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2. INTRODUCCION

Debido al aumento en el proceso de industriallzacién tanto en
paises desarrollados como en aquelles que se encuentran en una
fase de desarrollo, los problemas ecolégicos y toxicoléglcos se
han visto Incrementados [ 14 y 15 ]. La contaminacién en paises
como México, es un problema que aunado a factores como son; la
explosion demografica, la falta de planeacién en el uso del sueslo
de las grandes urbes, el elevado nivel de contaminacién producido
por las industrias y el gran nimero de medlos de transporte, esta
alcanzando proporciones desastrosas. Esto ha llegado a afectar
gravemente los tres principales vectores de la naturaleza: agua,

aire y suelo [ 93 ).

La blésfera estd constituida por agua en un 70 %, se ha
calculado que la mayor cantldad de esta se encuentra en los
océanos, siendo aproximadamente el 97.2 %. El agua dulce ocupa el
2.8 % del total y gran parte de este porcentaje se encuentra en
los casquetes polares y en las nleves eternas de las montafias;
asi, el agua disponible en el mundo se reduce al reciclaje de poco
menos del 1.0 % del agua total del planeta. E] volumen de agua
natural que conducen anualmente los rios, tamblén 1lamado
escurrimiento virgen; es del orden de 13,002 metros cubicos por

segundo.

Los usos que la humanidad ha dado al agua, el gran solvente

universal, son miltiples: como medio de transporte, base



alimenticla, riego, aseo en general, como fuente precursora de
energia y para fines recreativos. En base a lo anterlor, se hace
necesaria la obtencién de agua de 6ptima calldad, dependiendo del
uso al cual sea destinada. Desafortunadamente el hombre ha
abusado del agua del planeta utilizindola como vehiculo del
material de desecha en tal forma que sus actividades
particularmente en los ultimos tiempos, han ido degradando

paulatinamente los diversos mantos acuiferos [ 60 ],

El agua, al igual que el aire, se transforma en una fuente de
contaminaciéon para la flora y la fauna acuatica, asi como para el
hombre en 1la medida que sea contaminada por actividades
antropogénicas. En algunas regiones los niveles de contaminacién
son muy varlables e inclusc pueden elevarse mucho, con respecto al
limite permisible ( 6 pg/L. para aguas costeras [ 92 ] ), se han
encontrado niveles de hasta 100 pg/L. Las ceoncentraciones de
plomo en agua potable también han variado, se han verlficado
niveles desde 3.7 hasta 139 ug/L, sobrepasando en ocasiones el
limlte miximo permisible de 50 pg/L establecidas por la OMS

[ 68 1.

La contaminacién de los ecosistemas acuiticos causa un gran
impacto sobre las comunidades dque los habitan, ya que
practicamente todas las cosechas generadas por las actlvidades
humanas llegan directa o indirectamente a sus habitantes. Por tal
motivo, los contaminantes ejercen su efecte noclvo sobre los seres
vivos; de esta forma se ven afectadas la reproducclén, crecimiento

y sobrevivencla de las diferentes especies acuaticas,



Se ha demostrado que la introduccién de contaminantes en las
fuentes Ancuiferas esta relacionada con la lluvia, la npaturaleza
geoldgica de la cuenca colectora o del manto acuifero y las

actividades de la naturaleza y la poblaci6tn humana { 44 J.

