esas condiciones.77,91,92 Previamente se 
había mostrado que CueO oxidaba in vitro la enterobac-
tina y los catecoles relacionados, produciendo un preci-
pitado coloreado.91 Esto llevó a sugerir que la formación 
de un precipitado coloreado podía estar relacionada con 
reacciones de polimerización involucradas en los procesos 
de melanización microbianos y se especuló que la síntesis 
de un compuesto para unir cobre podía ser una excelente 
manera de disminuir sus concentraciones tóxicas y una 
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de las funciones fisiológicas de CueO.3 Recientemente, 
Rensing y cols. han propuesto un modelo en el que CueO 
tiene un papel central en la homeostasis del cobre en el 
periplasma, en el cual se convierte el Cu(I) tóxico en la 
forma menos permeable y tóxica Cu(II). Esta actividad 
pudiera detener el daño a la membrana citoplasmática y 
la reducción de Cu(II), protegiendo de esta manera a las 
células del daño inducido por el cobre, ya que previene la 
reacción de Fenton del cobre redox activo. La oxidación 
de la enterobactina por CueO, además previene que este 
difenol reduzca el Cu(II) al pro-oxidante Cu(I) ayudan-
do a proteger a la célula contra la toxicidad del cobre, 
particularmente, cuando el hierro es limitante, que es 
cuando se producen estos sideroforos.90 Adicionalmen-
te, la enterobactina oxidada puede secuestrar el cobre 
contribuyendo a su destoxificación. 

Existe una estrecha relación entre CueO y la ho-
meostasis de otros metales.28,93 Un mutante de cueO, 
muy sensible a iones cobre en medio mínimo, acumula 
concentraciones mayores de cobre que la cepa salvaje y 
su crecimiento se recobra en presencia de este elemento 
cuando se adiciona Zn2+, Mn2+ o Fe2+.28 Un mutante en el 
gen cueO de una cepa de E. coli uropatogénica acumula 
hierro con una eficiencia mayor comparada con su cepa 
parental, lo que le permite una mayor colonización del 
tracto urinario, a pesar de ser más sensible al peróxido 
de hidrógeno.93 

CueO ha sido relacionado con otros procesos. Así, 
la expresión del gen cueO se indujo fuertemente en 
respuesta a la exposición a plata y se especuló que en 
esas condiciones CueO oxida a los iones Ag(I).94 Sin em-
bargo, esto ha de verificarse experimentalmente, ya que 
la inducción de la expresión de cueO pudiera deberse a 
una activación por el regulador CueR, el que se activa 
en presencia de iones Ag(I). Además, en un mutante 
cueO de E. coli, la expresión de genes asociados con la 
autoagregación aumentó, mientras que la de los relacio-
nados con la motilidad disminuyó.95 La represión de la 
expresión de genes relacionados con la motilidad y la 
quimiotaxis en presencia de concentraciones elevadas 
de cobre se reportó previamente.30 En un mutante cueO, 
la concentración intracelular de cobre debe ser mayor, 
de manera que estos genes deben estar reprimidos de 
modo similar.

Sistema Cus 

El sistema Cus (Cu-Sensing) es el otro elemento de la 
homeostasis de cobre en E. coli y es codificado por el loci 
cus que contiene dos operones adyacentes que se trans-
criben en direcciones opuestas. Un operón codifica para 
los genes cusRS que forman un sistema regulador de 
dos componentes. CusS es un sensor histidina-quinasa 
localizado probablemente en la membrana citoplasmá-
tica que detecta concentraciones elevadas de cobre en el 
periplasma y CusR actúa como un regulador de respues-
ta que activa la transcripción de los genes adyacentes 
cusCFBA, luego de ser fosforilado por CusS.41,46,60,76,96 El 
determinante cus es inducido por el cobre y en una me-
nor extensión por la plata. CusCFBA confiere además, 
resistencia a la plata en E. coli60,94,97 y las formas iónicas 
transportadas por este sistema son Cu(I) y Ag(I).98,99 

Los productos génicos CusCBA son homólogos a la 
familia de transportadores tripartitos constituidos por 
una proteína integral de membrana citoplasmática, una 
de fusión de membranas y otra de membrana externa 
homóloga a TolC, los que bombean sus sustratos al 
exterior celular usando el gradiente de protones de la 
membrana interna como fuente de energía y han sido 

involucrados en la exportación de iones metálicos, xe-
nobióticos y medicamentos.100 

