79

J
22 UNVEASIDAD NAGONAL AUTONOMA OF MENCD

FACULTAD DE QUIMICA

T E S8 1 S

MECANISMOS DE RESISTENCIA DE LOS

MICROORGANISMOS A LOS METALES

PESADOS Y SU APLICACION EN LA
CONTAMINACION AMBIENTAL

NADINE ESPERANZA MINERO ALFARO
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

. TESIS coN
{ FALLA TE CRicR:

1
EXAMENES PROFESIONANGR
1988 FAC, DE QUGS



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



1.
2.
3.

INDICE

INTRODUCCION
O0BJETIVOS
GENERALTDADES
3.1 Contaminacibn Ambiental
3.1.1 Ecologia y Contaminacidn
3.1.2 Contaminacibn en &a Ciudad de MéExico
3.1.3. Contaminacibn pon Metales Pesados y Metaloides
3.2 Movitizacibn de Los Metales Pesados Via Microbiana
3.3 Pedsmidos y Thansposones que Codifican Resistencia a
Metales Pesados
3.3.1 Plésamidos
3.3.2 Taransposones
MECANISMOS DE TRANSFORMACTON DE LOS METALES PESADOS Y MICRO-
ORGANISMOS INVOLUCRADOS
4.1 Mecanismo de Transformacidn del Mercurio y sus Denlvados
4.1.1 Ciclo del Mercunio en £a Bifsfera
4.1.2 Reduceibn de Compuestos Inongdnicos del Mercurdio
4.1.3 Oxidacibn del Mercunio
4.1.4 Metilacibn def Mencunio inongdnico(g?*)
4.1.5 Thransformacidn de Compuestos Ongdnicos del Mer-
cundio.
4.1.6 Peésmidos que Codifican Resistencia al Mercurnio
g sus Dendvados.
4.1.7 Mecanismos de Resistencia de Los Microonganismos

al Mercurdio y sus Denivados.



4.9

Mecaniamos de Transformacibn del Cadmio y sus Deaivados.

4.2.1 Metilacifn del Cadmio

4.2.2 PLAsmidos que codifican Resistencia al Cadmio.

4.2.3 Mecanismos de Resistencia de £0s Microorganis-
mos al Cadmio.

Mecanismos de Thansformacién def Zine.

4.3.1 HMecanismos de Resistencia de Los Microongandis-
mos al linc.

4.3.2 PLAsmidos que Codifican Resistencia al linc.

Mecanismos de Taansformacibén de La Plata y sus Derlva-

doa.

4.4,1 Efecto de Los Tones Plata en el Metabolismo
de L0s microorganismos.

4.4.2 PLdsmidos que Codifican Resistencia a £a Plata.

Mecanismos de Transformacibn del Cromo,Cobalto y Niquel.

4.5.1 Plasmidos que Codifican Resistencia al Cromo ,
Cobalto y Niqued.

Mecanismos de Transformacibn del Cobre.

Mecanismos de Tranasforamacibn del Molibdeno,Tugsteno y

Vanadio .

Mecanismos de Transfoamacibn del PLomo.

4.8.1 Metifacién del Plomo

4.8.2 TInmovitizacibn Microbiana def PLomo.

4.8.3 PL&smidos que Codifican Resistencia al Plomo.

Mecaniamos de Transfoamacibn del Estaio.

4.10 Mecanismos de Transformacidn def Antimonio.



5. MECANISMOS DE TRANSFORMACION DE LOS METALOIDES y
MICROORGANISMOS INVOLUCRADOS,

5.1 Meecanismos de Tranasformacibn del Arsénico y sus
derivados.

5.1.1 Ciclo del Arsénico en fa Naturaleza

5.1.2 Oxidacibn del Ansenito

5.1.3 Reduccibn del Ansenato

5.1.4 Metilacifn de Compuestos Ansenicales

5.1.5 Pldsmidos que Codifican Resistencia qf
Ansenito y Ansenato.

5.2 Mecanismos de Transformacién del Telurio y Selendio.
5.2.1 Taransfoamacién del Selenio y sus Derivados.
5.2.2 Tnransfoamacidn del Telurio u sus Derivados.

CONCLUSTONES

BIBLIOGRAFTA



Hablo poa todos:pon Los sernes que vuelan,
y por Los que nadan
pon aquétlos que habitan negiones hdmedas y dnidas,
por 2as bestias ,Los neptiles, que al Lgual
que las fLores y Las gemas
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mejon

Christopher Smant
1722-1711



1. INTRODUCCION

Durante algdn tiempo, Los metales pesados
se utifizaron ampfiamente como agentes terapeuticos, sin embar-
go, La medicina moderna ha descantado su aplicacién debido a su
elevada toxicidad y a La existencia de farmacos antimucrobianos
menos toxicos ¢y mds edicases (269). De hecho, La impontancia --
actual de este tipo de elementos radica en fa seria amenaza que
representan para La salud piblica, ya que se encuentran distni-
buidos en et medio ambiente aleanzando concentrdciones no compa
tibles con La vida, En este sentido, Los trabajos necientes so0-
bre contaminacidén ambiental contemplan el estudic minuciosdo de-
metates tales como Hg, Cd, In, Ag, Co, Cr, N&, Cu, PE, Sn, Sb y
Los metaloides A&, Te, Se, para establecer tanto Los trastornos
que ocacionan a Los senes vivos como Los recunsos que podalan -

disminudin su toxicidad {68,249,269),



En Las ciudades metnopolitanas y Lugares
cencanos, el proceso de unbanizacidn e industinializacin ha --
provocado cambilos perfudiciales en cuanto a la contaminacibn -
ambiental, ya que effo ha genenado directo o indirectamente, -
efectos contrna La salud §isica y mental de Los individuos y el
deteariono de La fauna y £a fLonra.

En La mayoria de £Las ciudades con gran-
des problemas de contaminacibn, estd se debe al crecimiento --
desmedido de &a poblacidn y todo Lo que esto aepresenta, a La-
gran concentracibn de todo tipo de vehlfculos y a Las descangas
no contholadas {en el ainre y agual de desechos nesidenciales -
y de Los procesos de Las industrias, (179, 175, 268, 269).

En Los grandes nios def Sun de £a Repi--
beica Mexdicana se pueden observar Los ehectos de La contamina-
cifn y el detealono pon destruccdén de La fauna acudtica. EL -
REZo Papaluapan recibe tanto Las descargas de aguas negras de -
todas Las pobfaciones adyacentes como Las aguas residuafes de-
algunos Lngenios azucarenos y una planta de papel. Légicamente
estas aguas afectan fa salud de quienes habitan en Las poblar-
clones rurales y Los creaderos de ostidn, como acunre en fa --
Bahfa de Alvanado, Aflgo semejante sucede en el RLo Coatzacoal
cos, debido a Los desechos de £as industrias petroleras y de -
Las negiones azugnreras. Desgraciadamente, muchos rfos de La Re
pdblica Hexicana se encuentaan contaminados en foama peligrosa,

apareciendo en eLfos productos quimicos, metales pesados y ~--



otras sustancias tdrlcas que agfectan a todes Los seres vivos.-
Existen evidencias de mueate en:habitantes de Los Mochis, Si4-
naloa por ingestibn de agua contaminada con Arsénico y Mercu--
rio; Y recientemente en Coscomatepec, Venacauz por ingestifn -
de agua contaminada con PEomo, Contaminacién semefante existe-

en La zona def Mezquital, Torredn y Bajfa California (183},

La contaminacibn, ¢s el preclo que debe-
pagan una comunidad por su industaializacidn, no es un proble-
ma médico ni de educacibn, sino es un problema politico-econc-
mico, Se debe de paomoven una mefjor educacibn, planificacibn y
coneiencia de Zos problemas ambientales a todos Los niveles, -
para que disminuyan toda una senie de tensiones y agresiones -
que afectan fa conducta y salud del hombre de nuestra sociedad

actual,

En La Ciudad de México, Los metales pesa
dos ocupan ef segundo Luganr entre Los contaminantes mds usua--
Les y provienen de Las industnias quimicas, metaldngicas y de-

La combustifn de La gasolina (269,268),

Con La elevada concentracién de metales-
pesados en el medio ambiente, el uso desmedido de fertibizantes
henbicidas, insecticidas, fungicidas y La descanga <nadecuada-
de aguas de desecho industrial, Los microonganismoa generan me
candsmos de nesistencia a compuestos tbxicos, adaptandose asf-

al medio amblente, La mayorfa de Los miecroonganismos que habitan
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estas zonas , Llevan acabo transformaciones quimicas de algu-

nos metales pesados (Reduccidn , Oxidacibn , Degradacibn de
compuestos ongdnicos, MEtilacibn y Dimetilacidn ). Estas thans-
formaciones constituyen un mecanismo de resistenecia , que en gene-
nal es codificada por molfculas de DNA extracromosomal| PLdsmidos)
{41 ).

La trhansformacibn de Los metales pesados
via microbiana , es de gran importancia en ef control de La conta-
minaciSn ambiental. Los microorganismos pueden transformar Los
metales de gran toxicidad en foamas menos téxicas o bien Los
acumulan Lntracelularmente , contribuyendo a La desintoxicacibn
del medio ambiente . Algunos nrepontes indican que La compaila
de peliculas fotogrdficas Kodak utiliza microorganismos para
transfcaman y bioacumular £a plata ,y el Laboratorio Cak Ridge
para bioacumular uranio, de sus desechos industriales . Actual-
mente se estudia La posibilidad de utifizarn microornganismos
que transformen y acumufen el cadm{b, plomo y arsénico para La
desintoxLcacidn de agua y sedimentos de mares , alos y Lagos
contaméinados { 68, 214 , 229 ).

Paises en ghran desarnollo como Japbn ,utipi-

zan afgunos géneros microbianos como Pscudomonas sp.,Escherichia

8p.,Thiobacillus sp., Stibiobacter sp. , ALcaligenes sp., ¢

CLostridium sp., para Limpiar RLos desechos industniales y cli-

ni{cos altamente contaminados con metales pesados| 68 , 214 },



2. OBJETIVOS

~ Descnibin Los mecandismos de nesistencia
de Los microonganismos a Los metales pe-

sados,

- Mencionan Los mecanismos de Las transfon-
maciones de Los metales pesados y Los micro-

onganismos involucrados en estas.

- Ennumerar fos factones que favonrecen £as

Zhans foamaciones via microbiana,

- Relacionar La impontancia de tales trans-
foamaciones con La ecologla y salud pd-

blica,



3. GENERALIDADES
3.1 CONTAMINACION AMBTENTAL
3.1.1 Ecologia y Contaminaciln

Nuestro planeta puede considerarse como
una nave espacfal que viaja al rededor def s0l a una velocidad
supenion a £os 29 Km/segundo. A bordo hay cerca de 4,000 millones
de pensonas y una dotacién Lim{tada de aire ,agua y tienna . Esta
provisidn , 2al como sucede con el oxigeno dentro de una nave
espacial,tiene que ser condtantemente udada ,purificada y reuti-
Lizada,

La Ti{erna, se encuentra cubienta pon una
finisima envoliurna de aine y coateza de tierra  agua ,a Lo que
se denomina Bibasfera y es La que peamite £a existencia de todos
Los senes vivientes como nosotros mismos , Los animales y Las plan-

2asl| 56 ).



La naturaleza utiliza constantemente {as
mismas cantidades de agua , aire y suelo ., EL agua de £os mares
Lagos y nlos , se evapora y flota en el aire como pequeias go-
tas invisibles , formande . Las nubes . Tarde o temprano , La
mi{sma agua regresa a fa tierra en foama de £Luvda , ndleve o
granizo . EL agua alimenta a Las plantas , escurre sobre el sue-
Lo y tas nocas ,ELegando hasta Los rfos ,arnastrando algunas
{mpurezas durante su trayeeto . Los alos desdembocan a Los mares
y consecuentemente ef ciclo se nepitel 56,176 |

Ademds de ser un sidtema cenrnade , La bifsfe-
ra es tambifn un slstema dinfmicoe y Limitade . Dinfmico ,poxr
que existe una-condtante interacedibn entre sus elementos ,como
el agua , aire y tienra , esta interaccibn permite que se LLeven
acabo Los ciclos mediante Los cuales €a naturaleza pusrifica a
sus  elementos {176,263 ). Ademds de Las caractenisticas anterio-
res , el sistema es Eimitado , y para que se conseave La vida
en €2  se nequiene de efertas condiciones como una deteaminada
temperatuna , presibn , ete..

La mayorfa de Los autores definen a ta Eco-
Logia como " La ciencia que estudia Las condiciones de exis-
fenci{a de Los senes vivos y Las interacciones de £a naturaleza
que suceden entre €stos y su medio ambiente ., EL medio ambien-
te , a su vez , es& el espacto que ocupa cada sen vivo , en el
que ae encuentara zodo Lo que satisface sus necesidades . Todos
Los onrganismos vivos (humanos , animales ,y vegetales ) se en-
cuentran sometidos , dentro def medio en que viven , a Zos efec-

tos simultdncos de divensos agentes : vardaciones de elima ,



caractenisticas del suelo , composieibn quimica del agua ,ete.

A estos agentes se Les denominan Factones ecolfgicos ,y actdan

en forma distinta en cada sen vivo.

En Los GELtimos aios , La Tienna sufre fallas
y despenfectos debido al mal uso de Los nrecursos que ofrece La
natunafeza . Se podafa decin que el planeta estd enfermo.

La combinacibn de divensos productos qui-
micos con materias primas como La madernn y Los metafes ,altenran
peligrosamente Los sistemas que hacen {funcionarn correctamente
a fa naturaleza . En esta alteracdbn intervienen: La fabricacibn
de apanatos como regnrigenadones , autombviles , aviones , La
construceidn de grandes ciudades ;el uso de fentilizantes y pla-
guicidas ; fa fabrnicacibn de medicinas ; La creacibn de La ener-
gia eléctrica empleando : carbdn , petnbleo y hasta Atomos.

Una de Las fonmas de deteniono es £a con-
taminac.ibn ambiental , consecuencia de Los actuales sistemas de
produceibn ,distribucibn y consumo , asi como de Los hdbitos de
2a sociedad modeana . La Contaminacidn es " presencia en el me-
dio ambiente , de materia o enengfa producidos naturalmente o
veatidos por el hombre , en cantidades y concentrnaciones ele-
vadas durnante un tiempo suficiente para penjudican , causar
molestias , amenazan La salud de Las personas , animales o
plantas ,dafian Los bienes y obstaculizar el disfaute razonable
de La natunaleza"( 56,61,176 )

La contaminacifn ambiental puede sen de
origen natural , como fLa presencia de polen en La atmbsfena,o

antificial , como derramar petrbleo en el mar . Coniaminante



es toda matenia o substaneia , sus combinaciones o compuestos,
que al Lnconrporarse al adinre , aguaAa tierna pueden alterar o
modificar sus caractenisticas natunales o Las del medio am-
biente . La contaminacién ambiental provoca , de fnmediato, el
deteniono del medio , que se caracteniza por el empobrecimiento

0 agotamiento de Los nccursos, pon ejemplo: de Los minenales ,
aguas ,suefos y La vegetacibn,por La pertunbacibn del medio §&-
s4co [modificacidn de La temperatunra ,sedimentacidn ) y et dete-
niono social | grandes ciudades , pérdida del paisaje urbano

y xunal }. Con La contaminacibn £LEegan af medio ambiente camblos in-
~deseables : el afne y ef agua con impurezas y sustancias Léxi-
cas ademds de La ernosibn de Los suelos antes féntiles . Estos
inconvendientes ponen en peligro La vida de fos peces ,pdjancs ,y
othas especies silvestrnes , ademds del hombre ( 61,289 ).

La contaminacibn def aire es un pelignro
creciente para La safud del hombre . A pesan de que el transponte
y La industria son muy <importantes en La vida productiva de un
pais , causan graves efectos en La calidad del aire &4 no se
contaclan Las emisiones de humos , polvos y gases . Los prain-
cipates contaminantes del aine son Las particulfas s6lidas .o
polvos generados pon tolvanecras , plantas de enengla eléctaica,
gabricas de cemento , fundidoras de acero , Las refinenias de
petaéleo y Los automduifes . Entrne Los principales contaminan-
tes se encuentran tambifn Los Gxidos de azugfre ,que provienen
de La combustibn def petnbleo , del carbén , de La madera y pro-
ces0s metalingicos , Los hidnocanburos producidos pon neginenfas

de petableo , autombviles , evaporacifn de solventes y gasold-



na ; Los 6xidos de nitnbgeno ,ef monbxido de carbono y por
dltimo , Los oxidantes gotoquimicos producidos por La fuz solan
que actda sobre emisiones de motores y plantas industriales .

Cuando el agua se encuentra contaminada
por fosfato o metales , se rompe el equilibrio ecolbgico de
Los Lagos , nios y mares , y como consecuencia disminuye La
cantidad de Lf{quido ;, vida animal y vegetal . Tgualmente per-
judiedial nesulta La contaminacibn de Llas aguas Litornales y
zonas portuanias en Las que se agecta La vida y calidad de
peces ,mariscos y aves [5,68,146 )

Las fuentes de contaminacifn del agua son
muy numerosas , siendo Las mds Lmpontantes £as descangas de
aguas negras domésticas y de hospitales , Las descargas de
plantas industniales ,Los residuos de fertilizantes , plaguici-
das y alimento para ganado | 289 },

Mdas del 25 § de La superficie def planeta
es tieana cultivable ;ef 78 %3 es agua o tdierra cublenta por
hiefo . Las selvas y bosques vingenes cubren un tercio de toda
el dnea de fLa tienra finme , pon Lo tanto Las siembras ocupan
menos del 10% de esta dreal 41,269 ).

La produccibn de alimentos no puede aumen-
tar al igual que fa poblacifn ,que cada vez es mayor ; consdecuen-
temente La proponcibn entre Las hectdreas cubtivadas y el
nimero de habitantes tiende a disminuin | 61},

En £a medida en que el hombre trata deses-
penadamente de aumentar La produccidn de alimentos , pone en
riesgoa su planeta , por que Los sistemas empleados para 4in-

chementar el rendimiento agrfcola y pecuario , generalmente em-



pobrecen y contaminan seriamente Los suelos fErtiles , de esta
forma , La Labranza intensiva aumenta £a produccibn , peno pro-
voca la pénrdida del medio ambiente y de numerosas especies sil-
vestres ; Los plaguicidas acaban con fas plagas , pero pueden
dafian al sea humano y a La vida silvestre en general ; Los
fentilizantes incrementan el rendimiento ,pero causan fa conta-
minacibn de Las aguas ;La inrnigacdibn con agua contaminada gene-
ra alealinddad de Los suelos ;Ea explotacidn forestal provee
de maderas pana inginidad de usos ,pero phrovoca La erosibén y
el empobrecimiento de los sueloas.

0tnos vehiculos de La contaminacibn son
Las basunas y despendiciosd que se gemeran en Los centros ur-
banos como metales , vidaio , papel , cantbén , detenrgentes ,
explosdivos , productos quimicos , y pldstico.

La contaminacibn ccasionada por el hombie no
desapanece , sino que hompe el equifibrio ambiental , debido a
La descarga en La atmfsfena , sueclos y agua,de un nimero mayor
de impunezas algunas de Las cuafes pueden LLegar a sen degra-
dadas .

Los alimentos contaminados , son un proble-
ma mundial,especialmente grave en Loa padises en vias de desarro-
fo .Esta contaminacibn puede sen de Endole bio&6gico, por gén-
menes , o bien ponr agentes quimicos ;ambos tipos de contaminan-
tes penetran en el aparato digestive ccasionando dafo directo
Local o s4istémico, ya que se difunden via sanguinea{ 138,263 ).

Por estas razones el hombre debe de co-

nocer sus Limitaciones en nelacidén al aprovechamiento de su meddio,
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al nespeto ecolbgico de sus necunsos naturales, a La planeacibn
de sus poblaciones , a La administracibn cheativa de Los eco-
si{stemas y sobre todo , a La consenvaciln def medio ambiente.
Esto requicne de nestriceioned polilfticas, fegales , econfmicas,
y morales , basadas en La €ibeatad , en el conoelmiento y en la
fnvestigacidn de Los probfemas del medio ambiente para contnro-
Lan y prevendin su detenionro.
3.1.2 Contaminacibn en a C<iudad de México .

Actualmente La Ciudad de MExico junto con
Sao Paulo , 4c consideran Las ciudades mds contaminadas del
mundo , mucho mds que Tokio , Nueva York , Los Angeles vy
Londres( 250,269 ). Particulanmente en fLa Ciudad de México se
obsenva un aumento de contaminantes quimicos en La atmbsfena.
Estos compuestos se dnen a Las pantlculas de polvo provendientes
de zonas afedaiias y otros compuestos como £os hidrocanbunros y
Los Gxidos de nitnbgeno , que mediante La accibn de Los rayos
solares goaman La contaminacibn fotoquimica . A este complejo
de contaminantes fisdico-quimicos se Les ataibuyen frecuente-
mente fdenfmenos de Lrrnitaciln de Los ofos y Las vias respi-
natonias supeniores (Bronquitis cadnica) | 56,135-).

Los factornes que contribuyen a fa contamina-
cifn en el Distaito Fedenal son varios , entrne Los que se pue-
den mencionan:

- La Ciudad de México es una cuenca, en donde
el movimiento de aire es nestring ido
- La attitud a La que se encuentra situada La

ciudad favorece La foamacibn de ozoMo.
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mds de 2 millones
en funcionamiento
nadas altamente c
Bifxido de azufre
que emiten Mondxi
viles contribuye
biente; £as centn

cas de papel , co

centraciones de D
cacmenta La monrta
enfermedades pulm
méa fera para prod

fatos y sulfditos

Los vientos dominantes (del sector norte,donde
se encuentran £a mayor parte de Las industrias)
baanen Los contaminantes sobre &a zona unbana .
ITnadecuado contrnol de vehlculos en mal estado .
Ee combudtib&e, que queman £as plantas teamoeléc-
tricas,centros depontivos, bafios piblicos,panade-
nias,tintonentas,ete.,contiene un alto porcentaje
de azufre.
La gasolina tiene un alto contenido de plomo.
En el Distnito Federnal cinculan dia con dia

de vehiculos y en su pendiferia, &e encueniran

8 mil f&bricas, 600 de Las cuafes son considenra-
ontaminantes .las fdbricas emiten principalmente

y partfculas , a difenencia de Los autombuiles,
do de Carbono y Oxidos de Nitrbgeno .Loa automf-
n ocon un 95 % del monfxido de carbono en el am- ‘
ales termoeléctricas ,Las refinerias y Las fdabri-
n un 85 % def Bib6xido de azufrel 27,138 ).

Cuando en el aine se registran altas con-
i6xi{do de azufne y parnticulas suspendidas ,se in-
Lidad entre personas con problemas del corazén y
onares .EL Dibxido de azufre reacciona en €a at-
ueir othos compuestod come el deido sulfdrico,sul-

, £os cuales Lirrnitan el sistema respilratorio.

EL mombxido de carbono , al inhalanrse, e incorporarse a La sangnre,

de une a £a hem

oglobina para foamar ---



fa Canboxihemoglobina ,incapaz de taansportan oxigeno a todo
el onganismo , ademfs debilita Las contracciones def corazén.
EL Di6xido de Nitnbgeno innita Los pulmones , cauda bronqui-
tis y neumonia , ademds de bajan £a resistencia a infecciones.
EL Ozono , el padincipal contaminante fotoquimico ,inrita Los
ojos , membranas de La nariz y ganganta , ademds disminuye La
capacidad pana nealizan efencicio{ 27,38,250 ).

Las particulas suspendidas son pequenosd
ndcleos de polve , agua , metales pesados , silicatos y
Gxidos de azufre y nitrbgeno que se encuentran suspendidos
en La atmbsfera durante honas , dias e inclfuso meses . Estas
particulas son de impontancia debido a que en su superficie se
flevan a eabd didtintas redccioned quimicas y fotoquinicas L en
Las que se producen compuestos mds nocivos que £a misma parti-
cula , como en el caso de £Los 6xidos de azufre y nitrfgenc que
se transforman en dcidos al reaccionar con molféeulas de agua ,
dando Cugan a La"fluvia fcida" que tiene efectos tenraibles en
Los senes vivos , porque contaminan aire , rfos y manres . Las
particulas suspendidas producen enfermedades como fas alengias,
atrofia de alveolos pulmonares e incluso efisema pulmonar, EL
Mercurio , Cadmio , Plomo y arsénico ,acumufados en cantidades
cons<derables en el ornganismo pueden causar La muente(27,250 ).

Las pantfculas suspendidas en el alre cons-
titiyen el segundo gran contaminante  def Valle de México y
su efiminacibn depende de medidas drdsticas en el uso de Los

combustibles que se utilizan para Los vehfculos y Las industini-



as { 27 ).

En La actualidad La contaminaci{én en
el Valle de MéExico , aleanza niveles pefighosos para €a salud
de sus habitantes ,debido a que en 10 ados , La emisibn de
econtaminantes en La atmbsfera ha aumentado un 150 % , alean-
zando £La cifra de 6 miLlones de tonetladas anuafes aproximada-
mente , de Los cuafes el 75% son de orndigen vehicufar . En el
centro de 8a Ciudad de México , £Los critendios oficiales de
referencia en La calddad del aire se rebasan en 330% para
el ozono , en 46% para el monSxido de canrbono y el 156% para
particulas suspendidas | 27,269 ).

A medida que £a Ciudad de México chrece,
aumenta La cantidad de basuna , desechos industriales ,agua
contaminada , suelos enrosionados ,ruido y humo , conuirtiéndose
en La Ciudad mds poblada def mundo y una de fas mas contamina-
das .Durante el afio de 1983 se arnojanon a La atmbésfera 5 millo-

nes de toneladas de contaminantes|( 60,250,269 }.

3.1.3 Contaminacibn porn Metales Pesados y Metalodides.
3.1.3.1 Clasificacién de metales
De Los elementos quimicos que conforman £a

tabla periddica , Los metales son Los m&s numerosos.EL téamino
metal se¢ designa a aquellfos efementos que son buenos conduc-
tores de La electricdidad ,con alta conductividad téamica ,alta
dens{dad ,didctiles y maleables Afgunos elementos no metales
exhiben una o mds de estas propiedades ; como el Boro , Silicio,
Arsénico , Telurio y Selenio . A estos elementos que poseen cier-

2o cardeter metdlico se Les Llaman metaloides y se encuentran
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situados entre Los metales ¢ no metales| Fig.No. 1 ).
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Fig.No.1 Tabfa Penibdica de Efementos.

) Es de i{ntenés seifalan,que Los elemenios
nds abundantes en La naturaleza son: ef Aluminio{7.5%),Hienno
(4.7%),Caledo (3.4%), Sodio(2.6%) , Potasio (2.4%) ,Magnesio
{1.9%) y Titanio (0.6%).

Los metales pueden neacclonar aceptande
un par de efectrones | deido de Lewis) o bien donando un par de
efectnones (base de Lewis). Afgunos <{nvestigadones clasifican
a Los metales donadores o aceptones de pares de efectagnes en
? categonfas: "debifmente acepton o donador y fuertemente

aceptor o donadon de electrones” . En La Tabla No .1 se presen-
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ta La claslficacddn

de fos metales segin Peansonl| 65 ).

Tabla No.l

Clasificacibn de metales.

aceptorn juente de
electrones

Intermeddio

acepton debie de
electnenes

w* Nt k*, 82t Mgt
2+
3+

Ca

Co ,Fes‘,Abs'

donadon fuerte de
electrones

H,0, oH™, F',cz',Po4‘
sod,c0%” 0"

,

LA VAAN A

Fez',Co2+ NLZ'

Cuz',an’,sz'

Intermeddio

- - ?2-
Bx ,Noz ,so3

cut LAg+, Aut ,TL ng ,

pa?*, cal*, pe?*, Ha??,
CHSHQ
Donadon débilL de
electnidnes
sH™, 82" ,Rs”,CN", sCN”

€0,R,S ,RSH ,RS-

pares de electrones
nadores fuentes
electhones
tenios bdasdicos

racteniza por baja

de oxdidacién . De manera similanr

nes

de efecthones

se caracterdza pon bafa

Como negla general Los aceptones fuentes de

neaccionan con mayon facilidad con Los do-

dad y alto estado de oxidacién .

cientos metales como el "32+

et s%°
3.1.3.¢

Lancia

y vdiceversa .

un donadon

polanidad ,

La movifidad de &os

asf come La polarnidad y electroncgatividad son cadi-
para esta clasificacidn .Un acepton fuerte se ca-

polanidad , electronegatividad y alto estado

fuerte de electno-

alta electronegativi-

Los cnitendios anteriones explican porque’

, Hgs?

o Los grupos sulfhidnilos.

Metales de transicibn y

o et PbY*

g§orman enfaces con

metaloddes.
De todos Los metales , Los de mayor {mpon- -~

ecolbgica son Los metales pesados o de transicibn , de-
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bido a que ef aumento en su concentracidn, puede causar efec-
tos negativos o positivos en plantas , animales y humanos .Ponr
desgracia , en Los dLtimos aiios La concentracifn de estos meta-
fes aumenta debido a La gran contaminacién ponr desechos in-
dustniales y ambientales| 168,258,263,264 )

Algunos efementos de transicifn son esen-
clales para fa vida como en el caso def Magnesio {30 mg/70Kg),
Fieano{7,000 mg/70 Kg}, Cobalto{lmg/70 Kg), Cobre (150mg/70Kg),
2{ncl3,000 mg/70 Kg) y molibdeno (5 mg/ 70 Kg de peso corporall.
Estos metales son capaces de formar compuestos bstables con phro-
telnas y actdan como cofactores de muchas enzimas , pero en
excese , al (gual que £os metales pesados no esenciales , son té-
x{cos y Letales para el organismo.

Algunos factornes como :lemperatura ,pH,con-
centracibn de oxfgeno ,salinidad , Luz,forma del metal en el
medio {inongdnica u ongdnica ) , La presencia de otros metales
y La condiciones en que se encuentran Los organismos , influ-
yen en La toxicidad de Los metales de transicibn. Desde el pun-
to de vista de contaminacién ambiental , Los metales se cla-
sifican con base en'3 caiteaios{Tabla No.2 )} (214,263 ) :

- No enitico,perno muy insofubfe y hraro,

- Téxico pero muy raro ,

- Muy téxico y relativamente accesible.
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Tabla No. 2 Clasificacién de Los elementos de acuerdo a
su toxicidad y accesibilidad.
No eritico Téxico pero muy raro Muy Téxico y nelatdi-
e {nsoluble vamente accesible.
Na N Bn S£ TL Re - Ru Be As Pt BL
K c F He Ga Ba Co Se Au
Mg P LL in La N& Te Hg
Ca Fe Rb w 04 Cu Pd Te
H S Sn Nb Rh in Ag Pb
0 cL AL Ta in Si cd Sb

En La Tabla No. 2 se obseava que Lodos Los
metales pesados de L{mportancia en La ecologfa y contaminacibn
ambiental se encuentran en £a tercera clasificacién , es decdn,
son téxicus y accesdibles para Los onganismos . UDentrno de Los
metaloides , el Ansénico , Telundio y Selenio son importantes
contaminantes del medic ambiente | 25,656,69,166 ).

3.1.3 .3, 1Importancia de fa Cuntaminacibén Ambiental ponr
metales y metaloides .

Durante el adio de 1950 , en La Bahfa de
Minamata ,Japbn , se presentan cn personas adultas y ndios
problemas neunolbgicos , ademds de muente , porn ingestifn de
pescado ¢ moluscos . AL estudian fas aves y peces de La regibn
s¢ detectan efevadas concentraciones de compucstos mercuaiales.
Hasta 1959 se revela que La causa de 2a muente de Ros habitan-
tes de Minamata se debe a La ingestién de alimentos (pescado)
contaminados con Metil mencundo ( 68,112,224,2490 3§,

‘Los desechos inorgdnico y orgdnices que
se encuentran en el medio acudtico , provienen de Las aguas re-
siduales de <ndustrias, domsticas y de hospitates ( 5,269 }.

Estos desechos son una fuente de nutnientes para Los micho-



onganiimes , - que don capaces de acumular e {ncorporar metales
téxicos .Subsecuentemente Los peces pequeiios que acumulan ed-
tas sustancias , son el alimento de peces mayores, que a &u
vez 4son consumidos por cf hombre ,que sufre sus cfectos téxi-
cos [ 4,5,66,176,203 ).

La contaminacibn por Meacundio ¢ metil-
mencurnio en fa Bahfa de Minamata , sc debe a fa descarga de
aguas nesdduales provendientes de {ndustrias quimicas que manu-
facturan pldstico(PVC} .Este no es el fndlco caso de contamina-
cibn porn mercurdo .lnvestigaciones nrealizadas et Suecda ,reve-
dan una alta concentracidn de compuestos mencurniales en agua
salada , dulce y en ornganismos acudticos,capaz de disminuir £La
poblacidn de algunocs pdjancs habitantes de £a zona | €a mayo-
1fa en extincibn ) ., Hasta 1967 se demuestra que La contamd-
nacién , se debe af uso de fungicidas mencuriales { 239,269 }.

En 1972 se¢ descubre la contaminacibn por
mercurio mds scvera , en thigo tratado con etil-mercurio,p-fo-
Zueno sulfonamida como fungicida . Como consecucncia de La in-
gestidn del trigo contaminade , mds de 100,000 personas estdn
peamanentemente {ncapacitadas y 450 personas fallecen | 9 ).
tn Ghana y Canadd se nepontan sintomas de {ntoxicacdién pon
meacundio , al {ngeain pescado contaminade con metl{fmercunio
| 82,83,178,238,269 ).

Sin duda alguna, el mercunio es el metal
pesado mds téxico , pero el Cadmio,PLomo , y otros metafes
frecuentemente causan problemas en £a ecofegla e intoxicacliones
eabnicas y agudas en humanos , por ingediibn de agua y aldi-

mentos contaminados { 4,5 |. En 1930 , en Leipzing,Alemania
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se neeconocen 250 casos de intoxicacdién por ingestidn de agua
contaminada con plomo {25 mg/L) y en 1968 se descubre en &a
aldea cencana al nfo Jintsu,Japbn intoxicacibn chbnica en per-
sonas que consumlan frecuentemente alimentos contaminados
con Cadmio (0.68 g/g).

Algunos informes nevelan el descubrimien-
to de intoxicaciones por cobre (2.5 g/£) en Holanda , por
crome en Japbn ,pon ansénico en Taiwan(2.5 mg/e de agua de mar)
¢ en Tornedn , MExico{1968){4-6 ppm) al ingenin agua contaminada;
ademds necientemente se detecta una concentracibn elevada de
cobre en el salmbn del Atldnticol 5,45,68,203,269 ).

En E.U.A. se encuentran muchas reservas
ecolfgicas contaminadas con compuestos ongdnicos e incrgdni-
cos de sefenio , como Lo es el Valle de San Joaquin , en

donde se encuentran £as reservas de Volta y Kestenson{ 2,28

22,146 ) ,En un medio ambiente alcalino , peculian en Las 4-
neas antes mencionadas , ef sefenio se movifiza en cf agua ¢
se acumulfa en peces y aves acufticas , Las cuales se alimentan

de algas que contienen dimportantes concentraciones de este me-
tal y sus dendivados{ 3,52,145 }.

En 1983 FWS { Seaviecio de Vida Salvaje
Tennestne y Acudtica) deteamine una alta incidencia de muente
y defonmidades en aves acudticas como:Negretas , Colimbos,
Zanco de mantolave def orden de Los zancudos def géneno Himan-
topus)y pates , incluyendo embriones con pico torcido ,s4in o-
jos ,alas y el cenebno fuena del cadneo .Se encuentra que fa

acumulacibn de selenio en el mosquito pescado e¢s muy alta
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{53 ppm} y como consecuencia de esta contaminacibn £La mon-
talidad entre ellos es muy efevada{ 211 1.

En el Rio de San Joaquin ,California,se
encuentran niveles de 47,000 ppm de selenio , 4 veces mds que
el nivel necesario pana calificarlo como t6xico (28,52 }.

3.1.3.4 Estdndares o Concentraciones mfximas permi-
tidas de metafes pesados y metaloides.

Con el phropbsito de proteger La salud y
vida def hombre , animales y vegetales , se establecen ,e4-
tdndares o concentraciones mdximas permitidas de metales pesa-
dos y metaloides para el agua,aire y alimentos. Estos estdnda-
res protegen ef medio ambiente y af hombre , animales y plan-
tas , ademds de disminudin La contaminaciln por estos metales .

Para deteaminar La concentracidn mdxima
peamitida pon cada pals &c¢ consideran Los siguicntes factores:

-Tipo y Grado de exposicibn,

~PoblLacibn,

~Estado fLsdico y quimico del metal,

-Tox{cidad def nmetal para Los animafes y el

hombre .
En La Tabla No, 3 40 presentan Los niveles de tolenrancda
toxicolbgica de Los metales de transeicibn con impoatancia en
La contaminacibn ,en crustfceos,peces , mamiferos y en el hom-

bre [4,5,7,68,269 ).
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Tabfa No. 3 Nivetes de Tolerancia Tox{colfgica de algunos
metales pesados ( mg/Kg )

Metat pesado Crustdceos Peces Mamifenos Hombre
Ag 0.01 - 0.03 0.003 - 0,01 - 0.5
As 4 - 23 - 23 2 - 15 2.0
cd 0.03 - 0.04 3 0.7 - 0.15 50-500
Co 0.05 0.1 - 0.1 0.7 - 1.5 50-500
Ca{vl) 0.3 - 0.7 0.15- 0,19 0.45- 11 0.5-5
Crl11) 0.03.-0.1 1.2 - 200 - -
Culll) 0.08 - 0.8 0.03- 0.8 s{g/t } sig/t)
Hg(1T} 0.03 - 0.1 0.15- 0.25 0.1 -1 -
NL 0.0055-1 0.8 - 55 - 50-100
Pb{11} 3 -170 0.33- 200 2 -
Se 183 2 -10.5 5 -10 0.01
Sn - 2 - -
n{11) 19.4 1-5 1.9- 2.2 -

Pon medio de <nvestigaciones clinicas y

estudios expenimentales se determina ef grado de toxicidad de Los

metales. Basdndose en estos estudios Los goblennos de Los difenen-

tes palscs del mundo proponen La concentracifn méxima de metales

de trnansicibn que debe contener el agua de desecho( Tabla No. 4 Jo

Tabla No.4 Concentraciones méximas peamisibles de Los
metales de transicibn del agua de desecho
{ pg/t )
Metat uspPH Japén | URRS{ WHO SABS| NAS | Aus. [USEPA] FGR
1962 1968 1970} 1971 1972) 1972] 1973| 1975] 1975
ArsEnico 10 50 50 50 50 100 50 50 40
Cadmio 10 - 10 10 50 10 10 10 6
Cromo 50 50 100 50 50 | 50 50 50 50
gzgns 1;300 1(,),000 100 50 1,000(1,000{t,000 - -
m 00 100 100
gelzcuua - ! 5 - 5‘-’ 5(2) 5(-7 5(21 43
elendio 10 - ! 10 - 10 0
Plata 50 - - - - - ;0 ;g f
Zine 5,000 1o 1,000(5,000] 5,000]5,000)5,000}! - 2,000
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Las concentraciones mhximas peamisibles
presentadas en La tablfa antenion , peamiten el contaol de £a con-
centracibn defos metales y en consecuencda La disminucidn de
La contaminacibn ambiental

3.1.3.5 Fuentes de Contaminacifn pon Metales de
Transicibn,

Las fuentes de contaminacibn , frecuente-
mente se encuentran en zonas urbanas y zonas con.alto arado de
{ndustnializacibn . Como consecuencia £as zonas cercanas a £as
ghrandes ciudades e industnias {zonas nrurales y negionales) se
encuentran también contaminadas ( 4,178,183,238 ).

En general , es posible distinguin 5 di-
ferentes fuentes de contaminacibn por metales de transicibn y
metatu{dgA

- Fenémenos geolbgicos,

-Procesos industriales de minerales y metales,

~EE& uso de metales y sus derdlvados ,

-Los desperdicios de basuna y £a emisibn de gases
de automdbvifes ,y

-la excrecifn humana y animal que contenga metales

pesados.

En zonas donde hay una ghan formacibn de
minerafes , se encuentra una elevada concentracidn de metales cn
aguad y sedimentos. Estas zonas mineras , son econdmicamente via-
bees , de gran explotacibn y de gran actividad humana; pekro cau-~

san  La movilizacibn de Los metales que contribuyen a La conta-

minaci6n . Algunos Lnfoames indidan que el alto contenido de
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metales en nocas ,es fa causa de elevadas concentraciones de me-
tales en el agua y sedimentos de nfos y Lagos , como efemplo se
puede mencionar que el mercurio en nocas def R{o La Grande en
Canad&, es el nesponsable de Las elevadas concentraciones de
meacurio en pecesd(0.5ppm) ,plantas,agua y sedimentos .En Gales
Tnglaterna , £a contaminacibn de algunos rios y Lagos es cau-
sada pon el alto contenido de metafes en rocas y zonasd mineras
cencanas | 5,68 I,

EZ uso de fungicidas , herbicidas , pesticidas
e insecticidas en La agriculluna , es otra fuente de contami-
nacifn con metales pesados en suelos , agua y plantas{ 68 |.

Sin duda afguna , f£a mayor parte de la conta-
minacifn poxr metales de transicibn se debe a Los desechos y
aguas resdiduales de numerosas industrias{Tabla No.$5 )

{ 4,27,78,269 ).

Tabla No. 5 Metales pesados empleados en 2a mayornia
de Las industrias,

Industrias Cd Cr Cu Fe Hg Pb Ni Sn n

Papelera X X X X X
Quimica orgdnica y pe-
thoquimica
Quimica Lnoxrglnica,aleca-
244 y de clonro
Fertilizantes
Refinacién del petnbleo
Fundidoras de acero
Fund{doras de metales
Vehiculos de motonres y
procesadonras
Cementos, Asbestos y
sus productos,ete.
Productos textiles
Cuntidonas de cuenro
Teamoblectnricas

XK>}>x X

z
X
X
X
X
X
X
X

xR X
dMI>I> X XXX >
>x M
XXX XX X
PR
>

25



En fa tabla antendon sc presenta una Lista
de 20s metafes pesados que se utilizan en La mayonia de Las
industnias ,enthe los cuales, el Cobre ,Mercunio y el Cadmio
son  Bos metales mds empleados . En Las refinadoras de petrbleo
y en La produceifn de {fentilizantes se emplean La mayorla de
Los metales de transdiciln , en camblo en Las curtidoras de cue-
no solo se usa el cobre ,Por Los mdlitiples y numerosos usos de
fLos metales en Las Lndustrias , aumenta La contaminacién en
suelo y agua . Estudios nealizados con aguas residuales de
algunas L{ndustrias en Nueva York, indican que La mayor con-
taibucibn de Cromo y Niquel a Las aguas de esta ciudad provie-
nen de plantas que generan efectricidad(teamoeléctnicas e hi-

dnoeléctnicas } (Tabla No,6 )

Tabla No.6 Contribucidn de metales al agua residual
de 2a Ciudad de Nueva YoaK.
Fuente de agua Concentracibn del metal en aguas hesdi-
duales [ & ).
Cu Cr N In cd
Abastecimiento de agua 20 0 0 7 0
Plantas que genckran
efectricidad 12 43 62 13 33
Othas industrias 7 9 3 7 [
Residencial 47 28 25 42 49
odnas 0 11 0 0 0
Eftuentes 14 9 10 31 12
Total(Kg/dia) 1160 674 509 1740 73

La tabla anterion muestna que ef
agua hesidual de Nueva York contiene una efevada concentra-
cifn de Cobre , Niquet , y Cadmio . Estos metales provienen

principalmente de 2as industnias quimicas y plantas genenado-
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nas de electnicidad .

EL empieo de electnodos de mencurio en La
produceifn de clono ¢ hidnéxide de sodio ,es una de Zas 6uéntes
de contaminacidn pon cste metal . Se estima ,que una industria
quimica que produce CLono e Hidn6xido de sodio, en 20 afios
desecha 917,000 Kg de Mencunio { 264 ,259 ). Otros estudios
seiiaan que La mayonlfa def cadmio y niquel provienen de indus-
thias procesadoras de baterias y algunas veces junte con el
zine provienen de fdbricas de tefevdisones ; en JapSn el agua
nesidual de estas ndustaias contiene aprnoximadamente de
4,820-4,500 ppm de cadmio y cenca de 15,500-37,500 ppm de zinc
(68,156 §.

Las Lndustrias que utllizan compuestos ongé-
nicos que contienen aditivos o estabilizantes como La gaso-
£ina contaminan con metales pesados el ambiente .EL zinc, esta-
fio , plomo , y cadmio se usan como estabifizantes y aditivos
en la sintesis de PVC . EL plomo se utiliza en La manufactura
de La nitno-celulosa ; el cromo como agente antocoanosive y el ad-
bre en La Lixivdiacidn de Los minerales( 68,269 |.

Es impontante sedakn que Ea mayoria de Eas
aguas residuales de industrias quimicas como Las que procesan
alimentos , contienen efevadas concentraci{ones de metales pesa-

dos (Tabla No. 7 ).
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Taba No. 7 Concentraciones de algunos metales pesados
en aguas nesiduales industriales.
Industnias Cu [ NL In cd
[ concentnacidn g/t

Procesadon® de camne 150 150 70 460 11
Clanificacibn de manteca | 220 210 280 3,890 6
Procesadorad de pescado 240 230 140 1,590 14
Comida misceldnea 350 150 110 1,100 [
Cenvecenas 410 60 40 470 5
Sabonizantes artificiales| 2,040 180 220 2,990 3
Hetados 2,700 50 110 780 3]
Pinturas textil 37 820 250 500 30
Tintonrenias 7,040 20,140 740 1,730 115
Quimicas 160 280 1oo 800 27
Lavandenias 1,700 1,220 100 1,75¢0 134
Lavacarros 180 140 19¢0 920 18

La tabla anteriorn revela , La cexistencia
de grandes concentraciones de metales pesados en aguas nresiduales
de Las industrndias .las Lavandenfas y 44bricas de sabonlzantes
antificiakes descangan en sus aguas de desecho una clevada
concentracibn de cobre ; Las industrias textiles y tintorenias
descargan cromo y Las industrias que procesan el pescade y cha-
ndflcan La manteca descargan altas concentraciones de zincl 4,
68).

