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Resumen

El alarmante aumento en la incidencia de
multiresistencia a antibioticos de bacterias patogenas
de importancia, ha propiciado la busqueda de nuevos
antimicrobianos  eficaces para combatir las
infecciones. Entre estos nuevos antimicrobianos se
encuentra el galio: un metal con diversas aplicaciones
en la medicina como la radiodeteccion de tumores y
el tratamiento de la hipercalcemia asociada a cancer
de hueso. Los efectos antimicrobianos del galio [III]
se basan en su similitud fisicoquimica con el hierro
[1II], con la principal diferencia de que el galio es
estable y no se puede 6xido reducir. Por lo que
interfiere con el transporte del hierro mediado por
sideroforos y desplaza al hierro en diversas enzimas
implicadas en procesos vitales como la respiracion, la
defensa contra el estrés oxidante y la replicacion del
DNA. Debido a esta combinacion de efectos, el galio
presenta propiedades antimicrobianas promisorias
tanto in vitro como in vivo en modelos de infeccion en
animales, siendo igualmente eficaz en cepas de
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii
tanto sensibles como resistentes a antibidticos. Segun
la OMS, estas dos bacterias son de las mas
problematicas y para las cuales se requieren nuevas
opciones terapéuticas. En el presente articulo se

Abstract

The alarming increase in the incidence of multi-
resistance against antibiotics in important pathogenic
bacteria has led to the search for new effective
antimicrobials to combat their infections. Among
these is gallium, a metal with various applications in
medicine, such as radiodetection of tumors and the
treatment of hypercalcemia associated with bone
cancer. The antimicrobial effects of gallium [III] are
based on its physicochemical similarity to iron [III],
with the crucial difference that gallium is stable and
cannot be oxidized-reduced. Hence it interferes with
iron transport mediated by siderophores and displaces
iron from various enzymes involved in vital processes
such as respiration, the defense against oxidative stress
and DNA replication. Due to this combination of
effects, gallium has promising antimicrobial
properties both in vitro and in vivo in animal infection
models, being equally effective in sensitive antibiotic
strains as in antibiotic resistant Pseudomonas
aeruginosa and Acinetobacter baumannii isolates.
These two bacteria are of the most problematic ones
for which new therapeutic options are required
according to WHO. In the present article the
antimicrobial properties of gallium are discussed, as
well as the mechanisms of tolerance and resistance to
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discuten las propiedades antimicrobianas del galio, asi
como los mecanismos de tolerancia y resistencia a
este metal descritos a la fecha y sus efectos sobre la
virulencia bacteriana.

Palabras  clave:  Pseudomonas  aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, sidero6foros,
antimicrobianos, resistencia a antibidticos, virulencia.
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this metal described to date and their effects on
bacterial virulence.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, siderophores, antimicrobials, antibiotic
resistance, virulence

Introduccion

Debido al alarmante aumento en la incidencia de
las infecciones ocasionadas por bacterias resistentes a
antibidticos, la OMS public6 en el 2017 una lista con
las 12 especies de bacterias resistentes a antibidticos
en las que es prioritario el desarrollo de nuevas
terapias. Se estima que de no tomarse las medidas
adecuadas para el afio 2030, moriran alrededor de 10
millones de personas al afio como consecuencia de
estas infecciones, por lo que esta causa de muerte
estaria superando a las que prevalecen en la actualidad
como el cancer [1].

En la lista de bacterias consideradas mas
peligrosas se encuentran Acinetobacter baumannii y
Pseudomonas aeruginosa en las prioridades 1 y 2, ya
ya que ambas especies son naturalmente insensibles a
multiples antimicrobianos. Estas son capaces de
desarrollar resistencia a nuevos farmacos rapidamente
y para ambas existen cepas multidroga [resistentes a
al menos tres familias de antibidticos distintas] y
pandroga [resistentes a todas las familias conocidas de
antibidticos] [2,3].