Las proteínas del sistema CusCFBA han sido carac-
terizadas funcionalmente.96 CusC es una lipo-proteína 
de membrana externa con homología a la proteína TolC 
de respuesta al estrés.46,96 CusC no es esencial, pero sí 
necesaria para que el sistema CusCFBA confiera una 
completa tolerancia al cobre.96 CusB, por otra parte, 
pertenece a la familia de proteínas de fusión de las 
membranas, típicamente anclada en la membrana 
interna con un dominio periplasmático grande.101 Las 
proteínas de fusión de membranas son agrupadas 
también en la familia de proteínas periplasmáticas de 
eflujo102 o proteínas periplasmáticas adaptadoras.103,104 
Generalmente se considera que esta proteína tiene como 
función unir componentes presentes en la membrana 
externa e interna. Esta función ha sido sustentada por 
experimentos donde se ha demostrado una interacción 
directa entre este componente y las proteínas de mem-
brana interna y externa.105 En el caso de CusB, esencial 
para el sistema CusCFBA en la resistencia al cobre,96 
se demostró recientemente que es capaz de unir Cu(I) 
y Ag(I) in vitro, a través de tres residuos de metionina 
conservados (M21, M36 y M38).106 Estas metioninas son 
importantes también para la tolerancia a cobre in vivo, 
lo que sugiere un importante papel para la unión de 
Cu(I) por CusB en la resistencia a cobre conferida por 
el sistema CusCFBA.106 

CusA es la bomba central del sistema CusCBA y es 
esencial para el funcionamiento de este.96 CusA perte-
nece a la superfamilia de proteínas RND (Resistance-no-
dulation-cell division), la que fue primeramente descrita 
como un grupo de proteínas bacterianas transportadoras 
involucradas en la resistencia a metales (Ralstonia me-
tallidurans), en la nodulación (Mesorhizobium lotti) y en 
la división celular (E. coli).107 Esta superfamilia incluye 
siete familias de proteínas que pueden ser encontradas 
en todos los reinos de la vida.108 Las RND son proteínas 
integrales de membrana y transportan diferentes sustra-
tos utilizando la energía del gradiente de concentración 
de la membrana citoplasmática, a través del antiporte de 
protones (a la vez que sale el sustrato entra un protón).109 
Los miembros de la familia de transportadores RND 
relacionados con el eflujo de metales pesados son muy 
específicos para sus sustratos y poseen la habilidad de 
diferenciar entre iones monovalentes y divalentes.108 En 
CusA, esta especificidad está dada por la presencia de los 
aminoácidos alanina-399, aspártico-405 y glutámico-412 
en su IV segmento transmembranoso.3 Adicionalmente, 
las metioninas conservadas en posición 573, 623 y 672, 
presentes en el segundo lazo periplasmático de CusA, 
son absolutamente necesarias para conferir resistencia 
a cobre en E. coli.96 

La presencia de la proteína CusF es una característica 
única del sistema CusCFBA y homólogos de ella solo se 
han encontrado en transportadores multi-subunitarios 
relacionados con la resistencia a cobre.96 CusF es nece-
saria para que el sistema CusCBA confiera resistencia 
completa a cobre96 y el transcripto de cusF es el más ex-
presado en respuesta a un exceso de Cu(II)34 y Zn(II).110 
Una caracterización inicial de CusF demostró que era 
una proteína periplasmática, capaz de unir in vitro un 
ión Cu(II) por molécula e interactuar con CusC y CusB 
in vitro.96 La caracterización de CusF unido a Cu(II) 
demostró que un ion cobre (II) es unido en una coordina-
ción tipo 2 típica.111 Sin embargo, la estructura cristalina 
tridimensional de CusF y CusF unida a Cu(I) sugiere 
que el Cu(I) es unido en condiciones anaerobia por CusF 
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a través de los residuos conservados de histidina-36 y 
las metioninas 47 y 48, los que están agrupados en la 
estructura tridimensional.112 De hecho, una mutación 
de la metionina 47 ó 48 afecta la resistencia a cobre in 
vivo.96 Posteriomente, se demostró que in vitro CusF 
une con una gran afinidad un ion Cu(I) o Ag(I), pero no 
Cu(II) e incluso la afinidad por el ion plata es mayor.99 
CusF usa un nuevo sitio de reconocimiento para los 
metales, donde el ion Cu(I) es unido por los residuos 
conservados de histidina-36, las metioninas 47 y 48 y el 
triptófano 44.113 

Se había sugerido que CusF pudiera actuar como una 
chaperona periplasmática de metales que entregara los 
iones metálicos al sistema CusCBA;98,99,111-114 sin embargo, 
solo un estudio in vitro reciente demostró que CusF pue-
de actuar como una chaperona de metales al interactuar 
específicamente con la proteína CusB, solo en presencia 
de Cu(I), transfiriéndole los iones Cu(I).98 De esta manera, 
CusF pudiera tener un doble papel en la protección al 
daño inducido por el cobre en el periplasma, por un lado 
secuestrando este elemento y por otro, potenciando su 
entrega al sistema CusCBA para su exportación. 