Las aguas de desecho domésticas y de hospi-
tates, tambifn contienen impontantes concentracioned de metales
de trnansicibn ,prnincipalmente de cobne,plomo ,zinc,cadmio y plata,
debido al uso desmedido de antibibticos ,desinfectantes y ademds
de detergentes que contienen :Fe,Mn,Co,Mo,2n,Sn,y B.Los estudics 4in-
dican que afgunos detengentes contienen hasta 31-45 ppm de ansé-
nico(123,238 ).

La emisifn de gases t6xicos , en Los cuales
se cincuentran pantlculas suspendidas(metales pesados) , es un
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Lmportante foco de contaminacibén . Loa metafes suspendidos en La
atmbsfena se transpontan  por el aire y depositan  en diver-
sas supengicies como el agua y alimentos , o bien, por medio de
La Lluvia se depositan en el suelo y plantas . Esta sdituaciln es
de gran impontancia en grnandes ciudades donde £a emisifn de Los
gases es elevada{ 27,61,250).Estudios nealizados con el aine de
ciudades de E.U.A. ,revelan £a presencia de niveles elevados
de antimonio,selenio , plomo , cadmio , mercunio , plata , y en
menon econcentracibn de arsénico , zine , cobre , vanadio , ni-
quel , cromo , y cobalto,Los cuales se¢ transportan a través del
aine y se depositan por medio de 2a ZLuvia en Lagos y Lagunas.
Recientes estudios nrealizados en Las cataratas def R{o Nidganra,
seralan que del 15 - 36% del plomo presente en Los Lagos y rlos

se atnibuye a La precipditacibn atmosfénical 5,27,68,79,178 |

Otnas fuentes de contaminacibn son La com-
bustibn de basura ,La produceibn de cemento , Las plantas genera-
donas de eleetnicidad, Las industnias metallngicas, el empleo de
metafes como anticonrosivos , el uso de aguas negras para rlego,
y fundidonas de metales {25,68,79,97,123 ).

Algunos ingonmes indican que en Ontarioc , Ca-
nadd , £a fundi{dora de cobre CEif§ dunante 197! ,descarga al aine
2,000 tonefadas de niquel ,1800 de cobre , 155 de zine,1? de cad-
mio ,240 de plomo , 110 de ansénico y 17 de selenio .Estas concen-,
thraciones ccasionan un fuente Lmpacto en fa ecologlia y en La vi-
da de animales y humanos{ 53,671,116,117,178 ).

La contaminacibn por metafes pesados tiene

un fuente {mpacte en Las zonas runales , debido al uso desmedido
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de fentilizantes , pesticddas , fungicidas , L{nsecticidas ,ademds
del empleo de aguas negnas pana niego;fo que oca fona £a ero-
si6n  de suclos agrficolas ¢ La acumulaciln de metales pesados

en verduras y frutas de consumo humanol 97,123 ),

3.2 MOVILIZACTION DE LOS METALES PESADOS VIA MICROBIANA.
Los metales de transicifn que se depositan
en el suelo y ef agua , por medio del aire y La Lfuvia ,so0n
movilizados ,transpontados y thans formados por michoorganisdmos
(68,214,229 ).
Segtin Las necesidades nutricionales de 2os
microorganismos ,Los elementos se dividen en 3 grupos:
-Los que son necesanios para su metabolismo
intnaceculan , como el potasio y el (dsfo-
ro,
-elementos que cumplen funciones de negula-
cibn o no son necesarios para todos Los michro-
onganismos ,como es ef caso del caleio y Los
Lones clonruro , ¢
-aquellos elementosque no tienen funcibn bilo-
L6gica alguna y son tfxicos como ef mercu-
nio ,arsbnico y cadmiol 214 ).
La mayonfa de Los metales pesados , que
se¢ encuentran contaminando el suelo , sedimnto y agua 4on
transdonmados y transportados pon Los microorganismos | 7238 ).
La movilizacifn de Los metales via microbiana ,4e LLeva acabo

a traves de thes mecanismos:
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- Degradacibn de matenia orgénica,
- Thans fonmacibn def metal [ oxidacién,reduccidn)
- la conversibn de compuestos Lnonglinicos a compues-

tos ongénicos | Tabla No.§ ) {68,229 ).

Tabka No, 8 Trans formacibn de Los metales de transicién
por medio de microongandismos.
Trans foamacibn metal Refenencia
1. Reduccibn As{11) 45,65,115,142
Hg (1) 107,125,181
Hg(11) 107,126,195,209,227
Se(1V) 52,77,134,205,230,266
Te(1V) 734,244
2, Oxidacibn As(111) 45,64,65,187,245.
Sb({11T)
3. Metdilacibn AslV) 20,32,45,65,187
cd{11) 32,103
Hg{11) 32,58,86,112,209
Pb(11} 32,194,207
Se{1V} 242,262
Tellv) 32,36,52,67,264
Snl11) 194,223
4, Dimetilacifn *RHg- 86,112,263,264
*RTe- 67,263
*RSe- 36,52,67,263
As {11} 45,147,188,263

* R = Radical

En Za tabla anterior se presentan Los
mecanismos de transfoamacién de Los metales de transicifn ,neali-
zados por micrnoorganismos. Es de importancia mencionar , que £o0s
onganomencuniales , son Los dnicos compuestos que se degradan
a compuestos L{nongdnicos por medio de microorganismos|( 24,53,229),
En algunos cascs, Los microorganismos pueden transformar a Los me-
tales en compuestos de mayorn toxdicidad, como el metif-mercunio

[ 214,263 ). En otnas ocaciones , L0s8 microonrganismos utilizan
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Las thansformaciones de Los metales como un mecanismo de
desintoxicacibn (49 ). Para Las bactenias ,algunas trans-
foamaciones sinven como fuente de enengla { 229 ).

Las transformaciones de Los metales pesados
poa michoorganismos , tienen gaan Lmpoitancia en ef medfo ambien-
te debido a que promueven La disminucibn de La contaminacibn{49,
68,191,214,229).

EL inchemento de metales t6xicos en el medio
ambiente , ocas {ona que Lo microorganismos adquienan hesisten-
cia a estos metales y sinteticen Las enzimas necesarias para
su thanaformacibn 6 degradacibn | 49,168 }.Estos mecanismos
de nesistencia son altamente especlficos y se codifican poa me-
dioc de pldamidos bactenrianos , que también promueven nresdis-
tencia a La mayonia  de Los antibifticos y othas caracteristi-
cas (41,82,83,144,136,157,173).ALgunos microorganismos de gran
{mpontancia clinica como : Eschenichia coli , KLebsiella pneu-

mondiae , Pseudomonas aeruginosa , y Staphylococcusd aureus,gene-

nalmente pontan genes o pldsmidos (49,82,83,144,191,238 }, 1.

La nesdstencia a fLos metales pesados en ellos es tan freccuentecomo

2a que presentan a Los antibifticos | 43,83,133,157,158,191,258 ),
Los mecanisamos que controlan La resdstencda

a Los metales pesados son difenentes y £a mayorfa de Las veces

son codificados por el mismo pldsmidol 82,83,133,158,173,191,195,
214,229 ).
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3.3 PLASMIDOS Y TRANSPOSONES QUE CODIFICAN RESISTENCIA
A METALES PESADOS.
3.3.1 Pidsmidos

Los plésmidos son moléculas formadas pon
una doble héfice de DNA , covalentemente cearada y autorreplica-
bkel26,34,48,89,170,171 1},

EL téamino"pléamido™  se introduce pon
Ledenberg como un témino genérico para efementos genbticos
extrachomosémicos . Unod 20 afos despuls de su descubrimiento
se conoce poco acerca de Los pldsmidos . Actualmente se sabe
que se encuentran frecuentemente en casd todas Las especies
bactersanas y algunos hongos. EL pLAsmido no es csencial para
el metabolismo de La bactenia que Lo hospeda y su péndida es pea-
manente ; la cffula no Lo puede nregeneran , dnicamente Lo puede
adquinin de otra bactenial{ 48,49 ).

Los pldemidos coﬁbtituyen solo una pante
pequeda def genoma celularn: en geneaal , entrne 1, 2 6 3 %, Adn
asi esa pequeda fraceifn de £a infoamacién hereditania deteamina
rasgos genfiicos accesonios pero impontantes, no codificados
usualmente por el genoma bacterdiano. Existen pldamidos ;uz pohr-
tan Lnformacifn para La conjugacifn bacterdiana , y son respon-
dables de cientas enfermedades humanas {(tafes come La diannea de
Los viajenos y el impétigo |, animales y vegetales (89 }.

Los plésmidos codifican distintas canracte-
nisticas tales como: nesistencia a antibibticos , produccifén de
toxinas , fonmacién de tumones , vinulencia , sintesis de endo-

téxinas y bacteniocinas , adherencia , degradacibn de compuestos
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ohgdnicos y arcmdticos , nesistencia a metales pesados y La
habilidad para thansfeninse de una c6lula a otra [ 26,33,89 ).

La {mpontancia de estos nrasgos genéticos y en particular el
intenés clinico de La resdistercda a antibifticos atrae La aten-
cifn de Los médicos , quimicos y biSLogos sobre Los pldamidos

y 3¢ comienza a comprenden su papel en fa genética bacteriana.

En Los dltimos 10 a¥ics, se Lnvestigan y
manipulan extensamente a Los pldsmidos .Ademds de Las caracte-
ri{sticas mencionadas anterioamente se descubre que son vehicu-
Los Ldeales pana introducin en bacteriay, materlal genético
extaario mediante Las téenicas de Ingenienia Genbtica, De esta ma-
nera  se pueden purndficar y mutiplicar genes extrafios con im-
pentancéa en Lo medicina , ecologla ¢ <industria (33,45 49,50, 89,
171,173,214 ).

Cada ptdsmido controla autdfnomamente el
ndmeno de sus copias que debe haber en £2a cétula hudsped.Ademds
La conjugacifn entre células bacterianas puede LLevar al intercam-
blo de pLdsmidos entre especies e incluso génenos totalmente di-
fencntes incapaces de inteacambian genes chromosdmicos.Este in-
tencambio conduce a La transferencia de un pLdsmido portadon
de genes que peamiten a £a bacteaia nreceptora adquirir nuevas
caractenisticas genfticas{ 26 ).

3.5.1.1 Descubnimiento de Los pLdsmidos

A principios def aito de 1950 ,poco después
de que Joshua Ledeaberg descubrniena £a conjuqacidn {transferen-
cia de matenial genbtice , que nequdiere como condicibn esenclal,

el contacto celufan) en fa bacteria Escherichia coli;queda claro
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que entre fLas bactenias exdisten dos tipos "sexualfes” determina-
dos genfticamente y que £a {nfoamacifn genética se transficte
del donador al neceptor ( 76,89 }. EL Facton F {fertili-
dad) se transfiere con mayor frecuencia . Ledenberng observa

que cf factor F presenta cienta semefjanza con fLos elementos
genéticos exthacromosbmicos. En 1953 William Hayes deduce que
el factor F posee fa habilidad de integranse covatentemente a
una estructura , cinculan donde nesiden todos Los genes de
Escherichdia coli . EE facton F puede integrarse en cualquier fu-
gan del genoma bacteniano( 76,171 ). Por su capacidad de inte-
gracibn  al genoma bacterdiano , ef factor F y el bacteniofago
se fes denominan Episomas . Un episoma ,es un elemento genbtico
que é¢ pucde encontrar en cuafquiera de Los 2 estados alteana-
tivos: L{ntegrado o {ndependiente del genoma bacteaiano. Duran-
te un tiempo el facton F y el bacterdiofage  son Los dnicos e-
pLsomas conoeldos. Pero en 1959 tiene Lugar un descubrimiento
Lmportante mientnas se estudia el caso de pacientes con disen-
teria bacteriana que no nredponden af tratamiento ccr antibié-
ticos udsuafmente eficaces . lLa bacteala causante del Lrastorno

Shigella dysenteniae,porta genes que Le confdiecren resdlsdtencia

simultdnea a varios antibibticos. Estos genes , ademds , se trans-
§ienen de una bacteria a otras del intestine , de foama panrecd-
da al facton F. Estos factonres ,fLamados R de "nesistencda" al
Lgual que el facton F,poseen La capacidad de promover su propla
thansfenencia por conjugacidénl 26,76,171 }.

Poco despucs det descubiimiente de £os fac-
Zones R en fLas entenobactenias , se encuentran factores similares

en Los estafilococos. Este género bacteriano genenalmente con- 35



tiene un gene que codifica para una enzima betalactamasa o
pendieilinasa , que degrada La penicilina y es regponsable de
La hesistencdia a fa penicilina . Lot factornes R de estas bacte-
nias son incapaces de promover su propia transferencia poa con-
fugacibén , se trhansfieren pasivamente pon Transduccdidn,proceso
en el que un 4ragmento de DNA bacteniano se encapsida en un
bactenid{ago , en Lugar de su propio DNA y af {nfectarn otra ce-
pa  bacteriana {receptora) provoca un cambic henedable (30,36 }.
Una puroponcibn Lmpontante de Los factores R de enterobacteaias,
tampoco pueden promover su propia transferencia conjugativa y de-
rende de La  taansduccibn o de La movilizacibn porn otno plésmido
conjugativo que se encuentra en fa misdma célulal{ 170,171,267 ).
La mayoria de Los factores R, se diferen-
cian  del gactor F en que siempre son extrnacromosémicos y no se
integran nevensiblemente en el genoma bacteriano,pon Lo tanto
no satisdacen €a definicibn de episoma y,en 1963 divensos inves-
tigadones postulan que Los clementos genéticos extracromosémicos
mvifes de Las bactendias se LLamen pldamidos en Lugan de episomas.
En 1964 , Mank Richmond y Enic Johnston de-
mucstran que Los estafilococus,nesponsables de una senie de Ln-
fecelones en las sutunas quin@rgicas ,pontan pldsamidos que Les
peamite no solo destruin Ca pendeilina , sino también chrecer en
el desinfectante mencunial que se usa para desinfectar Las sutu-
ras . Estes pldsmidos poatan genes que codifican nesdistencia a La
penicilina , a compuestos de mercurnio y a varios compuestos de
othos metales pesados Letales para Los microorganismos , como fas

sales de Cadmio, Bismuto , PLomo , Antimonio , y los Lones Arse-
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nito y Arsdenatol 49,173 ). Desde entonces , 4e aislan y
estudian divensos genes responsables de La nesistencia a me-
tales pesados comdInmente presentes en pldsmidos a pantin de

michoonganismos como: Escherichia colsi , Staphylococcus aungus ,

Pseudomonas aeruginosa y otrosl 35,49,69,70,172 ),

Muchos otrnos tipos de gencs especializa-
dos se encuentran en pldsmidos y no en el genoma bacteriano como:
Los encargados de £a feamentacibn bacterdiana de €a Leche y de
ghran pante de La versaiilidad metab6lica de Pseudemonas spp.,
capaces de degradar divernsos hidrocanbunos complejos. Les genes,
que deteaminan en Baci{flus thuangiensis vy otras ecspecies ,La sin-
tesis de una protelna con actividad insecticida ,se encuentran
en pldsmidos|( 35,49,171 ).

3.3.1.2 Resistencia a Antibibticos y Metales Pesados.

La nesistencia a antibidticos y otras
sustancias tbéxicas , es La paimenn actividad atribuida a Los peds-
midos , que ademfs , representa un grave problemea médico.Divexr-
4048 Anvestigadores seialan que , por Lo menos existen 4 meca-
nismos diferentes a través de Lo cuales ,Los genes presentes
en pLdsmidos ,determinan resistencia a sustancias £6xicas
antibibticos .lLa mds sencilla es La simple degradacibn del anti-
bibtico (penicilina , cloranfenicol | y compuestos def mencurio
(34 ,49 , 208 , 224, 236, 255 ). Un segundo mecanismo consiste
en {mpedir c& acceso del téxico a su objetivo celufar ,por me-
dio de proteinas que modifican algdn sistema especifico de trans-

porte a través de €a membrana celfular, como en el caso del cadmio,
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Zinc y otros metales | 69, 214 , 224 ,253 ,254 , 255 }.La resdis-
tencia de Los michoorganismos al £dn ansenato y arsenito se
debe a un proceso active de bombeo , Los Lones entran al inte-
wion de La cflula sin dificultad perno salen expulsados a fa mis-
ma veloc{dad con La que entrani 8,152,213,214,229 }. 1.
Un tercen mecanismo es La atltenacidn del sitio de interaccibn del
antibiftico y ef dLtimo mecandismo es fa sustitucidn de La enzima
con La cual neacciona ef antibibticol §9,171).

Desde fuegu estos mecanismos se criginan
dunante el Lento curso de La cvolucidn gy su antiglledad supera en
mitlones de aiios a Ca aplicacidn clinica de antibidticos y meta-
Les pesados. De hecho se encuentran pldsmidos R en bacteaias ais-
tadas y almacenadas mucho antes de La era de Los aniibi6ticos o
aislados necientemente en lugares remotos , dende probablemente no
estdn expuestos a antibidticos ni a otras sustancias tbéxicasl 15,
54 '

3.3.1.3 Estauctura de Los pldamidos

A difenencia de Lus vinus ,Los pldsmidos
pueden adquindir nueva {nformacibn genbtica , mediante una 4eor-
gandizacifn para mantener una infoamacién genética apropiada a
Las necesidades actuales de su hudsped , sin comprometen La efi-
ciencia de su propia nreplicacidn{ 30 ).Los pldsmidos se pue-
den estudian adecuadamente por medio de clfectroforesis en gel,
andlisis g secuenciacifn del DNA por medio de endonu-

cleasas de restniceibn { 13,15,19,34,46,26,858,89,119,204 ).
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. Los pldsamidos estdn formados por una doble
héfice , en La cual cada cadena constituye una decuencia Lineal
de 4 bases nucleotidicas : Adenina [A), Guanina (G) , Timina (T}

y Citosdina {Cl. Llas secuencias de bases de 2as dos cadenas son
complementarias , es decdir , La adenina forma par con La timina

y La guanina con La citosinal(76 ).Cada enzima de nesirniceibn ne-
conoce cienta secuencia de bases y nompe ef DNA en un 34itio
detecaminado de esa secuencia , produciendo tantos fragmentold cuan-
Los Lugaxes de ruptura exdsten en La molécula .La electroforesds
en gel peamite sepanar {dcilmente unos faagmentos dc otros,segin
su tamaio ,aplicando una coxnfente eléctrnica que provoeca £a mi-
gracién de Las moléculas de ONA a través del gel hacda el elec-
trodo positivo a una velocidad invensamente proporcional af
Loganitmo de 2a Longuitud mofecufar. Los gfragmentos Ldénticos
foaman una estrecha banda cuya posicifn puede observanse tratan-
do el gel con un coforante fLuonescelna,como el Baomuro de etidio
{que ae une af ONA }( 15,26,33,88,171 ),

La diseceibn de un pldsmido con vanias en-
zimas de nestalecddn , proporciona varios confuntos de fragmen-
tos que pueden ondenanse en un mapa de gfragmentacidn con el
objeto de conocer £La secuencia del pldsmido.Examinando Los §{nag-
mentos del pldsmido se puede aprenden sobre su estauctuna y orga-
nizacibn genétical199 J.

EL estudio de La estructura y onganizacdibn
genética de algunos pldsmidos LLeva a Jacoby ,Brennen y Cuzend a
proponen que en todo "repfictn" o unidad de neplicacibn ,ya sea

et genoma bacteri{ano ,un segmento de cromosoma eucanidtico ,un
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vinus ,un plésmido o cualquien otra fonma de matenial gené-
tico , Lla neplicaciln comienza en un punto especificolonigen)
avanzando sucesdivamente y Lineafmente hasta un punto §ifo de
teaminacibn,Una proteina "indeiadona" ,codificada porn e propio
neplicbn actida sobre el origen para poner en marcha e£ proce-
40 de La neplicacibn, Los investigadores proponen que en fas
bacterias , todos Los neplicones autdnomos estdn unidos penma-
nentemente a €a supenficie de £a membrana celufar en un Lugan
prbximo af plano ccuatoniaf de La cllula;esta unibn es esencial
para La neplicacibn y el nepanto de Las copias a Las célfufas
hifas . En un momento determinado del cicfo celulan apanece un
nweve Lugarn de unibn para cada neplicacibn al otne Lado del pla-
no ecuatorial , Lo que desencadena un ciclo de replicacdibn ,duran-
te el cual una mollcula de DNA needién sintetdzada se dne af nue-
ve punto de anclafe . Eata brillante hipbtesis , dinige virtual-
mente todos Los estudios posternivaes sobre La regulacifn de Zai
neplicacidn y sobre f£a base genftica de La autonomia de Los
plasmidos{ 76,171 ).

Postenionmente Matsubara demuestra que £os
genes nesponsables de La autonomla de Los pldsmidos se encuentran a-
anupados en el "bloque replicador" ; La defecibn de cualquien
parte de esta negifn inhibe La neplicacidn. Estudios realiza-

dos con el p1258 de Staphyfococcus auneus demuestran que el blo-

que replicadon no supeaa Los 3000 panes de bases, que cs La dé-
cima pante del plLdsmido.
EL bloque repticadon tipico consta de:

genes nefacionados con ef onfgen de fLa neplicacibn,la proteina
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indiciadora y genes cdthuctunales .EL elemento central del sis-
Zema es el ordigen de La replicacidn que ¢ una secuencia de ba-
ses en la que se encuentra el sitio neal de indiciacibn de ca-
da ciclo de neplicacibn. EL onigen se dedine funcionalmente como
La menon secuencdia de DNA que puede seavin de punto de partida de
un ciclo de replicacidn{ 76 ).

EL ndmeno de copilas del pldsmido ponr cé-
Lula ¢4 vaniable .En genenral ef ndmero de pLdsmides se relacio-
na con su tamafo .los pldsmidos grandes presentan menon canti-
dad de copias. La replicacibn del pldsmido suele eatar regulada
Lndependientemente de La del cromosoma.Estudios realizados en el
pldsmido R! de Eschendichda coli indican que el nimero de copias
4e controla por medio de una proteina g .pro telnas que <{nhiben fa
neplicacibn del pldsmido. La negulacibn se controla negativamen-
te , mediante un represon | 26 ). Algunas pruebas sugienren
que Los pldsmidos se neplican aleatoriamente durante todo el
cielo celulan ; a cada veloeidad de crecimiento del huésped co-
nnesponde una concentracibn constante de represor que deteamina
La probabilidad de replicacifn del plésmido.

3.3.1.4 TIncompatibitidad de pedsmidos

La incompatibitidad de £os pldsmidos es
La {nhabifidad de 2 pLdsmidos comdnes de Eoexiatia establemente
en La misma célula hu€sped| 74,88,89,170,200,202,220 ).

Los pldsmidos de Enterobactenias se agru-
pan segdn su Lncompatibilidad en 25 familias,los pllsmidos de

Los Estafilococos en 7 grupos y Los de Las Pseudomonas en 11
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{f 202 ). En £a Tabga No.

9 se cenbdistan Los grupos de {ncompati-

bitidad de Los plLdsmidos de bacterias enténicas y en La Tabla No.

10 de Staphylococcus aureus.

Tabla No. 9 Grupos de ITncompatibifidad de PLAsmidos de
Bactenias Enténicas .
Grupos de Fenotipo PLAsmido prototipo
incompatibilidad

F1 IncFl F,R386, (HH)}

FI11 IncFl11 00,R

F111 TnefFl1I1 ColB-K98

F1V Incflv R24

Fv IncFV Folac

Com5 Inch R27,1P

M,Com? IncM, Inc? R446b,R69(1P)

Coml0 Incl0 R72

Coml! Tnel! R147

A TitcA RAT

B IneB TP113,TPI25

C,Comé IneC,Incé R40a,R55

H TneH R27,TPI17,

1 ,Coml Inelec,Inel Collb-P9

11 Incll R144

12 Inel R621a,Collb,THI420

J Tnel R391

L Incel R471a

N,Com2 IncN, Inc? N?ERIS

0 Incd R"%,R724

P,Comd 1ncP, Inecd RP4

S Ine$S R478

T TneT RtsL

W Incl S-a,R7k

Tabfa No, 10 Grupos de Incompatibilidad de Staphyfococcus
aureusd
Grupos de
incompatibifidad Fenotipo PLasmido prototipo

1 Incl p1524,p1258
2 Ine? p11147
3 Tnel pT147
4 Inc4 pS177
5 Ineb pc221]
[ Tneé pK545
7 Inc? pVBIO1
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2.3.2 - Transposones
Los primenos pldsmidos R que se aislan

suelen determinar nresistencda a 1 6§ 2 compuestos téxicoa{170

En La actualidad no es rano encontrar plAsmidos que confieren
nesdstencia hasta a 10 antibibticos o metales pesados, Lo que

se debe a que Los pldsmidos adquieren genes que codifican otras
propiedades . En 1974 Jaéab y Redges confdinrman que Los genes
que codifican resistencia se encuentran en unos zleméntaa gené-
ticos nuevos , con capacidad para transfenirse f{sicamente de un
Lugar a otro del matenial genético de una cflula , sin necesdi-
dad de una secuencia complementaria de ONA ¢ sin utilizar enzi-
mas implicadas en Los mecanismos de recomb.inacifn usuales .
Estos nuevos elementos genéticos <LLamados Thasposones son
nesponsables de &a acumulacibn de genes de hesisteneia y de La

reorganizacibn del matenial genético en bacterias y al parecen

también en eucaribtesl 89,171 ).
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Deasde hace unos 3,000 miflones de afos
en que aparecil La vida sobre La tierra, La
infonmacibn genética ha {do adiciondndose §
sustituyendo a La exdisdtente, De edta,manera,
at inse adiclonando nueva infoamacibn Los se-
hed vivos han podido realizar magor ndmero
de funciones y su complefidad ha ido en aumen-
to, traducidndose en una mayor capacidad de a-
provechamiento de todas Las disponibilidades
ofrecidas por el medio ambiente.



4. MECANISMOS DE TRANSFORMACTION DE LOS METALES PESADOS VY
‘ MICROORGANISMOS INVOLUCRADOS

4.1 MECANISMOS DE TRANSFORMACTON DEL MERCURIO Y sus
DERIVADOS.

Los compuestos {nongénicos def mencurio fue-
aron Los prdimenon antisépticos empleados ,y Robert Koch Los con-
sideraba como germicidas poderosos. A dinales del siglo XIX ,se
demucstra que Los compuestos mercuriales enran sobre todo bacte-
nlostdticos , hatlazgo que ha sido ampliamente confirmado ,tanto
para Los compuestos mercuriales Lnorgdnicos como para Los orgdni-
c0s que 4se emplezan a utilizan a préincipios del presente si-
glo .

Su {mpoatancia en La medicina desciende des-
de mediados de este siglo . Entre Las causas de este retnoceso
estdn Los progresos realizados en La elaboracifn de diuréticos
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no mercuriales , fa supexiondidad necenecida de antis€pticos no
merncuniales , y La eficacia de pomadas antibacterianas con sus-
toncias sintéticas y antibifticos , campos en Los cuales Los
mercuriales orgdnicos e fnongdnicos fuenon en un tiempo £0s
prefendidos. En La actualidad Lo mercuniales tienen principal
{mportancia en La toxi{cologfa,en especial ambiental{80 }.

EL mencurio foama fdcilfmente enlaces cova-
Lentes con el azufre , propiedad que explica La mayor pante de
Las caractenlsticas biolfgicas del metal( 190,249 ).Cuando el
azufre se encuentra en forma de grupos sulfhidailos , el men-
cundo divalente sustituye al hidrbgeno para formar meacdpitidos,
X-Hg-SR ¢y Hg(SR)z 5 en donde X es el nadical electronegativo y

R La proteina . Los compuestos sulfhidrflicos se denominan menr-

captancs por su capacidad para "capturar" el mencurio{RHg-SR]).
Los mercuriales , adn en bafas concentraciones, tienen La fa-
cultad de {nactivar €as enzimas sulfhidrnflicas y alteran , por
¢ tanto , ef metabolismo y funcionamiento de tas célufas. Este
metal se combina tambifn con otros Ligandos de importancia fisio-
86gica , como £foa& grupos fosfornilo (de La membrana celulanr) ,
canboxito , amido y amino | de fLas enzimas) . Actuafmente <todavia
se £Lgnora hasta qué punto {La combinacifn con estos grupos puede
contribuin a La inhibicibn de £as enzimas , a La precipitacién de
Las protefnas y al efecto cornosivo de Los iones mencurio.

Las variadas accionesd terapluticas ¢ téxicas
de 20s meacuniales estdn asociadas con Los radicales quimicos ,

que agectan La sofubilfidad , La disoelacién y La afinidad relaii-
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va ‘para diversos nreceptores celulanes { 249 ).

EL mercurdo interfiere con el metabolismo
del pinuvato en el cerebro , estimula La deficdiencia de tiamina,
pon Lo general interactda con Los grupos -SHidel dcido Lipbdico,de
a pantotelna y de La coenzima A) y Los grupos S-S de Las proteinas.
EL mencunio <inhibe o incrementa La actividad de algunas enzimas|

Tabla No. 11 ).

Tabla No.11 Enzimas afectadas en presencia del mercurio

Enzima Procedencdia

Incremento de la actividad

fosfatasa alealina higado y pulmén de rata
B-glucoronidasa ALA6n de ratén
N-acetil glucosaminidasa xiA6n de ratén
Fosgatasa dcida pulmén de rata
Lactato deshidrogenasa cenebro de nata
Glutamato-oxaloacetato transaminasa|orina de rata
Aspantato amino transferasa orina de rata

Inhibicibfn de fa Actividad

Fos fatasa alcalina fLeucocitos de rata
Fosfohidrolasa dcida riibn de ratén
GLucosa 6-fosfatasa riAbn de natbn
Citocnomo c-oxidasa rifidn de ratén
GLutaminasa cenebro de cerdo
Lactato deshidrogenasa rifi6n de rata

EL mercunio forma complejos con £a cis-
telna ,traiptofanc , adenosina y guanosinajademds Linteractda
con Los nuclebtidos ,RNA y DNA presentdndose cambios en La no-
tacibn especifica entre adenina-timina y citoedina-guanina.

EL hidnbxido de metil-mercunio desnatura-
Liza el DNA bacteniano y animaf por que reacciona con Los gru-

pos  4Lmino{-NH) de La timina y guanina. EL metil mercurio induce
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La sintesis de padtelnaale inenementa Las subunidades de nibo-
somas y polinibosomas . Los compuestos del mencurie pueden produ-
cin anoamalidades ademds de efectos mutagénicos y teratogénicos

{ 195,224,229 ). En el caso de Los denivados de fenil y metil
mencunio inhiben &a mi{tosdis e inducen &a formacibn de extracho-
mosomas. Todos Los compuestos ongdnicos alteran La estructura def
aromosoma~f 249 ). . .

Adn no se comprueba en senes humanos que el
consumo de altas concentraciones de mercunio causen abeanaciones
en £0s cromosomas , pero 10 ppm de este metal induce La thans-
formacibn y mitosis de Los einfocitos . EL meacuaio(ng') ind-
cialmente se §ifa a Las globulinas y enitrnocitos , despuls se
desplaza a La albumina y T se distnibuye a Los tejidos.
En unas cuantas horas ef metal puede encontranse en el rifén ,
hfgado , sangre , m&dula osea , bazo , mucosa bucal y respinato-
nia superior , pared intestinal {cofon) ,piel,gldndulas salivanes,
conazén , mlsculo esquelético , ceaebro y pulmones ; también se
puede acumulan en Los huesos . Los compuestos orglnicos del men-
cundo como el metil mencunio (contaminantes ambientales de mayonr
impontancdia) , son Liposolubles y se absorben afpidamente,casi
completamente por el aparato gastrointestinal y en La sangre , en
donde aproximadamente e 90 % de estos compuestos se introducen
en Los enitnocitos [ 80,224,269 ).

En fa actualidad el mercunio y sus dendvados
son un xiego ambiental y agricola , ademds de ser un problema

médico patente , ya que una intoxicacién por este metal puede sen
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montal ( 82,83 ). EL intﬁn{a por el estudio de £a contamina-
cifn con mercurdio surge despues del descubaimiente de elevadas
concentraciones de metil-mencunio en algas y pescados proceden-
zes de La Bahia de Minamata y Niigata en Japbn , que oca sionaron
La muente de 46 perstonas ,en Los cuales se encuentran cantidades
de 30 a 50 mil veces mayores que el nivel mdximo tolerable.

Los fentilizantes y catalizadores en La
produceibn de cloauro de vinilo son L{mpontantes fuentes de con-
taminacdibn, Una de 2as causas de La disminucibn de pdfarcs en
Suecia es el uso del acetato de fenil-mencunio y metéé-mencunia,
que grecuentemente , se utilizan como fungfcidas (126,180,214,
238,249 ).

EL metil-mencundio incorpornado pon desechos
Lndustniales a La cadena alimentania acudtica y también intro-
ducido accidentalmente en Los alimentos a pantin de Los cenrcales
thatados con fungicidas , puede causar una Lntoxdicacifn chbnica en
La que el sitema neavioso central cs panticulanrmente afectado , con
altenaciones de conducta , deprnesibn , innitabilidad ,insomnio,
temblon intestinal ,fatiga, somnofencia ,netardo mental en ninos ,

oca sionalmente alucinaciones y muente { 80,180,181 ).

4.1.1 Ciclo def Mercurio en fa Bifsfena .

En el medio ambiente el mercurio se encuen-
tha en tres estados imencurio metdlico{Hg®),i{ones meacdnica(ﬁgz'),
Lones meacuAOAoA(Hg'l, Los cuales se encuentran en equilibrio
quimico .

Hgg*-——hﬂg'o Hg??
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EL mencunio se encuentra distaibuido en nro-
cas,suelos,alre y agua en foama voldtil ,adsonbida a Las supenfd
cies o foamande complefos . Algunos minenales como La Living-
tonita(Hng4S7) contiene de 5 a 100 mg de mercurnio por Kg de
hoca.

En La supenficie del agua el mercurio ae en
cuentra generalmente en foama de cloruro meacdrico e hidabxido
de mercurio .la concentrhacibn de mercurio en agua dufce no conta-
minada es frecuentemente de 0.1 /¢g/£. En el aire 2as foamas mds
comines son el mercunio elemental [Hg®) , el metil-mercurio y
a veces el dimetif-mencundie.EL nivef de mercuxio en alxre no con-
taminado e¢s generalmente de 1-10 ppb. Esta distrnibuecdbn varla de-
pendiendo de La concentracibn de mercurio en suelo , agua y dep6-
sitos de minerales , ademds de La contaminacién porn aguas de de-
secho industrial [ 195,269 .

Pon su impoatancia en &a contaminaci{bn ambien-
tat el mercurio es el metal pesado mds estudiado por Los inves-
tigadones (. 113,229,269 ).

EL ciclo del mencunio es de gran {mpoxrtaniia
en £a naturaleza , por Lo cual se ha estudiado apliamente y se
conocen fas bases bioquimicas y moleculanres de sus transfoamacdo-
nes , en Las cuafes jucgan un papel imporiante £Los mdcroorgands-

mos | 113 ) {Fig.No. 2 |
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Fig.No. 2 cicto del Mercunio en fa

naturaleza

EL ci{clo def mencurio consta de variod
procesos quimicos-biolfgicos como: Reduceibn,metilacibn,neduc-
cibn ,degradacibn de compuestos ongdnicos .Y acumulacibn del
metal en plantas y animales (263 ).

Los Lones mercdricod (Mgz'l s¢ cncuentran
en suekos y nocas en foama de suffure menchnico(HgS) .Cuando se
desprenden de elfas , se depositan en tos sedimentos de nios
y Lagos , en donde Zos microonganismos Elevan acabo su reduceddn
a mencunio elemental ( Hg®l 6 metilacibn . EL metil-mencurdio
y dimetil-mencurio pucden sen degradados a compuestos con menon
toxicidad como mercunio elementall Hg®). EL metil-mencurio es
100 veces mds t6xico que el mercurio Lnorgdnico. En época de
tiuvias el metil-mencunio Y dimetit-mencundo se disuelven en
el agua , en donde se thans foama en mercurio elemental ( 264 ).

La concentracibn de mercunio en agud satada

es de 0.15 ppb , es decin , Los ocfanos contienen abrededon de
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2 x 108

toneladas de mercunio, s{ se toman en cuenta Las diven-

sas industrias que descargan cenca de 12,500 toneladas de men-
cunio por afio ( el 20 % de esdta cifra en E.U.A}, sin contan

Las industnias del petnfleo que por afio descargan de 10,000-60,000
toneladasfafio , se estima que en total se descargan al ano

2£10*

- 7%10% tonetadas de mencunio tanto en fa atmbsfera como
en el agual 195,263 ).

En La natunaleza existen mdicroorganismos
capaces de transformar Los compuestos mercuriales en foamas
menod téxicas , ayudando de esta manera a La desintoxicacifn
def medi{o ambiente. En La Fig.No. 2 se presenta en forma’ esque-

mdtica La biotransformacifn def mercurio en el medio ambilente.

H® ¢——— s yg2*

I

Hop2* CHzHG*  CHaHoCHs

Fig.No. 3  Blotransfoamacién del Meacunio.
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4.1.2 Reduccibn de Compuetios Inongdnicos del Meacurdio
Afgunos de Los micrhoonganismos aerobios o
facultativos , tienen ta capacidad de reducin
nico | ng') a mercunio elemental , a través de un mecanismo
que se <induce en presencia de estos compuestos{ 49 ,230,263 }.
Estas bacterias utilizan el mecanismo para eliminar del meddio
ambiente , compuestos t6xicos, como el cloruro merclnico(l107).
Hace algunos ados , Tonomuaa y Kenzaki adsfan del suelo una
cepa de Pseudomonas sp. resdstente al cloruro mercirnico y ob-
senvan su capacidad para degradar Lones mencdricos. Mds tande
Smith neporta una cepa de Escherdichia cofi con miliiple nesdis-
tencia a antibibticos y simultdneamente nesistente al cloruhro
meacdndico { 215, 241 ), En La actualidad se¢ tienen evidencias

de que Staphyfococcus aureus y Enterobacten aehogenes,también

pueden LLevan acabo dicha transgormacién ([ 49,74,107,125,126).
Recientemente ,Tzahi adisla del suelo una
cepa de Bacillus cereus nresisdtente al cloruro mercdnico y demues-
tra que el michoorganismo es capaz de neducin o4 Lones men-
ednico y mencurosos en mercurio elemental( Hg®). Panra este
propbsito el investigador <inocula a La bacteria en caldo nu-
taitivo con diferentes concentraciones de chtz e 4Lncuba a una
temperatura de 30°C con agitacibn,para medinr paateaéanmentefﬂ
densidad 6ptica [DO) en un espectrogotbmetnro a 660 nm( Fig.No.
4 .
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Fig.No. 4  Efecto de HgCL, sobre el crecimiento de
Bacitlus cereus. O,8in HgCLy; ® , 10 uM de HgCly;u,
20 UM de HgCZZ; 4,50 uM de HgCl.z.

-En La gndfica antenion se observa que

Baciflus cereus es resdstente al clorunro mercdrico. En presencia

de efevadas concentraciones | 50uM) de este compuesto La fase
"gag" de crecimiento et prolongada y el crecimiento es mds Len-
2o .Cuando fLas c8lulbas se¢ des arrollan previamente en presencda
de HgCL, | 10 UM} y postenionmente se inoculan en caldo nuthiti-
ve a diferentes concentraciones de cloruno minclinico, de obsen-
va que £a fase "Lag" de crecimiento es menor , mientras que La
veloeddad de crecimiento aumenta{Fig.No. 5 YLore7 ).

Parna demostran La neduccifn del cloruno
merclnico a mercunio elemental , Tzakdi 4Lnocula Bacillus cereus
{previo crecdimiento en HgCL, )} en caldo nutaitivo con cloruno
meacdrico nadioactivo(zosﬂgctz, 10 UuM) y determina su disminucidn

en ef medio de cultivo. Dunante el estfudic se obsenrva que
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ODees

Fig.No. §

Efecto de HaCl, sobre ef crecimiento de

Bacillus ceneus {previo crecimiento en 104 M de HgCR,l).

o ,84n HgCly; o ,10 uM de HgCly; 8,20 MM de HgCL, ; A,
50 M de HgCL,,

La velocidad de creecimiento es inversamente proponcional a fa

radioactividad presente { Fig.No. 4 ).

"
-
.
-
-
E}
RADIOACTIVIOAD { cpm X K574}

Fig.No. &

Reduceifn de HaCl, a mercunio elemental
pon Bgolffus .Las Lineas continuas
indican eneeimiento def microorganisme,
previo desanrollLo en 10 MM de HgCL,; ® ,en
‘ausencia del compuesto.la linea difcontinua
seflala La radioactividad en el medio de
cultivo; 0 ,en ausencia de células.
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Los nesultados demuestran que después de
6 horas de incubacibén ,La disminucibn de La radioactividad del
medio es alrededor de 45% cuando Las células se desannollan pre-
viamente en chtz [ 10 RM).

Postenionmente Komura e lzaki utilizan un

método para captunan el mercunio efemental (ngosl

de microoaga-
nismos hesistentes al HgCLz. Las células (80 mg/peso seco),se
Layan y resuspenden en 50 mE de un medio que contiene: glucosa,
cforuno de sodio, solucibn amortiguadora de fosfatos y clonruno

mencdnico mancada(w3

ugclz,o.oaz mM },postenionmente 4e Lncuba
a 37°C durante 140 minutos. EL recipiente se conecta a una ése-
nie de tubos de 30 mf de volumen ,Los cuales contienen 10 ml de
agua negia cada uno , en donde se captura el mencurio elemental
nadioactive. Durante Los estudios , se¢ demuestra que al aumentan
el crecdimiento bacteriano, disminuye el cloauro mercdrico mancade

¢ aumenta el merncunio efemental (Ngzas).

Estos nesultados com-

prueban uno de Los mecanismos sugenidos para La  thansforma-

eibn del HgC£2 en mercurio elemental(Hg®)( 107,126 ).
Microonganismos como: Eschenichia cofd,

Pscudomonas sp. , Streptomyces sp.,Thiobaciblus gennoxidans,

y Mycobactenium scrgfubaceum ,40n capaces de realizan dicha trans-

formacidn | 195 ). Los mismos efectos se observan cuando se tra-

baja con cxtractos de Escherichdia coli.Cuando Los extractos
cefulanes se incuban en presencia de zosﬂgctz , disminuye La
nadioactividad y se detecta La presencia de mercunio efemental
radioactivo , Lo que demuestra La presencia de una enzima que
nealiza dicha transfoamacién ,a £a que recleniemente Ae.Le deno~

ména "Mencunio Reductasa”. 55



La enzima mencionada &e aisla primena-
mente de Paeudomonas sp.K6L{ 75 ) y necientemente de Bacilius
ceneus( 107 ),Thiobacillus fennoxi{dans ( 18! ) , Eacherichia
gggg} 181 ), Coaynebactenium ap.,Rhodopseudomgnas sp., y Mora-
xela sp.{ 107,126,195 ),

Muy necientemente ,Fox y Walsh purifican y
caracterizan a fa enzima resdponsable de La reduccién del ng'
a mercurndio metdlicol 74,209,236} . Para La punificacién de La en-

z{ma o4 {nvestigadores inocufan Pseudomonas aeauginosa PAO9501

en caldo Lunda con extracto de Levaduna {10 g/&) , cloruno de
sodio{ 10 g/£ }, glucosa ( Ig/L ) , y se incuba a una temperatu-
ra de 32°C (hasta que el caecimiento sea de una densidad de
300-400 unidades KLett). Las células se resuspenden en 25 mi

de una solucifn amontiguadora compuesta por: fosfato de sodio

[ 20 mM,pH 7.5 ) , EDTA(0.5 mM} y 2-mencapto-etanol{0.! %), a una
tempenratura de 4°C . Postenioamente se nompen Las célfulfas a una
presdidn de 12,000 p.s.4.,seguida de una centrifugacibn a 27,000
X g durante 30 minutos , el sobrenadante se decanta y se agrega
La misma cantidad de solucibn amontiguadora inicial, EL extrac-
to celular se {ncuba a . una temperatura de 65°C durante 30
minutos y se centrdifuga a 12,000Xg durante 15 minutos para re-
moven Las protelnas precipitadas. EL sobrenadante obtenido se
pasa por una columna de gel | Matrhex A naranfa, 2.5X20 cm} a una
veloecidad de 0.4m&/min. La columna se Lava con La sofucién amonr-
tiguadora mencionada anterloamente a una velocidad de 1.0ml/min.
La enzima mencunio neductasa se eluye con La solucibn amornti-

guadora suplementada con NADPH(100 MM}.
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Tzahi deteamina: el peso molecufan de La
enzimal{165,000),el pH y temperatura Sptima para La actividad
enzdmética | pHe 6.6-6.8 , T=70°C ), asf como el efecto de al-
gunas sustancias quimicas . EL Lnvestigadon observa , que £a
actividad enzimdtica se inhibe en phesencia de Ag',Cuz*, Cdz’,

Cu*, ditiotheitol N-EtiEmaleinaida,lodoacetamida,y se estimula en

presencia de 2-mencaptoetanol (Tabla No. g9 ) 193 ).
Tabla No. 12 Compuestos que inhiben £La actividad enzimdtica
de La enzima Mercurio Reductasa .
Compuestos Concentaacibn  Inhibicibn($)
-5
AuCl 10 58,1
3 1074 814
AgNO 4 1073 67.3
2e 2e gs 100% 98.3
Clorunos de: Ca® ,Cd°",Co%", 10 15,0
2o e 2e  2e o gs 107¢ 40.0
Cu’, La”" ,Mg"  ,Mn®" ,NL°T,
Po2*, snlt, 7a?*
Acetato fenifmencdrico 1073 4.2
107} 34.0
p-Hidroximencuribenzoato 10 24.0
1074 31.0
Ditiotreditol 10 3 19.0
107% 50.0
m-Ceonocarbonil cianuro 10_4 27.0
Fenithidrazona {CCCP) 10 4 50.0
KCN 1075 54.0
10 0.0

Estudios nealizados con £a enzima meacu-

rio reductasa aislada de distintos microorganismos : Thiobacillus

genngoxidans ,Pscudomonas sp.,Bacillus cereus , Pseudomonas aerugi-

nosa y Eschenichia coli,indican que para £a actividad enzimftica
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es esencial La paesencia de NADPH y compuestos sufhidrilicos
como el Z-mencaptoetanol,tioglicolato y cistelna. Algunos autonres
seflalan que en ausencia de compuestos sulfhidrificos no se £Le-
va acabo La neduccdibn de Los {ones mencdndicos{ 33,74,107,125,126,
180,195,214,226,255 ).

