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Resumen

El antimonio (Sb) es un metaloide que comparte propiedades quimicas y
toxicolégicas con el arsénico. El Sb se encuentra presente de manera natural en el
ambiente a bajas concentraciones, aunque puede ser un componente de riesgo
ambiental en aguas y suelos contaminados. La toxicidad del Sb depende de su
estado de oxidacion: es mas toxico el Sb(lll) que el Sb(V). EI mecanismo de
toxicidad del Sb(lll) se basa en su afinidad por los grupos tiol y en su capacidad de
generar estrés oxidante. Los compuestos de Sb(lll) se consideran como potenciales
agentes carcindgenos en humanos. El Sb(lll) es captado por las células procariotas
y eucariotas a través de los transportadores de glicerol, como las
acuagliceroporinas. Algunas especies bacterianas han desarrollado sistemas de
resistencia al Sb que generalmente se basan en proteinas de membrana que
expulsan al Sb(lll) del citoplasma celular. EI Sb tiene un ciclo biogeoquimico en el
planeta que involucra transformaciones redox y reacciones de metilacion. En este
trabajo se resume la informacién relacionada con las interacciones del antimonio
con las bacterias.
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Abstract

“Bacterial interactions with Antimony”

Antimony (Sb) is a metalloid that shares chemical and toxicological properties with
arsenic. Sb is found naturally in the environment at very low concentrations, although
may be a dangerous component in polluted water and soil. The toxicity of Sb
depends on its oxidation state, being more toxic Sb(lll) than Sb(V). The mechanism
of toxicity of Sb(lll) is based on its affinity for thiol groups and its ability to generate
oxidative stress. Sb(lll) derivatives are considered as potential carcinogen agents in
humans. Sb(lll) is taken up by prokaryotic and eukaryotic cells through glycerol
transporters, such as aquaglyceroporins. Some bacterial species have developed
resistance systems against Sb that are based generally on membrane proteins able
to extrude Sb(lll) from the cell cytoplasm. Sb has a biogeochemical cycle in the
planet that involves redox transformations and methylation reactions. In this work
the information related with the bacterial interactions with antimony is summarized.

Keywords: Antimony, bacteria, resistance, redox reactions, methylation

13 NIA 14 VA IS VA6 VIA
S w6 120m|7 woor|8 150w

B C N 0

BORD | CAMBONO | NITROGEND | COOGENO
R
13 26982 | 14 28006 | 1S 20974 |16 32085

Al | Si P S

A AANE SA00 1O 0RO AN v
.
Mearns|32 6|3 raon2| M e

Ga | Ge | As | Se

GALO | ﬂmJ ]
49 1482|5 nan Sl 12176 |82 2w

In Sn | Sb | Te

OO ISTANG | ANTIMOMIO | TELLSO

Figura 1. Ubicacion de los metaloides en la Tabla Periddica de los elementos.
Una parte de la Tabla se muestra para resaltar los metaloides, en color rosa.

Generalidades del Antimonio

Los metaloides [Boro (B), Silicio (Si), Germanio (Ge), Arsénico (As), Antimonio (Sb)
y Telurio (Te)] son elementos que se ubican en una parte intermedia de la Tabla
Periédica que separa a los metales de los no metales (Figura 1). Sus funciones van
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desde metaloides esenciales (B), a benéficos (Si), a los elementos toxicos As y Sb
(Bienert y col., 2007). El antimonio pertenece al grupo 15 de la Tabla Periddica junto
con los elementos Nitrogeno, Fésforo y Arsénico (Figura 1). Las especies quimicas
mas abundantes del Sb en el ambiente son la pentavalente [Sb(V), en forma de
antimonato] y trivalente [Sb(lll), como antimonito].

El Sb se encuentra de manera natural en suelos y ambientes acuaticos en bajas
concentraciones y no se conoce ninguna funcién biolégica del metaloide. El Sb es
abundante en minerales sulfidicos (principalmente en forma de Estibnita, Sb2Ss3) y
en ambientes acuaticos oxicos (lagos o estanques de baja profundidad), donde
predomina la especie Sb(V); en situaciones andxicas (como en los sedimentos de
lagos y rios), es mas comun el Sb(lll) (Filella y col., 2009). Los niveles tipicos de Sb
en agua dulce no contaminada son menores de 1 ug/L (1 ppm) mientras que en la
superficie de los océanos son del orden de 0.2 pg/L. Los suelos no contaminados
muestran niveles de unos pocos pg/L (Filella y col., 2009).