La estructura de la proteína de membrana externa 
TolC, la que está relacionada con CusC, se determinó 
recientemente. Esta proteína se asocia en un trímero que 
forma un canal trans-periplasmático embebido en la mem-
brana externa.104,115,116 La determinación de la estructura 
de los otros componentes de estos sistemas ha permitido 
identificar cómo se integran y funcionan globalmente.117 
Por homología con los sistemas de transporte de drogas, 
se propone un modelo en el que CusA, B y C interactúan 
para formar un canal que se extiende por el periplasma y 
conecta el citoplasma y el espacio extracelular transpor-
tando los iones Cu(I)98,99 a través de la membrana externa 
desde el periplasma hacia el exterior celular.96 

Expresión de los sistemas Cue y Cus 

Los sistemas cus y cue confieren tolerancia a cobre en 
E. coli y aunque parcialmente redundantes, se requieren 
en condiciones diferentes.41 Así, el sistema Cue, que 
incluye a CopA y CueO, es el componente primario de 
la resistencia a cobre en aerobioisis y Cus es un sistema 
secundario. Aunque no esencial para la tolerancia a ese 
elemento en aerobiosis, cuando este sistema es mutado 
en una célula con el regulador del sistema Cue inactivo, 
se aumenta la sensibilidad a cobre.41 De esta manera, el 
sistema Cus es necesario en condiciones aerobias solo 
cuando las concentraciones de cobre saturan la capa-
cidad de exportación del sistema Cue o si este sistema 
no es totalmente funcional. En condiciones anaerobias, 
cuando la toxicidad del cobre aumenta y CueO no es 
activa, el sistema Cus es también necesario para la 
tolerancia a este elemento, ya que un mutante en el 
sistema Cus exhibe una gran sensibilidad a cobre en 
estas condiciones.41 

El diferente papel desempeñado por esos sistemas 
en las distintas condiciones de cultivo en E. coli, se 
corresponde con su patrón de expresión diferente, el 
que responde a su vez, a la regulación por los sistemas 
de sensores citosólico (CueR) y periplasmático (CusRS). 
Así, la regulación por CueR y CusRS responden a la 
disponibilidad de cobre y oxígeno en el citoplasma y 
periplasma, respectivamente. En ausencia de cobre, 
en condiciones aerobias y anaerobias, el regulón cue es 
expresado moderadamente; sin embargo, el loci cus se 
expresa escasamente. El sistema cus, por otra parte, no 
se transcribe hasta que se alcanza una mayor concen-
tración de cobre y muestra una inducción de 800 veces. 

Así, el Cue es el sistema primario de eflujo de cobre y el 
Cus se activa solo cuando Cue se satura. En aerobiosis, 
el sistema cue es activado para conferir tolerancia a co-
bre a concentraciones moderadas y elevadas, mientras 
que el cus, se activa tan solo a concentraciones de cobre 
casi letales.41

El patrón de expresión es diferente en condiciones 
anaerobias. Así, los niveles de expresión del sistema cue 
en ausencia de cobre son mayores que en condiciones 
aerobias, lo que sugiere concentraciones intracelulares 
de cobre mayores en estas condiciones. Sin embargo, la 
mitad de la inducción máxima del promotor de cueO ocu-
rre a una concentración mayor de cobre en anaerobiosis 
que aerobiosis; pero la mitad de la inducción máxima del 
promotor de cusC ocurre a una concentración menor de 
cobre en estas condiciones que en las aerobias, lo que 
sustenta su mayor importancia en estas condiciones.41