Recientemente Funukawa y Tonomura reportan

que algunas especies de Pseudomonas y Eschendichia cold nequieren

del Citocromo ¢ como cofactor para tLevar acabo fa transforma-
eibn mencionadaf 113,208,236 ). Jernelov indica que Los
electrones def NADPH, se transfienen al citocromo ¢ via mencu-
nio neductasa y el mercunic puede ser el acepton ginal de electnro-
nes{ 195 .

Para que se L&eve acabo £a reduccidn del men-
cundo se requiene, a parte de NADPH,de un exceso de grupos tio-
Les .Lla presencia de esdtos grupos sugulene que ef Lén ng',se
encuentra formando mencaptidos {RS-Hg-SR),Los cuales reaccionan
con La enzima formando mercunio elemental y NADP*, de acuerdo a

La siguiente neaccién :

NADPH + RS-Hg-SR + H'—M:Re _ napp' + Hg® +2RsH
g

Barbana Fox {ndica que fa enzima , e& capaz
de aceptan hasta 4 electrones durante su actividad{ 74 ).

Summens y Sugaxrman Sseiialan que en Eschenichia

coli , £a enzima mercurio reductasa se Localiza en el citoplasma,
ademfs su actividad depende de fa tempenatura , concentracidn de

ng',de La presencia de glucosa 6-fosfato y glucosa 6-fosfato
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deshidrnogenasa asi como de compuestos sulfhidnflicos{ 195,229 ),

Esta enzima es importante en £a transfox-
macibn de compuestos onrganomercuriales coha el cloruno de metil-
mercunic ,acetato menclnico y el timerosall{ 70,255 ).

La habilidad de Los microorganismos pana
reducin el ng* a Hg°se nelaciona con La presencia de £os plds-
midos pJJI,pRNI,p851,pRR13,pRE3!, y el transposon Tn50! que
promueven resistencia afl mencundlol 74,125,126,180 193,230,255 ),
Recientmente T.J.Fox demuestra La existencia de 2 tipos de mercu-
nio  nreductasa , una codifdicada por pldsmidos (como pRIOO) y La
otra por el transposon Tn501. Ambas enzimas difLeren en

peso moleculan| 74,255 ). Ann Summenrs y Elaine Lewdis encuentran

que en Easchenichie colsi ,Staphylococcus aureus y Pseudomonas ae-
ruginosa ,Los pldsmidos : UI50,U305,U480,R-AsKCTsuM, pl258-menld,
p1253~men,FP’ y p518, codifican La sfntesis de La enzima menrcu-
nio neductasa | 193,195,227 }.

Estudios genéticos , indican que fLas enzd-

mas merncunio neductasa de Pseudomonas 4p.{Tnl05},glutatibn ne-

ductasa de Los enitrocitos humanos y Lipoamida deshidrogenasa
de Eschenichia coli presentan sitios activos semejantes [ 23,129

195,257) {Fig.No. 7 1.
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4.1.3 Oxdidacd

oxidaeibn del men
ya que no ex{sten

capaces de reallz

Zas condiciones

manos oxdidan el

Mercurio Reductasa Tnlfs
THR Cl§ VAL ASN VAL GLI cis VAL PRO SER LIS

GLutatidn Reductasa
THR C{S VAL ASN VAL GLY C}S VAL PRO LIS

Lipoamida Deshidrogenasa

VAL C{S LEU ASN VAL 6LI Cis ILE PRO SER LIS

Secuencia de aminodcidos de £os sitios acitdi-
enzimas Menrcurio Reductasa de Pseudomonas sp.,
eductasa de Los enitrocitos humanod y Lipo-
drnogenasa de Escherdchia coli.

En 8a figura antenion se observa que fa
eductasa de Tnl05 consta de una secuencia de I5
sLtio activo es similar en £as 3 enzimas,por
08 investigadones indican que La enzima mercu-

cede de alguna enzima del metabolismo nowmal

6n del Merecunio

Divernsos investigadones seifalan que La
cundio no se LLeva acabo por microorganismos ,
evidencias , ni se han aisfado microorganismos
ar dicha transformaedibn ( 214,224,229 ).
Hafbach y Clarkson demuestran que bajo ciena-
bioquimicas y enzimdticas Los enitrocitos hu-

mercurio efemental . Cuando La concentracién de

mencurdio es elevada ,L08 eritrocitos incorporan el metal , el

cual comienza a

ser oxidade, La oxidacifn del mencurio depende
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de fa generacifn de H,0, y La presencia de Las enzimas Catalasa
(Hidrogenoperoxidasa, oxidoneductasa,ECI1.11.1.6) y GLutatibn penro-
xidasa{Hidrogenopenoxidasa; oxidoneductasa ,EC 1,71.1.9.).
Estudios nealizados con ernitrocitos humanos
de ratones y de patos ,indican que el thanspoate de mencurio
depende de fa concentracifn de Hzoz. En £a Fig.No.& 4e phre-

sentan Los nesulatados obtenidos def estudio.

~
<
o

-
o
o

(ng Hg/{mg Hb x 43 min.) }
3
o

0 . ~0-

o8B0 23 36 56 13
(nmoles Hp0z/({mg Hb x 45 min) )

Fig.No. & Transponte de Mercundio en enitrocitos humanos
[ A ),de natén{ © |, y de patol® .

En La grdfica anterion se observa que af
incrementarse La cantidad de Hy0, generado,el transponte de mer-
cunio en el erditnocito aumenta .

En general ,La ox{daci{bn del mexcunrdio en
Los enditrocitos depende de £a concentracién de H202,camb£06 en

La permeabilidad del enitrocito y La presencia de inhibidones
enzimdticos
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Hatbach y CLarkson seialan que adn no
se sabe cudl es el mecanismo y Las bases bioqufmicas de es-
ta transformacibén , peno dugdieren que £a oxdidacdbn del mencunio
encienna reacciones intrncelulares con el pendxido de hidrbge-

no{ 84 J.

4.1.4 Hetilacibn del mencurio inaagdnéco(HgZ§l
EL cloauro mrecdndlco que se encuentra en
el medio ambiente se sofubiliza en el agua en forma de sulfuro
mencdnica|HgS), para que postexionmente dea neducdido o bien se
LLeve acabo su metilacinl 116,117,263 ) .

La metilacidn del ng’

es de gran impon-
tancdia,debido a que el metlil ¢ etfilmercurio son Los compuestcs
mds téxicos , en comparacibn con otros denivados del mercu-
nio ¢ se acumulan en animales , peces y plantas de impoatan-
cia econfmica , ademfd causan intoxicaclones al hombae .Cuan-

do el metil-mencunio se acumuba , es eficientemente retenddo
{como 4e explica al indiefo de este capitulo) y su excrecibn es
Lenta. Aparentemente La metilacifn del menrcundic se £Leva acabo
en animafes o en el hombre ( 249 . Edward y McBaide detectan
efevadas concentraciones de metif-mercurio-cistedna en excaemento
de peraonas expuesias a cloruno mencdnico , o bien que ingieren
alimentos contaminados con el metallMinamata,lapén , Alamo gordo,
Nuevo México , Coatzacoaleos e Tadn),fo que <indica que La mi-
cno flona del intestino del hombre puede ELevar acabo esta trans-

formacién | 9,56,66,69,195,269 ).
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Algunos microorganismos ,poseen La capa-

. . + . . .
cidad de transforman Los iones ng a metil-mencurnio y dimetil-

mercurnio como un mecanidmo de desintoxicacibn ,como en el caso

de Neunospona crassa,Clostnidium cochleanium y Eschenichia cold.

Esta transformacibn depende de: La concentracibn de iones HQZ‘.
de £a poblacibn microbiana , c& pH, La temperatuna , el poten-
cialde oxido-neduccibn , Los efectos de sinergismo o antago-
nismo de Los procesos metabbélicos y La concentracifn de suffi-
tos en el mediol113,195,263,264 }.

Hamdy y Noyes aislan de sedimentos del
alo Savannah , Gorgia ,michoonganismos hres{stentes al cloruno
mehcdrico (1,200 g de ng') y Logran JLdentificar difenentes
génenos bactendianos , entre Los que se encuentran:Entenobacten

sp.,Entenobacter aenogenes ,Streptococcus sp.,Eschenichia cold,

y Stapinyfococcus sp.. Durante estos estudios se observa que

. . +
Enterobacter aerogenes es& capaz de Lincorporar Lones ng Y-

dioactivo y thansformanlo a metil-mencurio . Para su demostra-
eibn  Los L{nvestigadores inoculan a La bacteria en caldo gluco-
sado con sales basales (GBSB) y pH 7.0 que contiene porn Litro

de agua destilada y desiondzada: KH,PO,(68 g],CaCly[0.09 g,
M9S0,10.06 g),HnS0,{0.001 g},2nS0,00.007 g),FeS0, 7H,000.025 g),
NH,C210.25 g) ,NaMo0, 2H,0(0.001 g) y glucosa | 10g) suplementado
con Hg(N03)2 (0,50 Mg/me de medio), se incuba a una temperatura
de 37°C durante 3 df{as. EE cultivo bacteniano 4e encuentra co-
nectado a una}Aenie de trampas ; La primena contiene 200 mf de
una solucifn compuesta por Na2C03 al 55-Na2HP04 al 5%, La segun-
da estd compuesta por 200 mi de una sofucibn de H,S0,01 N),di-
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tiozona al 0.005% y KBr al 10% ; fa dLtima contiene 200 m& de una
Ao(ucldu formada  pon KMnO, al 5%y HyS0, (2 NI, La funcdién de

Las trampas es atrapan el metil-mercunio ,etil-mercurio y men-
cunio voldtil{Hg®). La concentracibrn def mencunio y compuestos ongé-
nicos del mencualo presentes en Las trampas se determinan por me-
dio de cromatogragla de nayo LASSER , cromatogragfa gas-Ciqui-

do y espectrofotometaia de absoredidn atdmica | 86 ).

Cuandu teamina ¢l tiempo de Lncubacibn del
cultivo bacteradane,sc centrifuaa a 12,000x6 durnante 10 minutes.
Las c8lulas se Lavan con svlfuciln salina y se rompeit por sonica-
cdbn{50-60 Ke,3-5 min), se ajusta ef volumen a 20 m{ con HCE
[ 12 N} ,posterdicamente s¢ neabizan dos extaaccdiones con 50 ml
de Benceno y se centraifuga a 12,000%G durainte 10 min. Las fase
ongénica se trata de mancra similan,

AL sobrenadante indeial (medio de cultive
Libne de cftulas) se Pe afade solucidn salina y deido cloahldri-
co [ 12N,pH1.0 },4c exthae con benceno al 50 3 {v/v) y se cen-
trifuga a 12,000x6 durante 10 min. A La fase ongdnica se¢ Le aiade
una solucidn de Nazszos(o.oos M,v/vl, se¢ centadlfuga a una velo-
cidad de 400 npm durante 15 min. A La fase acuosa obtenida se Le
ailade una dolfucibn de KBr y HoS0, lpH 1], se centrifuga y se
ad{cLona bencenc { 50%,v/v] para después volver a centiifugar
{400 npm,15 min). La dase orgdnica extraida se cvapora y el nre-
siduo {10-20 me) se utiliza para deteaminar La concentracdibn
de metil-mencundioc y mencurio por cromatografla gas-LLquido ¢

de naya LASSER.
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Dunante el estudio se observa , La dis-
ménueibn de ng* en el medio de cultive y se detecta La presen-
cia de metil-mencunio en Las thampas , células y medios de cultivo,

Lo que indica que Entenrobacter aenogenes utifiza el nitxrato

meacidtico para La sintesdis del metil-mercundio.la capacidad pa-
na metilan Los fones mercurdo Lambdén sc demucstra en fos

siguientes g€neros bactenfanos : Metapobacterdium sp., Pseudumonas

fLucnescens, Clostridium sp., Clestadidium ceochlearium y Bacillus

megatenium( 112,195,214,229 ).

Divensos investiagadores han observado que
€a metidacdbn del mercunio se afecta pex  factores como :la con-
centracién de mercundio {nongénico, el tiempe de Lncubacidn , La
paesencia de ox{geno, de DL-Homocdldtedina o metil-cobalaminals, 6-
dimetilbencimidazolil cobalamina , CH3'BlZ’( 195,229,230 ).

Jensen demuesdtra el efecto de La concentra-
ciln  de mencurdio éuongdnico(ﬂgz') en fa produccibn de medfif-mercu-
nio ,utilizando sedimentos del Lago de Langssitn,Estocolmo ,a Los

. . . +
cuafes aiade diferentes cencentraciones de ng

e {ncuba a 24°C
durante 7 dlas para postenionmente detectar por medio de fotome-
tnia de masas o cromatografia gas-elquide,fa presencia de me~
til-meacundio.Punante e estudio se¢ observa , que afl Lnerementan
La concentracibn de ng' en Loy sedimentos , aumenta L& produc-

cibn de metil-mencunio{ Fig.No. 9 I
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Fia.Ne.d Efecteo de fa concentrnacién de L¢3 {ones
ng*,cu ta produccién de metdil-mercusdo

En La {iguna antendivn se observa que La
produzcdbn de metil-meacunio depende de €a concentracdibn de
clorure merchdndco presente en el medic., O0tho 4acton  que {nfluye
en €a sintesis de metil-meacurdio es el tiempe de incubacibn.Se ob-

sehva que al aumentar el tiempo de dncubacidn se {ncrementa

fa prcduccdidn del derdivado metifade{Fia.Ne. 10 ).

2

2

CONCENTRACION DE * metil- mercurio

° ) 0 15 o 2 0
Dics de incubocion

!
Fig.Ne. 16 Efecto def tiempo de {ncubacdién sobre La
produceibn de  metil-meacurio,la £{nea continua indica

La cone. ng* 10 ppm, £{nea discontinua 100 ppm. 66



La grdiica anterion demuestra que La
sintesis de metil-mencusdio es mayorn cuando fa concentracdidn
de. teos Lones meacﬁnécoa(ﬁgz’) es de 100ppm , en comparacibn
cen una concentracdién de 10 ppm{li2 ).

Durante un esdudio nealizado con Enterobac-
tea aerogenes Hamdy y Noyes , detexminan que en condiciones
aendbicas , se estimula mds La produccibn de metdil-meacurio,que
en cendiciones de anaestobiosis ¢ en presencia de DL-Hemocdstedna
13,25 mol/me) dechece La s&ntesdis del cempuesto otrgdndco.En La

Tabea No. 13 se prosentan (os resultados del estuddc.

Tabta No. 13 Efecte de DL-Homocistelna en condiciones
aetobicas y anacrobicas sobre €a produccidn de
metil-mencurco por Entescbactes aercgenes.

T.iempo de {ncuba- S¢stema de Preduccdén de Metdil-mencutdio
cldn crecdmienty
extracte cllutas cultive
celular
3 Aetabio 321.5 184,79 431.9
10 14.5 11.8 26.2
20 45.5 134.1 179.6
3 Aeqobio* 246.5 29,5 351.3
10 26,8 45.9 72.7
20 102.0 ND 102.0
3 Anaerobio 149.2 243.6 392.8
10 0 0 0
20 8.0 100.2 128.2

*Medio GBSB supfementade con DL_Homo-
cisteina {0.25 mol/mi).
Los datos de Ra tabla auterion indi{can que £a
producedidn de metil-mexcurde se Lleva acabo tanto en condicicnes
acnobicas como en anaenbbicas .En condiciones aerobicas ,
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se favonrece La produceibn de metif-mercurio y La misma decrece
en presencia de DL-Homocistedina
ALgunos autores han observado que La pro-
duccidn de metil-mencunio disminuye en presencia de aminodcidos,
protelnas, peptona , glutatibn , Acido sulfhldnico y 3¢ {nche-
menta en presencia de metilcobalamina y cisteina({113,195 ),
Divensos investigadores <ndican que La metila-
cibn  se 2Leva acabo , debido a {a transferencia de grupos metdi-
Los | 112,263,264 ). Estudios necientes seialan La pesibilidad
de que 3 ccenzimas puedan t&evasr acabe edta transformacidn:
1. S-Adencsilmetionina
2. N°-metittetrahidnoiolato,y
3., Metiteobalamina.
Las prnimenas 2 coenzimas no son capaces de thansfendr  gwupos
metilos a Los Lfones ng' ,por que ambas transfieren ¢l gaupo
metile coeme CH;-.La metileobalamina es el dnico agente capaz de

2 an foama de canrbanién

thanfendir  grupos metilos a Los {ones Hg
l 112,195,263 ). .

Hace alguncs anos J.H.Wood pcstula un meca-
nisme de metilacidn de Los Lones "32+ utifizando como denadon de
ghupos metllos a La metilcobalamina ,ATP, y £a enzima metilcobala-

mina adintetasa; el mecanismo acquience de condiciones anaerdbicas

| Fig. No. 1} V263,264 ).
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CH3yHg*
Ef‘ -
Hg' Bz
cr, CH,C00-
)T? ‘coz___.p’T 33 :cr&*wuscoou
A}
:H Bz Bz
THF . NADP
~ 0(
N
WeHyTHE NAOPH
Bz M
Fig.No. 11 Mecanismo de Metilacién del mencunio via

metileobalamina sintetasa ,

‘Bz= 5,6-dimetilbencimidazol il cobalamina,

en condiclones anacrobicas,

Pestenionmente Wood , scitala, que en condiecdi-

ones aerdbicas , el mecanismo de meti{facidn es difenente , debido

a que fos microongandismos no requdiexen tLa enzima mefil cobalami-

na sintetasa

quicre fa presencia de metifcobalaminal Fig.No. 1%

CH3
\Jo‘u
T
8

T

>
CHHg
HgZ* Q\ /y
Chiy
+ Hgav ATP che_ uge €O . He
A t
8z ATRH,0 Bz

Fig.No.12

Mecandismo de metilacidn def mearcurio

condiciones aeadbicas .

para €levar acabe fa trandformacibn ,aunque 84 re-

264} .

en

69



EL metil-mencunio producide en condicdones
aenbbicas como en anaerbbicas ,neacciona inmediatamente con Los
Lones ng' pana forman dimetifmercundio,de manerna simifan a La

produceibn de metif-mencunio.Se ha observado que £a sintesds

Ho?t — _M3Brg o (e G ——s CH,l Mg

de dimetil-mencunio es 6000 veces mds Lenta que a del metif-men-
cunio y el pH Gptimo es de 4.5 . EL dimetil-mercurdio es un com-
puesto voldtil ,una vez que de encuentaa en fa cimfrfera ey foto-
Lizado pon Cos nayos ultravioleta obteniéndose menrcunio inongd-
nice | Hg®) y nadicales metificos , Los cuales scacelonan con el

hidnbgeno para formar metano y etanc { 263 ).

Uv
{CH 31 ,Hg ———¥Hg%+ 2CH}

En sus estudios Summenrs p Siflven sefialan,
que £as bactenlas y Levadunas que habitan en scdimentos,aguas
residuales y suetos , poseen fLa habilidad para utilizar La me-
tileobalamina , como donadon de grupos metilfos . En el  casdo
de Cas bactenias que foaman £a fLora habitual e cf hembre y
animales [peces) ,se piensa que el mecanismo es diferente ,debi-
de a que Eschenichia cofd utiliza a La metionina como donadox
de gnupos metilos , fa cual e encuentra en Las células| 195 ).

' La metilacién del mercuric también se nea-
Liza abibticamente pero se nequiene de metabolitos microbianos
y tuz utltraviofeta.La metifacidn foloquimica se reafiza en aguas

saladas
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Estudios cinéticos seiialan que:
ajel producto predominante de La metifacibn en
distemas acudticos es el metif-mercunio,
blef nango de metilacibn es elevado en sistemas
anaendbicos ,y
c)la metilacibn se inhibe en presencia de sulfitos

en algunos sdistemas aendbicos| 113 ),

4.1.5 Trans formacifn de compucestos orgdnicos del merncunio
Los compuestos ongdnicos del merncunio §re-
cuentemente se cncuentran contaminande suelos , plantas y agua
debido a que sc utilizan abundantemente en fa agricultura cemo
insecticidas , fungicidas, henbicidas y pesticidas!{ 51,195} 6ran
proporciln de estos compuestos scun trans foamados por microonga-
nismos a compuedtos voldtifes con menon toxicidad(49,6 209,255, Es4a
trans formacifn  es de {mpontancia en La medicina debido a que

bactenias patbgenas como Pseudomonas aeruginosa,Eschenichia cols,

Seanatia mancesecens , ¥ Staphylococcus aurcus poseen €a capacidad

de degradan algunos organomercuriates utilizades como desdn-
fectantes { 49,54,209 }. En La 4igunra No. 13 sc presentan
Las eatructunas de algunos compucstos orgdnicos del meacunio que
pueden sen trans formados pon microchgandismos( 41 ),

La capacidad para transformax crganomercuria-
Les como el fenil-mencurio ,metdif-mencunio y etil-mencunio ,se
observa en microonganismos como Eschealchia coli.Summens y Su-
gaaman {noculan esta bactenia en caldo triptona suplementado

con cloruno de sodiol 5g/8) y cloaruro de mcti(—mencunio(ﬂgzoﬁ
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S—Hg-CHa CHy
o--?\
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! ACETATO FENIL SALICILATO DE ETILMERCURITIO
| MERCURICO [ TIMEROS AL, TIOMERSOL ,
‘ MERTHIOLATE)
i CHyHg* CI~ CHyCH HgCI™

CLORURO METILMERCURICO CLORURO ETILMERCURICO

o«rm@.c\’ ‘
. oNet

P= HIDROMERCURIBENZOATO
(pHMB)

n."ogcu, u.*-o%cu s

MERBROMIN ACETATO MERCURICO DE
i FLUORESEINA (FMA)

Fig.No.I3 Estaucturas de algunes Organomercuniales.

203) nadioactivo e L{ncuban a una

o acetato de fenif-mercunic (Hg
tempenatura de 37°C durante 3 a 4 horas. En cstas condiciones ,
Los {investigadones observan que disminuye La concentracién det
compuesto orgdnico en el medio de cultivo y pon espectrodatome-
nia de absoncibn atémica ,se detecta La presencia de mercunio
{Hg®) ¢ benceno.

Esta habitidad de transfonman Los compues-

tos  ongénicos denivados del mencundio tambi€n se demuestra en
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Peniciflum roqueforti ,Pseudomonas aeruginosa,Pseudomonas sp.K62,

Klebsiella aerogenes y Staphylococcus aureus{195,209,228,240,255

263 }. En todos Los medios de cultive en Los cuales sec desanno-
- £2an Los microorganismos antes mencionados , se detecta La phre-
sencda de compucstos ongdnicos como :bencenc, metanc y etawo, a-
demds de mencurdicl 214,240 ).

Divensos Lnvestigadoacs demuestran que Los
mictoonganismos resistentes a compuestes ceme el clorure de metil-
mercunie , acetato fendil-mencdrdico y Loxuse de etdl-mercunic,
sintetizan 2 enzimas diferentes . Una de ¢as enzimas es 2a Mern-
curic Reductasa y La otra es La Ongancmor gtrle inldactasa;capaz
de nompexn Los enlfaces carbono-mencunio prescntes en estos compues-
tes{34,41,69,195,229,240,241 b A continuaciln ae presenta un

cfemplo de dicha trans jeamacidn .

O- Hg*+ =0 =& - CHyt Hy0 e O +Hg? & CHyG-07+ OH"
0 o

Pana La obtencibn de &a enzima Organomen-
curio hidnolasa , Tezuka y Tonemura , utilizan una cepa de
Pseudomonas ap.Ké62 , que inoculan en caldo triptona suplementado
con cloruro de sodio (5 g/ ) e {ncuban a una temperatuna de
37°C durante 24 honas en condiciones acrobias, Despucs de La incu-
bacién , Las cllulas (58 g peso seco) se suspenden en solucdén
cmontiguadona Tais{50 mM,pH 7.4) suplementada con EDTA (0.5 mM},
ditlotneitol(0.1 mM ) y glicenof { 10% I,postenionmente se centai-

guga para volver a nesuspender en Za misma solucidn amorntigua~
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dora ;Las c€lulas se nompen a una presién de 300 a 400 Kg/CMz.
Al eitnacto celularn se aiade 3 g de estneptomicina,sc centrifu-
ga y el sobrenadante se precipita con sulfato de amondic al 70%.
EL precipitado obtenido se nesuspende en solucién amontiguadonra.
La enzdma se purifica pon filtracibn en gef segudida de una
cromatogragfa en DEAE-Celulosa y electrofondsis en Poliacnil-
amida ¢ dodecil sulfate de sodio .Postenionmente fLes investigado
res  detewminan pon f{Ltracién en gef , el pesv molecutar de La
enzdma {17,000 - 20,000) y §inalmente se obseava el edecte de
La temperatuna , pH y algunas sustancias quimicas sobre su
actividad, E& pH éptimo pana que se LLeve acabo La actividad
enzimdtica e de 5 y se mantiene estable hasta pH 11, en Lo
que nespecta a fa temperatuna ,La Optima es de 40°C y awxiba de
55°C €a e¢nzima se {nactiva
EL cfecto de algunas susiancias sobae La

actividad enzimdtica so deteamina poet un método espectrciotomé-
thico que mide La cantidad de 203Hg°5onmada cuando e encuentaa
ausente algdn compuesto quimice de {mportancia para la necaceddn.
Para el ensayo se aidade en tubos sofucdidn amontiguadorna de fos-
fdatoes {pH 7.4 ,50mM) , acetato fenif-merclirico nadioactivoe{l.0

M) o clorure de metif-mencurio y se omite afguna de fas siguden-
tes sustancias: EDTAl5mM },acetato de magnesic{0.2 mM0,2,mencap-
toetanol o cisteina ,albdmina de sueno bovino{0.5 mg) , mercunio
neductasa punificada y NADPH (200 M ).la mezcla de reaccidn
se dncuba a 30°C durante 40 min.,posterionmente se adiciona
cloruno estaiioso al 10 % (10 M) para detenen £a xeaccifn y se
mide 2a concentaacibn de mercuiric efemental sonmada(203H9°). Una

unidad enzimdtica se define come: La concentracibn de enzima



que hidroliza Immof de {on megcdrico (ng') presente en Los

compuestos ongdnicos usados come sustratos(Tabla No.14 ).

Tabfa No. 14 Efecto de alguras sustancias quimicas
sobre La actividad de La enzima Organomercurio
hiduelasa
Compuzs to Actividad Enzimdtica { $
omitido Ceonuno de metil Acetato fenil-
meacuric mercinico

- 100 100
Acetato de magnesio 100 100
Afbimina de suero bovino 34 21
NADPH [ 10
Mencunice neductasa 13 15
L-Cistedna 6 2
EDTA é ?

Los nesultades mostrados en fLa tabla ante-
afon {ndican que €a actividad de ta enzima depende de £a presen-
cia de EDTA, compuestos sulihidniiicos , NADPH y de La enzima
mercunio neductasa . Lla enzima rcquiere de una afta concentra-
cibn de proteinas,ya que cuande s2 cmite £La albidmina de suexc
bovine , La actividad enzimdtica decrece de g0 a £5%.

Tezuka y Tonemura Lndican que ciertas sus-
tancias como La azida de sodio [NaN3) y el cianuro de potasic
no {ngluyen en La actividad enzi: Atica , en cambio ¢l &cido mono-
{odo acético y monviodv acetamida .inhiben totalmente su activi-
dad { 236 ).

Los michoorganiamos nesistentes a Los com-
puestos ongdnicos , sintetizan Las enzimas onganomercutlo tidrola-
sa  para nompen Los enfaces C-Hg y La mercunio reductada para

reducin Los {ones menednico que se producen durante £a reaccidn



{ 69 ) .Channabanti sediala que esta transformacdbn nequiene
de grupos sulfhidrilos y postula el siguicnte mecanismo para
el cual , Los microornganiamos flevan acabe &a degradacibn de

204 denivados onganomencuniales{ 34,49,214,224 ).

OMH®
Cylg-Hg' + *RS———3C,H -Hg-SR————3RS-Hg-SR + C,H,
*R Red MAD(P) - Glucusa
AD

uR*

0x NADPH Glucono-
Lactona

Hg°+ 2RS™
* OMH Organomencunio
hidrolasa

MR Menrcuaio nreductasa
RS Grupos sulfhidrflos

Estudios genéticos 4ndican que La resis-
tencia de Los micnoonganismos a Los compuestos orgfinices del
mercurdo , asi como su habilidad para degradanfos y conventin-
Los  a compuestos con menotr toxicidad es condenida per pldsmi-
des , que contienen La negién"Mer" | 225,229 ).Reciente-
mente Schottel aisla de Eachenichia cold J53-1 que hospeda al
pldsmido R381 La enzima onganomercurio hidrolasa , que es similan

a Lo de Pseudomonas sp. y Staphylfococcus aureus{ 255 ). En

Pseudomonas aeruginosa, esta capacidad se encuentra asociada al

gactor de sexol Pitd F Jlggg y,
4.1.6 PLasamidos que Codi{ican Reslstencia al Memcurio y
sus dendivados
La neaistencia de Los microonganismos af

mercunio y sus derivados onglnicos , asl como La transforma-
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cifn del metal via michobiana, ha sido estudiada por muchos in-
vestigadores , en Lugarnes donde existe una efevada contaminacibn

por este metal pptae Los que se encuentran Suecia y Japdn{ 141,195).

Recientemente Robinson encuentra que el
agua de desecho doméstico asl como el agua de .deseche {ndustrial
y de hospitales contienen elevadas concentiacicnes de metales
pesados , y aisla de eflas micreocagandsmos nesistentes a eleva-
das concentaaciones de mercurie. Esta resisttencia se codifica
per medio de pldsmidos , Lus cuafes determinan entae  olras ca-
nactenisticas nesistencia a antibifticos y otrhos metales pesa-
dos [ 173,195 ). En microonganismos aislados de hospitafes,
2a fnecuencia de nesistencia al mencunio es efevada {alrededon
de 60% ) ,debido a que dicha resistencia de transfiere cntre
fas bactendias pon medio de confugacidnlis5?,173,189,220,229 ).
Atgunos investigadones indican que en hospitales £La faccuencia
de nesistencia a metales pesades es fan alta come La resdistencda
a antibifticos(156,157,158,173 }.

En el hospital de Hammensmith ,Londres, se
reafiza un estudic con 800 pldsmidos (HgRl Jque de thansfieren de
un huesped comin Eschenichia coli K-12 a diferentes géneres bac-

tendianos como: Proteus &p.,Salmonella sp.,Searatia sp.,Shigella

sp., ¥ Klebsietla sp,.Durante el cstudio , s¢ encuentra que ta
fnecuencia de resistencia al mencurio es del 25 $. En Pscudomonas

acnuginosa y Staphylococcus aunreus La grecuencia de pldsmidos

que confienren nesistencia al mexcurnio es clevada, de 787 cepas
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elinicas de Ps. acruginosa , el 99.8% es nresidtente a cate metal,
de €as cuafes el 99.5% exhibe miltiple nesdidtencia a metales y
5680 e? 53.7 % presenta miltiple nesistencia a antibibticos
{ 62,83,156,158,220 }.,

Estudios realizados porn F.D. Porten y co-
Labonradones en el hospital de St.Louis,Mo.,con Eschenichia coli

y Staphyfococcus aureus , <ndican que durante ef perlodo de

1972 a 1977 ,La nesistencia de Escherdichia coli al mercurdo

es ded 57% y disminuye un 298 de 1977 a 1982.En Staphylococeus
auncus La frccuencia de nesistencia hasta 1977 es de 36% g
disminuge un 10% ,de 1979 a 1982 .la disminucdicn en &a 4recuen-
cia de nesistencia ,se debe a La neduccibn de compuestos men-
cur{afes usados como diunéticos u desinjectantcs en este hos-
pital | 83,189 ).

La grecuencia de £os pLasmidos que codifi-
can nresistencéa a metales ,tambifn se estudia en aguas residua-
Les de hospitales , y de industrias ;especialmente fas que producen
peliculas fotogrdficas ,en Las cuales existe una gran cantidad
de micnoorgandismos que hospedan por Lo mencs un pldsmido que co-
difica nesistencia al meacunic.Informes bibeiogrdficos indican
que en aguas resdiduales de Los hospitales se adisfa con mayor fre-

cuencia Klebsiefla pneumoniae | §5% ) y en aguas nesdiduales de

industrnias Citrobacten freundii {60% ). En algunos casos ,también

se aisla Bacillus subtilis ,Baciffus sp., Chlamydomonas reinhards

y Vibrio sp.,todos cflos nesistentes a clevadas concentraciones
de meacundol 141,195,236 ).
Los pldsmidos bacterianos muestran un ni-

mero menon de nesistencia a compuedtos orgdnicos de mencurio.En
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Eschendichdia coli ,cenca def 963 de Los pldsmidos que codifican
resiatencia  al mencurio tambifn contnolan resdistencia af Meabro-
min y al Acetato mercidndico de floucnescédna pero no a otros onga-
nomencundiales . Et oiro 4% adicional ,deteamina resistencia al
Acetato de fenif-mercundio{impoatante en £a agricultura) y Timehro-
sallusado como antisfptico} . Todos Los pldsmidos de Pseudomonas
acnuginosa controlan resistencia al p-Hidioximercurnibenzoato y
algunos muestran rcsdstencia ddicéonal al Metil-mencutrdie ¢ ELLL-

mercurie . Los pldamidos de¢  Stapliylococcus aureus difienen de

{os de bacterias Gram negativosd , ya que controlan resistencia af

Acetato de fenil-mencundio ,p-Hidroximercuribenzoato ,Acetato men-

cunde de fLluoncscelna , nero no af Timerosal y Merbromin(218,225 |,
Diversos {nvestigadoses clasdifican £Los

pldmidos que codifi{can nesistencia al mercurio y sus derivados

en 2 tipos :

a} De Espectno Reducido.Pfdamidos on Los que La resds-
tencia Lnvolucra {a reduccidn de Los iones mercdai-
coa(M92+l a mencuniv metdlicol(Hg®) lexpresidn de £a
enzima Mercurio reductada) y promueven nresdstencia
a afgunos oxrganomercurdales ,incluyendo el Meabro-
min y el Acetato mencdrico de flounescelna.

b) De Espectro Amplco.Pldamidos que promueven resisten-
cla a todos Cos compuestos JLnonghnicos del mercuaio
ademds deteamina nesistencia a Los onganomencuriales
£ncluyendo Acetato fenil-mencdnico y MetlZ-mercundo
pon medio de su biotransformacidn , es decin, se ex-

presan Las enzimad Mercurdio neductasa y Onganomercu-

79



. nio hidnolasal( '70,71,224 ).Este espectro ecsta kesd-
tringido a un ndmero muy pequefo de pldsmidos de

L04 grupos de incompatibilidad :A-C,L y H,[72,195

251 ).{Fig.No. 14 }.
Hg{11) reductasa
Espectro Halt (FAD Hg’(vapoa)
Reducddo NADPH,R-SH
Espectnro
Amplio Uganomercunio
R-Hg' hidrolasa ngr + R-H
2-5,ATP

F{g.No.14 Reptesentacidn Eaguemdtica de 2as neacciones
codi jicadas pos pedsmidcy de Espectro amplio
y Espectno reducido.

La expresibn de
cada une de sus hudspedss, adn cuando
bacteriana. Alguncd informes {ndican

ptdamidos de Eschenicidia coid difiere

e

tes ptismidos difiene en
sea de La misma jamifia
La expresibn de Los

totalmente en Pseudomonas

aecauginesa ¥ con mayor nazés en bacterias Gram posditivas [ 219 ).
Las entenobacterias que poseen pldsmidos

2+

de Espectro neducido tienen a habifidad de neducdin el Hy ,ade-

mds de nesistin cefevadas concentraciones de Merbromin y Acetato
mencdnico de gluorescelna,debide a un cambio cn La peamcabifidad
de Za membrana celular ;cuando hospedan pldsmidos de Espectnro
ampLic promueven fa degradacifn def Timenosal ,p-Hidroximencuri-
benzoato{pHMB) ,Metil-mercurnio y Etit-mencurio .Todos Los pldsmi-

dos de Staphyfococcus aureus son de amplio espectno de resisten-
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y ta confienen al p-Hidroxibenzoato y Acetato mencdrico de fluo-
nescelna, ademds de promover La hida6Lisis del timenosal y £a re-

duceddn de Los iones ng’.

De Los pedamidvs que confieren nesistencdia a
metales pesados , Los mds cstudiados son Los que expresan nesds-
tencla al mencunio. Estos plésmidos so dividen en 3 clases:

a) Aquellos que poseen factor de sexo como FPZ
y FPS,

b) Los que codifican nesistencia a otros metales
y antibidticos como RI02,R26,R3108,pMG1 ,pMGZ ¢
pMGS ,

c} Aquellos que confieren sofamente hresistencda
at mencurdo y denivados como Hg-n y MER{ 33 ).

En £a Tabfa No.15 sc presenta una £Lsta
de 208 pldsmidos que codifican nresistencia al mercurnio y &us

derdvados |

Tabla No.1s PL&smides que Codigican Resdistencia af
Mescunde y sus  derdivados,

Pldsmidos Fenvtipo tactendia Red.
heipedadona

R15 SmSuSpSulg

R26 CbTeNmKmSmSuGmilg Pma Pseudomonas 4p. 218

RZ2E SmSpTeHgPma - 92

R3S SmSuTcligaPmiTen Pa.ashuginosa 219

Ri0a ApCbCpKmSu Ps.qeluadnesg 95

R55~1 CmSuHgn - 34

R52 SmSpTctign l_’_.;.aqnuginoda 95

R57b ApChCmGmmSuHgr K. puetmondae 209

R93-1 figaPma Ps. de'tung'Aa

RI00 Hgn Eacherichia cold l%i)

R100-1 HgnlmSmTe EAcuMLcIu.a. cold 71

R192 CmTcHgn 95

R39 CmSmSuTecHgrPmaTen ‘L& agaug“l 48 34

R68 ChCmGmKmSmT cHgr mm,?_wy_d_ 34

R222 CmSmSuTcHgn E_Q_Le__gm 159 g1




PLAsmLdo Fenotipo Bactenia Reg,
hospedadoaa

RE2E PmaApChCmGmKmSmTceHgn | Seanqlfa maxcenscens 209
R830a KmSmT eHgaPma Sennaiia mancenscens 209
R832 ApCbKmTcHgrPma S.mancenscens 209
R312 CmSmSpHa S.matcenseend 209
R346F CmKmSpTeHgn S.marcenscens 209
R401 ApCbSmHga Proteus reffgend 709
R455 ApCmCbSmSuTcHgn Pag i 209
R700 Sutgn u{dencia 4p. 209
R725 HgalmSmSuTe Shigelia dysenteniae 209
R754 ApCmCpSmSutgr minabifs 209
R938 ApCbCmCpKmSmT cSuHgnr Sennatia marcenscens 209
R831 TaaKmSmHgaPma Eschenichia coff 209
R527 KmSmSuTclgnr Pa, s2AUQINUSE 34
R839 CHCmGmKmSmSuTcHgr Ps.aenuginesa 34
RI033 CHCmGmKmSmSuTcHgn Ps.aenugencsa 34
R3108 SmSuTcHgnr Paeudomenas 4p. 34
RP1-69 CbKmTcHgn P4.avrudinosa 219
RPI-70 HgrApChCpKmTe Ps.acnuginosq 219
RPI-71 Hgn Ps.aerugsngsa 219
RP1-72 Han Pa.aeruginoda 219
RP1-72 Han P4, aequgingsa 219
RPI1-73 Har Ps.acrusinesa 219
RPI-74 Hgn Ps.aenuginosa 219
RPI-75 Hgn PA.actuginosa 219
RPI-76 Chign Ps.aetuadinocda 219
RPI-77 Han Pa.aeruiinogsa 219
RP1-78 Hgr Ps.acnuginosa 219
RPiI-79 Hgnr Ps.aesuainosa 219
RPI-81 Hgn Pa,actiaosa 219
RP1-82 Hgn P4.aeruagnoda 219
RPI-83 HgnTe Ps.artusdinosa 219
RPI-§+ HgxTe Ps.aet 219
RP1-5§5 HgaKm TNLYTTIY 219
pRR-130 | ApColE Hgr P4.agnugincsa 159
pRR132 Hgn - 34
pRRT 34 itgn - 34
RGNSZ3 HgaSz KLebsiella preumoniae 93
r471 ApCbCpTetgnPma S.marcr.pcend 209
R473 ApCbCpHgaPma S.marcenicens 209
R-Ask CtApSuSmKmCmSuTetigh Eachexnichia coll -

udgo SmSpApSuHgn Escheadchia coli -

u3ss TeSmCmbgr Cachorchia cold -

PRRI150 AprSmSuTeHgn Proteus merabilis 159
pRR1Z Han Proteus mirabifis 159
RPLII CmCbSmTcGmHgnPmaTen Paeudomonas sp. 34
Js524 itgn 34
J8556 Han 34
18561 Hga 34
Hg-% Hgnr Pseudomecnas ap. 34
MER Han Pseudomonas sp. 41
FP2 Hgn Bseudomonas 4p. 41
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Pedsmido Fenotipo Bacteria Reg,
hvospedadora

clisi HgaSuPma Pa.agang{nosa 219

nVs? Hgn Ps.actuginpsda 218

o7l Hgr

n1258 HHgaPmaPend01Cad52 Staphyfococeus aureus 172

s1524 Hgn Staphylocgcous aureus 172

w1156-men HgrPenld K ta;:lzy&ucvccua ausreus 172

pUGI GmSmSutgrPmalv “udvmanag 9. 34

nMG2Z GmSmSul{grPma P3.apruginosa 34

plGS GmCmKmSmSuTmtgrTexn "Autzdumonu sp. 34

npu2g2 CmSmSulgn Eschericiiia coli 73

wDU989 TpHgnr Eschorichia cali 72

£0U%62 TeHgr Lac ?gg'ur' iq Cole 163

2DUN003 TeHgn Eschenichia ¢ofd 163

woureld TeHgn Escronichia ¢oll 163

P0UN215 TeHgnaTp escherichd cold 163

ROUTI2S Cmilgn Es:hicvichia cold 163

»DU3330 ApSuSpCelHgr scherichia gols

slUB327:Tn501 KmTcHga tscnerdchia nold

pUR? HZIL

ruB404 CbNmKmHgaT e Ps.aeruginocsa 10

nuBdI0 CoNmKmHgn Ps.acruginogsa 10

»lUB781 tignColE1 fachenichia colsi 10

NRI HgaTeSmTmCmSp Ps.aeruginoda 159

JR211 ApCOCmGmKmSmSuPmatigh Kicbsdiella aehogencs 209

{48BHPLC

ColE] ::Tn501 HanColEl Eacherdchdia, cols 109

ruB5203 ProMetNallign Eschenichia Cold

wJP4 HgaPma Afcaiigenes eitrophus 51

(8229 HgaSpSuAp Pavtius mérabelis 265

pSIF305 TeHgr Eschevichia cotl 23

ryw2? Hgx Exclhexichia coll 251

rBR322 Hgn

nMHT Hgn Ps. n"mguvma 34

PR Hgn :.sc.zuuc]ua c0liwzzs?

RTFII1 Hgt Cachenichia c_c_i} AB1932-1

N9 E7 tgn S7apFulicocs s auncus 215

rPuzi Hga Eschewclua colt .

JJ1 SpScCmSutign Eschexic H;_(_l_ coli 227

urso TeSpApSutgn tscherichia cold

©»S18 Hgn Pimanmouaa actuginosa

nuz7l Hgt Staphylecoccul auteus 172

JR72 CHCmKmSmSpTcHgx Serrafia marcenscens 48

RHZE ApCbCmCpTetgnr Serratia mazcendcend 45

Ri{pl35 HgrAPCpGmSmSuTc Sernatia marcenscend

u3oes CmSmTclgn 228

RN160 HgnPmaApCbKmSu Providencia 4p.

RN181 HgaPmaApCbCmCpKmSmSuTe Prcvidencia 5_?_.

RN182 HgrCmSmSu Salmonella parathyphs

RN184 HgrApChCmCpSmSu Salmenella sp.