Dentro de las posibles alternativas para su
tratamiento se encuentra el uso del galio. Un elemento
metalico perteneciente al grupo IIIA de la tabla
periodica.  Este  elemento  presenta  diversas
aplicaciones en la medicina, util en la deteccion de
tumores en presencia de isotopos radioactivos y en el
tratamiento de la hipercalcemia asociada a tumores
oseos mediante nitrato de galio [4].

Ademas de estas aplicaciones, se reportd su
eficacia para el tratamiento de sifilis experimental en
congjos y tripanosomiasis en raton [5]. Posteriormente
multiples estudios han confirmado las propiedades
antimicrobianas del galio en diversas bacterias
patogenas de importancia como lo son Mycobacterium
tuberculosis, [6,7] Pseudomonas aeruginosa [8,9] y
Acinetobacter baumannii [10].

En esta revision se discuten las ventajas y posibles
inconvenientes de la utilizacion del galio para tratar

infecciones causadas por bacterias resistentes a
antibioticos.

El galio inhibe el transporte y las funciones del
hierro en las bacterias

Los efectos antimicrobianos del galio estan
relacionados con las similitudes fisicoquimicas que
guarda con el hierro en estado III, tales como su radio
ionico y de hidratacion. Sin embargo a pesar de ser
similares, el galio no puede 6xido reducirse por lo que
permanece siempre en estado III compitiendo y
desplazando al hierro en multiples procesos y
reacciones esenciales para la viabilidad bacteriana [4].

En el caso de P. aeruginosa, el galio interfiere con
el transporte de hierro III en condiciones limitantes de
este metal. Este transporte se lleva a cabo mediante el
sider6foro pioverdina, el cual une hierro III con gran
afinidad y lo trasporta a la membrana donde es
reducido a hierro II para ser liberado por la pioverdina
e internalizado, quedando la pioverdina libre para
participar en un nuevo ciclo de transporte [11]. El
galio también es capaz de unirse a la pioverdina y de
secuestrarla impidiendo que ésta internalice al hierro
[12] (Figura 1a).

Ademas de este efecto extracelular, el galio en P.
aeruginosa puede ser internalizado mediante el
sistema transportador de hierro HitAB. Este sistema
consta de dos proteinas: HitA, una proteina
periplasmica que une hierro III y muy probablemente
galio y HitB, una permeasa de membrana interna que
transporta el hierro o galio unido a HitA al interior de
la célula [13].

Una vez dentro de la bacteria el galio es capaz de
reemplazar al hierro III en diversas enzimas que
requieren de la 6xido reduccion de éste para funcionar.
Entre estas enzimas se encuentran la ribonucleoétido
reductasa que participa en la sintesis del DNA, la
catalasa y la superoxido dismutasa dependientes de
hierro, que estan involucradas en la detoxificacion de
especies reactivas de oxigeno [EROS] y los complejos
de la cadena respiratoria que contienen centros fierro-
azufre [14]. Recientemente se demostr6 que el

© 2018 Mensaje Bioquimico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Cardenas Monroy, C.A.; Gonzalez Andrade, M.; Hernandez Alcantara G.; Martinez Gonzalez, J.J.;
Ramirez Silva, L. H. Publicado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina; UNAM.