Estudios iniciales sugirieron que en condiciones 
aerobias, a concentraciones de cobre externas bajas e 
intermedias, el periplasma pudiera funcionar como un 
compartimiento de almacenamiento de cobre en E. coli. 
Cuando las concentraciones ambientales de cobre au-
mentan más allá de la cuota celular esencial, el sistema 
cue es el primero en ser inducido. Este es medianamente 
inducido y limpia el citoplasma del exceso de cobre, de-
jando a las células con un pool periplasmático de cobre 
disponible localmente. Si la capacidad de destoxificación 
de cobre del sistema cue comienza a saturarse, el siste-
ma cus se activa y transporta los iones cobre desde el 
periplasma al espacio extracelular. Coincidentemente, 
estudios recientes sugieren que el citoplasma procarió-
tico opera en condiciones de privación de cobre y todas 
las enzimas conocidas dependientes de cobre en E. coli 
se encuentran en la envoltura celular.8,41,79,118-120 Se ha 
sugerido que los iones cobre citoplasmáticos disponibles, 
unidos o libres, son detectados por los sensores Cu(I) y 
rápidamente transportados a la envoltura celular para 
su incorporación en las enzimas o expulsión.57

En anaerobiosis, la célula puede tolerar niveles de 
estrés bajos a moderados sin inducir ningún sistema, 
aunque en estas condiciones, se observa un incremento 
significativo de la acumulación de cobre.41 

En aerobiosis, la expresión de los genes cueO y copA 
se induce a una concentración menor de cobre que la de 
cusC. En anaerobiosis, esta situación se revierte y cusC 
se activa antes, mientras que el punto de inducción de 
cobre para cueO se hace mayor.41 La localización indepen-
diente de los dos sensores de los sistemas puede explicar 
la regulación aerobia y anaerobia. En aerobiosis el cobre 
en el ambiente oxidante del periplasma puede existir 
en el estado Cu(II), pero las reductasas de membrana y 
la cadena transportadora de electrones deben convertir 
una fracción del cobre a Cu(I). Como los iones Cu(I) son 
más fáciles de mover a través de la bicapa lipídica, puede 
ser la forma tomada por la célula en el citoplasma.41 El 
ultrasensible sensor citoplasmático CueR, se activa pro-
bablemente por bajas concentraciones de Cu(I) en este 
compartimiento, activando la transcripción de cueO y 
copA para eliminar los iones Cu(I) libres presentes.41

El sensor periplasmático CusS, aunque presente en el 
ambiente oxidante del periplasma, debe responder a los 
iones Cu(I), ya que responde a los iones Ag(I). Mientras 
CopA y CueO son capaces de exportar y oxidar el Cu(I), 
CusS no se activa y el sistema cus no se induce. Cuando 
el nivel de cobre ambiental aumenta, CueR estimula la 
transcripción hasta un límite de 12 veces. Expuesto a 
concentraciones extremadamente elevadas de cobre, 
el sistema CueO-CopA es saturado, lo que lleva a una 
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acumulación de cobre en el periplasma.41 Este exceso 
de Cu(I) luego activa al sensor periplasmatico CusS, el 
que a su vez, induce al sistema cus y el exceso de cobre 
es transportado fuera de la célula.

En condiciones anaerobias, el poder oxidante del 
compartimiento periplasmático se reduce, lo que unido a 
la pérdida de actividad dependiente de oxígeno de CueO, 
conduce a un aumento en la concentración periplasmá-
tica de Cu+. Se ha propuesto que esta condición dispara 
la expresión del locus cus a concentraciones de cobre 
externas más bajas en condiciones anaerobias.41

Sistemas de resistencia a cobre codificados en plasmidios 

Además de los sistemas Cue y Cus que son codifica-
dos en el cromosoma, en E. coli existen otros sistemas 
codificados en plasmidios que confieren una resistencia 
adicional a cobre.121 Los operones de resistencia a cobre 
han sido caracterizados en E. coli, Pseudomonas syringae 
pv. Tomato y Xanthomonas campestris.122 Los genes de 
estos determinantes de resistencia a cobre son muy ho-
mólogos y tienen probablemente una función similar. 