DGl HgalpSmTe

DG35 HgApCbCmKmSmT e

DG36 HarApChKmSmTc
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pPLasmido- Fenotipo Bactendia

) hospedadora Reg.
Psi1g Hgn Ps.aenuginosa 224
B36 HgrApCmCbSmTe
In HgrApChCmKmSmTc Eacheadchia gold
J8z HgrApChbCpTe
BU9990 HanSmTe
RP4-RDLI1I GmCmSutgaTerlly P4, agruginosa 225
pMGé CmGmKmSmSuTmHgnTenrCn| Ps.ackuginosa 225
Rms159 CmSmTelighPmaTer Ps.acruginosa 225
pM&7 GmKmSuTmHgn P4, aenng{nosa 225
Ripéd CbGmCmSuTmHgn Ps.aenruginosa 225
R716 SmHga Pa,aenuginoéa 225
pMG1 8 CbGmKmSmSuHgr Py.agiuginosa 225
R3106 SmSuTclighPmaTen Ps. ﬂLiuganAa 225
R47la ApCbCpTelign mateeNnscens 209
R3108 Hgnr Ps. 1cnugLnuAa 225
pou Hgnr Escherichia cold 23
pDB7 Har Eschenichia colf 251
pSMI CmKaTcApTpSutgaPma 12
pl1147 Hgn Staphylococcus aureus| 172
NRI HgrSuSmFulmTe Eschenichia coli. 193
pRRI30 H3gaPma Eschenfchia col{ 193
usos TcSp CmHgn Eschesiehia cols 226
u4so SpStApSulgn Eschenichia cels 226
R-ASKCTSuMK | ApSpKcCmTeSuMe Eschenichia cgld 226
pRR106 ApHgiPma Eschonichia cots 148

Divensos {nvestlgaderes Lndican que La
nesistencia al meacunio como a algunos antibifticos se transfie-
re de un pedamido a otro petdsmide o de un pldsmido al genoma

'bacteniano por medio de transposones .A este procedo se fe

feama transposicién de segmentcs de UNA. En Ca Tabta Nolg
se presenta una Lista de Los transposones que codifican nesdis-

teneia af mercurio , caractenizados por difenentes investiga-

dones(12,14,195 }.
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Tabfa No.l16 Transposones que Codifican Resistencia al
Mercunio y sus deraivados,

Tanasposonecs Kb | Pedsmido Fenftipo Bacterda Referencia
hespedadora
Tn2603 20.0 RlO? Han E.cols 195
Tn 501 8.2 | pvs HgaSu Ps.aeruginosa 10
Tul613 7.2 | pCS229 Han Poinabitis 232
Tn2608 13.5 | RGN§23 HgxSmSu K. preumondae. 232
Tn2! 19.0 | RI0O0 HgaSmSu E.cold 232
Tn2603 20.0 | RGN23¢ SmSuApHgn [K.pneumondag 265
TnA - | R100-1 HanAp - 95
Tn340! - | RPI Han Ps. fluonescens 191
Tn3402 - RP1 HgrPma Ci{thobacten ip. 171
Tn3d03 - | RP1 HgaPma KZebsiella sp. 191
Tnéo! - | phU202 Hgn E.cobd 72
Tns - R100 Hgr E.cul¢ 163
Tnltésl - | pvsi HgaSu Ps.putida 195
“n502 - - Hgnr Pscudomonas 4p. 195
Tne670 - - tign Pseudomcnas ap. 195
Tn2671 - - fign Fscudumonas sp. 195
™m551 5.21 - figasn S.auheus 195
Tn26131 - | pCs229 SpSulign S.aureua 195

Entre Los taransposones que codi{fican resia-
tencia af mercurio [Hgn) Los mds estudiados son: Tn501( 10,23, 74
75,195 , ), Tn2l { 74,107,193,214, 220,232) y Tns0! (71, 75,220
132), tes cuales codifican resdistencia de capectro reducido ,ade-
mds prerpeven La sintesis de €a enzima Mercuniv aeductasa ¢ el
sistema de thansporte de fones mcncuzta(”gz'] que ¢s Lnducido por
La phesencia de compucdtos mercuriales . EL pEhsmido RE3ID co-
difica nesistencia de amplio espectrc,pentencce al grupo de in-
compatibifidad M y promueve La sintessis de Ea enzima Organomenr-
cunio hidrolasa . A.L. Radford {ndica gue este pfdsmido posee un
transposon que codi{fica xesistencia al Acetato fenil-mencdrico
(PHATL 197 ).

La naturafeza y ongandizacidn de Los genes
que codifican La nesistencia al mercurio se estudian exlensamente

en el pldamido RI100 de Eschenichia cofi y algunos pldsmides de
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Staphylococcus aureus; en ambos asistemas La resistencia al <i6n

mercidricu. y compuesios onganomercuriafes es deteaminada pon
un  opeadn , que es Linducible en presencia de dichos compucstos
| 224,228 ).

Po % patrones de nrestaicidn ,mapeo genélico
por defecibn ,secuenciacibn de DNA y téonicas de mutagénesdis
thansposicional del pldsmido R100 , sc sabe que Ba nesistencda
al mercutio es gobeanada por un operbn [ mer), que consiste en
una serie de genes , que se encuentran en el sigudiente oaden:
merR, codifica La sintesdis de una proteina regulatoria ,nespou-
sable de la inducibilidad def sist:ma; posierloamenie 3¢ encuen-
the La sccuencia del eperador/promotor asf como el sitiec donde
se inicia La stntesis del RNA;meaT, ca el gene que gobieana el

2+

thansponte de iones Hg®', es decin , nespontable de La sintesdis

de una proteina de membrana que interviene en el tranaponte de

+ . . P . P
z al intenion de La célula y du movilizacidn a Los sitics

Hg
de desintoricacidn ; meal ,un nuevo gene del cual ain no se sabe
su funcifn ;o merA  que codifica fa sintesis de La enzima Mercurio
Reductasa , y pricaD. En algunos pLdsmidos ¢ thansposones que con-
§ienen resdstencia de amplio espectro se encuentra cf gene merB,
que codifica La sintesis de La enzima Organomercurio hidrolasa

{ 72,109,159,214,224 ).La Localizacién de Los genes

mencionados antenioamente 4e presentan en La Fig.No.l5 u La

estructuna del opeadn en ta Fig.Ne.ls
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Fig.No. 15

Mapa genético del opeadn men del pldsmido
R100 clenado en un pequeio vecton del plds-
mido pBR327 .EcoR1 ,Hinell,Pstl y Tthi1lll
nepresentan Los sitios de ruptuna def DNA
aléaen tratade con Las enzimas de restrdic-
eibn.

Fig.No. 16

Mapa genético def openén mern del plLdsmido
R1
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En La Fig.No.15 se presenta ef mapa
genético del plfsmido RI00 clonado en un pequeﬁo vector que es
el pldsmido pBR322, En La Fig.No. 16 se muestra el mapa ge-
nético del opendn men deld pldsmido RI00 que codifica resdisten-
cia de edpectro reducidol 251,261 }. Las funciones del gene
mexC y merl adn no se conocen|

Estudios genéticos hrealizados con Los
transposones Tn2l y Tus0] ,indican La existencia del gere merP
que codifica Ca sintesis de {Las proreinas asociadas a &a mem-
20(

brana ,que ayudan ai transponte de {ones Hg 130,224 ]

(Fig.No. 17 ).

h2l
o o e -
o B 8
r 1900 2000 3000
»

Fig.No. 17 Esquema def Opertn mea de Los
transposones Tn2l y Tn 50T,

En La {igura anterioh 4e mucstra el ma-
pa genftico del opendn mer en Los  transposones Tn2l y Tn501,
Los andlisis de sccuenciaciln del DNA demuestran que el operdn

de ambos transposones es semejante y solamente difiere en el
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gene meaC ( 10,232},

De Las negiones genéilcas que conforman
al opeabn mer , Las mds catudiadas son Los genes merA y merB
EL gene merA codifica La aintesdis de La enzima mercurio reduc-
tasa j;en el thansposdn TnZl,esta regibn estd jormada por 564
nucledtidos y en el Tn501 de 561. EL gene merB que codigica La &ain-
tesds de fLa enzima Organomercurio hidrolasa , solo estd presen-
te on pldsmidos que codifican nesistencia de espectrv amplio.
Hasta ahora , se sabe poco acerca de €a estructura y funcdén del
gene mexrB , ademds de su Locatizacifn en el opeabn { 224 b,
Estudios nealizados con difenentes pldsmidos y thanspvsones , L=
dican que La secuenciz del openln mer es muy semefante ,adn
cuando el pldsmido o transposdn provenga de bactenias difenen-
tea{ 214,224 ).

La resistencda al mercundo dnicamente se
cxpresa despuds de ta exposdicién a niveles subtbxicos de mencu-
nio | ng' ) u organomercundiales , induciéndose La sintesis de La
enzima mercurio teductasa , fa hipersensibitidad al mencunio y
el thansponte de mercunie a travls de £a membranal 69,70,71,159
195,225 ). La hipersensibilidad a Los compuestos mercuniales co-
mo La capacidad del microonganismos panra figar al meacurio y
su transporte a través de La membrana se codifica por el genc
menT. EL gene meaR  cs acsponsable de fa regulacibn de £a fun-
cibn  del gene meal cuando existe una L{nduccifn ,2tevdndose aca-
bo el transponte de L{ones ng‘ , La sintesis de La enzima men~
cutio neductasa y La hipensensibilidad atl HgZ* y organomencu-

niales( 71,109,160 ).
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EL gene merR negula Za expresdibn de

Los genes estructunales def operbn men en foama posdtiva
{ en presencia de K92+ } y negativa , es decdin,en prescneda o
ausencia del nepnrcson . Algunos estudios demuesiran, que en
ausencia de meacurdo (ng') La expresibn de Los genes def o-
penbn men e neprimen, solo en presencia del mercuniol 10'6,
107 ¢ M) se obaenva La expresdidn del openbn . Cientos investiga-
dones seralan que el gene meaR  puede neprimin al gene meal
(177,224 }.

Estudios genfticos nealizados pon Misra
¢ Silven con ef pldsmido R100{ Shigefla sp.) y el transposbn

Tn105 (Pseudomonay sp.} <{ndican que fa secuencia de aminofied-

dos de Cos que esta foamado el producto def genec meaR es muy
semefante | 0% ). En La Fig.No.l§ sc presenta La secuencia
de aminodcdidos def producto del gene merR def pldsmido R100 y
el thansposodn Tn501( 23,161,163 },

Tn501 MET ARG ALA ARG SER ALA ITLE PHE SER ARG

pRI00 . . . . . . . . .
Tn501 THR SER LEU SER LEU CTS SER ALA ARG LEU
pRIOO . . . . . . . . . .
Tn501 LEU ALA SER SER GLN TRP VAL PRO SER SER
pRIOO . . . . . . . . . .

Tn501 SER SRG SER SER SER ALA 1LE SER SER ARG
pRI10O . . ASan . . . . . .

Tu501 LEU LIS PRO SER ARG TRP ALA ASP PHE THR
pRI00 . ASN . . . c1s . . . .

Tn501 L1S ARG THR ARG VAL THR SER ALA SER PRO
pR1GC ASN PHE . . THR . . . .

Fig.No. 1g Secuencia de aminodcidos del producto del
gene menR def pldsmido RI0G y el transposbn Tn501.
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La secuencia de aminsdcidos del produc-
to del gene merR pertenecdente al pldamido R100 y al transpo-
s6n Tnl05 , es muy semefante y solo difiene cn 6 aminodcidos,
como sc puede obsenvar en La figura antendion.

ALgunos estudios nealizados con el trans-
posdn Tnl05 , sciafan que La transcripceibn del matenial gené-
tice 4iniecda en el gene meaR y prosige con Los genes menTPCAD,
que se ercuentran sepanados pon 72 pares de bascs. La negifin que
hegula af opendn men [ gene meaR ) es rxefatdvamente pequeria
comparada con La de otros opetoncs , como aral 177 }.Entne
el punto de indlciacibn de La transchripeibn y 2035 genes meaTPCAD
se cneuentran 2 regiones que funcionan como sitios operadonres
{ 224 ).

EL punte en que teamina £fa transcripeibn
del matenrdial genético no ha sido mapeada, pero algunos autores
senatan que el gene menD puede sen el punto 4inal de La trans-
endpeddn

La nesistencia a Los compuestecs det
mencunio también es codificada pon pldsmidos de bacterias Gram
pesitivas{ 128,225 ) . La nesistencia al mercurnio asociada

cen fa enzima mencuadio reductasa frecuentemente s¢ encuenthia

en pldamidos ¢y en el genoma de bactexrdias adsladas de hospdltales,

tales como : Staphylococcus auteus ,Bacillus spp., Staeptomyces sp.

Mycobaeteaium sp., y Clostridium sp.! 33,130,192,224,255,261)
Estudios nealizados con el pldsmido pl758

de Staphylococcus aureus , indican que el opeabn men cstd for-

mado por 3 gened : merA, menB 4 menR . Estos genes poseen La

misma funcifn en Las bacterdlas Gram positivas como en La Gram



negativas , su negulacifn , mecanisdmo cszimdtico y el trans-
porte de £os iones a través de La membrana es similan , aun-
que no se cncuentren Los genes T,D y P ( 41,195 }. Algunos
investigadores sanalan que Los genes menA y meaB se empiezan a
thanscribin por difenentes operadones y su negufacddn también
es difenentel 69,131,195,224 }.

4.1.7 Mecanismos de Resistencia de Los Microorganismos

af mercundo y sus deafvados,

EL mencurdo inicialmente Lnteractua con £La
célula difundiendose a través de Los ponos de La membrana celu-
Larn . EL cspacio penipldsmico 4eencuentna catrgado negativamente
debido a £a presencia de Los oligosacdnidos que secuestran a £os
{ones ng' foamande mencdptidos. EL mencunio tiene un rdpido e-
fecte sobre La membrana celulan | en Los microorganidmos resds-
tentes disminuye adpidamente €a peameabifidad de La membrana
y se induce fa actividad deZ openbn menl 195,224 Ysintetizan-
dose 4 proteinas peniplésmicas( 12Kd ,14 Kd, 15 Kd, 66Kd ) que

2+ atl

disminuygen el transporte y penctrabilidad de £os iones Hg
intenion de ta cClula ( 86,106,109,127,128,224 ), ademds de
La enzima mencurdie neductasa codificada por el gene merh .la
enzima hnecibe Lus L{ones ng' dinectamente de Las protelinas que
Lo thanspurtan panra LLevan acabo su  reduccibn & mercunio ele-
mental que de manena simifar se thansporta al extenion de La
célula cuidando que no se oxide en el citoplasma | Fig. No.
rg )

Duxante La thansformacién de Los Lones
ng'
obtienen def NADPH .

a mercurdio efemental  se requicre de electrones que se
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ta

EL mencundio es Lransportado a través de

membrana citoplfsamica pon traslocacibn de grupos o difusibn

facilitada. En La Fig.No. 19  ac presenta en foama edquemdtica

La

desd{ntoxicacibn de Los microcrganisamos hesistentes al men-

curdo , via mercurio neductasa.

ADENTRO AFUERA
b imtema « membrona celylar
espacio periplasmico” i externa

compuesto qut{-ﬂol
o EDTA
{ Hg- EDTA o RS-Hg-SR }

MERCURIO
REDUCTASA

Fig.No. 19 Mecanismo de Reduccifn de Los Lones ng‘

Cuande el miznoorgandismo es resistente a

compuestos organomercuniafes , el gene merB codifica La sintesis

de
de
do
de
de

La enzima Organomercurio hidrnolasa que nrompe Los enlaces C-Hg
Los compuestos ongdnicos , desprendiendese ng‘,que es reducd-
a Hg’por Ca enzima Mencundio reductasal 255 ).Lla reduccidn
Los compuestod inorngdnicos del mercunio como €a degradacibn

Los compuestos orgdnicos y La metifacibn del mercunio , son

mecanismos de nesisdtencia y de desintoxicacién de Los microorga-

nismos  y del medio ambiente(u,224,226,255,
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EL estudio del opendén mer contrnibuye a
La investigacdifn sobre el contnol de fa contaminacdiln pon este
metal via microbiana en £agos , nfos fLagunas ,mares 4 suelos

| 41,68,70,72,127,156,195,224,227,255 ).
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4.2 MECANISMOS DE TRANSFORMACTION DEL CADM1O.

Aunque el Cadmio es un efemento zaro en La natura-
Leza ,y su concentracifn es mucho menor que La def Mercuriv ¢
plomo, se encuentra en pequefias concentraciones en ef agua ,
pLantas y aniwaes ( 5 ).

En divensas industrias el cadmio es uno de Los me-
tates que 8¢ utiliza con mayorn {reccuencia , Y como consecuencda
de Los malos mecanismos de seguaridad , cs uno de Los paincipa-
Lot contaminantes de ciudades , aguas nesdiduales, Lagos y ~0s
{25,97,178). En Los tejides de personas que ZLrabajan en minas
y j&bnricas , se encuentran elevadas conc. de Cadmio acumulado
{ 141 ). la {nhatacidn ¢ ingestibn de compuestos derivados
del cadmio , causan anemia ¢ intoxdcacibn en el hombre {1190 ).
EL metal se acumula en Los alveclrs pulmonaxcs , que en canti-
dades importantes provoca La mueate( 27 ).

EL Cadmio forma complejos con aminodeidos o pépti-
dos , interacelona fuertemente con Los ghupos tdiofes de Las
protelnas goxmando "Metaloproteinas® [ 97 }. AL (gual que
otros metales puede sustituin al zine , necesario paxra la
actividad de &a enzima Fosfatasa afcalina de Eschendichia celd ,
¢s capaz de inactivan una gran caniidad de enzdimas{ 249 )

{Tabla No. 17 )

EL cadmio en una concentracidn de 5x10” 6y desacopla
La fosforilacibn oxidativa asociada a 2a oxidacidn del succina-

to 6 cithato en higado de nata 4in vivo e Ln yitro , cstimufa el

transporte de Magnesio (Mgz*) v potascolK') (dependiente de
eneagla) en La mitocondria de Las célufas del corazén, {ntenrac-
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tla con et fosgato alterando su acumulaeibn y metabolismo

{155,253 ).

Tabla No.17 Enzimas que se {nhiben en preschcia de Cadmio.

Enzima Procedencia

Fosdatasa dcida Higado de perno
Trifosfatasa de adenosina Mdsculo de coneje
Aldclasa Mdsculo de cenejo
Ateohol dehidnegenasa H{gado de caballo
Fosgatasa alcalina Higado de nata y E. coldl
-ala sintetasa Higado avian -
Amilasa Bacterias
Anit sutfatasa Hlgade de bucy

Anhidnasa carbbnica Exitrocditos humanvs

Canbox{peptidasa Alpeptidasa)| Pancreas buvino
Canbeuipeptidasa Blpeptidasa)| Pancreas bevine

Catatasa Higado aviax

Colinestenasa H{gado de rata

Citocnomo oxddasa Higado de nata(m{tocondria)
B Fauctofuranosidasa Levaduhas

Gtucance deshidrnogenasda R{iifin, porcino

Trasaminasa gtutamica-oxaladczticg Higado de nrata
Lucvsa 4-fosfato deshidrnogenasa Higade de nrata

Geicero {usfato deshidrogenasa| Misculo de ccnejo

Glicenol glicina dipeptidasa Pescado
Teocitrato Liasa Levaduras
Lewcina aminopeptidasa Rifioh poreino
Lipasa Pancreas porcino
Lipoamida deshidrogenasa Corazbn peredino
Peptidasa Tinoides bovina
Fosfonibonucleasa Espinaca
Pedsmina Sueno humano
Proteinasa Bacterias
Deshidrogenasa succinica Higado de nata
Xantina deshidrogenasa higado avian
Protidasa Rifidn porcino

Los nesultados de alguncs cxperi-
mentos , indican que en Escherichia cold el cadmio, actla a
nivel de dcdidos nucleicos , afecta la conformacibn y cambia Las
propiedades §isicas del DNA , RNA,, RNA, e inhibe sintesds
de protelnas! 103,149,150,249 }. Respecto a Los v.inrus,



el acetato de cadmio Lnhibe fuentemente su infectividad , Lo

que s¢ comprueba con el virus del Mosaico del Tabacol 249 ).
La tox{cidad af cadmic se reduce

en presencia de FiennulFez'),ManganeAa y Zine. Estudios rea-

Lizados con Klebsiella aerogengs 4ndican que el citrato tam-

bién nreduce La toxdicidad de este metal , pero sc obsenva que en
Pseudomonas sp. estimufa su transporte | 130 ).

La contaminac<bn por cadnio en el med{o
ambicnte , cs cadea vez mayor , Lo cual vecaciona serics proltlemas
para Los animales , vegetalesd y sches humanos ademds de phopi-
cian el desanncllo de microonganismos nesistentes a éste metal .

Frecuentemente se alsfan mdicroonganis-
mes residtentes al cadmio de aguas contaminadas por este metal
y es comidn encontran esta neslstencia tanto en bacterias Gaam
negativas como Gram positivas . Recientemente Mahler y cof. nrea-
Lizan estudics en una nesenva de animafes en Bosten , donde el
agut y el suelo se encuentran contaminados pon Cadmio . Paxa
afslan microonganismos resistentes a este metal , Los L{nvesti-
gadones , fnoculan muestias de agua ¢ suele en agar LB suple-
mentado con cloruno de sodio (20 M}.Durante cstos estudios ¢
encientra una gran i{ncidencia de bactenias resistentes al cad-
miol70 - 9§ %) , de estos microorganismos el 25 % son eaporula-
dos. Entre Las bacterias identificadas 2¢ encuentran : Bacilfus

Aubtilis,Pseudomonas putida , Pseudomonas aeruginosa, Escherichia

coli, Bacitlus Thuningienses, Baciflfus ceneus, Lactobaciflus plan-

tanum,Bac{flus sp. y Staphylococcus aureus.
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4.2.1 Hetilacibn def Cadmio.

EL cadmio al iqual que el plomo , y el
estaiio , es téxico en estado catidnico u como el mercurio, tiende
a sen mds téxico cuando se metila . Lod paimeno estudios nealiza-
dos sobre La contaminacibn pon cadmio indican que , no puede ser
metilado debido a que sus compuesdtos ongdnicos no son estables
en sistemas acuodos, en Los cuafes se LEeva acabo dicha thasns-
formacién . Recientemente C.W.Huey aisfa de £a Bahia de Chesa-
peake una cepa de Pscudomonas sp. capaz de metifan el cadmio en
presencia de metilecobalamina como donadot de grupos metilos .la
metilacibn del cadmio porn este génerno bacteniano adn se encuentra
en estudios| 229 ).

42.2 Pldsmidos que codifican nesistencia al cadmio.
La nesistencia de Los microornganismos al

cadmio se confiere por medio de genes crcmosbmicos y pldsmidos,

de cepas como Staphyfococcus aureus( 40,7216 ) y necientemente
de pseudomonas putidal ygp3, ) y Bacilfus ceneus| 141 ) (Tabla
No. 18 ).
Tabla No. 18  Pldsmidos que confienen nesistencdia al
Cadmio.
Pedsmido Grupo de Bacteaia porntadora
{ncompatibitidad
pGUTO0 - Pseudomonas putida
pBCl & - BacilZus cereud
pP1258 Ine.!
pP15§z Inc.!
1 .
;Z;, 7 ;ﬁz'g Staphylococcus aureus
PRN2014 -
pll17810 Ine,
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En La tabla antenion se muedtnran Los plds-

midos que confienen nesistencia al cadmio, La mayonfa aisfados

de Staphylococcus aureud ( g3 |

Estudios necientes nealizados con Los micro-
onganismod que se mencionan anteniowmente ,ind{can que Los plds-
midos no sofamente conflenen resistencia al cadmic,sino también

a otres metales (an* , ng*

) ¥ antibidticos.Por efemplo, el
pedsmide pI117810 confiene resistencia a La penicilina , cadmio,
mexcunio,ansénico ,plomo y zincl 54 ). En otro estudio neali-

zado con 787 cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de secrecio-

nes clinieas,se demuestra que el 99.6 % de Las cepas poseen mil -
tiple resistencia a diferentes metafes y ademds ef 53 % son resdis-

tentes a antibibticos (Tabla No. 19 ).

Tabla No. 19 Patndn de nesistencdia de Ps.aeruginosa a
metales pesadod,
tipo de nesdistencia | No,de cepas | Porcentaje| Frecuencda de
aislamiento

Hg,Cd,As 559 1.0 1.0
Hg,cCd 2 0.3
Hg,As 196 24,9 27.9
Cd,As 21 2.7
Cd 2 0.25
As 2 0.25 0.5

En La tabfa antenion se observa que eas cepas
miltinnesistentes s¢ alslan con mayor 4recuencia { 104,127, 158 ).

Estudios nealizados con Les pldsmidos pl524,
pI258 y pl1147 ,utilizando téenicas de anflisis de delecibn

mutacibn y hrecombinacibn , demuestran fa presencia de 3 ge-
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nes,Localizados en distintos sitios def genoma bacteniano y ne-

Lacionados con La resdistencia al cadmio ; el gene CadA nrespon-

sabte de elevados niveles de nesdstencia, CadB codifdica para un

nivel de nesdistencia bajo; no se nelacivna cén el gene CadA

y Mad que promueve

Lo disminucdién de La neadstencia af cadmico
(Fig.No. 20 Yo141,216,256 ).

Fig.No 20 Mapa Genético def pldsmido PII147,

Lcs genes CadA y CadB codifican resistencia
al cadmio,

En fa figuna anteaion se presenta el
mapa genftico del pldsmido PI11147 , obtendido por un andisdis
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de defecibn , en el cual se obseava que Los genes Cad A, Cad B
y Mad se encuentran separados . EL gene Cad A, responsable de
La nesistencia a efevadas concentraciones de Cadmio ,se sitia
entre  Los Locus mer y pen, y el gene Cad B que promueve wn
intermedianio nivel de nesistencia , se oncuentra entre fLos Ro-
cus mer y Lea . Pon medio de un andfis<s de defecdibn se obtu-
vieron 4 segmentos del genoma del pidsmido . En ELos paimenos
3 segmentos de DNA , sclo se encuentra el gene Cad B , y en
el segmento loq se presentan ambos genes { 216}

Asl como La resistencia al cadmio en

Staphyfococcus auneus y othos michoovhganismos se nelaciona

con plésmidos , estudios nrecientes indican que Afcaligenes
entnophus CH34 porta genes cromosémicos que promueven di-
cha nesistencial 103 ).

42,3 Mecanismos de Resistencia de £Los microonganis-
mos af cadmio.

Infonmes necientes indican,que Los
micnoonganismos que hospedan plhsmidos que codifican nesis-
tencia al cadmio presentan alteraciones que causan:

1. Reduccién del thansponte del cadmto(cd2+)
a tnauJA de La membrana celulan{ 141,248,256 }.
2. Aumento en el siastema de excrecidn de Los
iones cadmio en La membrana cefulan (179,247 ).

EL cadmio se transporta a través de a
membirana michobiana pon un sistema de transporte que utifliza un
potencial etdetnico. Este sistema es especifico para Los {ones
cadmio(cdz’) y manganeéo(an') en todas Las céeulas({ 186,214 )

[Fig.No, 21 ).
101



Fig.No.?1 Modelo eyquemdtico del transporte de

{ones Cd°" a travls de fa membrana celufan

de mieroonganismod sensibles{A) y wesisten-

tes (B).

Divensos 4investigadores sugiernzan , que {fa

resdistencia de Los microongandismos a Los Loncs cadmio, se debe a
La disminucibn en el transponte de este metal a través de fa mem-
brana celulan{ 39,40,103,127,132,141 ).Para demostrar £a dismi-
nucién en ef transponte def cadmio en micacorgan{smos =2s{stentes,

Weiss y col., utifizan dos cepas de Staphylococcus aureus: RNZ3

{pT258) y RNI10OS {sensible af cd?ty que {noculan en catdo
taiptona { 16 g/L) suplementado con clonuno de sodic ! 10 g/&)
y difernentes cuncentraciones de cadmic radicactivo (Cd”s)

Los cultivos se (ncuban a una temperatuta de 37°C en condicio-
nes aerobicas.Para medir 2a cantidad de cd!1® trhanspuntado ,se
toma una alicuota det medio de cultivo y se 4iltaa a travfs de
§i8tnho Mitlipone y se mide Ca nadiocactividad en el {ictrado ob-
tenido pon medio de un contador de centelleo.la disminucibn de
ta nadioactividad en el §iltrnado,es proporcional a La catidad de

cadmio | Cd"s) transpontado {Fig.No. 22 )
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Transporte de iones de Cd

Fig.No. 22 Taansponte de Cadmio pon Staphylococcus
auneus :RN100§{sensiblely RNT3Tnesisdente]

En La gndfica anfealionr se observa que
at aumentar {a concentracdén de Cdz' , en Los microorganismos
sensibles aumenta el transporte de Cd'lsi en cambio en Los micno-
organismos nesidtentes disminuye .

Adn no se sabe que gene (Cad A & Cad B)
codifica Ca disminucidn en el transponte de fos iones Cd®*. Eas-
tudios que 4se neafizan con diferentes cepas de Staphulococcus
auhreus , {ndican que Las cepas gue contienen cualquiena de Log
genes que codifican resdstencia af cadmio (Cad A 6 Cad B) ,dds-
minugen el transpoate de este meial a trhavds de La membrana (256

261 )} (Fig.No.z3 ).
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minules

Fig.No.23 Transponte de Lones cd?? pon vanias cepas
de Staphylococcus aunreus.

En La gréfica antendon s2 observa que
Las cepas que portan alguno de Los dos gencs que codifican
nesistencia al cadmio , promucve La disminucibn en el transpohr-
te de este metal .

Divensos Lnvestigadores seiafan que el
manganeso es un Lnhibldon competitivo del trnasnponte del cadmio,
debido a que su transporte disminuye cuando el microorganismo
nesistente se desannolla en presencia de ambos fones (130,231, ).

Algunos informes indican que el Lrans-
poate de cadmio es dependiente de enengia , ya que se {nhibe en
presencia de Canbonil edlanurne ,m-clorofenil hidrazona{desacoplante
de cadena nespiratoria ) y 2,4-dinitrofenoliz1 4,247,260, Reciente-
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mente Weiss, demuesina que el transporte de cadmio es dependi-
ente de enengla y sensible a bajas temperaturas .Para demos-

than Lo dicho antenfonmente , utiliza a Staphylococeus aureus

RNTque inocula en caldo triptona{ 0.11 mg peso secos/ml) supfe-
mentade con cadmio (1.0 M)y diferentes inhibidoncs :Canbonil
cianuno m-clorcfenilhidrazonalCCCP, 10 M), carbonil cianunre
p-taifluonofenilhidnazona{FCCP, 100 M) y cianuno de sodio{20mM},
Los cultivos se incuban durante 5 min, a 37°C y postendiormente
s¢ mide fa déaminucibn de fa radioactividad en el medio de cul-

tivo.En La Fig.No.24 se pacsentan Cos resultados del esiuddio.

T 1 T 1

G molafcal)
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029

TRANSPORTE DE

Fig.Ne. 24 Efecto de algunas sustancias quimicas
sobre el transponte de cadmic.

En La gnédfica anterion e observa que el

thanspornte de cd?* disminuye en presencda de Los inhibidores ,in-
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dicando que es dependiente de enengla . Este thanspornte tam-

bién se afects a temperatunas bajas (4°C) ( 130,247,253,253,25¢4 ),
Otno facton de impontancia en el trans-

poxte de cadmio a tnavés de membrana es el pH. Estud<ios reali-

zados con Staphyfococcus aureus 17810 s¢jiafan que £os michoonga-

nismos nesstentes al cadmio transpontan el metal cuando el pH

¢4 mayoxr de 6 (Fig.No.25 },
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Fig.No. 25 zgsecta del pH sobre el transponte de fones
€d®” en Staphylfococcud aurcus: I17810(Resistente)
,i@) y 17810{sensdible), (0],

En £a gndfica antendion &c observa que a
pH mayon de 6 , Los michoonganismos nesistentes , empiezan a thans-
/ .
pontan Lo Lones cd?* a traves de membrana , Lo que sugiene

que Ea nesistencia de Staphytococeus aureus I710R no solo se de-
a?*

be a 2a disminucibn def trhasporte de C en La c€lula , sino a

106



vuna“glténaplsnjien La peameabilidad de La membrana { 247 ).

La nesistencdia de S.aurcus I17810R al
cadmio , tambifn se debe a un sistema de"transpoate -excreedbn”
de estos Lones a nivel de membrana, el cual regula La acumufacidn
Lnteana del cadmio., EL cadmioc cs cxcretado pon un sistema de pro-
tones que circulan a través de membrana, Yy paomueven su exchre-
clén (Fig.No. 21 ) .Tynecka y cecl. encuentran que este siatema
se inhibe en presencia de Z,4-dinditrofenol ,Lo que sugiere que
el thansponte de Lones cadmic requiere de encagla.En elevadas
concentraciones el cadmio compite con Los protones , por fo
que se Lleva acabo un sistema de {ntercambio Cdz'/zH'(Fig.No.
21030 248,253 ).

Cuande £a concentracidn de L{ones cd?*
es etevada , el metat se acumufa intracelularmente.Estudios
nealizados con Eschenichia col(| cd® ), dindican que del total del
cadm{v acumulado Lntracclulawmente el 56% se ascceda a pared
celulan , et 13% a La membrana y el 31% af citoplasma , Lo
que indica que La mayon acumufacibn es a nivel de pared celulax.
En Los micnoorgandamos resdistentes La acumuiacidn de cadmic intra-
celulan disminuge | 149 ).

EL cadmio que ¢ acumufa en el citoplas-
ma se encuentra £Lgado a protednas formando Cadmio-metalotionei-
nasl 132,149 ). Las metaloproteinas también se encuentnan en
mam{fencs ,Levadunas , algas y hongos , ¢ se piznsa que pueden 0s-
tan implicadas en La homeostasis y desintoxicacibn de Los me-

tales t6xicos | 120 ). €studios que realizan con Pseudomonas
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putida {ndican La existencia de 3 difernentes metaloprotednas

asociadas al Cadmio : CdBP,,CdBP, y CdBP; (Tabla No. 20 ),

Tabla No.20 Propiedades de Las Cadmiotioneinas bacterianas

Protelna presentes en P.M. pl
La fase de creec.
CdBP, exponencial 6,700 8.3
cdgp, ginal de La exponen
cial 6,900 3.5-4.5
CdBP, estacionandia 3,600 5.2

En La tabla anterior se muestran Las
propiedades de Las cadmioprotednas.la primena metalotionedna
CdBP,, se ddintetiza dunante La fase exponencial de caccimedinto ,
La segunda CdBP2 dunante un conto fLapso al final de La fase expo-
nencial de crecimiento ,ambas pnctethab se encuentran dunante
a fase estacionania .la tercera. i€ tefna CdBP; 40fo estd presen-
Ze en grandes cantidades cuando se <inicia La £is4is celulan
dunante €a fase estacionaria de crecimiento { 37,40,97,103 ).

AL analizan Ros aminofcidos presentes
en Las 3 cadmioprotednas se encuentra que todas poseen ghan
cantidad de nesiduos de cistelna ,ademds ,CdBP, contiene serina,
glieina , afanina y vatina ; CdBP, contiene predominantemente se-
nina , glicdina , alanina y LLsina ;y CdBP3 senina y glutamina 6
glutamato . Como Las protednas contienen gran cantidad de na-
siduos de cisteina ,Higham Los nrealeiona con Los sitios capaces
de neaccdionar con el cadmio w otros metales ( In,Cu ) .En La
Fig.No. 26 se presenta un modelo de Los sitios de interaceiln

del cadmio y otrnos metales con Las protelnas .
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Fig. 26 Modelo de Los sitlos de interaccifn del
cadmic , cobre y zinc con Las pi0t ofnas
de Pa. putida.

Diversos {nvestigadores han obscrvado , que
coando  ggohenichia coli se desarrolla cn presencia de bajos
perno no téxicus niveles de cadmio , disminuye (§4-95 % } La
cantided de colondias formadas y sc detecta alteracibn en el
genoma bactenlano . Una vez que ef microcrganidmo se encuentra
adaptado a tos ifones Cdz' , La habifidad para forman cofonias
(CFU)4e .ned tauna y el genoma bacteaiano se nepara. En este
sentide Escherdichia cof{ ea un mi{croorganismos mhs activo que

Staphylococeud aureus y Bacillus dubtilis{ 137,149,150,151 ).
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4.3 MECANTSMOS DE TRANSFORMACION DEL ZINC.

EL 2inc es un oligoelemento necesdario
para £a formacifn de ciextas enzimas bactenianas (por ejem.Fos-
fatasa alecalinal, aunque altas concentraciones de este elemento
{nhibe el crecimiento de Los microonganismos{ 48,49,149 ).

Las sales de zinc son astaingentes , co-
rrosivas y débifmente antisépticas . Las sales sofubles mls Lo-
nizables como ef Clorune de zine , son muy Larnitantes y s¢ u-
san como eadcarfticos. EL Sulfato de zine se utifiza en fa con-
juntivitis que causa el bacilo de Morax-Axenfeld, M.lacunata
{ 80 ).

El zinc puede afectan La poblaciln mi-
cnobiana dinectamente debido a su toxicidad e indinectamente
debido a Eos cfectos del medio ambiente entre fLos cuales se en-
cuentran: Las alias tempenaturas, La sequia y el aumento del pH;
Lcs cuales promueven La foamacibn de oxido de zinc y cun ello
£a elevacibn del pH del suefo . Otro facton {mpcatante cs La
péndida de nutrientes , como consccuencia de La cual aumenta el
transponte de zine al {ntenion de La célula . La toxicidad de es-
te metal aumenta ¢n presencia de :Levadas concentraciones de
CLoruno de sodio ( 167 ).

La conceﬁzna¢£6n de zine en el medio am-
biente se efeva constantemente , detectahdose en Luganes cercanod
a fundidoras , suelos , Lagos , ndos , manes , scdimentos y aguas
de niego , Lo que ocaciona La acumulacibn del metal en plantas

y peces de consdumo humano, Estudicas nealdizados en el Man Medite-



radneo y nios de Otawa , demuestran que fa concentracibn de
zinc (820-846 mg/L} se encuentra arniba del nivel permitido
{0.1-0.6 g/£) en agua de mar y 10 g/& en agua dulce , Lo

que promueve La acumulacibn de este metal en peces de Limpor-
tancia econbémica , en Los cuales La concentracién es de 0,9~
14.7 mg/Kg | peso seco)( 5,123,176 ). Tambidn se encuentra que

en plantas de {mportancia en £La agricultura acumufan este me-
tal Pox ejemplo Kirham encuentra una concentaacidn de Zinc de
29 ppm en fjitomates ,153.3 ppm en cereales y 0 ppm en ¢l fri-
fot de soya { 25,123 }.

AL efevarde €a concentraci6n de zinc en
el suelo , agua , y sedimento , se desarrollan microorganismos
nesistentes a este metal . Joadan y Lechevalien estudian La con-
taminacidn por zine en suclos cercanosd a La fundidora de Palmenton,
Pen,,y relacionan el efecto de altas concentraciones del metal
sobre La microflona presente . Los i{nvestigadores muestrean el
suelo del honizonte A, , ya que evidencias (ndican que ¢l 90%
del Zine se deposita en el suelo (¢ se retiene hasta 15 cm de
profundidad { 117 ).

Las muedtras que se obtienen del suelo
se utilizan pana deteaminar La concentracidn del zime,pll , mate-
ala oagdnica , No, de michoornganismos viables y resistentes al
zine . La concentracibn del zine se deteamina pon especirofoto-
metaia de absercidn atbmica . la muestra se¢ taata con solucidn
de dcido Nltrico y Pereldrico ( concentrade) 4:1 . La solucién
sesultante se diluye con 500 mf de agua destilada y se detex-

mina La concentracibn del metal en el espectrofotémetro . Los



estudios demuestnan que £a conc. de zinc en el suefo cercano
a La fundidora e& significativamente alta [ 129,000-135,000
ppm ). EL suelo pmaakntu un pH elevado.

Para estimarn La cantidad de microorganismos
viables y nesistentes al zine , se utiliza La téenica de
cuenta en placa.EL medio que se requiere para La  cuantlfica-
cién de baetenias totales e agan YP(Extracto de Eevadura-
dextrnosa)l y para hongos y actinomicetos aga extracto Thin-
Pablum [Tbab) con neomicina {100 g/ml) .Para el aislamiento de
microonganismos nedistentes al zinc 4e emplean Los mismos medi-
048 suplementados con sulfato de zine,utilizande distintas con-
centraciones 3M,1000 M,6000 M para bacterias y 6 M, 200 M, 1000 M
para actinomicetos y hongos .Los cultivos se Lncuban a una tempe-
natura de 23°C dunante 4-10 dfas [Las cofonias de hongos y ac~
tinomicetos se {ncuban hasta tener un dfametro de 30 -80 mm).

Jondan y Lechevalien adslan una gran vanriedad
de micrnocrganisamos capaces de crecen en conc. elevadas de sul-
fato de zinc . La mayorfa de fos michoorganismos que sc aislan
ton actinomicetod y hongos . Entre Los actinomicetos sc¢ encuen-

tran : Stacptomyces sp. y Actinomadura dassonnilled,ambas cepas

son nesdstentes a una concentracidn de Znso4 de 1000 M.Entre Los

hongos adlslados se encuentiran Peniciffum sp.,Montiella ({sabelina,

Paecilomyces sp., Torula sp. y 8dellosponra 3p.,que resisten

hasta una concentracién de InSO, de 700 M [ 127 ).
Los Lnvestigadores Logran aislar e idenitlficar

a un sofo género bacteaiano , Baciflus sp. nesistente a
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1000 M de 2nS0y . Actuafmente se tienen infoames a cenca de otras

bactenias que poseen nesistencia a este metal:Alcaligenes entrophus,

Pseudomonas putida , Bacillus acidocaldarius,Cuntobacterium pusulum,

BaciLlus coagulans , Aerobacter aerogenes y Bacillus megaterdium.

Lod mecaniamos de nesidtencia de £as bacterias mencionadas al
zinc ¢ estudian actualmente( 98,103,252,253 ).
4.3.1 Mecanismos de Residtencia de Los microorganismos

Ohifa y Komau necdentemente obseavan,en algu-
nay bacteadias resistentes al zinc,la exidtencia de un deido ghaso
en La membrana celular ,el cual no presentan Las bactenias sensd-
bles a este metal. Para La realizacidn de este estudio Los inves~
tigadonres f{noculan 25 cepas resistentes al zinc en medio T que
contiene: trdiptona, extracto de Levadura , glicerol fosfato,sul-
gato de amonio , cloruno de caleio ,sulfato de magnesio , cloruro
de potasio , glucosa y cloruro de zinc{ld g/ml ). Llos cullives se
(ncuban g 30°C durante 24 horas y posteaionmente se mide La dendi-
dad 6ptica .la composicibn de Los dcidos grasos en £a membrana
bactea ‘ana s¢ reafiza por un método de cromatogradla gas-Liquido,
pana el cual , fas bactenlas se Lavan con agua destilada y e sa-
ponifican con una mezcla de metano-hidndxido de potasio al 15 3
a una temperatura de 70°C dunrante 4 horas.la suspensién saponi-
ficada que sc obtiene se Lava con &tea de petadleo y se analiza
por cromatografla gas-Liquido (. 98 },

De Las 25 cepas estudiadas , 19 poseen en
membrana celular un deido graso que se identifica como el dcido

w-CLclcheptil-undecanoico , Lo que indica que puede exd{slin al-



guna hrelaciln entre el dcido graso y La nesistencia al
zine., Dunante Los cstudios se observa que al incrementar La
concentracibn de sulfato de zinc , tambifn aumenta La del

fdcido grase presente en fLa bactenial Tabfa No. 21 .

Tabla No. 21 Efecto def zinc en el crecimiento
bacteriano y cencentracidn de deido
graso gonmade.

Concentaacifn de Crecimiento Porcentaje de ac.
Z{nc grase en {x membra-

viit) (%) na celfulat

0 100 46.1
0.1 98,7 59,8
0.5 7.6 72.0
1.0 §8.3 5.1
i.? 75.3 79.1
2.0 0.1 42.9

En ta tabla antetrion se obseava que
cuando el caecimiento disminuye , debido af aumento en La conc.
de zinc , el porcentaje de dcido graso presente en fa membrana
tambifn se {nchementa. Estos nresultados sugieren La posibili-
dad de que a c€lula microbiana sitetice el deido grnase cuan-
do adquierc La ncsistencia af sinc , por Lo que {a membrana ce-
Lulan es una i{mpontante banrera para £a penetracifn del metal
a fa cClula | 95 ).

A Ba exisdtencia de este deddo graso , en

bacterias acidofilas-teamofifas como : Bacillus aci{docaldarius y

Baeiffus coagulans , se antribuyen Las caractendsticas espe-

ciafes que mantienen Pa oaganizacibn y La integridad celular(1gg).
Estudios que se healizan con Escheaichia

coli , indican que Los {ones zinc se transportan a través de 114



La membrana celular por una via andloga al transponte del
magnes{o(253,2561 , postenionmente el zinc actda cn dos
ditios edpeclficos :

I. Cadena Respinatoria. Algunos {nvestigadones

suglcernen que L1 cadena resdpiratchia se in-
hibe a nivel de €a succinato oxdidasa
oxidasa, NADH , Lactato , §Laveprctelna y
citocrome b,impidiendo el trhansponte de e-

Lectrones( 19,210 }.