Garcia-Contreras et al. Mens. Bioquim. 42 (2018): 103 - 109

complejo galio protoporfirina IX [precursor del grupo
hemo] es internalizado por P. aeruginosa con lo que
ocasiona la inhibicion de la actividad de las citocromo
oxidasas con citocromos tipo b [Cco-1, Cco-2 y de la
citocromo oxidasa resistente a cianuro Cio] [15]
(Figura 1b).
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Figura 1 Mecanismos antibacterianos del galio. a) El galio
extracelular puede secuestrar a la pioverdina [PVDI] siderdoforo
principal de P. aeruginosa, interfiriendo con su funcion
transportadora de hierro. ME [membrana externa], MI [membrana
interna], PvdE [transportador del precursor de pioverdina al espacio
periplasmico], PvdRT-OpmQ [bomba transportadora de pioverdina
del espacio periplasmico al exterior de la célula], Rec-PVDI
[pioverdina reciclada], FpvA [Receptor transportador de ferri-
pioverdina]. b) El galio se internaliza al espacio periplasmico
mediante porinas y es capaz de incorporarse ¢ inhibir a la cadena
respiratoria. Se internaliza al citoplasma mediante el sistema HitAB
¢ intracelularmente se incorpora e inhibe a enzimas importantes
para la detoxificacion de especies reactivas de oxigeno como la
catalasa y la superoxido dismutasa [SOD] y para la sintesis de ADN
[ribonucleotido reductasa].

Cadenarespiratoria  ADP ———>ATP

Catalasa SOD

Ademas, existe evidencia de que el tratamiento
con galio induce la produccion de EROS en
Pseudomonas fluorescens. Las bacterias expuestas a
este presentan mayores cantidades de lipidos,
proteinas oxidadas y una concentracion mayor de
peroxido de hidrogeno que las células control [16].
Este aumento en el estrés oxidante podria deberse a la
inactivacion de las enzimas antioxidantes como la
catalasa, a su posible efecto inhibidor sobre la cadena
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respiratoria y quiza al desplazamiento del hierro unido
a enzimas ya que éste quedaria libre para catalizar la
formacion de EROS mediante la reaccion de Fenton.

Los niveles de olerancia al galio en aislados clinicos
resistentes a antibidticos son bajos.

Una propiedad atractiva del galio como
antimicrobiano es que su efecto inhibitorio sobre el
crecimiento in vitro en aislados clinicos de P.
aeruginosa y A. baumannii es bueno. Por lo que se
deduce que los mecanismos clasicos de tolerancia y
resistencia a antibidticos no se comparten con los
posibles mecanismos que pudieran ayudarle a las
bacterias a contender contra los efectos toxicos del
galio [8,15].

En cuanto a los factores que podrian conferirle
tolerancia a galio a aislados clinicos de P. aeruginosa,
se identificd que en suero humano aquellas cepas con
una mayor capacidad de producir exoproteasas son las
que presentan mayores niveles de tolerancia, esto
debido a la capacidad de estas proteasas para
hidrolizar proteinas transportadoras de hierro del
huésped como la transferrina, lo que aumenta la
disponibilidad del hierro [17] contrarrestando el efecto
inhibitorio del galio. Este mismo estudio demuestra
que la produccion de pioverdina es esencial para el
crecimiento de los aislados clinicos de P. aeruginosa
en suero humano pero que no existe una correlacion
significativa entre una mayor produccion de este
siderdforo y los niveles de la tolerancia a este metal en
aislados clinicos [18].

Ademas de las notables  propiedades
antimicrobianas en P. aeruginosa, el galio también es
efectivo in vitro para disminuir el crecimiento de
cepas tanto sensibles como resistentes a antibioticos
de A. baumannii en medio minimo y en suero humano,
lo que permite un sinergismo con el antibiotico
colistina [19], con quelantes de hierro y con proteinas
transportadoras de hierro como la transferrina [19].

La seleccion de la resistencia al galio podria ser
menor que la seleccion de la resistencia a
antimicrobianos clasicos.