Contaminacion y usos

El Sb y sus derivados son considerados como contaminantes ambientales
peligrosos por la EPA (US Environmental Protection Agency) y el CEC (Council of
the European Communities). Para la EPA, los estandares de Sb para el agua
potable son mas bajos que los de arsénico, lo cual refleja su mayor toxicidad: el
maximo nivel de contaminacién permitido es de 6 pg/L, mientras que para As es de
10 pg/L (Liy col., 2016). La abundancia y biodisponibilidad del Sb en el ambiente
son alrededor de 10 veces menores que las del As.

La contaminacion ambiental por Sb proviene tanto de fuentes geoldgicas (por
ejemplo, emisiones volcanicas) como de sus usos industriales y mineros. El Sb es
actualmente el noveno metal(oide) que mas se explota en el planeta. La produccion
minera de Sb en 2008 se estimo en 165,000 toneladas (comparadas con 40,500 ton
de As) (Wilson y col., 2010). Sin embargo, la combustion de derivados fosiles se
considera la principal fuente antropogénica de Sb en el ambiente. El enriquecimiento
de Sb en la atmdsfera, suelos, plantas, sedimentos y en las nieves polares, sugiere
que la contaminacion por Sb es amplia (Krachler y col., 2005; Shotyk y col., 2005).
La explotacion y los usos del Sb han llevado a una contaminacién en aumento en
algunos paises; por ejemplo, en regiones mineras e industriales del suroeste de
China, el mayor productor de Sb, se presentan concentraciones de Sb en agua de
mas de 29 mg/L y en suelos de méas de 2 mg/Kg (Li y col., 2016).
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El Sb se utiliza en diversas actividades antropogénicas desde hace siglos. En la
antigliedad, los egipcios y los babilonios ya lo empleaban con fines cosméticos y
para la ornamentacion de vasijas (http://www.euston96.com/antimonio). En la
actualidad, el Sb tiene una gran diversidad de usos, que incluyen la manufactura de
semiconductores, diodos, retardadores de flama, baterias, armas, frenos de
automoviles y pigmentos (Wilson y col., 2010). Derivados del metaloide también se
emplean para el tratamiento de enfermedades tropicales causadas por protozoarios,
como la Leishmaniasis (padecimiento global que afecta a 12 millones de personas),
contra la leucemia aguda promielocitica y para el tratamiento del VIH (Yang y col.,
2012).

Figura 2. Comparacion de las estructuras de las formas trivalentes del Antimonio y del Arsénico. Las estructuras
moleculares del Sb(OH); (A) y el As(OH); (B) se muestran. Los atomos de Sb y As se presentan en esferas color
morado, los oxigenos en rojo y los hidrogenos en blanco. Adaptada de Porquet y Filella (2007).

Transporte y toxicidad

Tratandose de un elemento no esencial para los organismos vivos, no se espera
que existan sistemas de transporte especificos para el Sb. Como ocurre con algunos
elementos nocivos, el Sb emplea otros sistemas de transporte para ingresar a las
células. Sanders y col. (1997) demostraron que el Sb(lll) es captado en la
enterobacteria Escherichia coli por el transportador de membrana del glicerol, la
acuagliceroporina GIpF. Las mutantes de E. coli afectadas en el gen glpF presentan
incapacidad para transportar el glicerol y resistencia a los efectos téxicos del Sb(lll)
y del As(lll) (Sanders y col., 1997; Meng y col., 2004). En conclusion, tanto el Sb(lll)
como el As(lll) son transportados en las bacterias por la via de las
acuagliceroporinas (Mukhopadhyay y col., 2014). Este transporte se basa en la
similitud estructural entre las formas Sb(OH)s del Sb y As(OH)s del As (Figura 2) con
el polialcohol glicerol. Las gliceroporinas también transportan al Sb(lll) en la
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levadura Saccharomyces cerevisiae (Wysocki y col., 2001) y en el protozoario
Leishmania (Gourbal y col., 2004).