2. Thansporte de Fos4ato. AL inhibinse el

transponte de fodfato se inhibe fosfo-
nitacibn oxi{dativa « como consecuencia no
se LLeva acabe el transpoate de citrato,
glucosa y alanina a través de La membra-
na (210 | . Los datos {ndican que

I mM de ZnSO0, , inhibe de 34-58% et trans-

poate de 4os4ate

Para compreban ta inhibicifn en cadena
respinatoria de  ta Suceinate Onldasa ) ., Kasa-
hara , <{nocula Eschendichia coli w3092 cn un medlo complejo que
contienelpon Citne) : solucibn amontiguadona Trisi7.9 gl,clonu~
no de sodiol3 g) , fosfato fcido de potasio {2 g) , Suffato de
magnes.Lo hepta hidratado {0.25 g} , cloauno de caledol{0.011 g} ,
casaminofeidos (4 g) y glicenol(3 g} , con un pH de 7.4. EL

cultive se Lncuba a 37°C durante 24 honas en condiciones
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aenobicas . Postenioamente Las cClulas se Lavan 2 veces con
so0lucibn amontiguadona Tals-HCE {0.03 M, {rsial a pH8.0 . Les
microonganismos se utilizan para La obtencibn de csferncrlastos,
para Lo cual , £as bactenias se suspenden en La midma sclucd-
én  amontiguadora suplementada con Sacahosaal 20% para okte-

nen una densidad de 10"

ctlulas/ml . La suspensibén se incuba

a 37°C dusrante 5 minutos , postenioamente se afade simultdneamente
Cisozimal100 g/mL )} y EDTA (10 mM } , &8¢ mezcla y dc incuba a
37°C dutrante 40 minutos . Los esferoplastos se colectan pon
centaifugacién a 8,000Xg {teperatura de -20°C } durante 30 mdinu-
tos y se aompen Las cblulas pon un proceso de congelacidr-des-
congelacibn en cloruno de magnesio (5mM) . La suspensién cbte-
nida se trata con DNAasa pancredtica (20 g/lO”cétuﬂaal , de
ineuba a una temperatura de 20°C durante 30 minutos patc des-
puds centnifugan a 30,000Xg durante 30 min , con el objets de
obtenen {Las membranas citopldsmicas . Postendloamente se ietesmi-
na ed efecte del zine y otros caticones en fLa 2:tivi-
dad de ta enzima Succinato oxidasa utilizando un oximetno,
pana Lo cual € puecipitado obtenido (5.9 mg) se adiciconan
3.8 me de s0f. amontiguadona Thdis (50 mM} pH 8.0 . cloxu~c de
magnesiol] mM ) , y digerertes concentraciones de caticnes di-
vatentes {tabla No. 22 ) , y como sustrato succinato sidico
{20 mM | , £a mezcla se incuba a una temperatura de 25°C du-
rante 5 min, con agitacdibn vigorosa y finafmente se mide el
consume de oxigeno . En estas condiciones £La actividad de Lla

succinato oxidasalcontrol) es proporcdonal al consumo
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de oxigeno | 5.3 mmol/min) . En La Tabla No. 27 se observan Los

resultados que sec obtienen de este estudio.

Tabla.No.2? Efecto de Los {ones divalentes en La actividad
del S{stema Succinato Oxidasa.
Cencentracibn de Los Porcentaje de
cationes divalentes inhibieddn
(mM} (%}
Zn804 0.01 17
0.1 100
1.0 100
ngee, 0.01 61
0.1 1460
cdce, 0.1 51
CaCZ2 0.1 21
CoCZz 0.1 6
MnCiZ 0.1 4
En La tabla anterdicr se obsecava que
Los fones zine y mercurdo inhiben completa 0 parcialmen-
te 2a actividad de La Succinato Oxidasa . La disminucdibn

en el consume de oxigeno es de 68-90 3 , cuando d¢ utili-
zan como sustratos NADH{O.5 mM} y Lactate (10 mM }( 121 ).

Pana demostran el segundo sitio de {nhi-
bicibn en cadena arespinatonia , Nicholls trabaja con particu-
fas submitocondnéales , Las cuales se obtienen por centilfu-
gacibn a pH 7.4 . Pon espectrofotometria se obsenva el efecto
de Los Lones zinc sobrne Los citocromes b , ctey y  4favoepro-

tedna {Fig. Mo.27 .
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Fig.No. 27 Efecto del zinc en el cstado de reduccibn
de Los citocromo b,uc, , 4 §Lavoproteina,

En La {Lgura anterion se observa una

disminucion en &ed niveles de oxidacdbn del citochomo b y
La actividad de La fRavoprotelna se hreduce al 100% , £o que
indiea que ef sitio de interacedlén del zine es a ndivel de
4eavoprotedlna | 470 - 505 nm ) y el citocromo b ( 563 - 575nm)
Los mismos investigadores indican que cuande fas particulas
submitocondrniales se encuentran en presencdia de antimicina
se observa un {ncremento en La reduccibn del citocromo b y
una disminucibn en fa reducciln de {Lavoprotedlna { 164 1},

Evidencias {indican que afgunas bacte-

nias nesistentes al zdine tienen La propiedad de neducir este
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metall 164 ).
4.3.2 PLdsmidos que codifican resistencia al Zinc.

La resdistencda de Loy microongandsmos al
zdne sc relacdona con fa presencda de pldsmides bactendanos.
Sifver y Tapan helacionan &a nesdistencia ail zinc con La det
cadmio ,ponrque £0s microcrgandsmos que hospedan €cs pldmidos
pT258,pPRN20TS,pR254 y pPlT1147 ,presenian nesdistencia a ambos
metales , Lo que indica que Lob genes CadA y CadB o bien un
gene cercano , premueve La resdstencia al cinc. Las  rigur-s Mo,
28 y 29 presentan Las curvas de caeedmiente de S.auncus | cada*

CadB’) , a distintas concentraciones de cd?? y .
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Fig.No.29 Cuavas de erecimiento de Staphylococus
aungus sensible y AZALAECHZE -
al Cadmic ,que presentan nesistencia

al zince,

En Las {igunas anteniores se¢ muestran

Las curvas de crecimiento de Staphylococcus auneus 6538P(sensi-

ble at cadmio), AWI6 ( cadA®) v AWI6! { CadB).La figura demues-

Zha que fas cepas que poseen los genes CadA y CadB , también

presetan nesdistencda al zincl 173,186 ),
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4.4 MECANISMOS DE TRANSFORMACION DE LA PLATA v SUS
DERTVADOS

Durante miles de aiios , La plata se emplea
en La medicina , y adquiene fama cuando Pacclso{Teofasto Bom-
bast Von Hohenhedim, fundadon de La medicina experimental) fLa
recemienda para el tratamiento de enfexamedades del sistema ner-
vioso. Antes del descubnimiento de La penicilina ,el nitrato de
plata se utiliza en 4fonma tépica para La profibaxis de La 0ftal-
mit{s Gonococcica Neonatal y en el tratamiento de fa Epilepsia,
ccasicnalmente el nitrato de plata {al 0,5% ) se utifiza para
el trhatamiente tépice de personas con quemaduxas [ 31,40,80,61,
§2,139 I

Las sales de easte metal 4Lnhiben 2a actividad
de {as enzimas que contienen grupos sulfhidriles ,probablemente
debido a fa neaccidn del i6n angéntico con €os grupos -SH.Sin-
embango , no tedos Los eiectos de Las sales de plata se pueden
atribuin a esta reaceddn . EL (6n plata tamb.ién s¢ combina con
algunas fraccionecs bCUZJgicamentc impontantes , como £os grupod
amine ,imidazol , carboxilo , v fosfate. En elevadas concentra-
ciones provoca Lesienes de las membiranas y Las estructunas <intra-
celulanes , ademds de desnaturalizan Las proteinas ( 47,80 ).

Actualmente of nitrate de plata y Los com-
plejos proteina-plata se usan come antisépticos y geamiciday
{ 138 }. Agunos infoames indican que Ca ingestidn de una sal
soluble de plata en concentracddn suficientemente afta ,paovoca

2a cornosibn de La mucosa deld sistema digestivel 371 1},



En €os dLtimos aiics aumenta notablemente
La incidencia de microchganismos que presentan resdisiencia a
altas concentraciones de nitrnato de plata{ 11,96 V.Los
mismos se alslan ,grecucntemente de pacientes hospitafiza-
dos {econ quemadunas y traqueotomfas)

Hendny y Stavart aislan microorganismos ,
Gram poaitivos y Gram negativos hesistentes af nitnato de pla-
ta, de sccnecdiones de engenmos del Hospital de Halminton ,Canadd.
Las mucstras de secneciones s¢ {nccufan en agan Extracto de fLe-
vadura -taiptonal TYE } con diferentes concentracicnes de nitra-
to de ptata (0.05 ,0.1 ,0.25 y 0.5 mM ) y de {ncuba a una tempe-
natuna de 37°C dunante 24 honas .Lod nresultados se muestran en

La Tabla Ne. 23

Tabla No. 73 Sugeeptibilidad de £os microonganismos a digencn-
tes concentraciones de Nithato de Plata.

Microorgandamos No.de cepas Creedimiento { $ )
aisladas Concentracidn de AghO, (mM
0 0.05 0.1 0.25 0.50
Gram
negativo 178 100 97.12 87.6) 62.4 0
Granm
potitivo 253 1c0 99.46 77.1) 37.5 2.4

En La tabla antenion se obsenva que Eod
michoohganismos Gram negativos 4on mds nesistentes al nitrnato
de pLata que €038 microcrganismos Gram positivoes .

Posteriormente 4se nrealizan phuebas para fa
identificacibn de Los microonrganismos aislados . A contiawacién se

.ennumeran Los michoorganismos identificados:
ree”



KLebsiella aenogenes Diplococcus pneumondiae

Entenobacten aehogenes - Staphylococcus aitreus
Bactendium amiratum Staphylococcus epideamidis
Keebsiella sp. Streptococcus faecalds
A. anitratus Pseudomonas aeruginosa
Precteus spp. Acinetobacten spo.
Sennatia spp. Entcenobacten sp.
Haemophilus inflenzae Ktobsiella pneumondiae
Entenobacten cloacae Eschenichia cotd(Lac”
Proteus minabilis Citrobacter freunddd
Klebsiella azoenae Safmonefla typhimunium

Los estudios cstudlsticos hreatizados hasta
1974 4indican , que el 90 % de Las cepas aistadas son nresisten-
tes al Nitrato de plata .Stewant y Hendny aisfan microorganis-
mos hesdistentes de secneciones de traqueotomias y quemaduras

Los nesultados se presentan en £a Tabla sigudente

Tabla No.24 Relacidn de michoohganismos nesistentes al Nitra-
to de platal0.5mM) aislados de secreciones de
traqueotomias y de quemadunas

Hicrovrganismos Secneciones de:
aisbados quemaduras trhagueotomi{as

3

Keebsiebla pneumoneae
1

Entenovbacfen cloacac
Eschendichia coll
Eschentchia coll NFL
Proteus miiabilis
T{frobacTer freundid

— - e

Los datos de fa tabla anterdion indican que

existe un mayor ndmero de microorganismos nesistentes ab nitrato
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de plata en secreciones de quemaduras que de traqueotomifas .
La mayonda de Los michoorganismod resistentes af nitrato de
plata , tambifn poscen nesistencia a otras sales como : Sulfo-

diazina de plata y Benzoato de plaza

4.4.1 Efecto de Los {ones Plata en el metabolismo de

04 microorganismos.

Los fones plata son altamente +LGxicos pa-
na 08 microorganismos debido a que inhiben £a oxidacién de La
glucosa , glicerol , fumarate , Succinate , y U,l-factato.En
Echerdichia coli se inhibe el transponte def succinato a través
de La membrana celufar , La enzima GEutamato deshidrogenasa (de-
pendiente de NADP) y cadena respiratonia ( 1§ ),

Informes recientes indican que fa cadena res-
pitatoria se {nhibe a dos nivelfes: EL sitio mds sensible se Lo-
caliza entre el susirato que i{ntenacciona con cadena respirato-
nia (NADH o Succinato deshdidrogenasa )} y La favoproteina . €L
segundo  nivel de inhibicibn se encuentra entre el citocromo b y
el citocromo a,( Fig. No. 39 ) o19,124 ).

EL trnansponte de fosfato extracelular e intaa-
celulan tambifn se Lnbite en presencia de Lones plata.W.J.A Sch-
reuns nealdza estudios con dus cepas de Escheaichia coli K-12:
ANT10 que presenta el sistema de transponte PLt{ sistema de
transporte de fosfato) y ANIOES que presenta el sistema de trans-
porte Pat | sistema de transponte especlfico de fosfato)l 197

2072 ). las bacternias se desarrollan en un medio que contlene :

K,HPO ((30mM}, NaH,PO, (20 md ), HagSO, (0.4 mM ) y (NH,),SO,
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Fig.No. 30 Representacién esquemdtica de La
cadena respinatonia de Eschenichia cold

{ 8 mM ) , suplementado con ziaminal 3 M), 2,3-dihidroxd-
benzoato { 10 M) , argininal 1 mM ) ,glucosa ¢ succinato{ 20
nM ) , fesfato nadioactivc(Pszl y diferentes concentaaciones de
nithato de plata . Los cultivos se L{ncuban a una temperatura de
37°C , con agdtacibn dunante 12 horas , postenionmente sc colec-
tan  por centaifugaci6n y el paquete celulan se nresuspende en una
s0lucidn que contiene : Trietanofamina-HCE(S50 mM }, KCZ{15 mM ],
(NH4 )2304 (10 mM |, MgSOy [ 1 mM )} , suceinatol 5 mM )} ¢ glu-
coda { ImM ) y 4osfato nadioactive | Psz), se incuba en agitacifn
a una tempexatura de 37°C dutante una hora y se mide {a abson-
bancia a 660 nm. Despues de medin el transponte de PL , a Los
cultive s se Les -adicdiena bromuro de potasic { ¢mM )} para hemo-
ver el exceso de Lones Ag+ y se mide nuevamente absorbancia .

Los nesultados de este estudio se presentan en Za Tabla No. 25



‘Tabla No,25 Inhibiceibn del transponte del fosfato ¢
§684or0 inonglnico por Los Lones plata .
Cepa fuente de adicibn de Concentracidn de
enengla KBxr AgNO (MM ) panra
Lmi ) inhibin:
50 3 90%
ANT10 Suceinato 0 1.2 3.7
4 1.7 8.6
Glucosa 0 2.6 4.7
2 3.3 12.6
ANTO8S Succinato 0 3.3 50
2 7.6 7%
Glucosa 0 4.0 71
2 12.0 96

En La tabla anteniotr sc¢ observa que se nre-
quiene mayor cantidad de fones plata parna Lnhibin el thraspoate
de fosgato de La cepa ANIO0SS. Dunante estos eatudcos se demues-
tra que el tratamiento de fas células con nitrato de plata in-
hibe en ambas cepas microbianas el transporte de fosfatos
{ Fig. No. 32 )

En Las gndgicas de €a Fig.No. 32 se obsen-
va que af agregar Los Lones plata decrece el transponte de fos-
gato y aumenta cuando se agrega el bromuro de potasio{210 ).

Los Lones plata modifican La pewmeabilidad
de fa membrana celular , Lo cual causa £La acumulacibn de proldi-
na , glutamina , manitol , succinato y £a excrecibn del fosfa-
to esteaificado ; ademds neacciona con Los grupos sulfhidallos
de 2as protelnas ,colapsa a fuenza promotora de protones ,Ln-
hibe algunas enzimas bactenianas dependientes de NADP{GEutama-

to deshidrogenasa) y acta & nivel de cadena respinatonial 19,210},
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Thibicién del thansponte del ﬁoasono(P”)
por adicifn de Lgnes plata {AgNO; ZopM g
KBa  2mM ).



Estudios que nealiza Bragg con Echerichia
coll indican que Los iones plata inhiben cadena respinatonia en
dos sitios: el primeno se encuentra entane NADH o succinato ¢

flavoproteina , y el segundo sitio de inhibicifn se presenta

a nivel de citocnomo b y citocromo ag. Los sitios de i{nteraceddn
de Los iones plata en cadena respinatoaia se pueden estudian
con el uso de Hidrosulfdito de sodio{Ditionita) y se observa su

efecto en presencia de diferentes concentraciones de nithato de

plata ( Fig.No. 33 Fororgg.
v ~—
fn
100,
by
a
s0 ) z
z o 6.5 M AgHO g 13 UM AgNO 5 86 UM AgNO 5
8 b
2
=]
w
3
50 -
a2
o 13 p:‘ Ag N.°5 28 ‘uan{)3 _86 (L] foNo,
0 10 20 10 20 0 10 20
MINUTOS
Fig.No. 33 Efecto de difenentes concentraciones de AgNO

sobre Los diferentes componentes de La cadena
nespinatondia en c€lulas completasla-c} ¢
membaanas( d-§).

128



En Las grdficas que se presentan en £a
§<guna anterdior se observa que a una concentracibn de 13 UM de
AghO, , se induce La oxidacibn del citocnomo a,( Fig.No. 34 |,
Cuando Za concentracibn de Los <Lones plata es mayorn | 26 y 66
MM de AgNO g | se induce La oxddacifn de fa §lavoproteina y

el citocromo by,

>

Fig.No. 34 Efecto det nitaato de plata en ef cstado
de oxidacibn-reduccién del citececromo ay.

La figura anterion muestra una serie de es-

peethos de aeduceibn en Los cuales se observa el efecto de fa
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plata sobre el citocromo ag.

Cuando fa concentnacibn de nitrato de plata

es elevada ,y el sustnato y el oxdgeno se consumen totalmente

, 4¢ puede obseavar el efecto de Los iones plata entrne NADH o

suceinato y el citocromo byl Fig.No. 35 .

I Minste

Fig.No.35 Efecto del Nitrato de plata en fa reduccifn

del citocnomo b, , en membranas .

En La figura anterion se obseava que £o0s

{unes plata actdan a nivel def citocreme b;. Esta inhibicibn es

proporcional al aumento de fa concentaacidén de plata .

Estudios neclentes Lndican que Los iones

plata pueden inhibin un 80 $ de £a cadena respiratonia [ 19 ).
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4.4.2 PeAsmidos que codifican nesistencia a fa plata .
Diversos <nvestigadores sugieren que La nre-
sistencia de Las bacterias a £a plata , se nefaciona con La
presencia de pldsmidos [ 19,49 "), Los cuales se tnansfienen
de una bacterda a otra por medic de conjugacibn . Para compho-
ban que fa nesistencdia se puede transfendin pon conjugacifn,

McHugh utiliza como bacterdia donadora Salmonella typhimunium

{Ag™) y como necipiente una cepa de S. xgghimuniumtleu'sa,nac“l,
ambas cepas se (noculan en caldo TYE y se 4incuba a 37°C durante
2 horas . Para adlslar La cepa transconjugante ,La mezela de con-
fugaeidn  se inocula en aganr mindimo adicionade con fLeucina
{80 g/mf ) y dcido natidi{xico .Para comprobar que £a cepa trand-
confugante c¢s nesdistente a €os {oncs plata , se {nocula en me-
die selective con nitnato de plate , en el cual se observa
el crecimiento de La thasconjugante obtenida . Los investigadones
demued tran que &a frecuencia de conjugacién entre Las bactenias
utilizadas en el estudio es elevada [ 3.6 XIO'Z) y muy frecuen-
temente £Las cepas transconjugantes asquienen resistencia al menr-
cunio y a La plata { 96 }.

Fosten y col. aislan de Eschenrichia coll el

pe&smido pMG101 y de Salmonella typhimunium c€ pMGH,ambos plds-

midos se¢ transfiexren por conjugacdbn . Cuando Los microorgandis-
mos se fnoculan en medios con difencntes antibibticos y meta-
Les , Los (nvestigadores encuentran que Los pldsmidos antes
mencionados codifican nesistencia al mercurio , plata ,genta-
mécina , ampicifina y sulfonamida ,Lo que f{ndica que Los plds-
midos confieren mdaltiple nesdstencia a La bacteria transconju-

gante [ 49,96 ). 131



4.5 MECANTSMOS DE TRANSFORMACTION DEL CROMO,COBALTO
Y NIQUEL.

Metales como ef cromo , cobalte y niqueld
s4e encuentran en pequefias concentraciones en fa natunaleza,sin-
embango , al alteranse su concentracibn en el ecosdistema, causan
efectos nocivos en microorganiamos , animafes y humanos (68,229,
Recientemente M.A. Salamanca y colabonradores , deteaminan La
concentracibn de niquef en €a Bahfa de Concepcidn (23.7 ppm),
en La Bahia de San Vicente (45.6 ppm) y el Goffo de Aranco
{17.5 ppm}.Llas concentraciones encontradas sobrepasan el nivel
méximo peamitido | 203 }.EL metal antes mencionado se detec-
ta también en La Laguna de 0stién en Coatzacoalcos ,Veracruz,
en donde £a concentracibn determinada hasta el aiio de 1986 fLuc-
tda entre 24 - 85 ppml{ 68,183 ).

La econtaminacibn per mercurio y plomo es
mayon que La causada por el nlquel ,cromo y cebalte ; de cual-
quien manera , concentraciones elevadas de estos metales son de

atan {mportancia debide a Los grandes problemas ecolfgicos
que ocasLonan(lé, 68,214,269 ).

En ¢t hombre , el cobafto bloquea (€a accibn
de cientas enzimas que {ntervienen en el transporte de hieano,
produciendo una disminucidn en Los enitroeitos y como consecuencia
Hipoxia 4ntracefulan . En clevadas concentraciones ,ef clonunre
cobaltoso deprime La produccibn de enditrocitods y causa cianosis,
insuficiencia cardiaca , malestar general ,anorexia , fatiga,

coma y muentel{ 38,80,222 ).
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Algunos investigadores sedalan que cuando
Los {ones cobalio y nlquef se encueniran en efevadas concetra-
ciones (0.1 - 1 mM |} ,inhiben el transporte de Los iones mag-
nedio en Escherichia coli , ademds sustituyen af magnes<o
promoviendo su expulsibn intracelufan ¢y exdiste una acumula-
cidn de cobalto y nlfquel, Lo que Lndica que ambos metales don.
{nhibidones competitivos del transponte de magnesiol 254 ),
Los estudios que xealizan Nelso y Kennedy demuestran que el
desasnollo de Eschenichia cold A324 , se Lnhibe en presencia de
bajas concentraciones de coballo y ausencia de magnesio , en
cambio en su presencia disminuye ef efecto Letal del cobalio.
EL cobalto se taansperta a través de membrana celulan por el
sistema nesponsable del transpoate def magnesio ,y se acumula
intnacelulanmente por un proceso dependiente de cnergla y tem-
penatura {145, 252 ). EL egecto de Los <ones Cobalto y niquel

¢s similan en Entenobacten aerogenes , Neurosdpora crassa y

Bacillus megateriuml 953 254 ),

EL niquel , tambifn inhibe el transponte de
azdcanes a través de membrana cefular , debido a La interaccibn
(cambio conformacional) entre Los fones niquelosos y el fosfa-
to presente en €a supenddicie cefulan . Divernsos Lnvestigadores
han observado que fa {nhibicifn de este transporte se acentda

con el incremento de £a temperatura y La concentracibn de Los
{enes Ni.z’( 221 ).

En afgunos Luganes donde La contaminacifn

pon cagmo , cobalto y niquel es efevada , se alslan michoorga-

nismos hresdstentes a estos metales . Esta resdistencia se adquie-

133



ne poa medio de pldsmidos , Los cuales se estudian actualmen-
te (69,214 ),

Los microorganismod resistentes al aobalio y
niquef , no LEevan acabo La transgonmacidn de ambos metales,
en cambio Los microorganidmos resistentes al cromo nrealfizan £a
trans foamacibn del metal como un mecanismo de resdsdtencia .AL-
gunos {nformes seialan que cientas bactendias son capaces de
metilar elf caemo(11}) y obtener metilcromo , que c& muy Lined -
table y ncacciona formando cromol{I11) y metano . Estos micro-
crganiamos ntilizan como donadon de grupos metilos a La metif-
cobalaména (194 ). Otrnos estudios (ndican que algunos micro-
organdismos son capaces de neducin al cromo{IV) que es altamente
téxdico ,a una forma de menon toxicidad,el crome{l1I11).Estas taans-
formaciones e confiercn pon medio de pldsmidos {214 ).

4.5.1 PLAsmidos que promueven nesdstencia al cromo ,
niquel y cobatto.

Andlis (s de sedimentos del rfo de Hudson,
Nueva Vonrl ,dndican £a existenedia de una efevada concentiacibn
de cromo , chromato y dicromato. De estos sedimentos ase aislan
michoonganismos nesdistentes o se {dentifican Los sigulentes

génenos baceternianos: Escherichia coli , Pseudomonas aehugino-

sa y Pseudomonas fluonescens.Todas Las bactenias anteriores son

porntadoras de pldsmidos que codifican resdisdtencia al cromo y
cromato | 16,25 ).
EL procedimiento que se utiliza para el ais-

Lamiento del pldsmido de Pseudomonas fluorescens a partin de

Las bacterias nesistentes al cromo y cromato esd el siguiente :

Los microorganismos e inoculan en caldo Vogel~Bonnea{VB} adi-
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cionade con chomato de potasio (2,500 g/me) y sec incuba en
agitacibn a una temperatura de 30°C dunante 24 horas (Za den-
sédad def cultivo microbiano debe de sen de 30 - 200 unidades
Ktett)., EL cultivo bacteniano se fLava 2 veces con 40 ml de s0-
Lucibn TE, posterioamente 8¢ afade Pronasa B(500 g/m) y do-
decil sulgato de sodio al 1% , se incuba a una temperatunra de
37°C dunante 45 min y sc mezela durante 2 min . EL matenial
genético bacteniano se desnaturaliza en condiclones aleald-
nas  anadiendo NaOH (3N] hasta alcanzar un pH de 12,1 -12.3 y se
agita dunante 10 min , despuds se e adiciona solucibn amorti-
guadora Tals [ 2 M,pH 7 ) para disminuin el pH a 8.5 - 9.0

gy se agita dunante 3 min . EL DNA extracromosomal se extrae can.
una solucién de 4enof-cloruro de sodio(l:1) y se centrifuga a
100G - 1500 X g durante 5 min. La fase acucsa se extrae con 600
ml de una solucifn de clonroforme- alecohol isoamilico (24 : 1)
y ae Le aiade fosfato de magnesio (3mM) y af:ohol etilico fadlo
al 95% para precipitar el DNA y concentrarlo {a una temperatuna
de -20°C dunante minime 2 horas) , ¢ se centaifuga a 6000 g
dunante 5 mén . EL sedimento se suspende en EDTA (0.1 M, 4°C)
dutante 24 honas . Del diaflizado 4e toma una allcuota de Smé,
y se Le afade cloruno de cecsiol 8 g} y 0.6 me de bromuro de etidio
110 mg/ m¢ de agua destifada} ; La soluciln se centrifuga a
35,000 apm a una temperatura de 14°C durante 50 -70 horas AL
teaminan el tiempe de centrdifugacdbn ase cbseava una intensa
banda que pentenece af DNA extracromosomal . EZ ONA del pldsmi-

do se purifica por electroforesis en gel de aganosa. EL plds-
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mido aislado se identifica como pLHBI y es transfernible pon
confugacibn a Escherichia cold ACS0{ 16,49 }.
De La misma manena se Logran aislan pldsmi-

dos de Eschenichia coli ,Pseudomonas aehuginosa y hecientemente

de Stnreptococcus Lactis| 59,173,226 ).

Summensd y Jacoby nealizan estudios con una

colecedibn de pldsmidos alslfados de Pseudomonas aeruginosa de

suelo y aguas nresiduales de hospitales( 34,92,93,94,95, 173,215,
216,218,219, ).Llos Luueatigadoaéa encuentran que fas ce-
pas que hospedan pldsmidos que confieren nesistencia a antibié-
ticos ,toleran cienta concentracibn de cromate de sodio. De to-
dos Los pldsmidos utilizados en el estudioc , s¢ observa oque el
pldsmido pMG6 es el dnico que conficnre nesdistencea al cao-
mato (Tabla No. 26 } perv no al nithrate cabmico. En La Tabla
No. 26 se muestra La Lista de pldsmidos de Ps. aeruginosa que
se utilizan en el estudio. Los michoorganismos que hospedan al
pldsmido pMG6 nesdsten clevadas concentraciones de cromato

{ 50 mM) . Este plésmido también promueve La nesdstencia al men-
cunfo { 34,214,225 }.

Estudios neatizados con Pseudomonas aeruginosa

puz! , demuestran que cuando La bactenia hespeda al pldsmido PMGé
es nesdstente af caomato do sodio , en cambio 34 e& microonga-
nismo hospeda otno pLdsmido como ef pMG! no muestra resistencia

al compuesto mencionado anteriormente [ Fig. No, 36 ).
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Fig.No. 34 Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa PUZI|e
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),

PU2T (pMGT ] ( @), 4PUIT(PRGE | , en presencia

de cromazo de sodio.
Aunque atn ne ac sabe cual es el mecanlsmo

de nesdstencia af cromo Yy chomato , hecdentes {nformes {indi-

can que en Staphylocpceud factis , fa nesistencia al cromato

se¢ nelaciona con p€dsmidos que pnamuevén £a feamentacidn de
ta Cactosa [pLM300T,pLKZ201,pLM2]03, pLMZO0T, pLH2]1 0], pLMZIOL &
pLMIBOT]. Estos pldamidos gobleanan ciento mecanismo pon el
cual , disminuge La pexmeabllidad de ta membrana celulan, y
no penetra el chomato at Luggnéon de &a c€lula ( 59 },

Durante una Lnvestigacddn nvalizada en 43
tabonratonios de andlfisis bacterictbgices en clinicas Locafes
de Boaston, se alslan 14 cepas micacbianas capaces de desanro-
tanse en un medio de cultivo que contiecne 3x10°% N de cobaf-
to y niquel . Oe Las 14 cepas bactenianas aisladas , 80680 una
{dentificada como Eschenichia co¥d es capaz de transferin La

resdstencia a otrhos microorganismos como Safmonella Thyphimu-

alum{ 215,226 ).
Los genes que codifican nesdistencia al co-

- balto y niquef sc encuentran separados , ya que se han Lognra-
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Tabla No 26

Susceptibilidad de Los pldsmidos de Pseudomonas
aenuginosa al cromato de potasio,

Pedsmido grupo Fenotipo Conc. Minima inhibi-
Inc. tonia de Na,Ca0 , (mi)

RP4 p-1 CbKmTe 5
R30 p-1 CbkmTe 5
R68 p-1 CbCmGmKmSmTe Hgr 5
R527 P-1 KmSmSuTeHgr 5
R720 P-1 CoKmSmSuTcHga 5
R839 P-1 COHCmGmKmSmSuT eHgnr 5
RI033 . P-1 CbKmSuTcTmHgn 5
RP4-pMGS P-1 CHCmGmKmSmauTc 5
RP4-RPLIT P-1 GmSmSuHgrTerlly 5
pHGI pP-2 GmSmSuHtgaTerlv 5
pHG2 p-2 KmSuTmHgrPmaTen 10
rMGs p-2 CmGm&mSmSuTmHgrTen 5
PHGE p-2 CmGmKmSmSuTmHgnaTenCxa 50
RPLII P-2 CHCmGmSmSuTcHgaPmaTen 5
R3§ pP-2 SmSuTcHgrPmaTen 10
R39 p-2 SmSuTeHgrPmrTen 1o
KRé1 pP-2 CmSmSuTceHgrPmaTer 5
Rma 159 p-2 CinSmTeHgrPmaTen 5
R931 p-2 SmTcHgaTealv 5
CAM P-2 CamUvTen 5
pHé7 P-3 GmKmSuTmHgr 5
Ripé4 pP-3 CbCmGmSuTmHga 5
Ré679 P-4 SmSu 5
RIT62 P-4 SmSu 5
R5265 P-4 SmSu 5
Rmalé3 P-5 CmSuTe 5
Rms 149 P-6 ChGmSmSu 5
Rms 148 p-7 Sm 5
Fre P-§ HanPmr 5
R2 P-9 CbSmSuliv 5
pM61E P-9 CbGmKmSmSuHgn 5
R91 ? Cb 5
RPI-1 7 cb 5
RPS ? cb 5
R716 ? SmHga 5
R310& p-2 SmSuTcHgnPmaTen 5




do aislar cultivos de Eschenichia coli y Salmonella £ hyphimu-

rdum hedistentes a uno de Los dos metales . Aungue se sefiala que
La nesdistencia al niquel y cobaltu se promueve pon plLdsmidos,
adn no se  presentan evidencdias de su alslamiento e L{dentdifi-

cacibn( 216 ).
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45 MECANISMOS DE TRANSFORMACION DEL COBRE .

Las sales del cobre se usan extensa-
mente en La agriculitura como fungicidas ,siendo esta La causa
de su acumulacibn en el suelo y de ahi en vegetales.l 80 ).

Recientemente OQsuna-Pdez nealiza estu-
dios en La Laguna y playas cercanas a Coatzacoaleos,Veracruz,
en donde se encuentra que ef agua de Los Lugares cercanos a fLas
indus trins del petnéleo cstdn contaminadas por una gran varie-
dad de nesiduos quiﬁicoa,eApaciulemnte hidrocarburos y metales
pesados. Entre Los metales pesados detectados , el cobre es uno
de Los que de encuentaa en mayokx concentrhacibn {15.0-41.0 ppm en
agua y 2.58 g/g de auclo secoll 183 }.Cons.tantemente 4se
aistan de catos Lugares michoorhganismos resdidtentes a esdte metal
{ 53,167 ).

An no se sabe 84 L0s microorganismos
pueden thasformar el cobre § sus sales en fcumas menos tbxicas.
Existen evidencias que {ndican , que La resdstencia al cobre
y sus dexivades se relaciona con pldsmidos , Los cuales so edtu-
dian actualmente | 83,104 ). La nesistencia a este metal tam-
bifn se obsenva en halobacteris , de Cas cuales ¢l 75% hos-
pedan por Lo menos un pldsmido y en afgunas cepas se detectan
de 3 a 4 ptdsmidos .Tenaz y Luke nealizan estudios con 4 cepas
de Escherichia cofi (RJ95,RJ94,RI92,yRIG3)nesistentes al sulfa-
to de cobre {20 mM) , y aislan de ef&as un pldsmido por electro-
foresis en gel de agarosa que desighan como pRIT1004{78,000 mega-
daltons}, que promueve dicha resi{stencia . Este pldsmido es ca-

paz de thansmitinse por conjugacibn y presenta incompatibilidad
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con Los pl.dsmidos que pentenecena fos grupos de Tne.12{pRI44dnd-
3,pR648 ¢ pR64dad-110 y K (pR3E7TI{ 235 |,

Estudios que se realizan con el pRéamido
pRJI1004 nevelan que en Escheadchia cofi K-12 confiere un incre-
mento en La sensibilidad al zine , y efeva fa nesistencia a
Las nadiaciones uliravioletas , pero no codifica nesistencia
pata antibioticos , ni se nefaciona con La residtencia a otnro
metal pesado.

Tahihana y col. nepontan {a exdstencia
det ptdsmido RTsL que s¢ aisla de una cepa de Proteus vulgarnis
Pml7 pon electroforesis en gel de poliacrifamida . Este plds-
mido se transfdiene pon conjugacibn a Escherichia cold K-12 y
promueve resistencia a fa Kanamicd{ina . Su thasferencia por confu-
gacifn es sensible a £a temperatura { 104 ).

Estudios recientes revelan La existencia
de una protedna T [sensible a fa tempenatura | g una DNAasa ex-
thacelulan en £a membrana cefufar de Las bacterias que hospe-
dan af pldsmido RTsL . Esta protelna inhibe la penetracibn de
substancias hidnofilicas con bajo peso molecufaxr , en Las que
se incluye el cobre cu?®y . Lench sugiere que La protelna T
se nelaciona con Las cobre-metaloproteinas de Neurospora crassa.
Estas pnoteluad se encuentran presentes cuando Los micro-
organdismos se desarnollan en elevadas concentraciones de sul-
gato de cobre . Las cobre metaloprotednas contaibuyen a £a
desdintoxdicacibn del micnoonganismo y guncionan como donado-
nes de metales para Las enzimas que Lod .acquiener como cofactores

para su actividad enzimftica { 136 ). En La FigNa. 37 se pre-
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senta un modelo de Las cobre metalopnrotelnas de Neurospora chrasida.

Fig.No.37 Modelo propuesto de las cobre metalo-
proteinas de Neurospora crassa.
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4.7 MECANTSMOS DE TRANSFORMACION DEL MOLIBDENQ, TUNGSTENO
Y VANADTO.

EL Molibdeno es un metal que forma pante
de algunas enzimas microbianas , como por ejemplo; Eschenichia
coli requiene de este metal pana fa foxmacién de La enzima
nitrato neductasa (NR){ 149 ) y de molibdato pana Las enzimas
Fonmiato deshidrogenasa{FDH) ,Formiato oxidasa y el citucromo
b555. Enoch establece que Escherdichia coldi requiene de €a enzima
Nitrhato neductasta y el citocaomo bSSS para que s¢ desarrnolle
en presencia de nithatos en condiciones anaerabicas . Adn no se
deteamina 84 Ca Formiato deshidrogenasa contiene molibdeno 6
motibdato , pero se sabe que suegan un papel importante en fa
fonmacibn de esta enzimal 114,137 ),

Muchos {nvestigadores nepontan que en
Aspenguillus nigen el tungstenate es un {nhibidon competitivo
del motibdeno y adends antagoniza £a 4oamacibn de La enzima
Formiato deshidrogenasa y Nitrato reductasal 114,169 ).

AsZ como Los microorganismes necesdtan
de cdentas cencentraciones de Tungstenato 6 molibdateo , altas
concentraciones (10°% a 10°71) de estas sales <nhibe £a gon-
maeibn de La enzima Nitnato aeductasa y disminuye el Lrans-
2*)

ponte de magnesio | Mg a tnavés de membrana en Baciflus

subtilis y Baciflus megaterium . S{ ¢l tungleno de encuenthra

en altas concentraciones se i{nhibe fa enzdima Nitrato neductasa
en un 54% y La enzim® Foamiato deshidrogenasa un %6 % , Lo
que <{ndica que La enzima Nitnato neductasa @4 més afin al molib-

dato que La enzima FOH{ 252 ).
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EL Vanadio es un potente {nhibidon de

2+

£a actividad de £a Ca® - ATPasa de Eschendichia coli , Mgz*-ATPaaa

de Sacharomyces cenrevisiae y de La ATPasa de Neunospora
cnasdsa, la actividad de Las Ribonucteasas y Las Fosfatasas
dcida ¢ alealina se Lnhiben en presencia de Vanadato{s3,182 .
Bowman y Stayman sugieren que el vanadio puede actuar como
anftogo del fosfato { 17 ).

Algunos Lnfoxmes indican que cientos
micnoonganismos poseen resistencia al mofibdeno , tungsteno w
vanadio , perc adn no sc {dentifican <Los génercs microbianos
nd Los mecanismos que Lfevan acabo £os michoorganismos panra

nesdstin altas concentraciones de este metal{ 229 ).
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4.8 MECANISMOS DE TRANSFORMACION DEL PLOMO.
EL PLomo se encuentra distnibuddo en
La atmdsfena , tienna , océanos , ndos , Lagos , y Lagunas;
se puede absonber y acumularn en muchos tejidos animales
u vegetales{ 27, 250,269 ).
De todos Los metales pesados que se
conocen desde La antigiledad , el plomo es el dnico que
no tiene ninguna aplicacifn en La ternaplutica moderna. EL
uso de Lod compuesios del plomo como astringentes ha pa-
sado pon perlodos de aceptacibn y de rechazo en Los d2timos
dos siglos . Hoy, el plomo es con razén ,materdia no grata
en La terapéutica y so0fLo tiene interes en La toxicologla( 80
En €a Ciudad de México el plomo pro-
viene fundamentalmente del Tetraetifo de Plomo ,metal
usado en el Diesel como antidetonante . Hasta 1982 , el
nivel detectade de plomo en el Distrdite Fedeaal fue de
2.4 g/m® en un penfodo de 3 meses. Actualmente estos ni-
veles 4e rebazan Lfegando a cantidades alanmantes (27,269 ).
Cuando el plomo se inglere o se {nhala,
se acumula en a sangre , hucesos y tejidcs suaves ; como no
se excreta Ardpidamente puede afectan Los aiifiones , el sds-
tema neaviode y fLa produccibn de sangre . S4 La ingesta
es en altas concentraciones ,,, pueden presentan proble-
mas neunclbgicos , actardo mental y desondenes de conducta.
Lod nifios son especialmente susceptibles a Los daiios que

se paovecan en el sistema neaviodo central{80,250 ).



EL plomo , como Los demda metales pe_
sados , tienen afinidad por el azufre , y se combinan con £Los
grupos sulfhidnilos (-SH ) de &a cistesna, puede formar
complejos menos esdtables con otros aminoacidos de La misma
clase . Se cree que produce sus efectos mediante ZLa inhibicibn
del grupo -SH, EL hecho de que ef metal sec deposita en Los
huesos demuestra que ef plomo tiene otras aginidades 4in vivo ,
y senlo un eanch pasan por alte sus interacciones con Los
grupos carboxilo ,fosfonilo y quizd otros , al consdideran sus
posibles mecanismos de accibén . Cuando el plomo se encuentia
en concentracdbn de 10'3 a 10'4 M, puede Lnhibin algunas
enzimas que tienen grupos -SH ccmo : Fosfatasa atcalina ,
Geutamato deshidrogenasa , Transaminasa glutamico-oxaloacética,
Transaminasa Glutamico pindvica , Lactato Deshidrogenasa ,Son-
bitol deshidrogenasa , Acetil colinesternasa , Fosfatasa dcida,
d-Ala deshidrnogenasa , Aminopeptidasa, ATPasa, Anhidrasa can-
bénica ,Biafonasa , Fructosa 1,6 difosfatasa y Succinatc des-
hidrnogenasa, EL metal afecta £La estauctura de Las mitocondai-
as Y con esto el proceso de oxidacibn cefular , forma comple-
jos con Los grupos fosfato de Los nuclebtidos u dcidos nucle-
icos , ademds cataliza £La hidneclisdis del Trifcsfato de adeno-
sina (ATP ) { 249 ).

EL plomo inongdnico no atraviesa La piel
noamal , peno puede introducinse a través de abrasiones , en
cambio , Los compuestos ongfnicos , como ef Tetnaetif plomo,
atraviesa napidamente La piel intacia .

En Escherichia coli 4e obseava que el

plomo (sz' ) , inhibe La incorporacibn de La Leucina atl
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Acide Ribonucleico (RNA.). EL Tetnaetifo de plomo inhibe fa in-
corporacdibn de La glicina y glutamato , ademds de La sintesls
de proteinas. Estudios que se¢ nealizan con hamsters JLndican que
el plomo 4incrementa Las malformaciones de fetos{196}.En humanos
preduce thastonnos hemdticos como: Anemia , Inhibicibn de La 4in-
conporacibn del fieano y disminucién de La fragilidad osmbtica.
En adultos y animales que sufren intoxicacifn por plomo aumenta
ta hemoglobina fetal.

EL Plomo atraviesa La barrena placetania
,en estas ciacunstanciasd puede causar anomafias congenditas en a-
nimales ,afin no se Zienen Lngormes de Lenatogénesdis en el sen huma-
no. Sin embango, hay efectos perjudiciales en el feto { 269 ).

El exceso de compuestos Lnoagdnicos
y ongdnicos del plomo son téxicos para Los microorganismos .Los
compuedtos alquilicos se pueden biotransformar por Los micro-
organidmos .Los estudios realizados indican que el tetraetilo de
plomo es mds toxdico que el plomo thiet{fico y el tetrajfenilo de
plomo., EL cambio de un grupeo anifo o quapos hidroxifo neduce
su toxicdidad | 86, 249 ) .

Adn no se comprueba JLntoxicacién paten-
te pon contaminacién ambiental , pero La concentracibn corporal
de plomo en algunas pensonas que itrabajan en fundidoras o bien,

viven cerca de caareteras , nresulta excesivamente elevada.
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4. 8.1 Metitaci6n det Plomo .

EL plomo es uno de Ros metalet , que
el hombre Aintroduce con mayon frecuencia al medio ambiente,
como consecuencia 4e encuentra en aguas naturales , donde
precipita y se deposdita en Los sedimentos .

Los compuestos del pLome que se  en-
cuentran en Los sedimentos de ndios , se¢ pueden trhansformar
por microonganismos ,a compuedtos voldtiles como el Tetnra-
metil plomo | (CHS)JPb 1 207 ) JActualmente Wong y Chau
nealizan estudios sobre La metilacifn del plomo en sedimen
tos de Los Lagos Onanio, St Clain y Ende en Canada, Los in-

vestigadores toman muestras de sedimento (50grsi y de agua

{ 150 m& ) . Pana estimularn el crecimiento bacteanlano , a Las
muestras se Les adiciona caldo nutritive {0.5 % } , glucosa
(0.1% ) y &e bunrbujea nitnbgeno para creatr condi{clones de

anaerobiosis , Los cultivos se Lncuban a una temperatura de
20 C durante 2 semanas . En Los cullivos microbianos 4se
detecta pon  espectrofotometafa de absorncibn atbémica y croma-
tografia de gases , fa presencia de dos gases voldtiles que
se Ldentifican como Tetrametilen plomo (CHS)JPb y acetato
de Taimetilen plomo (CHslstOAc. S{ a Las muestras se Les
agrega nitaato 6 cloruro de plomo , disminuye £La concentra-
cidn de Los gases, [ 262 ).

Entrne Las bactenias aisladas e Ldentifica-

das por Wong y Chau se encuentran :

Pseudomonas_sp.
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Alcaligenes sp.

Acinetobacten sp.

Ftavobacterium sp. y

Aenomonas 4p..

Durante esta investigacdibn se comprueba
que al agregan al medio de cultivo bacteriano Acetato de
taimetiten plomo (10 mg) , despues de una Semana de incubacibn,
se defecta clenta concentracién de Tetrametilen plomo
{ 125 g) , Lo que comprueba que Los microorganismes pue-
den LLevan acalbo estd trensformacisr { 262 ).