Para proteger la wvlida acudtica de este grave daflo, es
necesario adoptar actitudes responsables y tomar medidas efectivas
basadas en tecnologias resultantes de la investigacién, como por
ejemplo: implementar programas de monltoreo para evaluar
periodicamente el grado de contaminacién y de esta manera impedir
o limitar el -lngreso de sustanclas téxicas a los mantos acuiferos,
o en su caso contrarrestar el efecto de dichas sustanclas; para lo
cual es importante analizar los camblos producidos por los
contaminantes sobre el ecosistema, ya que no es posible basar un
diagnéstico ambiental, considerando exclusivamente caracteristicas
fisicas, quimicas y blolégicas del agua [ S5 y 92 ], las cuales
definen un ambiente adecuado para los organismos acuéticos, ademis
del estado fislolégico y nutriclonal en que se encuentren [ 60 ].
Entre las condiclones fisicas estan: la presién, presién osmotica,
luz, turbidez, dureza, temperatura, entre otros; Calrns, et al.,
{ 1975 ), sehala que existe una relacléon compleja entre la
tenper{atura y los compuestos toxicos, ya que a altas temperaturas
disminuye o aumenta la toxicidad de algunos de ellos, debldo a que
reducen los procesos de excreslon y detoxificacién | 20 y 82 |,
.adenés de aumentar la solubilidad de las sustancias y acelerar
reacciones quimicas que se llevan a cabo en el agua { 70 1. Entre
las condiciones quimicas se encuentran la dureza { 2 }, salinidad,

oxigeno disuelto, entre otras { 30 ] y el pH, el cual Juega un



papel muy importante [ B8 ); en las aguas naturales este valor se
encuentra entre 6 y 8, ya que poseen un efecto propio de tamponeo
( buffer ), este eqﬁllibrlo entre el entorno acuéAtico, la
atmbésfera y la litésfera podria desaparecer graclas a la descarga
sin control de desechos industriales. En el caso de organismos
acuaticos se ha observado que un pH bajo inhibe su actividad

enzimatica [ 44 ).

2.1, CLASIFICACION DE LOS CONTAMINANIES ACUATICOS.

De acuerdo a sus caracteristicas y naturaleza, los
contaminantes vertldos al agua se clasifican de 1a siguiente

manera [ 63 y 94 ).

1.- Compuestos quimicos orginicos e lnorgénicos. Son los
mas abundantes y de mayor Importancla. Una clasificacién
adiclonal de estos contaminantes se presenta en la fig. A -

1.

2.~ Compuestos con actividad genotéxica. Incluye algunos
compuestos de origen industrial como: hidrocaburos y
pesticidas con propiedades mutagénicas, teratogénicas vy

carcinogénicas.

3,- Hicroorganismos patégenos. Incluye virus, bacterias vy
parasitos relaclonados con la contamlnacién fecal y causantes

de enfermedades.



4.- Compuestos radiactivos. Incluye a todos los radiolsétopos
sintéticos. Tienen su origen en actividades como la mineria
y refinacién de petréleo. Poseen propledades téxicas vy

mutagénicas.

5.- Efluentes térmicos. Son el resultado del uso de agua en

sistemas de enfriamiento, como es el caso de termoeléctricas.

CON DEMANDA

XICH
ORGANICOS ——~—] DE OXICEWO

F SOLUBLES

MODIFICADORES
DEL pH

DE OXICENO

CONTAMINANTES
QUINILOS

|
BIE (5 :
i i

—ORGANICOS ~——i PELICULAS

L INSOLUBDLES —]

FIG. A ~ 1. CLASIFICACION DE LOS CONTANIRANTES QUINICOS,
{ WODIFICACION DE MALDICHIXK ) [ 44 y 62 )



Estos contaminantes pueden estar disueltos o suspendidos en
el agua as{ como en los sedimentos, de tal manera que pueden dafiar
a la vida acuidtica en forma directa o indirecta ocasionando que el

crecimiento y reproducclén de estos se vea seriamente afectada.

Los diversos bloensayos que se pueden realizar principalmente
para determinar la toxicidad de compuestos quimicos sobre los
organismos acudticos que se presentan en los diferentes nlveles
tréficos?t, permiten tener una estimaclén de la toxicidad en los
ecosistemas nhaturales o en aquellos modificados por el hombre.
Para estos ensayos se han utilizado dlversos tlpos de organismos
como indicadores: bacterias, algas, invertebrados benténicos
( como larvas de quironémidos ) [ 7 ], oligoquetos acuaticos [ 25

y95 ) ypeces { 71 ].