A pesar de que la tolerancia a galio no esta
ampliamente distribuida en cepas nosocomiales, se
cree que es posible la aparicion de resistencia a este
metal por la fuerte presion de seleccion de sus efectos
bacteriostaticos y bactericidas, que bacterias tales
como P. aeruginosa y A. baumannii desarrollan
rapidamente [3,20,21]. Al respecto, nuestro grupo de
trabajo fue el primero en explorar los posibles
mecanismos de resistencia a galio mediante la
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generacion y caracterizacion de mutantes resistentes
de la cepa PAl4. Dichas mutantes se generaron
mediante la interrupcion de genes por transposicion y
la posterior seleccion de aquellas con resistencia a
galio en medio minimo a concentraciones altas de este
metal y por medio de la seleccion de mutantes
espontaneas. La secuenciacion de la zona adyacente al
transposon reveld que, en mutantes con un MICso por
nitrato de galio, cuatro veces mayor que el de la cepa
parental, interrumpia al locus %itA B, posteriormente se
verificd que otras mutantes [de la coleccion del Dr.
Fred Ausubel, del Hospital General de Massachusetts]
también interrumpidas en hitA o hitB presentaban
resistencia y que internalizaban una menor cantidad de
galio que la cepa parental [~80% menos cuando son
expuestas a 10 uM]. Por lo tanto, con estos datos se
propuso al sistema HitAB como el primer
transportador de galio conocido en P. aeruginosa [13].
Por otro lado, la mutante espontdnea caracterizada
presentdo un MICso 12 veces mayor que la cepa
parental asi como una disminucion en la
internalizacion de galio y un aumento en la produccion
de la fenazina piocianina. La secuenciacion del
genoma completo de esta cepa reveld la presencia de
64 mutaciones de cambio de base en diversos genes,
entre ellos algunos de los responsables de la sintesis
de piocianina. En contraste, en #hitAB no se
encontraron mutaciones, por lo que la disminucion de
la internalizacion de galio en esta mutante
probablemente este mediada por cambios en la
funcionalidad y/o expresion de otros transportadores o
bombas de expulsion. Tiempo después, Frangipani y
colaboradores  descubrieron  otra ruta de
internalizacion del galio mediada por el sider6foro
secundario pioquelina y que las mutantes sin este
sistema presentan MICs dos veces mayores que la
cepa parental e internalizan alrededor de 20 % menos
galio que estas (Figura 2) [22].

Una propuesta interesante del grupo de Kiimmerli
es que en el caso de que el efecto inhibidor del galio
en el crecimiento bacteriano se restrinja
exclusivamente al secuestro extracelular de
pioverdina, la seleccion de la resistencia al galio seria
muy dificil debido a que los posibles mecanismos de
resistencia  implicarian  la  produccion  de
concentraciones mayores de pioverdina cuya adicion
a cepas sensibles a galio aumenta su tolerancia a este
metal [8] o bien la sintesis de una pioverdina con
mayor capacidad de distinguir el hierro III del galio o
la produccion de otro sider6foro muy especifico. Sin
embargo, aun existiendo bacterias que sobre
produzcan pioverdina o que produzcan pioverdina [u
otro sider6foro] mas especifico, su seleccion se veria
restringida debido a que los sider6foros son bienes
publicos ya que pueden llevar hierro a cualquier
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bacteria presente en la poblacion y no solo a aquellas
que los produzcan. Por lo que el beneficio de su
produccion en presencia de galio se repartiria entre la
poblaciéon, y las mutantes productoras de altas
concentraciones de pioverdina [o de una pioverdina u
otro sider6foro muy especifico], no se seleccionarian.

Fe (3*) Fe (2%)

Pioquelina ‘

oO—O
' piocianina 1 l l
ME || PoriEss o=
Fe(2%) HitA
& o

Fe (2¥)

Figura 2. Mecanismos descritos de resistencia a galio.
Disminucion de su internalizacion via los trasportadores HitAB y
pioquelina y sobreexpresion de piocianina la cual es capaz de
reducir hierro 3* a hierro 2* el cual es internalizado mediante FeoB
sin que el galio interfiera en este proceso.

Interesantemente, la seleccion de bacterias
productoras de sider6foros en presencia de una alta
proporcion de bacterias no productoras de estas
moléculas no se ha observado en experimentos de
laboratorio [23] ni en comunidades bacterianas
naturales [24].