Aun no se tienen infoames sobre el
mecanismo que realizan Los microonganismes para trans
gonman el plomo Lnongdnice en compuestos ongdnicos vold-
tites . Recientemente Jaavie y col. sugieren que el acetato
de thimetilen plomo juega un papelf {Lmpoatante en esta
biotrnans formacibn , se sugiere que este compuesto se requie
ne para que s¢ £Leve acabo 2a metilacibn del plomo { 11,207 )

EL proceso de metilacibn del plomo , es

dificil ,porque se¢ requiene de condiclones fLslcas,quimieds

y biolbgicas especificas para su realizacibn

4. 8. 2 . Inmovilizacibn microbiana def PLomo .

Los datos en La Literatura 4Lindican que
algunos microorganismes son capaces de inmovilizan af plo-
mo inongdnico cuando penétra en La célula {en el citoplasma), Ton-

nabene nealiza estudios con Michococcus Euteus y Azotobacten

sp. y encuentra  que cuando estas bacterias se desarnollan en
un medio de cultivo con Bromuro de PEomo (Pan2 2.2 mg/me}),
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Las bactendias inmovilizan 3.1x 102 mg de pomo pcx gramo
de peso seco . Se sugiere , que el plomo pasa a traves de fa
membrana 6 paned celular y se Lnmoviliza en el cituplasma

{ 149 ), ‘
Edwands , detenmina en que fraccdfn celus

Lan de M.futeus y Azotobacten sp. se {nmoviliza el plomo ,

panalo cualingeulan Los michoonganismos en calde Taipticasa
Soya , : . la sal de plo-
mo &se aitade a traves de una membrana de diafisis pea contac-
direeto con Las células. Los cultivos se incuban a una tem-
peratuna de 25 C con agitacibn . Cuando Las células sc en-
cuentran en fase estacionaria de erecimiento , £08 cultivos
se centrifugan y se Lavan con una soluciln de sales que con-
tiene poa Litno de agua destitada : Clouno de Sodic |9 g},
Sulfato de Magnesio { 0.25 g} , CLoruro de Manganese (1.8 mgl,
Sulfate de Cobre (0.08 mg) y Clorunoe Féanico {0. 005 mg}. EL
paquete celulanr se nesuspende en una so0fucddn que contiene !
sofucidn amontiguadona Trhis [Hidroxiamino etano 33 mH) Sacarosa
safo. 06 M), Risozima | 13,3 mg/me) , deidos  etdilendiamine
tetacbtico {(5.32 mg/mf ) . Posterionmente se centrifuga con
el objeto de obtenen graceiones separadas de pared celulan
membrana y citoplasma . De La graccidn citop&&sm(ca s¢ sepa-
ra por centrifugacibn  La membrana cefular . Se anafliza La
canti{dad de plomo en cada fraccibn celulan por andlisis de
espectrometnia de abscneibn atbmica . Los resultados se prg

sentan en La tabla No. 27,
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Tabla No.27 Distribucifn del plemo en Las Fracciones

celulares .
Fraceidn Celulan Concentracién de Plomo
Microcaccus Luteus Azotobacten Ap.
mg $ mg g
Paned celufan 1 9.5 11,505 37.6
Membrana celular 1,048 §9.8 18,833 61.5
Citoplasma 8 0.7 273 0.9

En La tabfa anterior se observa una
mayox concentracelfn de plomo en £a membrana y pared cefu-

Lan de Azotobacter sp. y Micrococcus Luteus. Edtos nesulla-

dos indican que 2 sistema microbiano esta altamente capa-
citado para acumular plomo inongdnico ¢ {nmovifizarlo ,ZLo
cual se asocia a La membrana cefulan y no a La fraccibn
citopldamica . Lla acumulacién e <{nmovifizacibn del plomo
poa s{istemas michobianos es de gran importancia en sistemas

acudticos , es decir , peces y moluscos [ 5§ )

4..5.3 Pldsmidos que confienen resistencia al plomo
Existen evidencias de que afgunos plds

midos de Staphylococcus auneus confieren resistencia a

compuestos L{nongfnicos de plomo como Los sigudientes pLésmi-

2b  gn.26ene™ , Bp-enc-27. Aun

dos ¥ ® JMeno-3 , B...eno
ne se tienen infoames a cenca de €a §isiologfla ,quimica 6
regufacibn de este proceso, ni tampoco 84 La resistencia de
208 microorganismes al plomo invofucre 4u trans foxmacién

quiméca | 229 ). 152




4.9 MECANISMOS DE TRANSFORMACION DEL ESTANO.

EL Estafio es uno de Los primeros metales
que utiliza el hombre pana hacer sus hennamientas de thabajo .
En Loa dltimos aiios el eastaiio se usa como protector de revestd-
mientos de acero , sofdadunas , metales y algunas aleaciones .
Los compuestos ongdnicos que contienen estado se usan come
estabilizadores del pléstico , Clorure de polivindil y para La
produceidn de insccticidas ¢ fungicidas . La mayonfa de estos
compuestos se introducen cn el medio ambiente a thavés de un
proceso quimico-biolégico( 263 ).

Los compuestos orngdnicos def estafio son
téxices para Eucandiotes y Procaniotes . Algunos esiudios ieda-
Lan que cstos compuestos pueden distribuinse , transfoamarse
0 transpontanse mediante microorgansimos . Estas biotransforma-
ciones fuegan un papel muy importante en el medio ambiente ya
que de esta manera el estaiio se transprita o moviliza en el ecco-

sLstema [ 85 ).

Recientemente se comprucba en 2a Bahia
de Chesapeak , que La microffora puede transformar el estaiio
inorglnico en compuestos onrgdnicos. Uno de Los michoonrgandis-
mos capaces de metilar e€ cstaio y transfoamanfo en Tetrame-
2ilo de estaio | CH3)4SH , (CHS)SSnH [ (CH3)2SnHZ es Pseudomonas
4p. .También se tienen {nfoames de que Lo microorganismos que
habitan en Los sedimentos de fa Bahla de Chesapeake son capa-
ces de transformar el estaiic (11] en estaio {IV) y posterior-
mente meti{larlo .Bacterias que se aisfan de muestras de sedimen-
tos de la Bahla de San Franeisco pueden convertix (CHsllsnOH

a Tetrametilo de estaio en codiciones anaerobias .



Los compuestos ongdnicos del estaio son
potentes inhibidores de cadena nespinatoria y como consecuenc
de £a fosfondilacibn oxidativall23) , ademfs catalizan el tra
porte de Los {ones hidrnoxilo(OH™) y clonuro (CL7) a travds de
La membrana  mitocondrial . En Eschenichia coli se obsenva que
el Cloruro de tributif estaiio {nhibe el transponte de Prolina
y Glutamina acumuldndose Lintracelularmente | 216 ).

Adn no existen infoames sobre cf mecanis-
mo de transfonmacibn del estaiio Linongdnico a compuesdtos ongé-
nicos . Actuafmente se estudian £2os microohgansimoes que son
resdstentes al estaiio y sus derxivados , para deteaminan s&i La
nesdidtencia y Las thansformaciones se confieren por medio de

ptdamidos o transposones .
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4.10 "MECANTSMOS DE TRANSFORMACION DEL ANTIMONIO,

EL antimonio guahda semejanza qufimica
y bicgbgica con el arsénico . En La antiglledad se utiliza como
medicamento y cosmético , y a principios del siglo XX , se
Lntroduce el uso de compuestos ongdnicos del antimondlo como
parasditicidas , fin pana el cual siguen sdendo dtifesl 60 ).

EL antimonio trnivalente fonma rfpidamente
tioantimonitos con Los grupos SH de Los constituyentes celu-
Lanes y el pentavalente forma tioantimoniatos , peroc no ae
sabe 84 La neaceibn  se venifica también in vévo .

Aunque se tiene La informacién de que el
mecanismo de accidn de Los antimoniales es su neaccidn con
Los grupos SH , esta suposicibn no se demuestra adn . Los
antimoniates (3%) inhiben ndpidamente algunas enzimas, ccmo
La Deshidrogenasa pladvica .

En Estados Unidos , es poco frecuente el
envenenamiento con antimonio , ya que este metal se usa poco
en La medicina gy en La ({ndustnia . En padlses cn desarnollo
Los antimondiales pentavalenies se usan en el tratamiento de La
Leahmaniasis, y Lo tnivafentes se usan en infecciones Hebminti-
cas y en el tratamiento del Granuloma i{nguinal ( 80,784 ).

4.10,1 Oxidacidn y Metilacibn del Antimonio .

Existe poca Lnformacdidn sobre La trans-

formacién  del antimonio , penro hay evidencia que <indican que

Iy rd
un nuevo género bacteriano Stibiobacten aseanarmontil ademds de

. +
Thiobaciflus fernoxidans son capaces de oxddan el antimoniol3 ).

Aparentemente estos michoongansimos utifizan fa reaceibn para
La obtencibn de enengla , penrc adn no se sabe cual es ef mecanis-
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mo de oxidacién del. antimonio { 229 ).

Parndis sugierne que el antimonio puede
metilanse biolbgicamente , es decir , por medio de miecroonganis~
mos , pero afin no se demuestra esta transfoamacibn, ni se tie-
nen {nformes de que microonganismos son capaces de realizar ta
metilacibn. { 184 ).

4.10.2 Peldsmidos que Codifican Resi{stencia al Antimonio.

Estudios que realiza Si{lven y Budd,in-
dican que fa nesi{stencia de Lca microorganismos af antimonic
trivalente se codifica por medio de pldsmidos. En Staphylococcus

aureus y Eschenichia coli el opeabn que gobierna fa resistencia

al ansenito y ansenato , también promueve resdistencia al anti-
monio y consta de 200 pares de baseas.

Evidencias bibliogrdficas indican que en el
pldsmido p1258 , el gene que codifica nresistencia al antimonio
estd sepanado de £os genes de arsendito y ansenato.

Summens y colabonradones , postulan que
Las bacternias que adquiencn ncesistenaia al antimondio exchretan
un agente quelante muy efectivo , capaz de atrapan cf metal pre-
sente en el medio, o bien , que el microorganismo tenga un siste-
ma excreton de cate metal| 224 }.la resistencia al antimo-
nio se nelaciona con £a nesistencin al cadmio, ardenato, y arse-

nito , pero no con su thansgoamacibn. { 229 ).
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5. MECANISMOS DOFE TRANSFORMACION DE LOS METALOIDES Vv
MICROORGANISMOS INVOLUCRADOS

Los metaloides son clementes quimicos
que poscen cieato caracter metdlico, es decin , companten algunas
propiedades con Los metales . Estos eciementos reaccionan de mane-
ra similar como Los metales de tnansicifn y tienen demejantes
propiedades toxico€égicas y farmacolbgicas( 138,263},

Enthe Los metaloides , el arsbnico ,telu-
nio y selenio , son de gran impontancia en La ecotogia ,debido
a que {recuentemente se encuentaan contaminande el ambiente y
ocacionan grandes problemas en La fLora y fauna de Las zonas afec-
tadas , as{ como para fa salud pdblica.Al ifgual que 2os metales
pesados , son thansformadod por michoorganismos en compuesdtos con
menon toxicidad , Lo que constituye un mecanismo de resistencia y
de desintoxdicacibn para Los microorganismos , que puede sen ui-
Lizado en el control de La contaminacibn ambientall 45,68,269).
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La mayonia de Los investigadones que estu-
dian £0s mecanismos de transformacibn de Los metales pesados
via michobiana , incluyen en sus estudios al arsénico,telundo
y sclendol 65,68,69,214,229,263 ).

5.1 MECANTSMOS DE TRANSFORMACION DEL ARSENICO Vv SUS
DERTVADOS.

EL ansénico es un elemento imporntante
en La naturaleza y biodegradable por micrconganismos ,puede
encontrarse en agua salada , dulce , sedimentosd ,nocas y suelo
l 20,65 1.

EL ansénico se emplea como agente tenra-
péutico y t6xico en fLa medicina desde e¢& aito 1000 A.C..Desde
el aflo 910 se usa como agente teraplutico contra Taypanosoma

causy y Spirochaeta spinalis , y hasta 1960 se demuestra que el

arsénico es carcinogénico para Los animales y el hombne,Actual-
mente este metal y sus deadivados ,se usan para a fabricacidn
de pigmentos , insecticidas,henbicidas ,aleaciones y como agen-
te quimicol 20,80,92,138 }.

Este metal comunmente 4e encuentra conta-
minando el medio acudtico y dependiendo de Las condiciones del
sistema [ pH, AE ,AG , y T } , el arsénico tiene 4 cstados de
oxidackbn [ 5+ , 3+, 0, 3- }, aunque <Las foamas mds comunes
son ¢l ansenito y ansenato . EL ansendito neacciona con £0s grupos
sughidnios {nesiduos de cisteina ) presentes en Las protelnas
ademds , es un inhibidon especifico de Las enzimas Piruvato des-
hidrogenasa y ~-Cetoglutarato deshidrogenasa . EL ansenato 1o

neaceiona con £0s grupos sufghidnilos ,penc es andlogo del fosfa-
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fato dLnongdnico e inhibe enzimas como Eas cinasas utilizadas
durante La glucblisis | 60,229 ).

EL arsénico presente en muestras de agua
(de desecho , nios , Lagos y mar ) y sedimentos comunmente se
deteamina porn métodos colornimétricos, en Los que se usan com-
plefos colonidos como Dietilditio carbamida o molibdenc.Peque-
flas concentraciones se detectan por polarogragla ,espectrosco~
pia de absorcidn atémica y de emisibn. Los diferentes catados
de oxidacidn del metal se detectan por técnicas colondimbtnicas
y polarogrdficas , y Las formas metitadas por precipitacitn de
sales ,caomatogrfia y easpectroscopla de masas.

La contaminacifn con arsénico y sus dendl-
vados se Lintroduce al medic ambiente a través de pesticidas
ansenicales (metil-ansenato de sodio y arsenato de caledio y plo-
mo } que se aplican en grandesd dreas ,afectando ambientes acud-
ticos y ternestres cencanos{ 65,269 ).

La presencia de este metal y sus dendvados
en el medio ambiente es de {mpontancia por que amenaza a oaga-
nismos acudticos y La salud de Los humanos , debido a que afgu-
nos de fLos alimentos que se consumen en pafdes orientafes como:
pescados ,mariscos | como el camardn y La Langosta ) y algas ,
contienen concentraciones considerables de arsénico [ 0.05 -

50 mg/kg peso seco} . En animales supeniores el metal se puede
encontran en concentraciones elevadas en foama de trimetil ansina
[ 2000 mg/Kg ) . Los informes indican que el arsendito es t6xico
para Los organismos a una concentracibn de 1.0 a 45 mg/€ y el
arsenate a una concentracifn de 230 mg/e Lo que demuestra que el

primero ¢4 mds téxico en comparacifn con el segundo( 45,269).
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La distribucibn def arsenito puede ser
afectada por diversos organismes anaerobios y aerobios, que
2o pueden acumulan , transpoatar y transgorman.la transforma-
eibn se puede realizan en presencin o ausencia de michoorga-
nismes | 65}

5.1.1 Cdiclo del Ansénico en fa Naturaleza

EL ciclo del arsénico en £a naturafeza
se £Leva acabe mediante 5 neacciones, fas cuafes se cnumenan
a continuacibn: oxidaeibn del ansenito , neduceidn del ansena-
to ,adsoncibn del anrsenato , precipitacibn y metilfacibn del

ansenito y ansenato (Fig.No. 38 )

Sedimentos

faclon

Fig.No. 38 Cicko del Arnénico en La Naturaleza

) En el esquema anterion se cbserva que en
condiciones aerobias , Las formas neducidas del arsénico se
oxidan a arsenato, el cual neacciona con el hidrbxido §&rrico,

precipitands a ansenato férnico , que puede sen metilado o
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reducddo. La reduceibn del arsenato a ansenito se LLeva acabo
en condiciones de anaenobiosis, que ccunne cuando disminuye la
tunbulencia y el ansenito pasa a través del termocdiclo y phreci-
pita en gorma de sulfuro de ansénico. Esta precdpitacién depen-
de de ta concentracién de azugre en el medio. La adsoncibn det
arsénico se promueve cuando Los sedimentos son removidos ,el £L6n
§éanico se neduce y Los {oncs ansenito y ansenato se cstabilizan
fonmando  sulfuno de ansénico v ansénico metdlico. EL ansenito
y arsenato son metilados en Los sedimentos{ 65 ).
5.1.2  Oxidacién def Ansenito '

Reci{entemente H.H. Gre.en alsla de materia
gecal de ganado ,un micneoonganismo capaz de desarnoflanse en un
medio que contiene Tribxido de arsénico al 1% | As,05 ) y to

identifica como Bacillus ansenoxydans .Postenionmente A.W.Turnexn

aisla 5 cepas hetendtrofas de matenia fecal de ganado porcino

y detenmina su capacidad de oxidar ef ansenito. EL Lnvestigador
edtudia el mecanidmo enzimético de La oxidacifn del ansenito.
Para este propbsito Turnern alsla a Los microonganismos en el
medio de Citrato de Kesen’s que contiene ansenito de sodiol0,02M)
e incuba en cond{clones aerobias a una tempenatuna de 40°C . AL
inicio ,obsenva un perfodo de adaptacidn "fase Lag" , despues de La
cual indicia La actividad oxidativa .Cuando Las condiciones de
crnecimiento son adecuadas {pH & ,Temperatura 40°C ,agitacibn
continual, Los mitroorganismos son capaces de oxidan alnededor de
904 M de ansendito por hona . En presencia de algunas sustancias

quimicas y un pH de 3 -11se inhibe La capacidad oxidativa . En
£a Tabla No. 28 sc muedtnan Las sustancias {norgdnicas que
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inhiben La oxidaci6n del arsenito.

Tabla No. 28 Sustancias {nongénicas que Lnhiben total o
parncialmente fa oxidacifn del arsenito .

sutancia Concentracién (M) Inhibicibn de la
oxidacibn d?t arsenito ’
{4

Azida - 100
Cianuro 0.001 100

0.003 50
Monéxido dc Carbono - 50
Uretano 0.1 -
Icdeacetato 0.01 -
Floruneo 0.01 21

0.1 67
Pinofosfato 0.02 10

Los nesultados de Ea tabla anterior mues-
than que en presencda de edianuno, azida y mondxido de canbone
se inhibe la oxidacibén del ansenito.Estos nesultados sugieren
que £a Citocaomo oxidasa tiene un papel esencial en ta oxida-
cién del arsenito.Durante Los estudios , Los Linvestigadores no
obseavan inhibicién de 2a oxidacién def ansenito en presencia
de lodoacetato y wnetano , pero 84 parcial cuando se agregan -
fluorunc y pinofosgato, Lo que indica La panticipacidn de cientos
compuestos en esta transformacidn .

Algunos investigadores sefialan que £od
michoonganiames capaces de oxidan el ansenito , requieren de 2a
enzima Arsenito deshidrogenasa , que se encuentra asociada a
un s<istema de citocromos, Durante fa reaceibn de oxidacién via
ansenito deshidrogenasa se genenan 2 efectrones , que se thans fie-
nen a Los citocnomos c,a y de ahl al oxfgenc atmosfenico via ci-

tocromo oxidasal g5,6245 ).



+ -
H3Aso3 + HZO —_— H3A504 + W o+ le

No existen evidencias que demuestnen
que Las bacterias resistentes al ansdenito , obtengan y utdili-
cen enengla de fa oxidacién def compuesto antes mencionado

Recientemente Shinley E. Phiffips y

Mary L. Taylor estudian Ea capacidad de Afcaligenes faecaldls

de oxidar al arsenito . Pana demostrarfo,los investigadores utilfdizan
muedtnas de aguas Aresdiduales a €as que se¢ affade arsenito

de sodiol Img/ml } y s¢ incuban a 22°C en agitacién durante 3
semanas . EL cultivo bacteriano 4e centrifuga y el sobrenadan-

te obtenido 4se anafiza para detectan <La presencia de arsenito

y arsenato por el método de plata-dietilditio -carnbamida , el
paquetc celular se Lnocula en medio de Herchey que contiene:
glucosa al 0.1% , agar { 1.5% ) , ansenato de sodio {0.02 M) ¢
extracto de Levaduaa { 0.3% ), el cultivo bacteriano se incuba

a una tempenatura de 30°C dunante 2 dfas { 187 }.

Para observarn £a capacidad de Alcaligenes
faecalis YES6 de oxidan el axrsenito , Los Lnvestigadores antes
mencionados Lnoculan al microonganismo en el medio &sintético COM
constituido por : NaNM4HP04 { 1.5 g/¢ ),KH2P04(I.0 g/l),MgSOd'7HZO
(0.4 g/&) , 10 mt de suplemento vitaminico I{hidroclorurc de pi-
nidoxal 0.025 g/, tiamina b.l g/t , pantotenato de calefo 0.1 g/e,
niboflavina 0.1 g/ , niacina 0.1 g/& , p-aminobenzoato 0.05 g/t,
hidrnocloruno de pindidoxina 0.2 g/ y vitamina By, 200 g/} ,2me
de suplemento vitaminico 11 [ deido §62ico 25 mg y biotina 50 g
en 200 m& de agua destilada ) , citrato de sodio (0.5 g/ ), ar-
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senito de sodio (0.02 M }. EL medio se ajusta a un pH de 6.5 -
7 con HCL o H2804 Yy se f{ncuba a una temperatura de 30°C duran-
te 3 dfas . Postenioamente Las bacterias se nresuspenden en 40-
Lucibn amortiguadora Tris, con hidrocloruro de sodio 0.05 M )

y arsendito de sodio { 0.02 M , pH 7.55 ). La suspencifn celulan
se mantiene en agitacibn a una temperatuna de 32°C , se toman
alicuotas de 10 me en un inteavalo de tiempo deteaminado y s¢
{iltna utilizando equdipo mitlipone . EL §iltrnado obtenido se
utiliza para nealizar Las sigudientes pruebas:

- Deteaminacibn de ansénico totall arsenito y arse-
nato } pon el método de plata dietil-ditiocarbama-
tol 187 ).

- Deteaminacidn directa de ansenito por andlisdis
volumétrico con Todo{ 96 ).

- Petenminacién de ansenate pon el método modifica-
do de Fishesubbaxow{ 60 }.

Phillips y Taylon demucstran que A.faccalis
VE56 es capaz de oxidar el ansznito a arsenato . Los resultados
ded estudic se muestran en La Fig.No. 39.

En gas grdficas anteniones se observa que La
concentraedidn del ansenite indcial es de 10pM/me ,fa cual dis-
minuye al L{ncaementarse ef tiempo y empieza a detectarsee el
ardenato . A Las & horas de incubacién , se agota el ansenito y
el ansenato fLega a una concentracién midxima de 7.8y M/mL

’

que peamanece constante despues de 2 horas de {ncubacidn.
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Fig. No.39 Tdiempo en que tarda en desaparecer el arde-
nito y aparecen el ardenato en ef medio de
cultivo,

' La oxidacibn del arsenito depended dei pH y
La concentracdibn inicial presente en el medio de cultive.Duran-
te Los estudi{os , se observa que al amentan La concentracidn de
ansenato  disminuye ef pH , debido a £a naturaleza dedida del ra-
dical achnato. En La Fig.No. 40 4se comparan Los hredultados oble-

nidos del estudio.
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Arvamto

, Tiempo (horas ) .

Fig.No. 49 Factores que Lngfuyen en La oxdidaciln del
arsenitol concentracibn de ansenito,pH , tiempo de
incubacidn) en un cultivo de Alcaligenes faccalis.

En las §igunas antenionres’ sc obseava que
cuando el microorganismo se encuentra en La fase "Lag " de crecd-
miente , sc¢ inicla La actividad oxidativa . A Las 4 horas , el
crecimiento bacteniano peamanece constante y a £as 6 horas la
concentracifn de ansenito disminuye conferme aumenta £a concen-
thacddn de atsenato , en ese momento el pH del medio de cultivo

comienza a decaehr.
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La oxidaci6n del arsenito comienza al
iniclo de La fase estacionania de crecimiento , Lo que sugiene
que exdiste una relacdidn entre La enzima responsable de fa
oxidacidn y La fase de crecimiento del microorganigmo . Para
demosthan Lo dicho antenionmente , Philfips y Taylor ,4inoculan
a Alcaligenes faecalis{ en fase "Log " de crecimiento) en medio
COM modificade { Ig/me de(NH412804 , 0.2 g/t de Mgs0,°7H,0 ,
0.05 g/t &e aminodeidos ,0.5 g/& de citrate de sodio , Iml de

suplemento vitaminico 1T y 1 m& de solucibn amontiguadora de
fosfates , pH 7.0 } suplementado con ansenito de sodio | 0.02 M},
se incuba a 37°C y se toman alicuotas del medic cada hora para
medir densidad 6ptica a 660 nm. Las alicuotas s¢ §iLtnan {§iL-

tro millipene ) y el filtrnado obtendido sc divide en 2 partes:

una de elfas se usa para determinar concenthacibn de arsenito,

La otra se incuba en Las mismas condiciones del cultivo oni-
ginal durante 3 horas . Finalmente 4e deteamina volumétrica-
mente [ pon el ﬁétoda Todométnico) fa concentraciln de arsenito

de La segunda alicuota . Los nesultados del esztudio se presen-

tan en La Tabla No.29 { 187,245 ).

Tabla No. 29 Actividad de oxidacibn del arsenito
Lntracelulan y extracelular .

Tiempo (b} células/me | densidad Concentnaceon de arsenito
fptica tn filthados dunante el trata-
miento { § 1.

. g B antes despues
[ 3.64x10 § 0.28 100 -
1 3.91x10 o 0.37 83 100
z 3.60x10 § 0.42 47 58
3 3.87x10 0.50 0.5 0.5




Los datos de La tabla antendon indi-
can que fLa actividad de oxidacibn del arsenito reside en el
intenlon de La célula , debido a que no se presenta actlvidad
oxidativa en Los {iltrados.

La oxidacifn del ansenito se LLeva aca-
bo por una enzima y/o un aceptor de efectrones{coenzima 9),
que s¢ foaman cuando £as células crecen en presencia del com-
puesto , esta transformacién tambifn se asocia a £a permeabili-
dad de fa membrana microbiana al ansenitol 65 ). Estudios
que realiza Turnes <ndican que fa enzima ansenitv deshldroge-
nasa se encuentaa asociada a Lod citocnomos de cadena redpd-
natonia . En condiciones de anaenobiosis Los microorganismos
pueden wtilizan nitratos como dftimo acepton de eleetrones pa-
ra a oxidacidn de divensas fuentes de carbono, peao no pana Lle-
vatr acabo La oxdidacién del ansenito | 245 ), Estudios realiza-

dos con Alcaligenes faecalis,sefalan que cuando ¢l michoorga-

nismo se desarnolla en dos medi{os diferentes : caldo nitarato

en presencia y ausencia de arsenito de sodio(0,02 M) , en condi-
ciones de anaerobiosis. No se ocbsenrva crecimiento bacteniano , 84
el medio contiene caldo nitrato con arsenito , debido a que
este compuesto inhibe £2a nespinacibn anaerobia a nivel de

trhandporte de electrhones | 187 ). Atcaligenes faecalis,

es capaz de oxidan ef ansenito solo cuando se encuentra en fase
estacionania de crecimiento , y se piensa que exdiste una Lnducceibn
dunante La fase 'Lag " de crecimiento.

, Para que se efectue €a oxidacifn del anse-

nito , no es necesario que el microorganismo se desarrolle en
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concentraciones alitas de arsenito (0.02 M) . E& posible que
La habilidad de £os microorganismos para oxidarn el arsenito
ocurra ghracias a una mufacifn expontanea o por La transferen-
ei{a de pldsmidos R . Algunos michroorganismos que posdeen resis-
tencia a compuestos del arsénico son capaces de LLevar acabo su
2rans formacidnl 187 ).

5.1.3 Reduceifn del Ansenato.

En médios acudticos el arsénico ,general-
mente se encuentra en forma de arsenito y arsenato. EL arsenato
presente cn estvs medio , puede sen trasnfoamado por micao-
organismos a arsenitol 65 ).

Recientemente Davdd J. Johnson, estudia
La capacidad de €a microflora de zonas acudticas para neducin
204 {ones arscnato . Para su estudio el {nvestigador utiliza
muestras de agua de max de Sargasso , Las cuales diluye 1:50
¥ enriquece con dacarosa al 4.1% , medio de Guiflard's "2"
y ansenato de sodio. Los cultivos microbianos se {ncuban en con-
diciones de aenobiosis a una temperatuia de 20 a 22°C .Postenio-
mente se cuantifica espectrofotometricamente La concentracifn
de arsenito , ansenato y fosfates presentes en el mediol 115 ).

Durante Los estudios nealizados poxr
Johnson , se obseava , que La reduccidn del ansenato , se {leva
acabo por bacterias que se encuentran cn fase "Log" de crecimien-
to . A medida que el crecimiento celular se Lncrementa ,dis-
minuye La concentracibn de arsenato y fosfato presentes en el

medio de cultivo y aumenta La de arsenato( Fig.No 41 ).



- Fig.No. 41 Concentracidn de arsenato,arsenito y §os-
fato presentes en el medio de cubtivo en fun-
cién del tiempo. Fosfato, ; arsenato,
angenito, , ;nimero de céfulas, +.La8 gineas abn-
Linuas pepresentan Los controfes,

Los nesultados que se presentan en la
Fig.No. 4! demuestran que Los microorganismos £levan acabo
La neduceifn del ansenato.Se calcula que un cultivo microbia-
no Leva acabo en 14 fonas La neduccdidn del arsenato ,es decin,
aproximadamente se reducet en ! minwto Ia'”,t moles de arsena-
to/ célufal 115 ).

Algunos L{nvestigadores seitalan, que una
gran vaniedad de bactenias y algas makinas poscen £a capacidad de
neducdin Los {ones andenato a arsenito. Hasta ahora , s0lo se
han {dentificado 2 génenos bacteriancs capaces de realizar es-
ta trnasformacibn :Velllonella alcaliscens y Micrococcus aeroge-

nes (65,214 ).
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5.1.4 Metilacibn de Compuestos Arsenicales

Gran cantidad de compuestos arsenicales
se encuentnan contaminando aire , agua y sedimentos | 45 259 ),
afortudadamente algunes microonganismod poseen £a capacidad de
neducin ,oxddar y metilan dichos compuestos en sustancias ,vold-
tites y de mayor estabilidad( 45,469,263 ).

La metitacdén de Los cempuestns del ansénd-
co es de gran {mportancia en &a 2colegla , debido a que Los com-
pucesics metilados son de grnan texicidad para Lecs senes humanos ,
como £a dimetif arsina ,el feido dimetdil ans mico (CHgl ASOH g
el dedido metil arsbnice CH3AAU(0H) , que s¢ usan ampliamente
como her bicidas! 80, 269 ;.

La produccibn de dimetil ansina y thimetil
arsina a pantin de arsenate , se astudia ampliamente cen

Scepulaniopsis brevicalis., AL estudiar edta transfermacibn , al-

guncs <{nvestigadores proponen el mecanismo  de thansfoamacdbn
del arsenato para {a obtencidn de tos compucstos ongdnicos del
arnsénicol Fig.No. 42 V1 32,263 ),

Catudios que nealizan diversos Lnvestigado-

nes , seifalan que Scopulatriopsis brevicalis,Candida humicola ,

Rhodotorula aubna y Metanobacterium app. , son capaces de metilar

el atrsenato y arsenito , cuando se desarrollfan en elevadas concen-
traciones de eatas sustanciadl 32,45,147,269 ).

EL arsenito , dcido metild arsdnico y el
alido dimetil ansfnico  son precunsores de La sintesis de La
dimetit arsina.Estos precunrsoxes se han Logrado aislan de extrac- -
tos cefulares capaces de metabolizar el arsenato.Para demostran
que el GLtimo .inteamedianio de fa biosdfntesdis de €a trnimetil arn-
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Fig.No. 42  Sintcsis de La Tnimetig ansine a pantin
Arsenato y Ansenito

sina es el Oxido de tnimetil arsina , Pickett y McBride , utdili-
zan una cepa de Candida humicotfa, que alslan de aguas nresidua-
Les domBsticas . Ef michoorganismo se inocula en un medio de
cultivo que contiene: (NM4)2504l2.0 g).KH2P04(0.1 a9 ,M9804'H20
[0.05 g} ,reso4'7u20 {0.6018 g),tiamina [0.01 9) ,glucosal 10.0 g}
en I Litro de so0lucién amertiguadeona de deido succinico-suceinato
de potasio {0.05 M,pH 5.0 ) y se dincuba a 30°C dunante 24 honras.
Postenionmente &as céfufas| 0.2 g de clulas peso seco/me ) se
Lavan con s0fucibn amortiguadona de acetato de sodio-fcido acético
(pH 5.0 ) y sc resuspenden en €a misma  solfucidn amortiguadona.
La suspencibn celulan obtenida( Im} se mezela con 6xido de tai-
metil arsina , se Lneuba a una temperatuna de 30°C gy se mide

constantemente £a produccidn de  trimetilf ansina poar cromatogra-

172



§fa gas-Liquido ., La reduccddn del 6xido de tneimetil ansina
a metil arsina se muestra en La Fig.No., 43

) ll, As,nmal.g4

120 140 0 180
! Resccide TIEMPO,MN.

Fig.No. 43 Produccifn de Trimetil arsina a pantin
del 6xido de thimetil arsina ., CéLulas
compfelas, o ; cblulassenicadas, : células

tratadas a 95°C durante 15 minutos, a.

Dunante el eatudio Pickett y McBride , de-
muestran que el A€timo intermedianio de La sfntesis de La trhime-
2L ansina es el 6xido de traimetlif arsina y observan que:

-la agitacibn de €8 células durante 15 minutos
a una tempenatuna de 95°C , destruye La habilidad
de Los micnoorganismos para sintetizan tailmetdll
arsinal Fig.No. 43 ).

-la adicifn de glucosa , plauvato ,cdtrato , succd-
nato o NADH a extractos celulares no estimula Ea
sintesis de trnimetil ansina .

-La temperatunra §ptima pana que e efectue £a re-
duceibn del 6xido de trimetil arsina es de 40°C.
No se detecta actividad a Las teperatunas de 4 y
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459 .
- Se obsenva una nelacibn £ineal entre el
ndmero de células y La sintesdis de taime-

tiL ansina | Fig.No. 44 ).

N $imogas) mmol - min-!
' jvza

20

! o,A-L/

~EEEIPS e et s
0 04 02 03 04
CONCENTRACION, 9- mL)

Fig.No. 44 Produccidn de Taimetil arsina en funcibn
de La concentracibn de células.

En La grndfica anterion se cobserva que La
producceifn de trimetil arsina estd en funcibn
de £a concentracifn celulan.

- EL pH Gptimo para que se £Leve acabo £a neduc-
cidn del 6xido de thimetil ansina es a pH 5.1-

5.2 (Fig.No. 45 ).
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Fig.No. 45

(Mg A1), ool - min-t g1
8

Produccibn de Trimetil arsina en funcibn

del pH.

En La gréfica anterior se muesdtra La nre-
acifn entne La produceibn de trimetil arsina
y el pil. Se observa que £a produccifn de tri-
metil ansina es de 3% a un pH de 7 y no hay
sintesds a un pH de 9.

La sintesis de tnimetil arsina depende de La
concentracibn de 6xido de taimetil arsina.En
La Fig.No.4é se obscava que la slntesdis de
ta trnimetif arsina e incrementa Lincalmente
hasta una concentracifn de BmM de 6xido de twi-
metil arsina , a pantin de 2a cual peamanece

constante. .
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Fig.No. 46 Produccidn de Trimetil arsina en funcibn
de La concentracibn del 6xido de trhimetdl
arsina.
- La presencia de afgunas sustancias quimicas en

el medio de cultivo {nhiben La neduceibn del o-

xido de thimetil arsina{ 188 }{Tabla No.30 b

Tabta No.3g Efecte de diversas sustancias quimicas sobre La
neducedbn del Sxido de taimetil arsina.

Sustancia quimicae Inhibicibn de La
{10 mol/mt ) produceibn de dimetil

ansing (% ).
control 100
aNOa 106
Na2H 04 112
Na3A603 0
Na3A504 0
NafCH_,,MO3 12
Na(CH,) ,ASO 98
Naso, T2 100
Na23204 0
Na2T204( I mol/ml ) 2
Anaenobiosis 40

176



Los nesultados de €a Tabla antenion in-
dican que ef arsenito , arsenato , selenato y telurato ,inhiben
La neduccibn del Gxido de tnimetil ansina . En ausencia de oxi-

geno La produccibn de trimetil ansina se reduce a un 40%( 181).

Pickett y McBride i{nvestidan La importan-
cia del transporte de electrones , La transfencncia de energla y
ta fosforilacibn oxidativa en £a produccibn de dimetif arnsina.
Para demostrar o antenion , Los investigadones observan el e-
fecto de algunas sustancias quimicas que {nhiben algunvs de
Los procesos antes mencionados.En €a Tabla No.31 se presentan

280 nesultados que 4e obtienen de La (nvestigacidn.

TabLa No.31! Efecto de {inhibidones del transporte de elec-
tonnes y fosforilacién oxidativa sobre fa pre-
duccibn de £a trimetil ansina.

Tnhibidones Concentracibn Produccibn de
{ mM ) dimetif arsinal § ).

Control - 100
Azida de sodio 10.0 0
Clanuro de sodio 10.0 0
2,4-Dinditnofenct 1.0 [}
HOQNO(2-N-heptif-4, hidroxi-
quinoleina -N-Gxido 0.5 22
Uretano 5.0 58
Antimicina A 0.01 20
Rotetona 0.05 23
CCCP{canbonilamida, m-cloro

fenib-hidrazona ) 0.01 0
0Ligomicina 0.1 18

Dunante ¢l estudio se observa que Los in-
hibidores del trasnporte de electrones: HOQNO( dxido de 2~N-Heptil-

4-Hidnoxiquinoleina ), Antimicina y Rotenona , inhiben un 80%
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La produccibn de trimetil ansina y el uretano inhibe un 42% .EL
inhibidon de transfenencia de enengla CCCP{Carbonil cianuro-m-
clonofenil-hidnazona ) y el desacoplante de fosforilacién oxida-
tiva , 4inhiben un 100% La produccifn y La oligomicina ; compues-
to que bloquea La sintesds del ATP , inhibe un 82% . EL efecto

de 20s inhibidones del transporte de electaones y fosgorila-
cibn oxidativa muestran La {mpoatancia del abastecimiento de
electrones y de enengia (ATP) en £a produceibn de dimetil an-
sina{ 188 ).

La sfnteais de dimetif ansdna también se
inhibe en presencia de inhibidores de fLa sintesis de protedinas
como La cicloheximida [ 45 1.

Los estudios nealizados con extractos
celulanes de Candida humicofa , indican que el axsenato , dimetil
ansenato y el dxido de trimetil ansina son precunsores de £a blo-
séntesdcs de tadmetil ansina , EL microonganismo LLeva acabo
una ruta metabélica comin pana el metabolismo del ansenato,aéido
metil arnsénico , dimetil arsbnico , dimetil arsina y trimetl ansi-
nal 184 ).

McBride y Wolfe nealizan estudios sobre
La sintesis de dimetif ansina con Metanobactenium sp. Moy .Los
Lnvestigadores encuentran que el microorganismo nrequiene de
La presencia de metif-donadores, ATP{Adenosin trifosfato } v
axsenato  paxa LLevan acabo fa biosintesdis. Para cf eatudio , se
nequiere de extractos celufares de Metanobacterium gﬂ..en solu-

eifn amontuaguadera TES{ pH 7, 200 pmot), ATP 9 IO/(ml,(Ab)74Na2

178



HAAO4 {1 umot), metileobalamina (10 ymol) e hidnbgeno atmosfenico.

EL extracto cefulan se incuba a una temperatuna de 40°C y se

mide La nadioactividad presente en ef medio (particulas radicac-

tivas/ min) .los nesultados del estudio se presentan en La

Fig.No. 47,
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Fig.No. 47 Sintesis de La Dimetdll arsdina en extzacto
e do de Metanobacteadum sp.HoH en presen-
cla y ausencia de metilcobalamina,

En £a grdfica antendon se obsesva que

el michoorganismo utiliza como donadon de grupos meti{los a fa

metifleobalamina para LLevan acabo La sintesds de trimetil arsina.
Los estudios nealizados por Wolie y cola-
boradenes con Metanobacteaium ap., demuedtran que durante fa 8in-
tesis de taimetil ansina,se detecta La presencia de Vitamina Byg
{producto que se forma durante La desmetifacidn de La metilecoba-
Lamina), Lo que <indica que el grupo metilo se transfiene al
arsenito para gforman Acido metil ansénico. EL exceso de ansend-

to puede bloquear La produceifn de fcido metil ansdnicel 147 )
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Otro microorganismo que E£Leva acabo La

afquilacibn del ansenito es Desulfevibrio vulganis 6303.McBride

y Wolfe ncalizan estudios con extractos celularnes de este mi-~
croonganismo  observan que ta metifacibn del arsendito ,se
Eieva acabo en ausencia de metil dcnadores exbgenocs pene en pre-
sencia de metil-cobalamina [ 147,263 ).
Numenrosas cvidencias | 65,69,265 },4ndi-
can que en £os microonganismes hasta ahora cstudiados:
- La sdntesds de tuimetil ansina solo se fLleva
acabo en presencia de metlilcobalamina
- dunante £a biosdntesds, ef arsenato se nreduce a
ansenite , ¢l cual se metifa para formar deddo
metil aradnico(Fig.Ne. 48 ).
- el deido metdil ansénice , se reduce y metila pana
forman ef deido dimetil ansbnico y sc neduce

formando dimetil ansina y finalmenie taimetil

ansina{Fig.No. 48 ).
81 20 CHD- BIZ 12 3 CI“S
HO- As- OH As-od L\ HO- As-OH
6 [ 6
ARSENATO ARSENTO AC. METILARSENCQ
CHy-Br2 e CHs 4" Chy
) HO- A8 —CH, L M- cHy
o 0 H
AC. DIMETILARSONCO  DIMETIL ARSINA
20~ Crs 2¢- CIHs
CHp =0 Do CHi As
1 1
CHy Bip 82 CHy CHy
OXPO_OF TRMETILARSNA TRMETLARSINA

Fig.No. 4% Mecanismo de metifacibn del arsenato

y ansendito. 180



Como resultado de La contaminacién am-
biental , {recuentemente se detectan clevadas concentraciones
de compuestos ansenicales (arsenito, arsenate, fcido metil ardb-
nico, Gcdido metilf ansénico, dimetil arsina y trimetil arsina) en
agua de maxr , nfos y Lagos. Andreae y Klumpp deteraminan en mued-
tras de agua de mar ,rios y dLagos , La concentracibn de algunos
compuestos arsenicales utilizando el método de Andrac .Este méto-
do ae fundamenta en fa reaccibén de Los compuestos arsendicaled
con ef Borohidruro de sodio {pH 4-9 ) para formar hidruros

que se detectan por cromatogaadfa de gasesy absoncién atémica.

{711 Tabla No., 32 ).

Tabla No. 37 Andeisis de muestras de agua dg mar , afos
y Cagos de E.U.A.{ ppb= 0.07).

Procedencdia de La Aas' AsS? de.metdil | dc.dimetdil
mues tra arnsbnico |ansdnico
Agua dufce
R{o H{LLsborougn 0.02 0.25 0.02 .02
Ric Withtacoachee 0.02 0.16 0.06 0.30
Agua atlrededores
Rio Withlacoachee 0.02 0.27 0.11 0.20
Pond USF 6.79 0.96 0.05 0.15
Lago Echols,Tampa 2.74 0.41 0.11 0.32
Lago Magdafena,Tampa| 0.589 0.49 0.22 0.15
Bahia Causeway 0.12 1.45 0.02 0.20
Bahia McKay 0.06 0.35 0.07 1.00

Los i{nvestigadores cncuentran que en fos
nios de Tampa,Flondida ,ademds de Los Lagos Echols y Magdafena,se

detecta una elevada concentracibn de deddo metil arsbnico y di-

metil ansbénico.
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EL método de Andre , se ha adaptado para
deteaminan en orina fLa presencia de Los dcidos metif ansbnico
y dimetil ansbnico.Braman y Foureback,sefafan que el arnsénico
ingenido pon animales y humancs nreacciona con La metileobala-
mina-metionina obteniendose Jed deddos antes mencionados.En un
eatudio realizado por Los Lnvestigadores , se detecta £La pre-
sencia de compuestos arsenicales en orina de humancs de diferen-

tes edades { Tabla No. 33 I

Tabfa No. 33 Andlisis de compuestos ansenicales en
muestras de ordina humana.

s thas Aas' as®? fe.metild de.dimetil {total

sexe edad arsdnico ansbnice

ppb $ | ppb $ jppb 3| ppb $ ippb

Masc. ¢ 0.1 - 0.84 §.1]|0.61 5.9¢18.9 8§6,51{10.4

Masc. 27 5.1 20 7.9 30 (2.5 9.7§0.4 40.2125.9

Masc. 42 0.5 - 2.4 7.8]12.4 8.1 5.2 §4,0(30.0

Fem. 40 2.4 10 4.3 1.8|1.8 7.61(15.5 64.5124.0

Promedio | 1.9 §.413.9% 17 |18 8.0 {15.0 66 22.5

La presencia de compuestos orgdnicos e
£nongdnicos del avse’nico en fa orina de senes humanos, acentua
La impontancia de este metal y sus dexivados  come contaminantes
del agua y alimentos,fos cuales pueden LLegar a causar intoxica-
ciones erdnicas y agudas o bien La muente de personas que in-
gienen agud y alimentos contaminados { 269 }.