Los organismos benténicos estin expuestos a contaminantes por
el agua que los rodea, por la ingestién de sedimento, de
particulas suspendidas y por el alimento. lLos isépodos,
caracoles, larvas de insectos y los cllgoquetos, almacenan grandes
cantidades de metales pesados, plaguicidas e hidrocarburos { 77 ],
pasando posterlormente a peces o aves acuiticas, las cuales a su

vez, son consumidas por el hombre como alimento [ 80 ].

4 Una cadena trofica es una secuencla coordinada de organismas,
en la que unos comen a ( o comen de | los otros antes de ser
coaldos a u vaz, donde los productores representan al punto
telclal de  la cadena { 30 ); por clesplo, los organismos mim
grandes emploan algas y bacterias como alimento, y & wu ver sme
convierten en alimento de formss superiores de vida [ 44 ).



Se han realizado estudios en los que se demuestra que estos
organismos ademds de bloconcentrar los diferentes contaminantes

liposolubles, pueden ser daflados gravemente.

Es importante mencionar que muchos contaninantes se
blioconcentran a lo largo de la cadena alimenticlia, ya que adn
cuando los organismos primarios son expuestos a concentraclones
muy bajas de xenobiéticos, estos se encuentran en concentraclones
elevadas en los niveles mis altos de las cadenas tréficas [ 80 ).
La facultad de concentrar contaminantes, varia entre las especles
y esto puede afectar a los que se encuentran en un nivel mis alto
de la cadena, ya que la ingestién de particulas en suspensién o
alimentos contaminados depende de los hébitos alimenticlos de cada

uno de los hidrobiontes [ 77 |].

Sin embargo, exlste poca Informaclén acerca de los efectos
bioquimicos que pueden generar los diferentes contaminantes en los
distintos nilveles tréficos, como resultado de la bioconcentracién

que se lleva a cabo en cada uno de ellos { 83 y 86 ].

Los efectos téxlcoes de los contaminantes quimlcos, dependen
de su blodisponibilidad y persistencla, de la capacldad de los

organismos para acumularlos o elimlnarlos y de la Interferencia de

tales tos con pr bloquimicos, fistoléglcos y/o

ecoléglcos especificos { 22 ],

De acuerdo al tipo de efecto producido por los compuestos.

téxicos, estos pueden ser de accién local o sistémica, los cuales



involucran la Interacciénm del téxico con enzimas, membranas
protoplasmiticas, entre otros, dando como resultado que una misma
sustancia actie de diferentes formas, dependiendo principalmente

de la concentracién y del tiempo de exposicién [ 63 ).

Otro aspecto de importancia toxicolégica, es la formacidn de
sustancias mis activas en dichos reservorios, debido a que los
xenobléticos? sufren biotransformaciones que pueden llevarse a
cabo con los organismos presentes, lo cual puede dar como
resultado que el contaminante se actilve o desactive, y por
consigulente su vida media se altere, modificando la respuesta

téxlica que produciria un contaminante en la vida acuética,

El Limnudrilus hoffmeisteri, lombriz acuatica es un organismo
benténico  ampltamente distribuido, se encuentran grandes
cantidades en sustratos enriquecidos por wmateria organica
biodegradable, como es el caso de la basura [ 51 ] y metales
pesados [ 77 ). Sin embargo, a pesar de su distribucién
cosmopolita, de su importancla econdmica y ecolégica desde el
punto de vista de contamlnacién [ 51 ], pocos estudios
toxlcolégicos se han realizado sobre esta especle [ 45 i, a pesar
de ser organismos muy tolerantes a diferentes contaminantes [ 51 ]
principalmemte al plomo y zinc, { en cuanto a metales pesados se
reflere ) [ 45 y 77 ], probablemente porque formen un complejo con

una metaloproteina del cuerpo de la lombriz,

2 Un xenobiotico os toda sustancis ajona al ser vivo, Incluyendo
agentes benignos, daXinos o inactivos, excepto vitaminas y
horsonas, que norsalmente son sustancias endogenas [ 53 ).