En virtud de la similitud de la configuracién electrénica de Sb con el As, ambos
metaloides presentan similares estados de oxidacion en el ambiente (las ya
mencionadas valencias Ill y V). Al igual que el As, la toxicidad del Sb depende de
su estado de oxidacion: el Sb(lll) es mas téxico que el Sb(V); a su vez, las formas
organicas son menos toxicas que el Sb(V). Por su afinidad con los grupos tiol del
glutatiéon y de las proteinas, el Sb(lll) debe parte de su toxicidad a la inactivacién de
estos compuestos. Pero el principal efecto toxico del Sb probablemente se relaciona
con su capacidad de generar estrés oxidante (Li y col., 2016). Este efecto puede ser
el responsable de que el metaloide actie como un agente clastogénico (que genera
rupturas cromosoémicas), el cual a su vez deriva en que las formas trivalentes del
Sb se consideren como “posibles carcindgenos en humanos” (Gebel, 1997). Una
amplia evidencia existe de que el Sb(lll) es un carcin6geno en animales de
experimentacion (Gebel, 1997; Andrewes y col., 2004).

Resistencia bacteriana

Los microorganismos han desarrollado diversos sistemas de resistencia al Sb que
les permiten tolerar sus efectos nocivos, como ocurre con otros metales vy
metaloides toxicos. Estos sistemas cominmente son compartidos con el As debido
a su similitud quimica. Asi, el mecanismo bacteriano de resistencia a Sb mas
estudiado se basa en proteinas de la membrana que expulsan a los iones de Sb(lll)
[y de As(l1l)] del citoplasma celular (Kaur y Rosen, 1992; Rosen, 2002; Yang y col.,
2015; Liy col., 2016).

Los sistemas de expulsion de Sb se encuentran codificados tanto en plasmidos
como en cromosomas bacterianos. Los primeros ejemplos de bacterias resistentes
a Sb(lll) se reportaron en plasmidos de cepas de E. coli y de las bacterias Gram
positivas Staphylococcus aureus (Novick y Roth, 1968; Silver y col.,, 1981) y
Staphylococcus xylosus (Rosenstein y col.,, 1992), asi como del patégeno
oportunista Pseudomonas aeruginosa (Cervantes y Chavez, 1992). Posteriormente,
genes de resistencia a Sb se localizaron en los cromosomas de cepas de E. coli
(Carlin y col., 1995), P. aeruginosa (Cai y col., 1998), la bacteria acidofilica
Thiobacillus ferrooxidans (Butcher y col., 2000), la cianobacteria Synechocystis
(Lépez-Maury y col., 2003) y la bacteria simbidtica Sinorhizobium meliloti (Yang y
col.,, 2005). La Tabla 1 considera ejemplos representativos de bacterias que
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muestran resistencia al Sb. Esta informacion indica la amplia distribucién de los
sistemas de resistencia a Sb en el mundo microbiano.

TABLA 1
Bacterias resistentes a Antimonio
Especie/Género* Clasificacion Referencia
Escherichia coli (P) Enterobacteria Novick y Roth 1968
Staphylococcus aureus (P) Firmicutes Silver y col. 1981
Staphylococcus xylosus (P) Firmicutes Rosenstein y col. 1992
Pseudomonas aeruginosa (P) Gamma-Proteobacteria Cervantes y Chavez 1992
E. coli (C) Enterobacteria Carlin y col. 1995
P. aeruginosa (C) Gamma-Proteobacteria Caiy col. 1998
Thiobacillus ferrooxidans (C) Gamma-Proteobacteria Butcher y col. 2000
Synechocystis (C) Cianobacteria Lépez-Maury y col. 2003
Sinorhizobium meliloti (C) Alfa-Proteobacteria Yang y col. 2005
Agrobacterium tumefaciens (C) | Alfa-Proteobacteria Shi y col. 2018
*, P, genes de resistencia a Sb presentes en plasmidos; C, genes cromosémicos.