La dimetif arsina y taimetil arsdna  son
comptestos voldtiles , con clerta toxicidad. Ambos compuestos son
oxidados a un compuesto con menor toxicidad , ef deddo Cacodili-
co | 263 ). Infonmes necientes , seilalan que el anbenita(Aas’)
es aproximadamente 25 veces mds t6xico que el deido dimetif an-
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" sénico,

La metilacifn de Los compuestos arsenica-
£es es un mecanismo de desintoxicacién para L0s microoaganismos
que se desannollan en agua y sedimentos contaminados con es-
tos compuestos .Para tos animafes y humanos también podria sen
un meecanismo de desintoxicaeidn { 20 ).

5.1.5 Pldsmidos que Codifican Resistencia af Arsenito
y Arsenato.

Desde 1968 , Los informes {ndican que
La nesdlstencia que poseen ciertas bactendas a Les compuestos
del arsénico se promueve por medio de pldsmidos. En Los prime-

nos estudios que se hrealizan con Staphyfococcus auneus se ob-

serva que La xesistencia al ansenito y arsenato se relacdiona
con La presencia de otroa metales pesados | ng+ v Cd2+),pon
esta nazén Novick y Roth asocian 3 pfdsmidos con CLa nesdisten-
cia a Los compuestos arsendcales :pl258, plll47 , y pl524,

Pedsmidos que codifican dicha resisten-
cia se aislan tambidén de bactenias Gram negativas como ¢

Escherichia coli, Shigelta spp., Salmonella spp., Kecbsiella

pneamondae y Proteus sp.{ 93,94,214,229 ).

En 1973 Hedges y Baumben hreportan £a exds-
tencia de un nuevo pldsmide pR733, que codifica resdistencia al
anrsenito , ansdenato ,estaeptomicina y tetnaciclina ( 92 ).
En ese mismo afo  s¢ nealizan cstudios con una cofeceibn de 50
pLdsmidos que codifican nesistencia al mencunio ,de Los cuales
de cada 5 pldsmidos , uno promueve resistencia al arsenito y al

arsenato. Como ejemplo se puedat citar Los pLésmidos R82§,R773,
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 R8325, y RNIO5&( 229 ).

Recientemente Summers y coflaboradonres
encuentran que Los pldsmidos que confieren resistencia al ansenato
se clasigfican dentro de Los grupos de Lncompatibilidad FIT,N y
Hol 212 ). En fa Tablfa No.34%¢ presenta La Lista de £os
pldsmidos que codifican resistencia alf arsenato y arsenito,

hasta ahora Ldentiflcados.

Tabla No. 34 PlAsmidos que codifican resistencia af
arsenite ¢y arsenato.
PLAsmido Fenotipo Bactenia Referencia
hospedadonra

R733 ProMetAsaAsiTcAt Egchendichia ¢coll 92,152
R386 FCoLV2AsaAsi Esehonichia cofi 92
R455 AsaAs.iCmTe Eschexrichia cols 152,170
1524 PenllgnAsadsd Staphylococcus aureusd 213
11147 PenAsadsd Staphylfococcus aureusd 172
1258 AsaAsi Staphyfococcus aurgus 172

Los expenimentos de necombinacibn ,dele-

cidn y cfonacibn con algunos pfdsmidos de Staphyfococcus aureus

[ p1258, ¥ ,pl11d7,p1524) y Escherichia coli ( R733,R386),demues-
tran que Los genes que codifican redistencia af ansendlo y anse-
nato se encuentran en el misme openbn, que consta de 200 pares

de bases( Fig.No. 49 )

by
|
asd cd
iL, 1 in mer mel  ehro X
l ! ! _1 ! i ] ]

P asa  Pb

Fig.No. 49 Mapa tentativoe del pldsmide 1 de Staphylococcus
aunreus
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En ta Fig.No. 49 se muestra un frag-
mento delf mapa genético def pldsmido , en el se observa que
el gene que codifica resistencia al arsdenito es diferente al
del arsenato( 173},

Recientemente se aisla de Staphylococcus
aureus , el pldsmido pR585 que confiere nesistencia al anse-
nato , y se observa que cuando el microorganismo pornta el
pLdsmido se fLevan a cabe cambics {isiolbgicos y biloquimicos
en 2as bactenias! & ). Algunos Linvestigadores {ndican que
Los microorganismos que hospedan pldsmidos que codifican redis-
Zenedla al ansenito y arsenato , posiblemente sufren algdn cam-
bio en £a naturaleza de afgdn neceptor de membrana alterandose
La permeabilidad de La membrana celulan y La afinidad al anrse-
nitol g, 214,229 ),

Arima y Beppud estudian Los cambios fisio-

. . + .+
Ldgicos que se presentan en Pseudomonas pscudomalled {asa’ ,ass’)

en presencia de difercntes concentraciones de arsenito de sodio
{ 10‘3, sx10”3 , 10'2, 3x107? M) .los {nvestigadones observan
que al {ncrementar La concentracibn de ansenito de sodic ,el chre-
cimiento bacteriano disminuye (Fig.No. &g ).

Postenionmente £Los cultivos bactenianos
se reinoculan en un medio de cultive con arsenito de 4od£a(10-2).
y se mide La densidad Sptica cada hora durante un tiempo detenr-

minado. Los naesultados se obsexvan en 2a Fig.No. 51



Fig.No.

Fig.No.

g

TURBIEDAD RELATIVA
3

]

2

4 ]

HORAS

50

TURBIEDAD RELATIVA

-]

control

/ /IO-,Z 10-3 104
[ Ll

HORAS

Efecto de difercntes concentraciones de anse-
senito sobre el erecimiento de
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51 Efecto del anaentto(lo'z) sobre el crecimiento
de Pseudomonas pseudomalledlasa’,asi’).

186



Dunante Los catudios,se observa que
cuando el microonganismo se dsarnolla previamente en presen-

cia de arsenito de sodio (70'2, 1073 -4

y 107 M) no se presenta
fase de adaptacibn,pero $L el microorganismo se desarnolla en
concentraciones menores o en ausencia del compuesto antes ren-
ci{onado,la presenta.

Beppud y Anima nealizan estudios con
microorganismos sensibles y nesistentes al arsenito de sedio.Am-
bos i{nvestigadores concluyen:

- en células sensibles y nesdlstentes , La actli-
vidad de £a enzima <<-Cetoglutarato deshidroge-
nasa nequiene de La Coenzima A y se {nhibe en
presencia de arsenito de sodio.

- en cblulas nesistentes al auAenLto(Jo'z), e me-
nor la cantidad de deido Lipbico y compuestos
con grupod sulfhidrilos lcisteinall 9 19¢ ).

- Los microorganidmos ncsdlstentes presentan una dis-

minucibn en La permeabilidad de £a membrana celu-

Lan (214 ),

Estudios posteniones demuestran que La
nesistencia de Los microorganismos al arsenito, se debe a a mo-
d{ficacibn de &a permeabilidad de £a membrana celular.Beppud

observa que cuando <{nocufa Pscudomonas pseudomalles {asa”, asi’)

en un medio de cultivo con arsénico radioactivo | A476,lﬂ'4 M,
disminuye notablemente La radioactividad presente en el medio de

cultive , 8o que indica que &os microorganismos Lncorporan el se-
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Lenito .Los nesultados anterionres no sc¢ presentan cuando el
micrnoorganismo es resistente al ansenito (Fig.No. 52 ).
Simultaneamente se realizan estudios para
medin La cantidad de ansenito aadioactive acumulado intracelu-
Larmente en bactenias tanto sensibles como resadlstentes . Ambos cul-
tivos bacternianos se Lavan con agua destilada para removen ed
ansendito extracelular , postenloamente se  sonicaldurante 10 min)
un gramo de bactenias [peso seco),se resuspende en 10 mf de so-
Lucibn amontiguadora This (lo'zM , pH7) con clorure de magnesdio.

Finalmente sc mide La nadioactividad ( Fig.No. 52}

Fig.No. 52 Inconporacién del ansenito en microorganismod
sensiblesl o ) y nesistentes{ o ).la Linea conti-
nua indica La nadioactividad en Los medios de cul-
tivos ¢ La tinea discontinua £a catidad de argenito
que s¢ Lncoapora al microorganismo.



Durante el estudio se demuestra que La
inconporacibn del ansenito cs mayor en célufas sensibfes que en
resistentes, y La nadioactividad en ¢l medio de cuftivo de Los
michoorganismos sensdibles cs menor,la Lincornpornacibn del arsend-
to depende de su concentracién exteana .

Algunos Lnvestigadores seialan que com-

puestos como el Z,4-Din£tnaéano£(5xlo'3

M) y £a azida de scdio
(10_2) ne Lhiben fa {ncorporacibn del -ansenite, Lo que nc
sucede en presencia de Bromuro de cetif-trimetif amonde{(TAB,
100 gg/mt), que causa una atteracibn en la permeabitidad de La
membrana  celulan( g9,212,214 ),

Los infonmes seiafan que €a resdisiencia

al arsenite y ansenato en microorganismos, tafes come:BacifLlug

cereus , Bacillus subtilis , Escherdichia cold , Azotobacten 4p.,

Alcaligenes faecalis, Baciffus ansenoxydans ,Achromobacter anse-

noxydans y Pseudomonas ansenoxydans quinque ,se {nduce en pre-

sencia del compuesto. En cstos michoonganismos 3¢ detecta una
diésminuedén  de La permeabilidad de La membaana celulaxr ! 147 |},
y cambios en el thansponte de Los diones a través de La membrana
celutan{ 212,213,214 ),

Sitven y Budd sedafan que Los micrcorgandis-
mos que hospedan pldsmidos que codifdican nesisteneia al ansenito
son capaces de oxidanlo a axrsenato, Lo que se comprueba con

Escheadichia coli (pR973) y Staphylococcus aurcus(pl2581( 212 1.

Existen 2 posibles hipGtesis sobre La ne-

sislencia al arsenito:
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- Los pRdsmidos codifican La sintesdis de pro-
telnas que modifican La permeabilidad de La
membrana celulan ,bloqueando La acumulacibn
noamal de arsenito y se Lndicia La excrecifn
de estos iones al exterion.

- Los pldsmidos  codifican La sintesis de enzi-
mas {ntracelulares modificadas .

EL mismo sistema que emplea £a célula
para trandportar L0s nutadientes ,sec emplea para introducin a
tas sustancias téxicas , al Linterdlen de La célula .EL arnsenato

neamalmente se acumufa en £a célula via sistema de transpoate

de 4osdatol £,212 V. EL ansenato es inhibidon competitivo
del adistema de fosdato [ Pst y Pit ) { Fig.No, 53 ).
= -
Pt
Bt AP
ascf e
e
20P
H* oH~
: ATP
H* w
WH,

Fig.No. 53 Sdistema de transponte y de excxrecién del arse-
nato.

En ¢f esquema antenion se observa que ¢l
arsenate se transporta al intenlor de La cflula porfos sistemas
de transporte de fosfato , es decdin, Pstl Sistema de transporte
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especifico del fosfato} y Pit | sistema de transpornte del fos-
fato).la exchecibn del ansenato es dependiente de £a encigla
{ 213,214 }.

Willshy y Malamy estudian el cfecto del
arnsenato en Los sdistemas de transporte del fosfato de Eschendchia
coli ¢ Pit y Pst . Para Los estudios , Lo’ investdigadores ino-
culan varias cepas de Eachemichéa cold : GR5172 y U7 que son de-
pendientes del si{stema de transponte Pst ,GR5179 dependiente def
siatema PLt y Gnl13] que posee ambes s{stemas ‘de transponrte; en
medio mi{ni<mo de sales WT (ImM de fesdato y fosdoro) con arsenato

nadiactivol Aa”-auenato), y postericamente se mide La radioactd-

vidad intrhacelulan({Fig.No 54 ).

}
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Fig.No. 54 Acumulacibfn Lntracefular de arsenato
vla sistemas de trapsponte de fosfato,
Pst yPLL.GR5172,Pst ,# ;GR2131, + ;GR5]

78,4 .



En £a figura anternion se observa que Los

microorganismos que poseen el sistema de transpoate PLt,acumulan

una mayor concentracifn de arsenato que £os que poscen el siste-

ma de transpoate Pst.

observan que:

Durante Los estudios Wileshy u Malamy

en presencia de un desacoplante de enengla,
como el Z2,4-dinitrofenol, Los sistemas de
taansponte def fosfato se Lnhiben.

el sistema de thransponte Pst es sensible al
clanuno.

ambus sistemas necesitan de una guente de
enengia facdlmente metabolizable para poden
transpoatar ‘el fosfatolglucosa)l

Los andlisis cinbticos del transponte de fosfa-
Lo muesdthan que Lo sd{stemas Pst y PiL no se
encuentaan completamente activos en una cepa
que contenga ambos s{stemas . los sitemas Pst

y Pit nesponden diferente en presencia de arnse-
nato .

Las cepas que contlenen el sistema Pii no crecen
en presencia de arsenato , ya que £o acumulan.
una cepa Pst dependiente crece en un medio que
contenga ansenato ,aunque xeduce su crecimien-
to noamal.Estas cElulas no acumulan el anrsenato,
debido a que 4se incrementa el transporte de
fosfato.
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) EL inchemento en La capacidad de trans-
porte del fosfato en el sistema Pst despues de La exposdicién
al arsenato , se debe a que el arsenato es un Lhibidon compe-
titivo del transponte del fosfato ,via s{istema Pst,y causa una
nepresidn en este sistema [ 259 },

Algunos L{nformes sedaflan que Los dos 846~
temas de transpoate de fosfato, difieren genlticamente .Llos genes
phoS y phoT codifican el sistema de transporte Pst, ambos genes
son de importancia en €a tregulacidn de la slntesis de La fosdata-
sa alealina { enzima peripldsmica cuya sintesdis se L{nduce pon La
galta de fosfato)EL gene phoT es necesardio para el funcionamiento
del sistema de transponte Pst, y el gene phoS sec trequicre para
mantenen La especificidad del sistema .Estos genes producen La
sintesis de 3 prctcinas peripldamicas , tas cuales tienen un

papel impontante en ef control de £a actividad del transponte
del fosgatol 249 ).

Las cepas de Eschenichia coli que poseen
el sistema de transponte Pit pienden ef ATP {ntracelular , 60 min.
despues de fa adicibn de arsenato .En Los michoorganismos que
tienen ambos sistemas £Los niveles de ATP no se agectan con La
adicién de arsenato.S{ Las bactenias poseen el sistema Pst se
observa una Ligera pérdida del ATP interno ,despues de £a a-
dicidén del ardenato ;postenioamente cuando £as célufas ya no es-
tan expuestas a este compuesto se {ncrementan Los niveles de
ATP. Estos nesultados indican que el arsenato puede penetrar a

La c&lula por el sistema Pst y temporalmenie Linterfiene con fa
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produccidn intracelulan de ATP,

Actualmente se sabe que Los pldsmidos
que confdienen nesdistencda al arsenato no alteran Los pardmetros
cindticos de Los sistemas Pat y Pit.Los {nformes indican que
el thansporte de arsenato es un prcceso dependiente de enengia

y tempeaatura e dndependiente del pH y La concentracibn de fos-

fate! 63,152 }.Moblfey y Rosen conféaman que fa expulsin

de arsenateo y ansenifo af extenlon es codificade pon pldsmidos

y tambifn es dependicnte de energia .Investigaciones tcalizadas

en Staphylococcus aureud sedalan que el sistema de transponte

del 4rafato tiene un alto grado de especificidad al del ansc-
natol 10,152 ). Ef tratamiento de .£0s microorganismos con
shoek osmético ,disminuye €a capacidad de expulsién -def axrse-
nato.Este cfecto se atrnibuye generalmente a £a perdida de una

protelna penipfésmeca , adn no identdgicadai 214 l.
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5.2 MECANISMOS DE TRANSFORMACTION DEL SELENIO Y TELURIO.
Los oxcaniones cemo el sefenio ,
telunio y sus denivados , presentan cienta toxicidad para
ta mayonia de Los microonganismos | 25,214 . Estos compuestos
téxicos, propician fLa sefeceibn de cepas resdstentes . Debido
a La nesistencia genenada , L0s microonganismos pueden desarrolfar-
se en elevadas concentraciones de Los compuestos menclonados.
EL estudio de La nesistencia de Los mi-
croorganismos a eatos metales es de aran {mpoatancia , ya que
entre eflos se encuentran bacterlas patégenas al hombre ( 2},
Los mecanismos de nesisdtencia al selende
y telunio e estudian actualmente en E. U . A ., La resdisten~
cia al Teluniv es codificada por pldsmidos ,ya identificados.
En el casc del selenio adn no se ailsfan Los pldsmidos correspon-
dientes .
Enthe Los micncohganismos mfs estudiados,
en nelacibn con el metabolismo de{ selenio y el telunio , &e

encuentran : Eschenichia coldi_y Staphylococcus aureus, en ellos

se demuestra que durante £a trans{camacibfn del metal se LLeva
acabo un gasto de energla {ATP}.

La thansformacibn de Los metales ¢
sus denivados se nealizan a través de 3 mecanismos,tos cuales de-
penden de La fisiologila microbiana [ 28,214,225 ). Talesmecandis-

“mes son ¢ .
Reduoccdién

Asimilacibn

Metilacdibn,
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5.2.1 Tnansfonmacibn del selenio y sus derdivados.

A bajas concentracdiones , ef selendo
es un micronutriente esencial para Los microorganismos reque-
rido para ta formacibn de La enzima Foamiato deshidrogenasa . En
concentraciones elevadas es t6xico para £0s microongandismos e
Ainhibe su ecrecimiento . EL sefendito y sefenato tienen el mismo
efecto.

5.2.1.1 Reduccifn y asimilacibn del sefenio.

LaPage y Bascomb demuestran que una
gran varniedad dc bactenias Gram negativas checen en presencia
de altos niveles de seleniolselenito de soddo 0.19 mM ) {1,134 .

Entre estas bactenias se {ncluyen: CLirobacten sp.,Hafnia sp.,

Proteus sp. , Pscudomonas sp., y Safmonella sp. .

Recicntemente Bunton y Giddins, rcafizan
estudios para comprobar fa nesdistencia del selendo y sus sales.
Para estos estudios s¢ toman muestras de agua , sedimento y algas
de €a Reserva de Kesterson | Kesterson National Lild Lide Reseava
04 San Joaquin Valle of Cafif. ). Informes Lndican , que en £a
resdenva antes mencionada , exd{ste una alta contaminacién con se-

Lendo y sus denivadod , que se encuentra en el inteavalo de

140 a 1,400 g/t , o sea , 100 veces mayor que el nivel noxr-
mal de selenio [ 5 X 1072 pg/e) . La cantidad de contaminantes se
deteamina por espectrofotometnia de absorcidn atémical 2,28 ).

Los estudios antes mencionados se realizan también en 9 dreas de
6 estados def oceste de E.U.A. , en donde La concentracibn de se-

Lenio es elevada.
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las muestras de agua , algas y sedimen-
tos se colectan en envases esténiles y se phrocesan despuds de
48 honas. Se nealizan difuciones seniadas en soldieiln amonti-
guadora de fosfatos {pH 7.5) y se siembaa en agan CPS{Agan ca-
seina-peplona - almidén ), Este medio c4 adecuado panra necupe-
nan bactenias heterotnfficas prcvenientes del agua . Para el
aislamiento de bactenias nesistentes al selenito y selenato se
utiliza el medio CPS suplementado con Las sales antes mencio-
nadas en una concentracibn de 10mM . Todas £as bactendias nesdis-
tentes af selenito y algunas selenato resdstentes producen
colonias nofas , indicande La reduccifn del selenito o selenato
a selendo elemental .

Los nesuftados del estudic de £a ne-
senva de Kesternson se comparan con Los vbtenddos en La xeserva
de Volta . De estes. cstudios se concluye que mds del 50% de
Las cepay alsladas provenientes de Kesterson ason nesistentes
al selenito de sodio 10 mM en confraste con un menon porcen-
tafe (4.5 % ) de bacterias nesistentes de La resenva de Volta.
En LZa nesenva de Kesterson , se observa que en el agua hay
una alta concentracibn de selenato y en el sedimento una mayor
concentracibn de sefenito ( 2,28 ).  La tabfa No. 35

muestaa Los nesultados obtendidos de este estudic.
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Tabla No. 35 Porcentafe de bacterias aisfadas de Las re-
senvas de Kestendon y Volta que muesdtran re-
Adstencia al sefenite.

muesthas michoong./mé Cepas nesdist. Conc.de selend-
de muestra a selendto I0mM | to por muedstra
(%) [ g/mt}

Kestensen

sedimento ixtob 58.9 1,364

algas I.72XIOx 50.3 <5

agua 2.35X10 53.8 150
Volta

sedimento: 1.6x10%, 1.2 <5

algas 4.6 Xlo5 4.5 ND

agua 4.03X10 2.2 5

La Tabla antenlon mucstra que el poacenta-
je de cepas resistentes a Sefenito de soddo({10 mM) es wayen en fa
nesenva de Kestenson . La Tabla No.36 muestra el poacentafe de

cepas nesistentes al sefenito , capaces de neducir ef selenito a

selendo.,
Tabfa No.3gPorcentase de bacterias aisladas de Las reservas
de Kesterson y Volta ,capaces de reducin el sele-
nito .
Sitio geogrdfico muesiras micaoorg.capaces
de necoleccidn reducinel selenilo a se-
Leniel § )
Kestenson sedimento 90.0
algas 98.7
agua 66.8
Volta sedimento 20.6
algas 25.8
agua 2.2
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Los nesultados mostrados en La tabla an-
. tenion asugienen La exdistencia de una alta concentracibn de bac-
tenias neductonas de selenito en La resenva de Kesterson . Durnante
otho estudio LaPage y Bascomb deteaminan ,que el nimero de bac-
Lerdias neductoras de selfenato es menor .

Microorganisemos resistentes al selendv
y deaivados , se aislan adn cuando Los estudios se nealizan a
concentraciones mayones de sefenito y selenato de sodio{20 y
30 mM )l 134 ),

Entre Las bactenias Gram positivos,
selendito-nesdistentes ,aisladas a estas concenthaciones , se

encuentran: Coaynebacterium sp., Anthrobacter sp.,yBaciflus sp..

Entre tas bacterias Gram negativas se prcsentan Los sdiguientes
génenos en onden decreciente de ocurrencia : Pseudomonas 3sp.

Aeromonas sp., Flavobacterium sp,. y Acdinetcbacten sp..Dentro de

de tas bactenias nombradas anteniormente , Congnebacterlum sp.
es el génenoc que presenta con mayor {recuencia resdistencia af

selenito.
Entrne Los micrnoorganismos capaces de re-

ducin selenato se encuenthan : Citrobacter sp., Flavobacteaium sp.,

, Pseudomonas sp. y Desulfovibrio desuffunicans sub.sp.aestreanil.

Estudios previosen muestras de suelo demuediran , que so0fo un pe-
queiio poncentafe de £as cepas aisladas reducen el selenato a
selendol 28 ) .

En La Tabla No .37 g muestran 2as concen-
traciones minimas inhibitorias de selenito, selenato ,telurite y
telunato pana fas bacterias asiladas de £a reserva de Kesteason

y Volta.



Tabla No. 37 Concentraciones minimas inhibitonias de sele-
nito, selenato,telurito y telurate de algunas

bactenias selendito-nesistentes ¢y selendlo-
sensibles asiladas de Las nesenvas de Kestenson
y Volta.
Cepas adsladas MIC ( mM ) de :
Sc4‘ Sez* Ted' Te6+
Resistentes
Acinetobacten 4p. vS3 50 200 0.5 4
Aenomonas hidrophifa Vsé 50 100 0.03 2
Agromonas hidrophila vss 50 12.5 0.03 1
Anthnrobacten ap. Ve 50 200 0.125 !
Bac{fBus sp. KWw3 200 200 1.0 4
Citaobacten freundid KS§& 200 100 0.5 4
Cosynebactendum sp. KSé 25 6,25 0,015 0.125
Corynebactenium dp, Vst 25 6.25 0.06 1
bactendium 4p. vss 200 200 0.5 4
Elavobactenium &p. KS4 50 200 0.06 0,25
Feavobacterium &p. vi5 50 50 0.015 0.25
Pacudomonas aeauginosa VS7 15 100 0.03 1
Pacudomonas cepacia KS5 100 200 0.015 0.03
Pseudomonas 4. vu? 200 100 1.0 4
Sensibles
Aenomonas sp. KA3 0.78 25 0.03 0.5
Conynebactenium 4p. vsi3 0.78 1.56 0.015 0.25
Pagudomonas aeruginosa VSI0 1.56 1.56 0.125 4.0
Abreviaciones .
KS dedimentos det Lagoe Kesternson

agua del Lago Kestenson
algas del Lago Kesterson
sedimentos del fLago Volla

agua def Lago Volta
afgas del Lago Volda
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Los datos de fa tabla antendion indican
que fa concentracibn de selenito y selenato vaala en un {nteavalo
de 25 a m&s de 200 mM. Entre £08 microoxaganismos aisfados se en-
cuentran 3 génenos sensiblfes al sefenato y scfenito : Achumenas

sp., Corynebactenium sp., y Pseudomonas daeruginosa .

La nesistencia al selendio y sus sales
no se¢ encuentra asociada con €a nesistencla a otros metales [ax-
senito, ansenato , telunito y telunato }peno 8 a algunos anti-
bidticos { 7,24,134,214 ).

Estudios realizados indican que el
metabolismo del selendto se LLeva acabo a través de 2 diferen-
tes mecanlsmos :

a]l Reduccibfn del selendito con obtencibn de se-
Lenio elemental a través de gaupos sulfhidni-

Los

b) Incorponacibn del selenio a compuestos que
contienen grupos sulfuros.

EL selenito ase neduce a sefenio ,el cual
se inconpona posteniormente a Los aminodeddos u proteinas en Lu-
garn del azufne de Los grupos sulghidnilos(y, z),

Ahfuwalia y Saxena realizan estuddios
que {ndican que La reduccibn del selenditol NagSelz) a sefendo e ple-
va a cabe enzimdtocamente ;Pas evidencias {ndican , que el crecd-
miento bacteriano es esencial para que se efectde £& reduccibn,

Los {nvestigadones antes mencionados utilizan para su estudio
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Eschendichia cold K,2C4P‘ en fase exponencial de crecimiento.

El estudio se basa en £a observacdidn de Ca tn nsfoamacifn del
selenito a selenio metdfico , el cual es de color rojo ,que se
intensifica con el aumento de su concentracibn ., EL selenio me-
tdlico que se deposita <intracelulaamente es sofuble en disulfu-
2o de carboneo (CSZ) y se usa para nemover y disolven el selendo
fonmado ,Es Lmportante mencionar que el sefenio f£i{gado a £as pro-
tedfnas yo se disuelve en CS2 .y para su deteaminacifn se nece-
sita nealizar una hidn6isis enzimdtica de protedinas .las célu-
Las se aompen por sonicacifn y se Lavan 3 veces con disulfurce de
carbono, sugiciente para extraer Za minima cantidad de selenio
eibre . Los nesultados de cetos estudiocs 4se presentan en La

tabla No. 36.

Tabla No. 3§ Refacibn entre e¢f crecimiento de Eschendi-
chia coli y el metabolismo del selendo .

Muestra  tiempo de Absorbancia Nitrdgeno Selenio
crecimiento a 650 nm total antes despuds
(hxs) det tavado

_pg/25 me de cultivo

! q 0.632 475 47 44
2 6 0.726 560 60 56
3 8 0.796 625 71 66
4 10 0.536 625 §8 50
5 12 0.897 650 1o 95
6 14 0.939 650 145 130
7 16 0.994 650 175 160
& 18 1.022 685 150 160
9 24 1.038 667 220 200
10 26 1.099 618 420 230
1 3] 0.910 560 440 230
12 35 0.840 523 430 220
13(control) 24 - 1550 - -




En La’ tabla antealon se.obseava ta di-
fenencia  que existe enthe el sefende antes g‘dcépuia de tavar;
que Lndica ta cantcdad de Aeéen&u Libre :

Cuaudo el Aetenitqkée'eucuentnav en
niveles téiicu&T,'no AaEq {nhibe eefchcbémiento ,¢£na tdmbiéh
causa mugnt¢ y‘é;4£$ dé con micngongaui&moék. Despuds de 11 honas

de iicubacibn -, el crecimiento bacteriano disminuye y ta: neduceidn

det Aetenito‘cantihda;

PantL del Aetencu que se oth

>, Hdcé{&h dct AeﬂenLto Ae acumula &ntnacelutanme t

pexipldimico " La :Flguaa'No:35 i pncAcnta “unas 5u£agaa64a* dc
Escherichia cold neatlizada pon MLcna¢copLa electnbiica ,en La
cual de observan gadnulos o depfsitos de sefenio,Los cuales no

estdn distribuidos uniformemente.

. A ” . . .
Fig.No. 35 Granutes de setendc en Bschendchia cold
X 40,000

(Y
=3
[



Parte del selenic se incorpora

a 20s aminodeidos con fa ayuda de La enzima Formiate deshidro-
genasa. . la incorporacibn se nealiza de la sigulente mancra:

40% en el citoplasma

28% cn paned celufax

18% en fraccidn nibosomafl
EL selenio depositado intracelufanmente se <{ncorpora a Cos
aminobeidos [metionina y cdstelna ), sustituyendo al sulfuro
{grupos tioles de Pas protelnas) , guamando selenio-cisteina,
selenio-metionina , selendio Acetif CoA v sefenic taurina( 211 ),

La incorponacibn def sefenio ,4e debe

a £a competencia que exidte con Los arupos sulfhidailos .Esta
competencia se nealiza cuando disminuye {a cantidad de sulfuros
intracelulares presentes en el medio de cultivo.En fa Fig.No. 56
se presenta La curva de crecdmiento de Escherdchia cofd en un

medio deficiente de azufre,

E.OB.
oo |
5.50_
401
‘S 0L
20 L

N 1 1 L 1 1 Il

i [o] 40 [ ] 20 €0 200 240 280
TIEMPO ( min }
o

Fig.No. 54 Crecimiento de Eachexichia coldl en un
medio deficiente de azufre



La gréfica anterion demuestra que el micho-
organismo se desarrolla durante 85 min., al téamino de Los cuales
el eneeimiento disminuye, debido a La carencia de fuente de azufre.

Parna demostnar La inconporacibn de selenio
Tryque Tuve y Hanold H., Williams utilizan en sus experdimentos con-
centraciones subitbxicas de selenio radiactivo.los investigadores
cultivan Eschendichia coli en un medio deficiente de azugre que
contiene selenic nadioactivo | 10 g/mL) y miden posterionmente
su {nconporacdbn en nelacién con el caceimiento del microonga-

nidmo (g en peso seco). la incoaporacién del selenio aumenta

proponcionalmente a La disminucién del azufrel(Fig.No. 57 IB
125 1
gloo L
o TF
ol _
8
$2s|  ADCION DE SELENTO
.Q u
[+ 1 1 1 1 1
50 60 T 80 8 0 0 120
g DE CRECMENTD CELULAR EN PESO SECO/mI.
Fig.No. 57 Incorporacibn de selenito nadioactivo

en Eschenichia cofi. La segunda (lecha
indfca o punto donde se agota el azufre.
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Los mistmos nesultados se pueden obsen-
varn en ta Fig.No.58 ,con La diferencia que en esdte caso se
relaciona La Lincorporacibn def selenio nadioactivo con el
tiempo transcurnido .La segunda §Lecha {ndica ef tiempo en el
cual se agota el azugre e Lncrementa rdpidamente La <incor-

poracibn del seleniol 246 ).

E
% 125"
g
S 100
3T
£ 75[—
H
3
& sl
2
n )
5 28k
ADICION DE SELEN!
L 1 1 1 J
o 20 40 60 80 100 (20
TIEMPO _EN_MINUTOS

Fig.No.58 Tncorponracibn de selenito radioactivo
por Eschenichia coli.la segunda fLecha
indi{ca eZ punfo donde se agota el azufxre.

Existen al menos 2 explicacdiones de

Los nesultados obtenidos en el expenimento antenion:



- EL depbsito de selenio elemental intra-
celular ¢y La neaccibn del sefenito con
Los grupos sulfhidnilos son aprneciables
y simultdneos con La disminucibn def azu-
fre en el medic de cultivo,

- Puede esperanse que : La competencia entre
el sulfuro ¢ el sclenio ocurne no solamente
a nivel de cxdidacibn de sulfitc-selenito,
sino también a cualquier nivel metabélico
al cual actde La enzima que sintetiza o in-
corpora tanto al azugre como andfogos del
sefenio. Como consecuencia después de ago-
tan La fuente de azufre para sintesdis de
meticnina y cistelna , el microonganismo

inecoapora el selendo.

Expenimentos 4ealizados en presencia de
2,4-Dinitrofenol y Cloxamfenicol muestran que fa incorporacibn
del selenio , puede sen dependiente de La sintesds de proteinas ,
fosfonilacibn cxidativa y el crecimiento celulan . Cuando sc¢ afa-
de Ceoramfenicol qi8 cultivo, L& (nconporacién del selenio no se
detecta, Un experimento similar con 2,4-0£nitno£cno£(10'4 MY,
tampoco demuestra incorponracifn de selenio. Cuando se aiiade una
concentracibn de 2,4-Dinitrofenol sufdiciente para disminuin al
50 $ ef crnecimiento def michoonganismo , La incorporacibn del

selenio decrece proporcionalmente | 26,246 ).
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5.2.1,2, Metilacidn del selenio y sus denivados.

Algunod microonganismos seflenito resisten-
tes en el sedimento y agua de nfos , tienen La capacidad de in-
corporar sclenio a compuestos ongdnicos y foamarn: Dimetil sele-
nie ,Dimetll diselenio y trimetil selenio. Estos compuestos son
téxicos para organismos superiones y se realeionan econ el tipdeo
olorn a ajo{ 32 ).

Esta thansformacibn es de gran importancia
ecolbgica , ya que peamite &a convensdibn de selendo {norgdnico a
compuestos cvigdnicos , Los cuales son voldtiles y pasan al medio
ambiente , disminuyendo asi €a contaminacién pon este metal y
sus sales { 229 ),

Existen michoornganismos capacesd de metd-
Lan othos metales como : Mencunio, Anséndico, Estado y PLomo. En
este caso se forman compuestos mds téxicos que Los anterlones
para ongandismos supendiones { 214 .

Burton y Giddins adlslan microorganismos del
agua ¢ suclo contaminados con selendo e identifican a Los
siguientes géneros bactenianos capaces de metilarlo: Aeromonas sp.,

Flavobactenium 8p.,Corynebacetnium sp., y Pscudomonas sp..Poste-

rionmenite Chau y Wong encuenthan que una gran cantidad dc bactevi-
as  selenito teductoras, aisfadas del suelo y sedimento de nifos

no contaminados con el compuesto mencionado , son capaces de pro-
ducin Dimet{l selendo, Dimetil disefendio y Taimetil selenio.la
metilacibn ocunrne cuando Los miChgonganismos $¢ encuentran en fa-

se "Log" de crnecimiento [ 2, 28 ).



La Zemperatura cs un factorn que influye en
Ra produccibn de compuestos orghnicos def sefenio. la incubacidn a
una temperatura de 10 a 20°C , favorece <La produccibn de dimetil
selenio y a 4°C La disminuge . Otho 4acton Limportante en La pro-
duccibn de dimetil selendio es La concentracdbn de sulfato en ek
medio. Esta conversibn se nealiza tantc en condicdiones aerobicas
como anaerfbicas.

Fleming y Alexandea thabajan con Penicilflum
sp. y determinan ef efecto de difenentes concentraciones de sul-
fato sobae La produccibn de dimetil sefenio , por ¢l hongo men-
cicnado . Los investigadones utilizan dos medios de cultivo con
distintas concentraciones de selenito de sodio 1,000 g/ml.los
nesultados demuestran que afl aumentar €a concentracidn de sulfa-
to de magnesio se eleva La produccién de dimetdil selendo cuando
La concentracidn es de 1,000 mg/ml , en cambio a una conc. de
100 g/mE Ca produceibn de dimetil selenio aumenta al paincipio
¢ postenionmente disminuye confoame se agota el selenio(Fig.No,

59 V(67 ).

Los mismas idvestigadones rcalizan estudios
para deteaminax e& efecto de £os aminodcdidos mefionina y homocds-
teina , sobre La producedn de dimetifselenio . Los nesultados
del estudio demuestran que La metionina catimula el crecimiento
det hongb y La producedbn de dimetif sclenio . Este estimulo es
todavia mayor en presencia de sulfato .En ta Tabla Ne.39 se muestran

2oy nesultados obtenidos.



1900 yg
L NoSe0 5 /ml

150

100}

100 yp
NaSe0 3/ml

sof

Concentrocida de Se(CHy)z en wem2/mg CELULAS.

L 1 11
0-6 10-5 10-4 10-3 j0-2 jo-!
CONCENTRACION DE MgSO4 (M)

1

F{g.No. 59 Efecto de La concentracién del sulfato
sobne fa produceidn de dimetil selendo

Tabla No.39 Efecto de La metionina en el crecimiento y
produceibn de dimetil selenio en presencia
de difenentes concentraciones de selenito

y sulfato.
Concentracsbn concenthacidn, Dimefu’: selendio fromado
de sulfato de selenito {mm®/mg peso seco)
(galmt )}

concen tnacijéne dje metionina

0 20 40 100 200

1075 1,000 24.6 {125 | - {s1.4 | 116
1073 1,000 §0.3 | - 118 |12z | 129
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En £a Tabla Nogg se obsenrva que af aumentan
La concentracién de sulfatos y metionina se estimula £La produc-
cibn de dimetif selendo.

Los estudiops pon micrnoscopla electrdnica
indican que Las bacterias capaces de producin dimetil selenio,
acumulan grdnulfos {ntracelulanes . Por medio de un andlisdis de
dispensibn de nayos X, se determina que Los grndnulos J{ntrace-
fulanes contienen selenio methlico( 105,106 |,

Evidentemente Las bactenias tienen La ha-
bilidad de netenen selenio y transformarlo a compuestos vold-
tiles metilados . Fredendich Challingen postula un mecanismo
de metifacién pana La obtencadn de dimetil sclenio , el cual
proviene de £a descomposicidn de metif selenato de sodio come
Ac‘indica a continuacibn :

-+ -

CcH 0
Na,Se0; — Nat + :Seﬁng--—l*cHSSaﬁZOH
0. ™o

Aeide metil setendio
. +
Lontzacd A0 L -0
xeduccion’ CM35¢' g (CH3145eSsg

i6n del dedido metaiio
selenio

dimetif selenone

-ﬁﬁ!5£5£ﬁglcﬂs)2 Se:

dimetil selendio

La metilacddn es un mecanismo de desintoxi-
fieacibn cuando el microonganismo chrece en presencia de altas con-

centraciones de selenio | 113 §.
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Raymond I, Shambenger encuentra Dimetil y
trimeti€ sefenio en pufmones y onina de natas, EL (rvestigadon
sefala , que €a formacidn de €stos cempuestos metilados constitus

ye tambifn un mecanismo de desdntoxieacdidn en La hata.

5:2 .2. Thansfornmacibn del Telunio y sus derivados,

EL telunio , telurito y telurato son com-
puestos altamente t§xicos para bacte rias Gram positivas y ne-
gativas (134 ). En ta mayorla de Los microonganismos La xe-
sistencia a Los compuestos mencionados es codificada por pldemi-
dos . AlLgunos autornes denominan esta nesistencia "Resdlstoeia ad-

quirida" , mientrnas que en michoonganismos como: Coaynebactendium

diphtheniae, Mycobacterium ZLuberculosis , Mycobacterium avium,

C.xenos4is y Staphylococeus aureus , Los genes que codi{fican dicha

nesdistencia  se encuentran en el genoma bacteriano "Resistencda
natural" [ 2§ ).

La toxdicidad del telurito y telurato se
atribuye a su propicdad come un oxidante fuerte y sen fdcilmente
neducido por Oxido neductasdas bafo condiciones fisiolbgicas.EL
selendio , tefundio y sus derivadons son quimicamente semegfantes,

La gctividad t6xica de Los derivados def Zelunio y

ez'belenid ;Ae.pneacnta:a continuacidn:
wooTeod > seol > reo > seod”

Atgunos investi gadonres indican que af crecen £os microorganismos

aumenta su dusaeptibilidad hacia estos compuestos y como consce-
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cuencia disminuge el metabolismo del azufnel 101,206,234 ).

5.2..2,1 Reducei6n y asimilacifn del Teluhio y sus denivados.
Recdlentemente Summens y Jacoby reafi-
zan estudios pana identifican bactenias resistentes al telunito.
Pana el aislamiento utifizan agan Infusidén de conazén con telundi-
to de potasio al 0.5 % . Los {nvestigadones Logaan aisfan e identi-

fican Los sigulentes micrcorganismos: °

Sennatia mascenaens Haemophifus <nffuenzae
Citrobacten freundid Spirillum senpens
Pseudomenas &p. Bacillus subtilis

Pseudomonas acruginosa  Streptococeus faccalis

Kfebsiella pneumoniae Staphyloccocus aureus

Escherichia coll Lactobacillus sp.

Safmunella thyphimunium Rhodospinillum aubrum

Proteus vulgands Azotobacter vinelandii

Bacillus anthrnmeds.

Los nresultados de Los estudios
indican que Las bactenias Gram negativas son generalmente mds su-
sceptdibles al tefunito que Las Gram positivas|154,225 .

Cuando Las bactenias tefunito resis-
tentes se cultivan en medios que eontienen telurito de potasio,
producen un precipitado negro ,debido a su reduccién
Monton y Anderson observan £a presencda de cristales negros en

cultivos de Corynebactenium diphthealae, BacLillus anthracis y

Streptococcus faecalls, estos cristales se encuentran extra e

{ntnacelularmente .los estudios con rayos X Andican fLa presen-

eia de telunito metdlico {154 ). 213



T pe A Ld'ngducciéu,daC telundte & telunic

,,mcfdtigazulc’lﬁeUaquabo Lﬁtaaﬁelutanmentc . Pante detk telu-
ndo {anmado,aekdepoaita en el cspacio- penipldsmico. , parte ex-
'tnacetutahmémfe yoen nwcfeoplasma. A continuacddn se¢ muestran

“fotogrnagfas-de Bi-subtilis 'y P.vulganis en £os cuales  se obser-

van’ Los deﬁﬁditaé exthacelulanes e fntracelulancs fespacio pe-
niptdAmLéa'y‘nuéteupeaéma) {105,106 ).

“EnLas Fig.No .69 y No.gl. se observan

la@ydéﬁﬁéitoé"exinaCQtuCanea e {ntnacelulanes ~de telurio{colon
 bcahca):an’P.uu2qani4 (40,000X) y B.oubtil4i3{37,000X), mientrds
quéi “La"Fig No. 62 mucstra Los depbssitos de telurio que se en-

cuentran en espacto penipldsmico de B.subtilis [(158,000X)

Fig.No. 60 Depbsitos extracefulanes e intracelula-
nes de telurdio en Proteus vulgands.
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Fig.No.61 Depbsitos intracelulares de telurio ep
Proteus vulgardis.

Fig.No.62 Depbsditos de telunde en ¢l cspacio
peripldsmice de Bacillus subtilis
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Tenadl y Kamahora trabajan con Mycobacte-
nium avium y encuentran que f£a enzima Telurito neductasa, asl co-
me Ca Malato deshidrogenasa son indispensables para La reduccibn
del telunito . En La Tabla Nod40 se muestran Eos efectod de Los

agentes §Lsicos y quimicos sobre La enzima Telunito nreductasa.

Tabla No.40 Efecto de os agentes fisicos y quimicos
sobre La enzima Telurito neductasa de Mycobac-
teadlum avium.

Agentes Ffsicos uy Quimicos Conc. (M} Actividad en-
zimdtica
Efecto de La temperatura 50°C - buena
65°C estable
70°C
Efecto de iones metdlicos Baz*.unz',sz' 1975 ningun efecto
2z
cd?*, cu? ,Hg?t,
Ag* 10°%  inhibe 50%
' 1074 estimuta
Felt 1073 cstimuta
Egecto del pH 6.5 - Gptima
7.0 - disminuye
§.0 disminuye
Efecto de algunas sustancias
quimicas 8,hidroxiquino- s
. Lelna* 10 estimula
Cianuno® "3 estimula
EDTA 10 estimula
'dipinidil " inhibe

*Estimulan en un 100 § fLa actividad
en zimdiica,
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Para La extraccién de La enzima teluri-
to neductasa se utiliza ¢l siguicnte procedimiento: aphroximadamen-
te 200 g de celulad se mezcelan con 200 g de anena de man en un
montero mechnico 4afo dunante 40 minutos, se aiiaden 400 mf de
agua destilada y se centaifugan a 3,000 npm durante 15 min.EL
sobrenadante e centrifuga a una veloeidad de 12,000xg durante
60 min y se vuelve a centhifugar a 38,000 apm durante 40 min. £C
preelpltado obtenido se Lava con agua destifada y se vuelve a
centrifugar durnante 30 min . EL sobrenadante contiene La enzira

telunito neductasa . g actividad enzimdtiza se

cuantifica espectrofotométricamente . La reaccibn consiste en
mezcelar 0.5 m€ de La prepanacidn enzimdtica ,0.3me de sofucibr
amonti puadona This{ Hidroximetil amino metano)pHé.5,0.1me de
telunito de potasio (200 M) , Deshidrogenasa mdlica , Sulfato <c-
aroso (100 M) .La mezcla se incuba durante 30 min. a una tem-
peratura de 37°C en condiciones aeiobias , despuds de La <incutazidn
se aghegan 2m€ de cloruro mencdnrico (10'3M) para detenern ga r2ac-
cidn . La mezela de neaceifn adquiene una colonacibn negra que 2
proporcional a La actividad enzimdtica . La fLectura s8¢ efectda
a una Long{iud de onda de 500 nm. En La Tabla Nc.4i se muestaa
el efecto de algunos compucstos quimicos sobre La actividad de

La enzima Tefurito Reductasa obtenida en Los estudios anterdorcs.