Esta premisa de la no seleccion de resistencia a
galio, se cumple aparentemente en experimentos de
evolucion de resistencia a galio en donde se realizan
12 cultivos secuenciales de la cepa PAOI en medio
minimo suplementado con casamino acidos como
fuente de carbono y con transferrina con el fin de
propiciar una limitacion de hierro en presencia de
diferentes concentraciones de galio [20 y 200 uM] o
antibidticos [gentamicina, ciprofloxacino o una
mezcla de ambos].

Ya que se observa la aparicion de resistencia a los
antibidticos de manera casi inmediata [el crecimiento
se recupera] mientras que no se detecta para galio [25],
en estos experimentos no se determind
experimentalmente si el galio se mantuvo en el
exterior de la célula ni se tuvo la precaucion de
determinar la viabilidad bacteriana entre cada pase,
siempre se inoculd cada cultivo serial con el mismo
volumen (no necesariamente con la misma cantidad de
bacterias), de manera que se pudo haber diluido la
cantidad de bacterias viables entre cada pase en
presencia de galio, por lo que pudo haber originado un
sesgo en el resultado.
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En contraste con este resultado, en el 2017 el
mismo grupo de Kiimmerli realiz6 experimentos
similares encontrando resistencia a galio, solo que a
diferencia del experimento anterior éste fue realizado
en suero humano dando 20 pases en vez de 12 e
iniciando con un inoculo bacteriano mayor y
ajustando la cantidad de bacterias en cada pase para
evitar el efecto de la dilucion.

En este caso, la resistencia a galio se dio en tres de
ocho cultivos independientes. En paralelo se realizo
un experimento con fluocitosina que es un
antimicotico que inhibe la produccion de pioverdina
en el cual se encontro resistencia en 8 de 8 cultivos, la
resistencia a fluocitosina estuvo mediada por la
inactivacion del gen wupp, que codifica a una
fosforibosil transferasa intracelular que activa a la
fluocitosina, siendo esta activacion necesaria para que
adquiera su actividad [26].

Las bacterias que presentaron resistencia a galio se
caracterizaron por sobreproducir piocianina 'y
presentaron  mutaciones en los reguladores
transcripcionales vfiry mvaU. Estos reguladores estan
implicados en la represion de los genes de la
biosintesis de piocianina. La participacion de la
piocianina en la resistencia podria deberse a su
capacidad de reducir hierro III a hierro II el cual
ademas de ser mas soluble seria transportado a la
célula sin que el galio pudiera interferir en este
proceso. En concordancia con esta hipotesis, la
adicion de piocianina exdgena aumenta la tolerancia a
galio en PA14 pero no en una mutante del gen feoB
que codifica para el transportador de hierro II [13]. El
hierro II es mas efectivo para contrarrestar el efecto
inhibitorio de galio que el hierro III [27] y se ha
reportado que la produccién de piocianina en P.
aeruginosa le confiere tolerancia a la plata al reducirla
a plata elemental [28] lo cual representa un ejemplo de
la tolerancia de P. aeruginosa a metales toxicos. El
hecho de que la produccion de una molécula difusible
como la piocianina este ligada a la resistencia a galio,
parece contradecir las predicciones de estos
investigadores sobre la imposibilidad de que se
seleccionen bacterias que sobre producen pioverdina;
sin embargo, los autores argumentan que la mayor
viscosidad del suero humano en relacion con el medio
minimo podria favorecer que aquellas bacterias que
produzcan mas piocianina se favorecieran de su
actividad ya que su difusion seria mas lenta en el suero
que en el medio [26].

Ademas de los mecanismos de resistencia a galio
conocidos hasta ahora, otros mecanismos como la
expulsion de este o el aumento en la capacidad para
contender con el estrés oxidante, también pueden
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proporcionar resistencia, ya que ambos mecanismos
se han descrito como parte de la adaptacion de P.
fluorescens a altas concentraciones de galio [16,29].