Un sistema genético de resistencia a Sb comun en las bacterias es el que codifican
los denominados operones ars (Rosen, 2002; Yang y col., 2015). La estructura y el
funcionamiento de estos operones se describieron recientemente (Serrato-Gamifio
y Cervantes, 2017). El principal componente de los operones ars, con respecto a la
resistencia a Sb, es una proteina de la membrana que, como se menciond antes,
expulsa a los iones de Sh(lll) del citoplasma bacteriano (Yang y col., 2012; Yang y
col., 2015). A partir de la secuenciacion de genomas bacterianos completos, se
conocen numerosos ejemplos de bacterias con genes ars que confieren resistencia
a Sb (Serrato-Gamifo y Cervantes, 2017).

Los transportadores bacterianos de Sb(lll) mas estudiados son las proteinas de
membrana ArsB y Acr3 (Rosen, 1999; Yang y col., 2015; Li y col., 2016). ArsB se
ubica sélo en bacterias y expulsa tanto As(lll) como Sb(lll), mientras que Acr3 se
encuentra en bacterias, arqueas y levaduras y muestra una mayor especificidad por
As(lll) sobre Sb(lll) (Yang y col., 2015). En nuestro laboratorio encontramos que una
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cepa de E. coli que no expresa la proteina ArsB (por tener el gen arsB interrumpido
por un transposoén) es mas sensible al Sb(lll) que la cepa con el gen silvestre (Figura
3), confirmando la importancia de dicho transportador en la resistencia a Sb.
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Figura 3. Susceptibilidad a Antimonito de cepas de Escherichia coli. Los cultivos se crecieron en caldo nutritivo
con las concentraciones indicadas de Sb(IlI) a 37°C durante 20 h y al final se midi6 la Densidad éptica (D.O.) a 590
nm. (e) Cepa BW25113 (silvestre); (m) Cepa JW3469-1 (mutante con el gen arsB interrumpido). Las barras
representan la desviacion estandar de tres ensayos por duplicado. M.P. Chavez-Moctezuma (datos no publicados).

Recientemente en la bacteria del suelo Agrobacterium tumefaciens, se describié un
novedoso transportador, la proteina ArsK, que expulsa tanto As(lll) y Sb(lll) como
arsenicales organicos y confiere resistencia a todos estos compuestos (Shi y col.,
2018) (Tabla 1). Otras proteinas que expulsan As(lll) (como los transportadores tipo
ABC; Manzano y col., 2013) probablemente también transportan Sb(lll) pero esto
no se ha demostrado experimentalmente. De estos reportes se ha concluido que la
expulsion del Sb(lll) es un mecanismo eficiente desarrollado por los
microorganismos para contender con los efectos téxicos del metaloide.

Transformaciones redox

Al igual que para otros metales y metaloides, como Mercurio, Selenio y Arsénico,
se ha encontrado que las transformaciones quimicas que experimenta el Sb en el
ambiente se relacionan con sus interacciones con microorganismos, los cuales
participan activamente en el ciclo biogeoquimico de este elemento (Li y col., 2016).
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Dentro de las interacciones microbianas se encuentran las transformaciones redox
(Figura 4).
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Figura 4. Transformaciones quimicas del Antimonio en el ambiente. El esquema muestra las reacciones de
oxidorreduccion (redox) del Sb y los procesos de biometilacion del Sb(IIl). En este caso, se generan secuencialmente
los derivados mono-, di- y trimetilantimonio (TMA). Estas transformaciones forman parte del ciclo biogeoquimico
del metaloide en el cual intervienen de manera importante los microorganismos.

La reduccion de Sb(V) a Sb(lll) es un proceso comun en el ambiente y ocurre
principalmente en condiciones anaerébicas. Esta transformacion redox se lleva a
cabo en forma abidtica o con la participacion microbiana, aunque se han reportado
pocos ejemplos de bacterias reductoras de Sb(V). Entre estos casos se encuentran
especies muy interesantes por su capacidad de utilizar la energia generada en el
proceso de reduccion de Sb para mantener el crecimiento bacteriano. El primer
ejemplo reportado fue la bacteria Gram-positiva Stibiobacter senarmontii (Lialikova,
1974); ejemplos recientes incluyen una cepa del orden Bacillales (Abin y col., 2014)
y una bacteria no identificada (Nguyen y Lee, 2014). Estas bacterias son capaces
de “respirar” utilizando al Sb(V) como aceptor de electrones.