En los efluentes organicos que reciben los lagos y rios
existe una alta densidad de tubificidos, probablemente porque
eliminan a los depredadores de los mismos o a causa de que en
estos organismos se estimula su sistema de detoxiflcaclén; sin
embargo se ha presentado una disminuclén de la especie, pero hasta
el momento no existen investlgaciones al respecto para explicar

dicho fenémeno.

Los principales contamlnantes son los metales pesados,
hidrocarburos y compuestos orgénicos, encontrindose en este grupo
los plaguicidas [ 62 ], los cuales son utllizados por algunos
organismos acuiaticos como macro y micronutrientes para su

crecimiento [ 60 1.

Los contaminantes Interactian fislca, quimlca y
biologicamente con los ecosistemas, produciendo modificaclones en
ambos sentldos [ 61 ]. Algunos de ellos, en cantidades reducidas
tienen efectos bicestimuladores que se traducen en incrementos de
la productividad de los ecosistemas, si{n embargo, la mayoria de
estos xencbiéticos tienen con frecuencia efectos nocivos aun en
pequefias concentraciones, tal es e! case de pesticldas,
hidrocarburos, compuestos radiactivoes [ 60 ] y metales pesados
cono el plomo, ya que puede ser absorbido por los niveles tréficos
inferiores y pasar consecutivamente a los niveles superlores, el

cual produce respuestas toxicas blomagnificadas? [ 94 1.

Los problemas toxicolégicos son muy diversos, pero los mas

10



graves y que requieren mayor atencién y estudio son: 1la

biomagnificacién?, la bloacumulacién* y por consigulente el

incr to de la resp a toxiea producida por los diferentes
contamlnantes y sus mezclas en hidroblontes y por lo tanto en el
hombre ( 17 ). La bloacumulacién depende de varios factores: la
persistencia y estabilidad del compuesto, su blodisponibllidad, su
potenclal de concentraclén, su metabollsmo y las diferentes
afinidades de los tejidos a acumularlo [ 72 ). Estos procesos que
se llevan a cabo con diferentes contaminantes e hidrobioentes,
pueden dar como resultade que las cencentraciones se incrementen,
1o que alcanza cantidades que representan un peligro no s6lo para
el que las consume, sino tamblén causar la extinciéh de algunas
especies, sobrepoblacién de otras y en general, un dafic sobre los

ecosistemas acudticos [ 17 ].

3 Blomagnificacidn em el. procoso total de la bloacumulacion on el
cual los  reslduos toxicos prosentes en Jos  tejidos se incrementan
al pasar 8l matorial a traves ds dos o mis niveles trificos,

b La  bloscumulacion es o]  incremento en la  concentraclon  de
xenobioticos en un organismo a traves del contacto constante con
el medio contaminado asf come de 1la ingestidn de agua y alimentos

contaminados [ 17 ).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVQO GENERAL

Demostrar que el Limnodrilus hoffmefster! presenta el sistema
de biotransformacién de xenobléticos, el cual permitira determinar
sl es pﬁsible utilizarlo como detoxificante natural de
mantos acuiferos, ya que directa o indlrectamente el hombre se ve

afectado por la contaminaclién de estos.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Demostrar que el tubificido ( Limnedrilus hoffmeisteri )
contiene el sistema de detoxificacién Funcién Mixta Oxidasa

{ ™Mo ).