En contraste con el avance en el conocimiento de
los posibles mecanismos de resistencia a galio en las
cepas de referencia PA14 y PAOI, aun no existen
reportes que estudien los mecanismos de tolerancia y
resistencia a galio en cepas clinicas, del desarrollo y
de seleccion de la resistencia in vivo, por lo que
nuestro grupo se encuentra trabajando actualmente en
estos  aspectos utilizando  aislados  clinicos
provenientes de pacientes con fibrosis quistica y
modelos de infeccion en la larva de la polilla Galleria
mellonella.

El galio es eficaz en modelos de infeccion in vivo.

Ademas de los efectos inhibitorios del galio en el
crecimiento in vitro de P. aeruginosa 'y A. baumannii,
también existen numerosos trabajos que demuestran
su efectividad in vivo para tratar infecciones animales,
por ejemplo la inhalacion de nitrato de galio aumenta
la sobrevivencia significativamente en infecciones
agudas letales de pulmén de ratén, mediadas por la
cepa virulenta PA103, y en infecciones mediadas por
biopeliculas de la cepa PAO1 [8]. Mientras que
formulado como maltolato de galio este es capaz de
erradicar P. aeruginosa de heridas inducidas por
escaldadura también en raton [9]. La queratitis
experimental en conejo se trata efectivamente con la
coadministracion topica de galio, el quelante
deferroxamina y el antibidtico gentamicina [30]. De
manera similar el galio incrementa la sobrevivencia de
larvas de G. mellonella infectadas con dosis letales de
A. baumannii resistente a multidrogas [19] y
contribuye a incrementar la capacidad de eliminacion
de esta bacteria en infecciones pulmonares en raton
[10].

El galio y sus efectos en la virulencia bacteriana

Una estrategia alternativa para el combate de los
microorganismos resistentes a antibioticos, es el
desarrollo y uso de agentes con propiedades de
antivirulencia. Su objetivo es el de bloquear la
capacidad patogénica bacteriana y disminuir la
posibilidad de aparicion de resistencia [31]. Algunos
autores consideran al galio como inhibidor de la
virulencia debido a su capacidad para secuestrar ¢
inutilizar a la pioverdina [25,26]. Sin embargo,
ademas de su efecto sobre la pioverdina, se ha
reportado que el tratamiento con galio afecta la
produccion de otros factores de virulencia y la
formacion de biopeliculas. El primer reporte sobre los
efectos del nitrato de galio sobre P. aeruginosa en
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2007, demuestra que la adicion de este a
concentraciones bajas (0.5-1 uM) es capaz de suprimir
la formacion de biopeliculas en PAOIL [8]. Sin
embargo, en este estudio no se evaluaron
concentraciones mayores de galio y nuestro grupo de
trabajo encontr6 en 2014 que concentraciones
mayores de galio (10-25 uM) las cuales inhiben pero
no abaten el crecimiento completamente, promueven
la formacion de biopeliculas en la cepa PA14 y en dos
aislados clinicos provenientes de pacientes con
fibrosis quistica, adicionalmente esta exposicion a
dosis téxicas pero subletales del metal, aumenta la
produccion de los factores de virulencia piocianina,
proteasa alcalina, elastasa, alginato y ramnolipidos,
disminuyendo solamente la produccion de pioverdina
[27]. Este aumento en la produccion de factores de
virulencia como resultado a una exposicion a galio,
podria representar una posible desventaja de su
utilizacion para tratar infecciones de P. aeruginosa,
por lo que es necesario realizar més estudios que
evaltien el efecto del tratamiento con galio en la
virulencia in  vivo a partir de infecciones
experimentales en animales, antes de implementar
este tipo de terapias en humanos.

En cuanto al efecto del tratamiento con galio en la
virulencia de 4. baumannii existe un estudio reciente
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