El plasmidio conjugativo pRJ1004 confiere resis-
tencia a cobre y fue aislado de una cepa de E. coli de la 
flora intestinal de puercos alimentados con una dieta 
suplementada con sulfato de cobre como un promotor 
del crecimiento.123 El determinante de resistencia a cobre 
especificado por este plasmidio involucra al cluster de 
genes pco, el que contiene siete genes: pcoABCDRSE.124 
La resistencia a cobre en P. syringae pv. Tomato, por otro 
lado, está dada por el determinante cop, que contiene seis 
genes, copABCDRS, organizado en dos operones: copA-
BCD y copRS. Esta organización se encuentra también 
en el determinante pco, pero con un gen adicional, pcoE, 
cuesta abajo.124-126 En todos los casos, se ha demostrado 
que la resistencia a cobre es inducible.127,128 El sistema 
regulador de dos componentes CopRS (PcoRS en E. coli) 
induce la transcripción del operón copABCD, donde 
PcoR actúa como un activador transcripcional que se 
une al ADN y CopS parece ser una histidina-quinasa 
periplasmática que detecta el cobre.129,130 El gen pcoE 
se transcribe desde un promotor independiente, bajo el 
control de PcoRS.131 Experimentos de transporte con 64Cu 
sugieren que un mecanismo de extrusión, dependiente 
de energía, estaba asociado con los genes de resistencia 
a cobre del plasmidio pRJ1004.124 Sin embargo, la dis-
minución de acumulación de cobre observada pudiera 
también deberse a una menor entrada de cobre y no 
necesariamente a un mecanismo de eflujo adicional.3 

Resultados de estudios recientes han logrado di-
lucidar las funciones de algunos componentes de los 
sistemas involucrados en la resistencia a cobre. Se ha 
propuesto otro modelo a través del cual el determinante 
pco confiere resistencia a cobre. 3 PcoA es una proteína 
periplasmática y componente central del determinante 
pco. Pertenece a la familia de oxidasas multicobre132,133 y 
sustituye funcionalmente a CueO en E. coli, lo que indica 
que estas proteínas tienen una función similar.132,134 Al 
igual que CueO, PcoA tiene un motivo arginina-arginina 
en su N-terminal y es probablemente translocada por 
el sistema TAT con cobre unido a su sitio activo. 3 PcoA 
tiene actividad oxidasa y pudiera, por analogía con CueO, 
funcionar en la desintoxificación de cobre oxidando al 
Cu(I) a la forma menos tóxica Cu(II) u oxidando a los 
sideroforos catecoles, tales como la enterobactina, que 
pueden secuestrar al cobre o ambos. 

PcoB es una proteína de 33 kDa, probablemente de 
membrana externa. En una cepa de E. coli sensible a co-
bre, pcoA y pcoB juntos confieren una mayor resistencia 

a cobre comparado con pcoA solo, lo que indica que ellos 
pueden interactuar, pero la función de PcoB no ha sido 
dilucidada aún. PcoC y PcoD son solo necesarios para 
la máxima resistencia a cobre y se sugirió que pudieran 
funcionar juntos en la entrada de cobre. PcoC es una 
proteína periplasmática de 12 kDa,132,134 que une cobre y 
forma dímeros.132,134-136 PcoC une Cu(I) y Cu(II) a la vez137 
y PcoA es capaz de oxidar el Cu(I) unido a ella.133 PcoC 
pudiera actuar además como una metalochaperona y 
regular la captura de cobre por PcoD, una proteína inte-
gral de membrana de 34 kDa, ya que en Bacillus subtilis 
existe una proteína que parece ser una fusión de dos 
proteínas, una homóloga a PcoC y otra a PcoD.3

PcoE, la que es transcrita desde un promotor inde-
pendiente, es una pequeña proteína periplasmática que 
es requerida para observar una resistencia total al cobre 
y debe funcionar como chaperona. Está relacionada con 
SilE, que es una proteína de unión a plata del sistema 
de resistencia a plata codificado por un plasmidio en 
Salmonella138 y con CusF. 

SISTEMAS HOMEOSTÁTICOS DEL COBRE PRESEN-
TES EN VIBRIO CHOLERAE

La primera secuencia del genoma de una cepa de V. 
cholerae (N16961) se publicó en 2000139 y actualmente, el 
número de genomas secuenciados o en proceso de se-
cuenciación de cepas de V. cholerae es de 15 (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi), incluyendo 
aislados ambientales y clínicos. La secuenciación del 
genoma de un organismo permite realizar estudios de 
expresión global a nivel del transcriptoma y proteoma en 
diferentes condiciones de cultivo,140 así como evaluar la 
conservación de sistemas genéticos involucrados en dife-
rentes procesos descritos en otros microorganismos.141 

En un reciente estudio proteómico de una cepa de 
V. cholerae, se identificaron dos proteínas hipotéticas, 
codificadas por los genes VC2216 y VCA0261/0260, sobre-
expresadas en anaerobiosis respecto a aerobiosis en 
medio mínimo.142 Para determinar la posible función de 
estas proteínas, sus secuencias aminoacídicas predichas 
se alinearon con la base de dominios conservados del 
NCBI (National Center for Biotechnology Information)143 
encontrándose que la proteína codificada por los genes 
VCA0261-0260 alineó significativamente (e-23) con el clus-
ter del grupo de ortólogos 4455, que representa proteínas 
de unión a cobre no caracterizadas y el producto génico de 
VC2216 alineó significativamente con el grupo de ortólo-
gos 3019, que incluye a proteínas de unión a metales. 