Determinar como afecta el plomo al sistema funcién mixta

oxidasa del tubificido,

Establecer los pardmetros de la cinétlca enzimatica del
sistema funcién mixta oxidasa ( Vsax., Kx ), en el tubificido, asi

como el tipo de inhibicién que lleva a cabo el plomo.
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4.1, OLIGOQUETOS

Comunmente se conocen con-el nombre de - gusano tubifex -~ o

* gusano de lodo o sedlhgnfo { 80 j; ée dlstribﬁyeh',ampliaﬁxepte :

en el mundo [ 'S1°), son ut llz-:aabs‘qu‘owal.linéhﬁ-:de peces { .59 y
80 |, camarones y:ranaﬁ [ .5?")"' 'Estds 1nvef§.ebrados acuiticos son
facilmente identificados .obsérvando las caracteristicas abajo

descritas al microscoplo { 80 ], ( fig. B - 1 ).

FIG. B - 1. FOTOCRAFIA DE HICROSCOPIO DE L. HOFFMEISTERI.
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4.1.1, CLASIFICACION TAXONOMICA.

Orden: Lumbriculida. Cuatro cerdas por segmento. Al menos un par
de embudos masculinos en el mismo segmento que los gonoporos
masculinos. Clitelo del grueso de una célula, chiuyenda gonoporos
masculino y femenino. Una sola familia de ollgoquetos de agua

dulce, la Lumbriculidae, Lumbriculus [ 12 1.

Suborden: Tubificina. Poseen cerdas numerosas. Un par de
testiculos y ovarios, y gonoporos masculinos en el segmento
inmedlatamente después del segmento testicular. Ciitelo del

grueso de una célula [ 12 ).

Familia: Tubiflcidae. Gusanos acudticos muy pequefios [ 12 ],
segmentados [ 80 ], algunos con una probdscide alargada [ 12 ],

que van de 2 mm de largo hasta 18 cm cuando han madurado { 80 ).

Suborden: Lumbricina. Ocho cerdas por segmento. Poros mascullnos
.al menos dos segmentos detras de aquellos que contienen los dos
pares de testiculos. Este suborden conttene tres familias de
lombrices que comprenden también algunos habitantes de agua dulce

y tlerras pantanosas | 12 ].

Phyllum: Anelida. Gusano segmentadu: sanguljuela, lombriz de
tierra, especlies marinas y de agua dulce. El1 PHYLLUM contiene
8700 especles, que se clasifican en: Polychaeta, Oligochaeta e

Hirudina.



Espocie: Oligochmeta. En esta especic se encuentran los anélidos
dulceacuicolas y lombrices terrestres, ascendlendo a un total de
3100 especles de oligoquetos [ 80 ], entre las cuales se encuentra

el Limnodrilus hoffmeisteri, objeto de este estudlo,

4.1.2. ANATOMIA EXTERMA.

Es posible que los ollgoquetos provinieran directamente de
log anélldos marinos ancestrales. El metamerismo estid wuy

desarrollado y el prostomio suele ser un pequefio lébulo 71 d

o un pequefio cono, sin apéndices sensoriales ( fig. B - 2 ), que
puede alargarse en forma de hocico o trompa, Poseen cerdas en
forma de S, que pueden ser largas o cortas, gruesas o delgadas
como alfller, derechas o curvadas y romanas, puntiagudas,
ahorquilladas, pectinadas o plumosas y son caracteristicas de las
especies nadadoras acuiticas. De cada lado de un segmento hay
sacos sedales, en los gue sSe secretan las cerdas y de los que
estas emergen en grupos o haces; el nuimero de cerdas por haz varia
de una a veinticinco; su nimero es menor que en los poliquetos, de
aqui el origen del nombre Oligochaeta, que qulere decir - pocas

cerdas - [ 12 }.

En oligoquetos madurcs, algunos segmentos adyacentes estén
engrosados y aumentados de volumen por glandulas que secretan moco
para la copulacién y también el capullo. La zona glandular de

estos segwentos reclbe el nombre de clitelo, ( fig B - 2 ), cuya
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posicién en el tronco es variable, pero slempre locallzada en la

mitad anterior del verme [ 12 ].