La oxidacion microbiana de Sb(lll) a Sb(V) se considera como un proceso de
biorremediacién ya que transforma una especie quimica muy téxica a una forma de
menor toxicidad. Diversas especies bacterianas capaces de oxidar el Sb(lll) se
conocen, incluyendo A. tumefaciens (Lehr y col., 2007; Li y col., 2015; Wang y col.,
2015) y varios aislados bacterianos de descargas de minas (Luo y col., 2012; Liy
col., 2013; Hamamura y col., 2013). Liu y col. (2015) encontraron que la oxidacion
de Sb(lll) por una cepa de la Beta-proteobacteria Comamonas testosteroni, aislada
del suelo de una mina de Sb en China, confiere resistencia al metaloide; en este
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caso el proceso redox representa un mecanismo de destoxificacion del Sb(lll) al
transformarlo a Sb(V).

Metilacion

La produccién de especies organicas de los metaloides es una parte importante del
ciclo biogeoquimico de estos elementos, ya que aumenta su movilidad en el
ambiente y modifica su toxicidad (Bentley y Chasteen, 2002). Un ejemplo de las
transformaciones de un compuesto inorganico a una forma organica volatil es la
biometilacién (Figura 4). La capacidad de metilar al Sb se encuentra en hongos
filamentosos (Andrewes y col., 2000), en levaduras (Hartmann y col., 2003) y en
arqueas (Michalke y col., 2000), pero pocos estudios se han hecho en bacterias. La
actividad metilante de Sb se ubicoO en una cepa de la bacteria rizosférica
Pseudomonas fluorescens, la cual produce (CHs)sSb volatil (Gurleyuk y col., 1997).
También una cepa de la bacteria de ambientes acuaticos Flavobacterium sp. se
reporté que es capaz de metilar al Sb en condiciones aerdbicas (Jenkins y col.,
2002). En estos reportes se identificaron los derivados mono-, di- y trimetilados del
Sb. El reducido nivel de metilacién observado en estos microorganismos sugiere
que el proceso no representa un mecanismo de destoxificacion del Sb (Filella,
2010). La propuesta es que la metilacion del Sb es catalizada, al menos en parte,
por la enzima metiltransferasa de arsénico (Li y col., 2016). Sin embargo, los genes
0 enzimas involucrados de manera especifica en dicha transformaciéon no se
identificaron.

Consideraciones finales

El Sb lo emplea el hombre desde hace siglos, pero solo en las tres ultimas décadas
es que su funcién como un contaminante ambiental se reconoce (Filella y col.,
2009). En este periodo el Sb emergié como un serio contaminante, sobre todo en
zonas mineras de China, Australia y partes de Europa.

A la fecha, numerosos estudios existen sobre la funcidon del Sb en el ambiente, pero
aun se desconocen los detalles de su toxicologia y de las transformaciones que
experimenta en su ciclo biogeoquimico (Li y col., 2016). Por ejemplo, no se conoce
con precision el mecanismo mediante el cual el metaloide ejerce sus potenciales
efectos genotdxicos y carcinogénicos en humanos.
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Mucha de la informacién que se tiene sobre los efectos téxicos del Sb se ha
extrapolado de los datos reportados para el As, pero se considera que, al menos en
algunos aspectos, el Sb puede desplegar efectos nocivos Unicos (Gebel, 1997).

La busqueda e identificacion de bacterias resistentes y/o capaces de modificar al
Sb se han dirigido en los ultimos afios principalmente hacia la implementacién de
sistemas de biorremediacion y al estudio de la ecologia de los microorganismos que
metabolizan al Sb. Los analisis a los niveles bioquimico y genético-molecular de
estos sistemas microbianos contribuiran sin duda a un mejor entendimiento de las
interacciones bioldgicas del Sb y sus derivados.
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