El gen VCA0260 es homólogo a un gen de Pseudomo-
nas fluorescens cuyo producto génico está relacionado 
con la resistencia a cobre en este microorganismo.144 

Los genes solapados VCA0260 y VCA0261 de V. cholerae 
N16961 constituyen un único gen y la proteína única 
que codifican está relacionada con la tolerancia al cobre 
en V. cholerae.145 En aerobiosis y a una concentración 
de cobre elevada (1,5 mmol/L), la contribución de esta 
proteína a la resistencia a este metal es importante, pero 
en anaerobiosis, su contribución no es tan evidente.145 
El gen que codifica para una proteína hipotética similar 
a VCA0261/0260 en Pseudomonas aeruginosa fue el más 
expresado en células crecidas en presencia de un exceso 
de cobre, aunque la disrupción de este gen solo resultó 
en una pequeña reducción de la tolerancia al cobre en 
el mutante,146 similar a lo observado en V. cholerae.145 
Será interesante determinar cuál es la función molecu-
lar de la proteína codificada por el gen VCA0261/0260, 
que permita explicar su papel en la tolerancia a cobre 
y adicionalmente, analizar la posible implicación de los 
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genes adyacentes a VCA0261/0260, codificados en la mis-
ma cadena y transcritos en el mismo sentido, los cuales 
codifican para proteínas hipotéticas (VCA0258, VCA0259 
y VCA0262) y reguladores transcripcionales (VCA0256-
VCA0257 y VCA0264).139 Estos genes (desde VCA0254 
a VCA0264) deben forman un operón, de acuerdo con 
un análisis realizado con un programa que predice la 
existencia de operones en los genomas bacterianos. 
Además, los reguladores transcripcionales predichos en 
este operón son homólogos a reguladores dependientes 
de metales, lo que apunta a un posible papel de los genes 
incluidos en el operón en la tolerancia a metales.139

El gen VC2216, por otro lado, está solapado por cuatro 
nucleótidos con el gen VC2215, lo que sugiere una po-
sible relación funcional entre sus productos génicos. El 
de VC2215 es homólogo a CopA de E. coli (69 % similar) 
y una anotación reciente de las proteínas de V. cholerae 
N16961 en la base de datos SWISS-PROT asignó el nom-
bre de CopA al producto génico de VC2215 (http://www.
uniprot.org/uniprot/Q9KPZ7). 

La proteína CopA de V. cholerae posee 915 aminoáci-
dos y una predicción de topología empleando el progra-
ma TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) 
sugiere que posee 9 segmentos transmembranosos 
(STM) potenciales (STM-1: 263-285; STM-2: 292-314; 
STM-3: 329-348; STM-4: 355-377; STM-5: 472-491; STM-6: 
512-534; STM-7: 549-571; STM-8: 854-873; STM-9: 878-900) 
contrario a los ocho segmentos transmembranosos que 
caracterizan a las ATP-asas tipo-P-1B-1.68 Sin embargo, 
el análisis de la secuencia de CopA de V. cholerae y la 
comparación con las secuencias conservadas en CopA 
de E. coli y A. fulgidus, sugiere que la asignación del 
posible quinto segmento transmembranoso (472-491) en 
la proteína de V. cholerae debe ser incorrecta, ya que el 
fragmento peptídico largo donde se encuentran los sitios 
conservados de fosforilación (598aspártico-lisina-treonina-
glicina-treonina) y de unión de ATP (795glicina-aspártico-
glicina-isoleucina-asparagina), así como la secuencia 
conservada 636histidina-prolina estarían presentes en el 
periplasma. De este modo, CopA debe poseer tan solo 
ocho segmentos transmembranosos y en común con las 
ATPasas tipo-P-1B-1 posee en la región N-terminal cito-
plasmática tres dominios de unión a metales (19glicina 
-leucina-asparagina-cisteína-metionina-glicina-cisteína, 