: = Aberiuns espermatscales

TR
- ;__’ —Gonoporo masculing

Goaoparo ferning

& Cerda genital

- “Tubércula

FIG, B - 2. SUPERFICIE ANTEROVENTRAL DE LA LOMBRIZ.

Las especies acuiticas son pequefias y frégiles, algunos de
ellas tienen ojos generalmente de color rojo, aunque puede haber

de color obscuro [ 16 ).



4.1.3. PARED CORPORAL Y CELOMA.

El celoma estd dividlde en tabiques transversales, compuesto
‘cada uno por una capa doble de peritoneo, el cual presenta una
perforacién provista de un esflnter donde pasa el cordén nervioso
ventral que controla el flujo del liquido celémico de un segmento

aotro [ 12 ].

La pared corporal es una capa de epitelio cilindrico,
cubierta por una delgada cuticula, debajo del epltelio se
encuentra una capa de tejido conectlvo, otra de fibra muscular
circular, otra de flbra longitudinal y una de peritoneo, 1las
cuales ayudan a regular la presion del 1iquido celémico durante la

contraccién muscular [ 12 ).

4,1.4. LOCOMOCION.

Su  locomocién es ciliar sobre el prostomio y el
extraordinario Oplstocystidae { 16 ). El movimiento tiene lugar
por contracclones peristélticas. La contracclén de la musculatura
circular y el alargamiento consiguiente de los segmentos son muy
importantes en el reptar y producen siempre una pulsacién de
presién del liquido celdmlico. La contracclén de la musculatura
longitudinal es mas 1mportante en el amadrigamiento, y ensancha la

madriguera o ancla los segmentos en la pared de esta { 12 ).
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Las cerdas se extlenden durante la contraccmp longitudinal y
se retraen durante la contraccién circular. Cada segmento se
mueve hacla adelante en pasos de dos a tres centimetros a la
velocidad de stete a diez pasos por minuto. Un modo ondulatorio
de progresién es caracteristico de unos cuantos gusanos que pueden

nadar [ 12 |.

4.1.5. NUTRICION.

Los ollgoquetos son organlsmos sapréfitos$ [ 55 ¥ 51 ], se
alimentan de materia organica muerta [ 12 ] blodegradable [ 51 ];
pero en especial microflora obtenida del sedimento [ 80 [, de
vegetales, de materla en descomposicién, incluso pueden arrastrar
cosas hacta la madriguera | 12 ]; algas y mlcroorganismos
constituyen su principal fuente de allmento [ 12 y 16 ]. Estos
microorganismos actdan como intermediarios para la tramsferencla
de metales pesados de efluentes liquldos a depésitos alimenticios
( ya que almacenan los metales que se encuentran en el medio ),
constituyendo una vallosa fuente de alimento para el tublificide
[ 77 ]. En general, 1la cantldad y calidad de materia organica
obtenida en el sedimento juega un papel dominante, el cual es
determinado por las especies tubificidas [ 16 ]. Se han realizado

estudlos, los cuales demuestran que laos ollgoquetos tlenen la

& Organismos que se allmentan de materla en descomposicidn.



capacidad de producir las enzimas catalasa y quitinasa ( enzimas
para digerir polisacaridos ) [ 57 1. Para alimentarse, el animal
saca del tubo el extremo anterior del cuerpo y mueve las cerdas en
diversas direcclones en el agua, Los detritus acumulados en las
cerdas son depositados periodicamente en la boca del animal; son
rapaces Yy cazan amibas, clliados, rotiferos y larvas de trematodo

mediante actividad succlonante de su faringe [ 12 ).