Tabla No.41. Efecto de algunos compuestos quimicos sobre fa
enzima Telurnito Reductasa.
Compuestos Concentracibn Actividad gnzimdtica'
{ E X 107 /min}
- -3 439
CoCe, 1073 223
BasS0, 1073 340
Mnce 10_3 354
Pb{ch,co0), 1073 293
Fe,(sB,), 1023 630
Fedo, 1023 170
AgNO3g 107¢ 5
AgNO3 1023 215
cdso; 107¢ 20
CdsS0, 10 4 165
Cuso 10_¢ 2
Cuso 1073 175
HgCL,y 107% 4
HgCL, 1073 42
Ince 103 165
S-Héanoxiquinolzina 10 3 630
EDTA 1075 285
EDTA 1073 69§
KCN 1077 530
KCN 10 1300

En La tablfa anteaion se obsenva que fa
actividad de £a enzima Telunito reductasa se {nhibe en presencia
de AgNog(10”H,cuso (107 y Haee, 110%) 4 se estimuta con
Feso, (107h0 y kew  1ow?).

Trabajos recientes nepontan que fa en-

zima Telurito neductasa presente en Corynebactenium diphtheniae,

Mycobactenium tubeaculosds y Mycobacterium avium , es capaz de
neducin el telundito solamente en presencia de : Malato,Deshidro-
genasa m&eica, NADH (nicotin adenin dinucledtido) y del ibn {Erni-

co o ferroso. EL mafato , La enzima deshidrohenasa mdeica y NADH

218



s¢ utifizan por La enzima como donadores de electrones y el
ion féanico o fennoso come cofactor ( 234},

En Las bacterdias que adquienren €a resds-
tencia por medio de pldsmidos , La neduccifn def telunito se
nealiza de modo aimilan a La nreduceibn def selenito . La reduc-
cifn del telunito a telurio metdlico se fLeva acabo a través
de grupos sulfhidrnilos , con inconporacibn postenion del Telurndio
a Ra metionina y posiblemente cistedlna.

Scala y Witliams realizan un estudio con
? cepas de Eschenichia coli : ML30 y ATCC 9663. La cepa ATCC 9663
es auxotrofa para La metionina . Ambos microorganismos se desa-
naollan en un medio con diferentes concentraciones de Telunilo de
potasio y se incubar dunante 24 horas . En La tabla No.42 se pre-

sentan Los nesultados de este cstudio.

Tabfa No. 42 Crecimiento de Eschenichia coldi ML30 y ATCC
9663 en un medio con Telunito y L-mefionina.
Cepa concentracibn concentracign de Ted”
de m?tioTina { M X 10 %)
N
0 3 12 36 48 60 12 88
checeimiento (Jllg/mﬂ}

ML-30 0 590 580 480 386 376 340 322 1292
ML-30 5 x 10-4 600 294 197 176 150 136 64 29
ATCC 9663 5 x 10_4 604 287 200 197 172 1128 70 26

Los valonres prescntados en £a Tabla No.

muestran que cuando aumenta La concentracibn del tefunito ,el
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crecimiento bacteriano disminuye proporcionafmente . La toxicdi-
dad del telunito aumenta cuando ambas cepas crecen en presen-
cia de metionina ;La disminucién def crnecimiento es mayor en
Eschenichia cofd Afcc 9663 . Los mismos L{nvestigadornes nealdizan
estudios con difenentes concentraciones de E-metionina y D-me-
tionina en presencia de una concentaacibn constante de teluriio

{Tabla No. 43 ).

Tabla No.43 Crecimiento de Escherdichia coli ML-30 en un
medi{o que contiene concentracloned vandiables de
D- y L-metionina y constante de telunrito.

{sdmenc de control concentraciby de tebunite
metionina s4in telunito 24 X 10°° M

Concentracibn de metioninal M X 107%)

40 0.0 4 8 12 16 24 48

Mg/l mt de medie
D-metionina 500 392 387 387 391 400 395 393
L-metdiondina 550 395 237 208 200 186 166 157

Los datos de La Tabla No.43 indica
que fa toxicidad del telunito de potasio aumenta cuande €a cepa
crece en presdencia de L-metionina, mientras que con D-metiondina
no sc presenta el miamo efecto. Se observa que el crecdmiendo

6 de D-metdionina

bacteniano aupenta hasta una conc. de 16 X 10°
y postendioamente disminuye . Scala y Wil&iams observan que a
bajas cone. de telunrito el crecimiento de Eschenichia coli ML-30
y ATCC 9663 no se afecta . EL crecimiento de ambas cepas dismi-
nuge , 84 al medio con telunlito se Le afiade L-metionina (Fig No.
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Fig.No. 63 Crecimiento de Eschepichdia cofd en un medio
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Fig.No.gy Crecimiento de Eschenichia coli ATCC9663
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En Las figuras anteriones se muediran
2as curvas de crecimiento de Escheaichia cols ML-30 y ATCC 9663
{mg de peso seco/me contra tiempo). En ambas curvas se observa
que La toxicidad def telurito aumenta al afiadin af medio de
cultivo L-metionina adn en presencia de sulfatos , Lo que 4se
regleja con La disminucibn del crecimiento bacteniano . Si Ra
cone, de L-metionina es constante y solo aumenta La conc. de
telurndito ,su toxicidad se eleva.

Los investigadones antes mencionados
realizan estudios del efecto del sefenito y tefunito aobne
el crecdimiento de Eschendichia cold ML-30 y ATCC 9663 cuando
al medio e Le incorporan diferentes compuestos que contienen

azugre y que pueden {ncoiporar a estos metales (Tabla No.44 )

Tabta No. 44 Efecto de diferentes conc. de Sefenito y Telunito
sobre el crecimiento de Eschenichia coli ML-30 ,
cuando al medio se €e inCoxponan disiinfas fuentes
de azufre .

Compuesto que Sed;” {cong. )

se analiza HX 10 0.0 8 24 40 56

TeO3 lcong.)
MIX 10 0.0 & 24 40 56

Crecimiento en Fg/mt de medio

L-Cistedna se0 5 560 565 565 567 552
Teo 560 0 o 0 0
Taunina se0”? 605 595 590 595 597
Teo 605 405 397 350 345
L-fomocisteina | Se0”? 565 500 210 100 25
Te0 565 0 0 0 0
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En La tabfa No.g4 4c observa que La
adicién de L-Cisteina en un medio con selenito Inecrementa {ni-
cialmente el checimiento del microorganismo hasta una conc. de
56 X 10'5 , a partin de €a cual disminuye proporncionalmente .lLa
adicibn del compuesto anterior a un medio con telundito Lnhibe
el crecimiento bacteniano <totalmente .AL agregan Taurina a un
medio con selenito el crecimiento no se agecta ,pero en un
medio con telurifo el crecimiento disminuye proporcionalmente
al elevar £a cone. de teluaito. S{ se aiade L-Homocisteina a
un medio con selendito , ef crecdmiento disminuye proporcio-
nalmente al aumento de La conc. de sclenito, pero en presencia
de telunito ne hay crecimiento bacteadiano .

La comparacidn de La toxicidad del te-
Lundto y selenito tambibn se ncaliza con compuestos que contienen
azufre e L{ncorporan selendio pero no participan en el metabolis-

mo del azugre .la tabla No. 45 - nedume Los hesultados obtenidos.

Tabla No, 45 Crecimicnto de Escherdichia coli ML-30 en me-
dios que contdienen gquente d¢ azufre que no par-
ticipa en el metabofismo del azufre

Andlones Compuestos que contienen azufre | M)
Ninguno  Tdiondina  Ac. OfLedlco Tiourea 2,4 Zdo
zolidin-
diona
Crecimiento | Fg/ml de meddo)
Cont?oﬂed 590 595 570 555 460
Se0,°"
{24 a ?o X 10_6 o594 595 560 555 460
Te03”
(24 x 107% 0 }} 385 0.0 9.0 0.0 0.0




Los nesultados que se obtienen en La
Tabla anterion indican que , £a adicibn de selenito al medio de
cultivo que contiene nreapectivamente tionina , dc.ofelco,tio-
urea y 2,4 tiozolidindiona , no afecta el crecimiento del michro-
onganismo . EL enecimiento de Edchendichia cofs ML-30 s inhibe
totalmente cuando se agregan £Los compuestos antes mencionados a
un medio de cultivo con telurito de potasio . Con Los estudios
anteriores se concluye ,que ef mecanismo de toxicidad del telu-
rito es diferente al del sefenito | 206 ).
4.3.2.2 Metilacidn del Telundio

EL mecanismo de desintoxificacidn del
teLurio , Lncluye €a produccién de compuestos metifados . Re-
cientemente R.W. Fleming y M. Alexander 4realdlzan estudios so-
bre &a metifacibn del telunio , selendio y sus derivados con
Peniciflum sp. .la cepa michobiana con La que thabafan es pro-
ductora tanto de dimetil selendio como de dimetif telurio.los 4{nves
tigadores observan el efecto del teluniol{ 50 - 300 pg/me),
telurato (5,000 Pg/ml) y tethacloruro de telurio {20 - 200 pg/m&),
sobre Ea produceifn de dimetif selenio y dimetil Zelunio. La
presencia de estos compuesdtos dismunuye en un 50 3 La cantddad
de dimetil selenio prnoducido . AL incaementar Los niveles de te-
Lunio en el medio de cultivo se genera un segundo producto
que sc {dentifica como dimetil telunio porn chomatografia de
gases (- 67 ).

La metilacibn del telurio se 2feva a ca-
be sdiempre y cuando en ef medio se encuentren presentes £os
dos metales (sclenio y telunio) ,en ausencia de selenio La meli-

facibn det tefunio no se efectda. Lo anterlor Lndica que fa bio-
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dintesis de compuestos metilados del telunio , de Lnduce en pie-
Csencda de selenio { 113 )

La produccidn de dimetil selenio y di-
metil telurnio depende de Las concentraciones de sefenioc y telu-
xio en el medio de cultivo, EL dimetil selenio se detecta cuan-
do aumenta La cone. de sefenio ,pero &4 aumenta La conc. de
telunio el producto que se obtiene es dimefil telunio . En fLa
Fig. No.s5 se observa una grdfica que presenta £a produccdién
de dimetit telunic y dimetil sclendo en presencia de diferen-
tes conc, de tetracloruno de telundio , y una conc. consdtante de

selenitoll00 Fg/mll .

88

mm /mg de célulos

50 100 50 200 250 300
{ n

Fig.No. 65 Produccibn de Dimetilsclenio y dimetil-
tefurio en prcsencia de selendto{]00 gl ¢
varias concentraciones de TeC£4.




En La Fig. No. 45 4e observa que cuande
aumenta fa conc. del teracloruro de telunio (Tacl4) ,aumenta la
produceifn de dimetif telunio y disminuye ndpidamente La de di-
metil selenio hasta 30 mn/ mg de cflulas | gy estas condiciones fa

conc. de dimetif selenio peamanece constante .

5.7.2.3 Pedsmidos que confieren resistencia al teluric y
sus derdivados.

Recientemente Summers y Jacoby demues-
than que Ca resdstencia de Los microonganismos a Las sales del
Telurio , es conferida por pldsmidos R | 225 }. Los midmes Lin-
vestigadones aisfan pldsmidos grandes y pequedos de Ps. acrugding-
sa y Escherdichia coli . Ambgs bactenias se desarnoffan en un me-
dio de Agar Ingusibn de Corazén con telurito de potasic al 0.5%
o una solucibn saturada de telunitc de potasio ,La Lincubacilén se
rnealiza a 24° ¢ durante 24 horas . Algunas colonias se Linccu-
Lan en 3 ml de caldo L e {incuban a una temperatura de 30°C du-
rante toda £a noche , postenieamente el cultive se centrdifuaa a
5,700 Apm a 4°C durante 7 min. EL paquete cefularn se suspende
en | me de sofucibn amontiguadona E , Las células se &isan adi-
cionando 2 ml de fLisozima en sofucdidn salina {soténica -, con agd-
tacidn fuerte , posteniormente se agregan 2 voldmenes de dedeedd
sulfato de sodiv al 3 % l(en s0l. amoniiguadora Tadis ,pH 12.6),
ta solucién obtenida ae calienta a 50 - 60 °C dunrante 20 min. en
badio a temperatura constante y s¢ adicionan 2 voliimencs de
solucibn Fenol-CLoxrofonmo (1:1) . La solucdifn  se agita fueste-

mente y se centrifuga durante 13 min. a 40°C {6,000 npm} .la
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fase acuosa supernion se transfdiene a un tubo con tapén de
nosca . Inmediaiamente se toman 2 pequedas allcuotas y se
mezclan con 10m L de una solucibn compuesta de pdrpura de
bromocresol al 0.25% en glicenol 50%-acetato Tals 0.05M (pH 7.9)
y se nealiza una electroforesis en gef de agarosa (0.7 - 1 $}.
La 2isis celulan depende de La fase de crhecimiento, temperatura
y tiempo de incubacifn de Las célukas .
Para el adslamiento de Los plAsmidos ot

Toma el cueitta Las caracternisticas mofeculares y covafentes
del DNA cinculan . EL DNA de Los pldsmidos se Cibera de Las célu-
Las pon fa acecibn de Lisozima y dodecif silfato d¢ sodio alealino
y bajo condiciones de desnaturatizacidn def ,DNA cromosomal

a temperaturas clevadas .las proteinas y el nesdduo
celulan se nemueve poa extraccddn con una mezela de Fenol-Clo-
nofoamo . Bajo cata; condiciones £La conc. del DNA cromosomal se
neduce o elimina, EL extracto clanificado sc usa directamente
pana andlisis clectrofonftico .

Este procedimiento promueve cf aisla-
miento selectivo def DNA extracrnomosomal , que puede utifizanse
dinectamente para sintests de protelnas , andlisis con endonu-
cleasas de nestriccdbn , thansformacibn y expenimentos de clo-
nacién 128 ).

En £a Tabla No. 46 &se muestran Log

plésmidos aislados de Pseudomonas aeruginosa , asl como La

concentracibn minima inhibitonia (MIC) de telurite de poitasio
a fa cual son suceptibles Las bacterias que ponrtan cada uno de

fos pldsmidos aislados e identificados
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Tabla No, 46

PeAsmidos que codifican nesistencia af

Telurito de Potasdio aislados de Pseudomonas

aeruginosa.

PLasmido Grupo de Fenotipo MIC de
ine. KoTeo, (M) .

RP1I P chkmTe 1074
RP4 P-1 CbKkmTc 70_4
R30 p-1 CbKmTe 10_4
R&& P-1 CbhKmTe 10 4
RP-638 P-1 CbKmTe 2x10_4
R702 p-1 KmSmSuTcHga 2x10 4
R751 p-1 e 10_4
R§39 P-1 CbKmSmSuTcHgxr 10_4
R938 p-1 CbCmKmSmSuTcHgr 10 4
RI033 P-1 CoCmGmKmSmSuTctgar leo_3
pMGI1 P-2 GmSmSutgally 1o_3
pMG2 P-2 GmSmSuHgrlly 10_3
pMG5 P-2 ARBEKmSuTmtgrPma 10_3
RPLII P-2 CbCmGmSmSuTeHgrPmn 10_3
R38 P-2 SmSuTcHgaPmr 10_3
R39 P-2 SmSuTcHgaPmr 10_3
Rms-159 P-2 CmSmTcHgrPma 10_3
R931 P-2 SmTcHgrly 10_3
R3108 pP-2 SmSuTcHghPmna 10_3
CAM p-2 CamUy 103
CAM-0CT P-2 CamOctly 10 %
Rip-535 P-3 CHCmKmGmSuTmHgnr 5x10_5
Rip-64 P-3 CoCmGmSuTmtga 5x10_4
R679 p-4 SmSu 10_4
R1162 P-4 SmSu 1075
R5265 P-4 SmSu 1o_y
Rma-163 P-5 CmSuTc 1o _4
Rma-149 P-é CbGmSmSu 10_4
Rms-148 P-7 Sm 1074
FP2 p-8 Hﬁ/LPm'L 10_4
R46 N CbSmSyTcAsn ro_,
R7K w CbSm 197%
R388 [} SuTb 5x10_ ¢
Sa w CmGmKmSmSuTe 5x10 ¢
RP1-1 7 Ch 5x10_4
RZ ? CbSmSuliv 10_g
RPS ? Ch 5x1027
R91 ? cb 107
FP5 ? Han 2x10
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En La tabfa anterion se obscrva que
de Loa 39 pldsmidos aislados, al menos 11 pentenecen a dife-
hentes grupos de incompatibifidad .Cuando 2a bacteria contie-
ne un pldsmido que pentencce al grupo P-2 ¢ obseava menon du-

asceptibitidad af telunito de potasio,

Los pldsmidos de Eschendichia coli y

Pseudomonas aexruginosa confienen niveles companrables de nesis-

tencia (MIC 10 'ﬁ) al telunite de potasio .S{ se comparan £Las
Tabfas No. 4¢ y No. 47 se obsenva Ps. aenuginosa es 10 ve-
ces mls nesistente que E.coli .

De Los pldsmidos que confieren hesdd-
tencia al tefurito de polasdio en Eschendichia coli, pR477 y pR478
tambifn confienen nesistencia al ansenato y sales de mercundo,
pR826 y pREZE codifican nesistencia La andenato , {ones mercdndi-
cos y sales de mencunio , y pMGIO] al nitrato de plata y sales
de mencunio. Tedos Bos pldamidos que codifican resistencia at

tetunito ,aisfados de Pseudomonas achuginvaa con excepedién de Los

pldamidos CAM y CAM-0CT confienen tambifn necsistencia a ALones
meachnicos y atgunos a acetato de fenil mercunio . Lcs pldamidos

CAM y CAM-0CT de P&, aeruginosa no codifican nesistencia a anti-

bidticos.

De fos plésmidos aistados de Ps.aernugine
sa y E.coli , el 10% codifican nesistencia at tefurato , pero
ninguno a selenito o sefenato .

Entre Las Entenobacterias , cé comdn

2a presencia de plfsmidos que codifican resistencda al teluni-
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to. La nesistencda al telunito , no esta asociada a un $0fo ghu-
po de incompatibilidad . La mayoria de Los pldsmidos " Tea" pen-
tenecen a Los grupos de {ncompatibilidad § , P-2 y otros.

En €a tabla No. 47 se muestran Les
pldsmidos aisfados de Escherichia colsi J53 , asd como La concen-
thacibn mindma Linhibitoria de telunito de potasio a fa cual son
susceptibles Las bactenidd que portan cada uno de Los pldsmidos

aislados ¢ identificados.

Taba No.g7 PeAsmidos que confieren nesdistencia al telunito
de potasio aislados de Escherichia coli J53
PLdsmidos Grupo de Fenotipo MIC de
Ine, K,Tels
I F11 CmSmSpSuHga lo:g
R57b c{A-C) ApCmGmKmSuHgr 103
pMGl01 ? ApCmSmSuTeAghiHgn 10_5
JR211 C{A-C) | ApCmGmKmSmSuHgnPma 10_¢
R476b S SmSuTcAsntign 103
R477 S CmKmSmSuTcAsntgn 10_3
R478 S CmKmTcAsntigr 10_5
R733 F1 SmTcAsx 10_3
R824 S ApCmGmKmSnTcAsnHgn 10_3
RE2S S ApCmGmKmSmTcAsatgaPma 10

En 2a Tabfa anterdior sc cbserva que
todos Los pldsmidos que se aislan de Escherdichia cofi J53 co-
difican rcsistencia a otros metales y antibidticos.

La nesdstencia al telunio y sus deri-
vados se codifica por pldsmidos que pentenecen al grupo de {ncom-

patibitidad S , que reclentemente se %e clasdifica dentro del
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grupe H , el cual se subdivide en Hyy ”2 . Los subgnrupos se
" difencncian pon que £os pldsmidos que pentenece!l a H, inhiben
el desannollo de afgunos bacteriogagos (A, T1,T5 y T7 | a £o
que se Le ELlama "Thibicibn fdgica”. Los plésmidos H1 carecen de
esta propiedad .

Diane E, Taylor y Anne 0. Summers ob-
senvan que &a nesdistencia af telunito (Texl y La inhibieibn §4-
gica {Phil no son propiedades usuales . Ambas propiedades se
prescntan pon todos Los pldsmidos del subgrupos Hy excepto el
pldsmido pR476b. Eastos .(nvestigadcres nealizan un edtudio s0-
bre fa inhibicibn {dgica en pldsmidos "Ten" .En fLa Tabfa No.

48 se presentan tes pldsmidos que utilizan para su estudiof 233),

Tabfa No.480ncigen y Grupos de Incompatibilidad de Los plds-
midos aislados de divensos microorganismos.
PLasmido Grupo de Fenotipo Onigen
Tnc. Bacterdia Area geog.
PRG2251 fy ApCmSmSpSuTc S Typhd Tailandia
pSpitd H2 CmKmSmTeTen S.anatum Canada
pAs251-2 Hy CmKmSmT ¢ S, L himuniu Canada
N-1 HZ SmSuTeHgn S.§lexnend Japén
pSD-12 Hy CmTe S, typhimurium Canada
pSD-16 fy KmSmTe . tuphimurium Canada
pS0274 H2 SmTe S. fuphimurium Canada
TP116 Hy CmSmSuHgn S, tunhs Espaia
pWRZ3 Hy LacSen S.tennessce U.s.A,
MIP233 H2 Sen S.0hie Inglatenna
MI1P235 Ho LaeCmSmSu S.oxgudenbung  Brasdit
R476b Hy SmSuTcAantign S.mancenscens U.S.A.
R477~1 1y SmSuTcAsatgaTen | Sipancenscens U, S, A,
R824 Hy ApCmGmKmSmTcAsx | S.maxrcenscens Francia
R478 Hy CmKmTcAsrHgaTen | S.mancenscens {.S.A.
RE2E8 H2 ApCmGmKmSmTen .
AsaHgraPma S.marcenscens Francia
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En La Tabla No. 4§ 4c obsexva que so0lo
5 de Los pldsmidos que utifizan Los Lnvestigadones codifican re-
sistencda al telunito : pR477-1,pR478,pRE26,pRE2E y pSDIT4,

Los nesultados que obitienen Taylor y

Summens durante su estudio , se presentan en La tabla No., 49

Tabla No. 49 Resistencia al telurnito e Lnhibicifn fdgica
mediada por pldsmidos del grupo de incompati-
bitidad H,.

PLAsmidos MIC de Eficiencia de plaqueo con bacte-
K,Te0s (K) niofagos
A L] s T
-5
. 10 1 ] 1 1
pS0114 1073 1073 | 1ol <rozd | ao)
pASZ51-12 1073 ro-d 1ozl | <iozd | o107)
N-1 10 10 10 ¢rof | 10
SD12 1073 ISR RIS RN
bsn1e 1073 10! | 107! 10°% | 107!
ps274 1073 0.5 | 107} 1074 | 107!
P16 1073 1057 | 102} 10281 0.5
pliR23 10-3 1024 | 1077 107k | 1oth
H1P733 10 10 10 10 10
i1p23s 1023 10°¢ | 10! 1o | 107!
R476 10 1 ! 1 1
R477-1 1073 1o-) [ o.s 0.5 | 107}
R478 103 107} 1 0.5, 0.5, | 10
RE26 10-% ozt | roTd | <roti | ous
RE2S 10 10 10 1o 0.5

Los nesultados obtenidos en fa ta-
bla anterdior Lndican que en todos Los pldbmiJOA def grupo de
Inc. H, que codifican nesistencda at Zelunio, hay inhibieibn
f&gica excepto en el pLdsmido R476b, en el que no estan pre-
sentes ninguna de Las dos caractenfsiicas .

[ Summens y Taylor hnealizan el mismo

estudioc con bacternias aisfadas de aguas nresiduales . EL 95%
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de £as bacterias aisladas son resdstentes al telunito ,mercurio,
y plata .Tambifn sc toman muesiras de aguas nesiduafes de La ciu
dad de Boston, en La que se encuentra un 10 § de bactenias
telunito nesistentes ,en aguas nesiduales de hospitates de La
misma ciudad un 20 § 4aon bactendias "Tea" !De Las bactenias te-
unito nesdistentes el 0 % son Gram negativas .los Lnvestiga-
dones antes mencionados afsfan 7 pldsmidos que confieren nesdds-
tencia al telunito y causan {nhiblcibn fdgica en Escherichia

coldi AB1932-1 (Tabla No. 59}

Tabla No. 50 Inhibicibn Fdgica mediada por pLdsmidos que
congieren nesistencia al telunito.
PLAsmAidos Marcadones pana Eficiencia de plaqueo con bac-
nesdistencia teniofagos.
T Ty
p - [ P I
pSDI14 TeaCmKmSmTe roZgl<toTg | 1073
RAS5002% TenHgaKmTeSm 10751107 | 1075
RAS50035 TexHgnCmKmTe 1072f<rog | 1073
RAS5005 Ten ’0-6 <10_E lO_3
RAS5007¢ TeaHgn 1oTgl <ol 1073
RAS5009° TeaHgnPma crol laole f<roly
RAS5012° Ten HgnPmn 107%]<19 10
b Hospedadon Eschendichia cold ABI932-1

¢ Hospedadon K. pneumoniac  alsfado de aguas residuales
del Hospital General de Boston,

d Hospedadon K.pneumoniae aisfad® de aguas residuales
de £a ciudad 5 BosZon.

e Hospedadon C{trobacten freundid aisfado de aguas ne-
siduales de una Indusinria proccsadora de peliculas en
New Bedfonrd, Mass.

Loa nesultados que se presentan en La
tabla antenion ,indican que todos Los pldsmidos aislades que cox

fienen nesistencia al telunio , también causan inhibieibn gdgica.

233



Se muestra una menor eficiencia de plaqueo por el bacteniofago
Tg ,indicando que hay mayon inhibicifn gdgica . Con estos ncaul-
tados se demuestrna que La inhibicibn fdgica y fLa resistencia at
telunito son transmitidas juntas por Los pldsmidos. Los dos

marcadones no son especifdicos de Lcs pldsmidos del grupe H, y

pueden estan asociados a otho tipo de pldsmidos .
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R CONCLUSTONES.

Los microonganismos £LLevan acabo como
mecanidmos de nesdistencia , fa transformacién de Los metales
pesados { oxidacién , neduccibn ,metilacibn y dimetilacibn) o
ta degradacidn de compuestos ongdnicos, Estos mecanismos de
nesdstencia promucven cambios en La f{s{ofogla del michoonga-
nismo , que ayudan a su desintoxicacidn y La del med{o ambien-
1e,

Todas Las transformaciones y Los cambios
fisioLbgicos de Los microonganismos se codifican por medio de
redamidos y thansposones .

Entrne Los metales pesados de gran Lmportan-

cia en fa contaminacién ambiental se encuentran el Mg, Cd,
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Pb, Ni, Co, Cn, Cu , Va , Mo y Zn. Entre ellos , el mercundo,
es sin duda el mds impontante ,debido a que frecuentemente
exidten informes sobre {ntoxicaciones causadas por ingestibn de
alimentos y agua contaminados con el metaf v sus dendlvados ,Los
cuales pueden hasta causan La muehrte .

Los micrnoonganismos nesistentes al mencu-
rio utilizan como mecan{simos de resistencia y desintoxicacidn
tas divensas trans foamaciones del metal,via enzimdtica:

A taavés de fa

- Reduceifn de Los Lones Ha
enzima Mercunio Reductasa.

- Degradacibn de compuestos ongfinicos del men-
cunio por medio de La enzima Onganomercurio
hidrolasa.

- Metilacifn de Los iones ng', en presencda de
Metifcobalamina y de La enzima Metilcobalami-
na Sintetasa , A4 es en condicdiones de anaero-
biosis .Cuando La transfonmacién se LZeva acabo
en condieicnes de aerobiosds, el microvaganisme
no requiere de La enzima.

La nesistencda de Los microorganismos al
mencunic Se codifica pon medio de pedsmidos y transposones que
contienen el opernén Mer, foamado pon Los genes :imenA , menB ,
mexR , merT , y mend.

En Lo que respecta al Cadmio ,los micro-
onganidmos nesistentes a este metal unicamente £Levan acabo su
metilacibn , ademds de presentan cambios jisiollgicos , causando

afteracibn en:



- La reduccibn del transporte de Lones ch*
- Aumento en el si{stema de excrecifn de ecstos
iones a través de La membrana cefulan.

EL Cadmio se acumula en ef citoplasma
de Los microorganismoes nesdistentes y se encuentra Ligado a
protelnas fonmando Cadmic metaloprotelnas. La formacidn de
estas proteinas impide La Linhibicifn del creeimlento del
michoorganismo. La presencia de protelnas en el citoplasma ,
La metilacibn de Los Lones Cdz* y Los cambios 4isiolbgicos en
208 micrnoonganismos , son congeridos pon plhsmidos que con-
tienen Los genes CadA y CadB.

La nesistencia al Zinc,se relaciona con
ta existencia de pLdsmidos bactenianos que codifican £La sinte-
844 de un dcido graso (deido w-cicloheptil  undecanoice ) pre-
sente en La membrana celfulan , que impide el transporte de Los
{ones zine al intenior de La célula.

Los michoonganismos nesistentes al Cromo
son capaced de transformanfo a metilcromo,que es <inestable vy

be

reacciona formande Ca{111} y metano . Los {ones Cn°  son redu-

cidos a cad*,
En Las bacterias nesistentes al cobre se
reponta La presencia de:
- una proteina T que {nhibe La penetracifn de
sustancias hidrofilicas con bajo peso mole-
culan , en Las que se encluye a este metal.

- una DNAasa extracelular ,en La membrana celulan.

- Metalopaoteinas en el citoplasma ,que se refacio.-
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nan con La proteina T,

Atgunos microorganismos que habitan en
sedimentos de alos pueden LLevar acabo La metilacién del plomo,
ofnos microonganismos Lo inmovifizan al penetrar en su {nterior.

Las bacterias resistentes al Estailc y Antdi-
monio &on capaces de transformar estos metales , en denivados
onglnicos o bien Los oxidan .

Adn no se conocen Los mecandsmus de resis-
teneia al Cobalto , Plata , Vanadie , Tungstenc y Molibdena,
pero frecuentemente se aislan bactenias resdistentes a elevadas
concentraciones de esatos metales .

Los metaloides , como el Axsénico , Selendo,

3+ .
¢ Telunio son thansformados via microbiana. E¢ A3~ el rxdida-

do y el 445+ es metilado y dimetilado formando un compues-
to con menoa toxicidad | el dcido Cacod{lice , ademds Los micro-
onganismos sugnen cambios gisi{olbgicos:
- sintesdis de proteinas que modifican La pen-
meabilidad de fa membrana celular a estos
Lones.,
- sdistema de execrecidn de 208 Lones As caltamente
especlfico.
- slntesdis de enzimas intracelufares modificadas.
EL Telunio y el Selendio son reducdidos,
asimilados y metilados. EL selenio que se transporta afl interlion
de Los microonganismes , se incorpora a Las proteinas goaman-
do : Sefendc-metionina , Selenio-cistelna y Selenio Acetil CoA.

EL Teluadio es neducido a través de La enzima Telurio neductasa.
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Las transformaciones de todos Los metales
pesados son un mecandismo de desintoxicacifn para Los micrnoonga-
nismos y el medio ambiente . Estas tnansfoamaciones dependen de:
La concentracibn del metal , poblacifn micrnobiana , pH , tempera-
tura , potencial de dxido-reduccibn en el medio , efectos de
sinenglsmo o antagonismo de otrnos procesos metabblicos .

Algunos micrnoongansimos utilizan estas
tnans formaciones para La obtencidn de eneagla

Las transformaciones de Los metafes via
microblana , pueden sen utilizadas para el control de La con-
taminacidn ambiental , en pafses y ciudades con un alto Lndice

de contaminacibén .
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ANEXO 1

CONCENTRACTON HABITUAL DE LOS METALES PESADOS

EN LA NATURALEZA
Elemento Agua de man Agua dulce
tpua/t) (a4 a/t)
Antimondio 0.21 0.1
Arsénico 2.1 2.0
Cadmic 0.01(s} 0.7
Cobatto 0.04 0.05
Cobre 0.1 - 0.04 1.8
Cromo 0.08(s) 0.5
Esnano 0.01 0.03
Meacunio 0.011 0.01{d}
Molibdeno 10,0 1.0
Ndquel 0.2(4}) 0.3
0.7(d) -
Plata 0.01 .
PLomo 0.005-0.015 .
Selenio 0.04(s) .19
Vanadio 1.9 0.9
Zine 0.011{s) .
0.62(d)

& supenficie del
d fondo def agua
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ANEXO

11

Concentracién de Hetales Pesados en Agua Dulce.

Melal Concentracibn Localizacibn Ailo
(uglt)
Antimonio
0.1 - 31.¢2 Sibeaia 1961
0.05- 0.8 Suecda 1965
1.1 ugl/e E.U.A,Amazonas 1968
y Rhone.
Arnsénico
0.4 - Rio Waikato,N.Z. 1961
1.6 4a/t 0.45- 4,87 Rio Columbia
(U.S.A.) 1964
1.7 ug/e 0.25- 7.1 Japén 1965
0.3ug/t 0.2 - 0.4 Suecia 1965
1.9 - 54.5 Grecda 1965
0.38- 1.9 Japén 1965
1 - 1.10 U.S.A. 1971
3.1 uglt Rhine 1971
20 ygl/t 0.0 -1,100 Uu.S.A 1972
3.2 ug/t 1.0 - 6.0 Danubio(F,R.G.) 1974
3.7 ugl/t 2.0 - 5,0 Lago constanza 1974
{Francia)
5.3 ,.g/[ Ruhn{F.G.G.| 1975
Cadmdo
3,9/t Siberda 1961
0.7 walt California 1967
0.5 ugle 0 - 1.2 Rio Conway{Gales)1971
0.2 ug/t Bahia Bas<in{N.V.}1971
0.4 - 3.7 Gales 1972
2.0 ug/t 0.6 - 14 Rio Delawane 1972
0.02- 90.12 Australia 1973
1.2 - 16.4 RhinelF.R.G.) 1973
1.0 'ug)ll 0.3 - 1.9 Australia 1973
0.8 ug/t 0 - 5 Rioc Missuni 1973
0.5 ug/t Australia 1975
2.7';49/(. 2,0 - 4.0 Ruhzn(F.R.G.] 1975
0.2 49/t Pamin{Afganistan) 1976
Cromo
0.2 wglt MainelU.S.A.) 1956
0.7 pglt Catifornia 1967
1.4 ug/t 0.1 - 4.1 U.S.A.,Rhone y
Amazonas 1968
1.2 ug/t L.superdion,linon
Erdle,Ontanrdo,
.S.AL 1989
1.0 ug/t 0.7 -~ 19 U.S.A 1971
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Concentracibn

Metal Localizacibn Ao
. lpg/e}
3 uglt 0.3 - 69 Lago Michigan 1972
7.2 4a/8 3.0 - 18 Danubio (Ulm) 1974
5.7 ug/t 2,0 - 10 Lago Constanza 1974
25.0 mg/  10.0 - 115 Ruha{F.R.G.) 1975
Cobatto
0.2 uglt 0.06 - 6.1 Connecticut 1966
0.5 ug/i Catlifonnia 1967
0.054g/¢8 0.05 - 0.85 Rio Neusel(U.S.A.) 1967
0.19ug/8 0.037- 0.36 U.S.A,,Rhone,Amazo-
nas, 1968
0.049/L Lago Cayuga 1971
1.0 -4,500 u.s.A. 1971
6.3 ug/t 5 - 11 Ruhn(F.R.G.| 1975
Cobre
15 g/t 8 29 Saale(G.D.R.) 1954
1.4 ug/t 0.4 - 3.2 Japén 1955
1.9 ua/2 0.5 - 7 Japén 1955
12 ﬂg/l Mzine 1956
10.3 lug/t 0.1 -20,710 Siberia 1961
5.3 ug/t 0.83 -105 Nente de Aménica 1963
3.8 ug/t 0.7 - 27.5 Rio Columbia 1964
1.2 ugl/t 0.4 - Sienna Nevada 1968
1.5 ug/e Lago Ende 1969
10 ,ug/ﬂ u.S.S.R 1969
3.3/9/2 Rhine (F.R.G.) 1971
0.7/,9/[ Lage Cayuga 1971
0.7 - 5.5 Gales 1972
2 ﬂgll 1 - 10 Mackenz.ie,Canada 1972
3 /Jg/t 0.3 - 52 Lago Michigan 1972
10 ua/t 5 - 26 DanubiolAustria)l 1973
3 ,ug/!, 0 -3 Missund 1973
40 //g/[ 5 -lzo Kansas 1974
8.2 /‘gll 4 - 19 Lage Constanza 1974
30 /Jg/L 22 - 70 Kuha(F.R.G.) 1975
3 ug/t Famin ,Afganistan 1976
Eszaro
0.03 g/t Maine 1960
0.09 g/& Sibendla 1961
Mercusio
0.035- 0.145 Rio Saafe 1957
0.03 g/t 0.01 - 0.05 Toscana y Latium 1968
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Metal Concentracifn

Locakizacibn Aiio
{ pHalt)
0.006 - 0.515 Tames 1971
0.030 - 0.075 Groentandia 1971
0.087 - 0.230 Groenlandia 1971
Y 0.055 ug/l 0.02 - 2.8 Norteam&rnica
u.s.A. 1972
0.0z - 0.13 Lago CLay, Onta-
nio 1973
0.18 ug/t 0.07 - 0.75 Danubio,Austria 1973
0.08 yg/f 0.02 - 0.38 Danub/.o(ReganA-
bung 1974
0.18 4g/L 0.03 - 0.47 o Constanza 1974
0.03 A‘Q/L 0.03 - 2.3 ?m(F R.G.) 1975
Molibdeno
0.06 yg/l Japén 1960
4 ﬂgll 1 - 5 Rios de Californ-
nia 1967
1.5 g/t u.8.A, 1968
0.1 /ugll Rhine 1972
7 welt Lago Michigan 1972
Niquel
0.4 ualt Maine(U.S,A,) 1956
10 usll 0 - n Nonte de Aménica 1963
3 9/t 0.3 - 5 California 1967
19 /ug/l 1 - 130 Uu.S.A. 196§
3.5, /ug/t 2 - 5.6 L.Supenion,Huron,
Ontanio 1969
0.5 - 3.5 Gales 1972
27 gl 10 - 89 Kansas 1974
10 8/t 2 - 17 Danubio(Regens-
bung) 1974
5 w8t 3 - 7 L.Contanza 1974
62 walt 35 - 100 Ruhn (F.R.G.} 1975
3.2 - .9 RLo. S&.lawnence 1976
PLomo
2.6 ,ugll. Madine 19
3.9 Iugll 1.4 - 10.2 Saale,ELbe (G.D. R)1957
1.5 “ug/t 0.1 - 2,071 Siberia 1961
4 yalt 1 - 55 Nonte de Amfaica 1963
0.5 ‘ugl/L Sienna Nevada 1968
2.7 uglt 2.2 - 3.3 L.Superion,Huron,
Ontanio 1969
? palt I - 890 u.s.A. 1971 _
2 yryi U.5.A. 1972




“Metal Concentracibn Locabizacibn Aiio

(ualk) .
Plata
0.5 Iyg/l 0.2 - 3.5 Conecticut 1966
3.3 gl/L Rio NeuselU.S.,A.)1967
H 0.0 - 0.94 Nonte Aménica 1961
0.39 /ngl U.S.A.,Rhone,
Amazonas 1968
Selendio
0.2 uglt e.11 - 0,33 U.S.A.,Rhone.
Amazonas 1948
2.4 /,g/I. 1 - § Danubio 1974
Zine
2.5 49/t 0.25 - 34 Maine 1960
13 palt 0.1 -5,770 Sibenda 1961
29 ugle 14 -1 California 1967
1.5 ‘ug/t 0.3 - 100 Sieana Nevada 1948
64 ualL H -1,183 U.S.A. 1968
39 }Aglt U.R.S.S. 1949
35 walt B - 71 L.Superion,Hunon
Erie,Ontandio 1969
20 AalL 12 -42,000 U.S.A. 1971
180 wgalt Riine (F.R.G.) 1971
3 velt Lago Cayuga 1972
1 - 60 Gales 1972
60 M8/L 3.6 - 176 Ritine[F.R.G. ] 1972
4 /,g/tl 0.9 - 32 L.M{chigan 1972
72 ualt 1. 296 Danubio,Austria 973
31 y g/t 3 - 140 Rio Missouns 1973
70 w9/t 1 - 120 Danubdio(Regensbung) 1974
37 ‘/,g/I_ 19 - 95 L.Constanza 1974
3.5 - 40 Manbyrnong 1975
209 Mg/t 100 - 300 Ruha (F.R,G.) 1975
29.2 - 32.5 Rio St. Lawrence 1976
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ANEXO0 111

ABREVIACTONES DE LOS GENES QUE PORTAN LOS PLASMIDOS

micina B

Fenotdipo Genotipo Efecto
Ac aca Resisiencila d La acridina
Ak aacA Resistencia a  La Amikacina
Apl(A,Amp) amp, bla Resdistencia d-2d ampicilina
AsalAs0l") asa Resistencia af Ansenato
Asilhe0s®) ass Resistencia al Arsenito
B{ bis Resdistencia at Bismuto
Bt aphA Resistencia a £a Butinosina
Cam cam Biodedradacibn de Camfon
4] ba Resdistencia a La Carbenicilina
cd cad Resistencia al Cadmio
Ce bea Resdistencia a £a Cefalaxina
Tex Lex(clx,£mm)  Inmunidad a La Colicina "X"
Caa{ColA) caa Produccidn de Colicina A
Cba({ColB) cba Produccidn de Coldicina B
Cda{ColD) cda Produceidn de Colicina D
CellCot E1) cea Produccidn de colicina E,
Ce2{Cot EZ2) ceb Produccibn de Colicina £,
Ce3{Col E3) cec Producedldn de Coldlcina Eg
Cia({Colla) cla Producedidn de Colicina la
Cib(Collb) cih Produccidn de Colicina 1b
ChalColk) cka Produceibn de Colicina K
CvalColV) cva Producedldn de Colicina V
Cxa(ColX) cxa Produceibn de Colicina X
Cm(C) cat{cam) Resistencia al cloramfendicol
Co cob Resdislencda al {on cobaltoso
Cp bLa Resistenedia a La Cefalosporina
Cx bLa Resistencia a La Cefalonidina
Cx bla Resistencia a €a CLoxacifina
Om aacA Resistencia a 3',4'-Dideoxikana-
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Fenotipo Genotipo Efecto
Eb Eba Resistencia al Bromuro de
etidio
Eex(Sex,S{t} eex(Tra$, sex) Excfusidn de entrada
Em eamienc,eny) Resdstencda a La Eritnomicina
Ent ent Produccién de Enterotoxinas
Ext ext ‘Produccibn deToxina Esfolia-
. Liva
Fa fus Resistencia al deido Fusidico
FL‘(X,‘L') fin Tnhibicidn de La conjugacibn
trhansgenida por medio de plds-
midos "X"
FLO (X, §47)
Gm{G, Gk) aacAlgat) Resistencia a La Gentamieina
aacB
aacl
aadB
Ng(ng') mea Resistencia al Mercunio,pro-
ducedibn de £a enzima Mencu-
nio neductasa
Hey Produccibn de HemoLisinas
Hys Produceibn de Sulfito de Hidno-
geno
Tnel{Com,Me,Men) Deteamicacién de Incompati-
bifidad Especifica
Km{K) apkAlkan) Redistencia a La Kanamicina
Lv aphA(Ept) Resistencda a La Lividomicina
Mc bta Resistencia a La Meticilina
Mod ham Modificacibn del ONA pon La
actividad de La Metilfasa
Hod hss Mod{ficacibn del DNA,nrequi-

riendo un sitio especifico

245




Fenotipo Genotipo Efecto
para La expresibn de La acti-
vidad de ma Metifasa.
Mut Actividad Mutatonia
Nah nah Biodegradacibn de Naftaleno
Nic nic Resistencia al Lon Niqueloso
Nig Fifacidn del Nitrogeno
Nm(N) aphA(neo) Resistencia a La Neomicina
Oct oct Bicdegradacidn del octancl
0x bla Resistencia a La Oxacilina
Pe(P) bla, pen Resdistencia a La Pendicilina
Phi Interferencia en La produccibn
de bacteniofagos
Phi pLg Interfercncia de £a propagacibn
de T3 y T7 pox F.
Phi Intenferencia de £a propagacibn
de 2os colifagos y T1
pon pldsmidos R
Phi Tntenferencia de fa propagacibn
de T5 por Coll
PLL tha Sintesis de fa estructura PLLL
Pm aphA Resistencia a &a Paromicina
Ra§ Fenmentacitn de £a Rafincsa
Rep rep Replicacibn
Rep(Ts) seg, taa TermosensLble
Res han Restrniceidn del DNA por €a actd-
vidad de Endonucleasas
Res hss Restniceibn del DNA nequinien-
do un sitio especifico para La
cxpresibn de La actividad de £a
endonucfeasa
Rm aphA Resdistencia a La Ribostamicina
Sal sal Biodegradacidn de Salicilatos
San Produccidn de Antigeno de super-

gdieie
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Fenotipo Genotdipo Efecto

Sb ant Resistencia af antimondio
Seg seg Segtegacibn de pldsmidos
Smi{S) aphClspt,stn)Resistencia a La Estreptomicina

aadA{sas)

Sp aadA Reaistencia a La Espectomicina
SulSa) sul Residteneia a La Sulfonamida
Te(T) tet Resistencia a £a Tetracdiclina
Tm aach Resistencia a £a Tobramicdina
Tod 1ot Bicdegradacién def Tofuenc

Tp dga Res{stencdia al Taimetroprir
Tha tralfen) Mediacibén de €a Conjugacidn
tv uva Resdstencdia a Las radiacicnes

witravioleta.
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