82glicina-leucina-asparagina-cisteína-glicina-arginina-
cisteína y 180glicina-metionina-tirosina-cisteína-alanina 
-serina-cisteína) y un dominio fosfatasa (449tirosina-glicina 
-glutámico) en el segmento citoplasmático que une los 
segmentos transmembranosos cuarto y quinto. En los 
segmentos transmembranosos sexto, séptimo y octavo 
(sin tener en cuenta el quinto predicho por el programa 
de análisis de topología) se encuentran las secuencias 
conservadas 554cisteína-prolina-cisteína, 860tirosina-
asparagina y 889metionina-x-x-x-serina, respectivamente, 
las que forman parte del sitio de unión a cobre en el 
dominio de translocación durante el transporte hacia el 
periplasma.147 Una mutación del gen VC2215 (copA) en 
V. cholerae trae aparejada una significativa disminución 
de la tolerancia al cobre en aerobiosis y anaerobiosis, 
(manuscrito en preparación), lo que sugiere que CopA 
de V. cholerae transporta el exceso de cobre fuera del 
citoplasma. 

El gen VC2216, por otro lado, adyacente a VC2215, cuya 
proteína se encontró sobre-expresada en anaerobiosis,142 
es importante para la tolerancia al cobre en estas condi-
ciones y no en aerobiosis (manuscrito en preparación), 
lo que apunta a que existan otros productos génicos más 
importantes en la tolerancia a cobre en aerobiosis en V. 

cholerae. Estos resultados pudieran explicar por qué el 
gen que codifica para la proteína hipotética homóloga a 
VC2216 en P. aeruginosa no se detectó sobre-expresado 
en condiciones de estrés de cobre.146 

Un análisis adicional del genoma de V. cholerae El Tor 
N16961 para determinar la presencia de otras proteínas ho-
mólogas a la de los sistemas de tolerancia a cobre descritos 
en E. coli, utilizando el programa BLASTP, arrojó que el 
sistema Cue está medianamente conservado en esta cepa. 
Además de CopA, se encontró como homólogo a CueR al 
regulador transcripcional codificado por el gen VC0974 
(CueR, según una anotación reciente en la base de datos 
SWISS-PROT (http://www.expasy.org/uniprot/P0C6D2), 
pero no se identificó ninguna proteína que fuera homóloga 
a CueO, usando incluso el programa PSI-BLAST, que per-
mite identificar proteínas relacionadas lejanamente.148,149 

De acuerdo con un alineamiento de secuencia basado 
en la estructura de CueR de E. coli con otros homólogos 
se predice que la región N-terminal de la hélice de dime-
rización tenga la secuencia conservada serina-x-x-valina-
(lisina/arginina) (donde x es cualquier aminoácido) y la 
cavidad del sitio de unión de metales posea la secuencia 
conservada cisteína-x-glicina-4x-aspártico-cisteína segui-
da inmediatamente por una prolina, la que es el primer 
residuo en una hélice.57 En el caso de CueR de V. cholerae 
se conserva la secuencia serina-x-x-valina-(lisina/arginina) 
(77serina-alanina-alanina-valina-arginina) en la región 
N-terminal de la hélice de dimerización y la secuencia 
cisteína-x-glicina-4x-aspártico-cisteína (112cisteína-proli-
na-glicina-aspártico-glutamina-glicina-serina-aspártico-
cisteína) en la cavidad del sitio de unión al cobre, donde 
se encuentran las cisteínas conservadas 112 y 120 impor-
tantes para la unión a cobre en CueR de E. coli.57 

El sistema Cus, por otro lado, tampoco se conserva 
en V. cholerae. En este microorganismo no existe ningún 
ortólogo de CusA (http://biocyc.org/ECOLI/select-org-
prefs?object=EG11024&request=NEW-IMAGE) aunque 
existen seis loci que codifican para homólogos de los sis-
temas de eflujo tripartitos que contienen a proteínas de la 
familia de transportadores RND.139 Estos sistemas fueron 
analizados recientemente y se identificaron los sustratos 
transportados por tres de ellos (VexAB, VexCD y VexIJK).150 
El alineamiento de la secuencia aminoacídica de las pro-
teínas perteneciente a la familia de transportadores RND 
de los otros tres sistemas (VexF-VC0629, VexH-VC0914 y 
VexM-VCA0638) con CusA revela que solo VexF (VC0629) 
posee en su posible cuarto segmento transmembranoso 
la secuencia conservada relacionada con la unión de 
cobre 430alanina-x(5)-aspártico-x(6)-glutámico, donde x 
es cualquier aminoácido. Sin embargo, en el producto 
génico de VexF no se conserva ninguna de las metioni-
nas presentes en el segundo fragmento periplasmático 
largo de CusA, las cuales demostraron ser importantes 
para la función de esta en E. coli.96 Coincidentemente, 
en Salmonella se ha descrito la ausencia de homólogos 
del sistema CusCFBA,151 pero en este microorganismo, 
se ha determinado la presencia de la oxidasa multico-
bre CuiD, la que tiene una función fundamental en la 
resistencia a cobre en el periplasma en condiciones 
aerobias y anaerobias.151,152 Debido a la ausencia de una 
oxidasa multicobre en el genoma de V. cholerae, será 
interesante determinar experimentalmente si alguna de 
las proteínas de la familia de transportadores RND de 
este microorganismo es importante para la resistencia 
a cobre. Recientemente, ha sido reportado que un sis-
tema de eflujo tripartito de la familia RND que media 
la tolerancia al oro en Salmonella, también es capaz de 
conferir resistencia a varios medicamentos,153 lo que 
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sugiere una amplia variedad de sustratos transportados 
por un mismo sistema, no debiendo descartarse la posi-
ble implicación en la resistencia al cobre en V. cholerae 
de los sistemas de la familia RND relacionados con la 
exportación de fármacos y detergentes. Debido a la no 
identificación de ningún homólogo a CueO por métodos 
bioinformáticos y aún cuando el nivel de homología 
entre el sistema CusCFBA y los transportadores multi-
componenentes presentes en V. cholerae es bajo, ya que 
no se conservan los residuos aminoacídicos identificados 
como importantes en el transporte de cobre en E. coli 
en CusA, será interesante determinar si alguno de estos 
sistemas confiere resistencia a cobre. 

CONCLUSIONES

En los años recientes, se han realizado progresos 
considerables en el entendimiento de los mecanismos 
básicos del manejo de cobre en E. coli en las diferentes 
concentraciones de oxígeno y compartimientos celula-
res. Se ha establecido que el sistema Cue, compuesto 
por la ATPasa CopA, que expulsa el exceso de Cu(I) del 
citoplasma y por la oxidasa multicobre CueO, involu-
crada en la desintoxicación de Cu(I) en el periplasma, 
es el sistema primario de homeostasis del cobre y es 
importante en aerobiosis frente a concentraciones de 
cobre bajas y moderadas. El sistema multi-componentes 
CusCFBA de extrusión de cobre periplasmático, por 
otro lado, es un sistema secundario crucial cuando el 
sistema Cue es saturado y en condiciones anaerobias 
cuando CueO es inactiva. La relativa división de fun-
ciones de estos sistemas indica la importancia de que 
existan mecanismos que actúen separadamente en el 
citoplasma y el periplasma; así como a las diferentes 
concentraciones de oxígeno para lograr una protección 
total contra la toxicidad del cobre. Sin embargo, en E. 
coli no se ha identificado ninguna proteína encargada 
específicamente de la transportación de cobre a través 
de la membrana externa, así como tampoco los compo-
nentes involucrados en la entrada de cobre a través de 
la membrana citoplasmática. Tampoco se ha descrito 
ninguna chaperona implicada en el tráfico de cobre cito-
plasmático, que evite la presencia de iones cobre libres 
en el citoplasma y su potencial efecto tóxico. 

En el caso de V. cholerae, los estudios relacionados 
con la tolerancia al cobre son escasos. Estudios iniciales 
sugieren que existe, al igual que en E. coli, una divi-
sión de funciones en las proteínas encargadas de su 
homeostasis. La proteína VCA0261/0260 es importante 
en aerobiosis, pero la proteína codificada por VC2216 es 
más importante en anaerobiosis. Por otro lado, en este 
microorganismo se conserva el sistema Cue parcialmen-
te, ya que están presentes la ATPasa CopA y el regulador 
CueR; pero no se ha identificado ninguna proteína que 
sea homóloga a CueO. Por esta razón, será relevante 
determinar qué proteínas son las encargadas de la resis-
tencia al cobre en el periplasma. En este sentido, aunque 
la homología entre el sistema CusCFBA y los sistemas 
transportadores multicomponenentes presentes en V. cho-
lerae es baja, será interesante investigar si alguno de estos 
transportadores confiere resistencia a cobre e igualmente 
determinar cuál es la función molecular de las proteínas 
codificadas por los genes VC2216 y VCA0261/0260 y su 
localización celular, que permitan explicar su papel en 
la tolerancia al cobre.
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