A) Faringe. Al ingerir allmento, la faringe entra en eversién y
el disco muscular se aplica a la superficle de las partjiculas
alimenticias como una copa de aspiracién . El moco que cubre
el disco, hace que las particulas se adhleran a su
superficie, y entonces la faringe se retrae experlmentando
una serie de contracciones que bombean el alimento hacla la
boca. Las glindulas faringeas producen una secrecién salival

que contiene moco y una proteasa [ 12 ],

B) Eﬂéhgo. La faringe desemboca en un eséfago tubular estrecho
que forma un estémago como de dos a diez buches que actuan
como camara de almacenamiento o upa molleja que utlliza el
animal para triturar las particulas allmentlclas. En las
especies acuaticas, el eso6fago se dilata en su parte
posterior para formar un estémago. Sin embargo, la funcién
del estdmago es dudosa, ya que, histoléglcamente es muy

parecido al} intestino [ 12 ).
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c)

D)

Gldndulas caicfferas. Un rasgo caracteristico del eséfago
de los oligoquetos es la presencia de glandulas calciferas
situadas en invaginaciones especiales de la pared esofégica
( fig. B - 3a y B - 3b ). La reglén glandular se separa
completamente de la luz del esbfago y puede aparecer
externamente como inchazones laterales o dorsales,
conservando los orificlos de comunicacién con la luz del
esdfago para permitir el paso de los productos glandulares,
Las glandulas calciferas son 6rganos mis blen excretorios que
digestives y funcionan para liberar el cuerpo del exceso de
calcio absorbidc con el alimento y para mantener un pH
constante en la sangre y el liquido celémico, controlando los
niveles de calcio y de lones carbonato. Cuando el nivel de
€02 en sangre se hace excesivo ( con una baja consigulente
del pH ) el 16n carbonato se liga al calcio en las glandulas
calciferas Yy es excretado en el estfago en forma de calcita

que no es absorbida durante su transito intestinal [ 12 ],

Intestino. Es la porclién restante del aparato digestivo, se
extiende como un tubo recto por toda la longitud del cuerpo;
es la sede principal de la digestién y absorcién, y su
epitelio consta de células secretorias y absorbentes. Los
alimentos absorbidos pasan a los senos sangulneos que se
encuentran entre el epitelio mucoso y los migculos

intestinales [ 12 ).
\
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" F16. B - 3b. CONTINUACION.
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4.1.6. INTERCAMBIO DE GASES.

Se produce intercambio de gases en la mayor parte de los
oligoquetos por difusidén de los mismos. Rara vez se observan
branquias verdaderas en los ollgoquetos; tienen unos circulos de
branquias digltiformes en la parte posterior del cuerpo, un largo
filamento que parte desde las superficies laterales de cada
segnento; presenta también branquias filamentosas pero localizadas
dorsal y ventralmente y no laterales; ademis de estar restringidas

a los segmentos del cuarto posterior del cuerpo { 12 ],

Otros oligoquetos tienen hemoglobina disuelta en el plasma,
Cuando los oligoquetos con hemoglobina son expuestos al monéxido
de carbono, se observa una disminucién del consumo de oxigeno como
prueba de la funcién de transporte de este dltimo gas por parte
del pigmento respiratorio. Muchos oligoquetos acuaticos, poseen
una gran habllidad de tolerar concentraciones relativamente bajas
de oxigeno, incluso la carencia del mismo [ 16 }, por ejemplo, la
familia Tubificldae, como: Tubifex tublifex, mueren a consecuencla

de la exposicién prolongada de oxigeno [ 12 ].

Los tubificidos se enrollan para facilitar el intercamblo de
oxigeno entre el cuerpo y el agua, ayudando a que tome unicamente
pequefias cantidades, esta oxigenaclén es tamblén necesaria para

eliminar el mal olor producido por la contaminacién { 80 ).
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4.1.7. CIRCULACION.

El vaso dorsal comienza sobre la parte anterior del intestino
y vacfa en el seno Intestinal. Dos pares de vasos comisulares
rodean el intestlino en su origen y conectan les vasos ventral y
dorsal, estos bripdan la Unica comunlcaclén entre los dos vasos
longitudinales, aparte del drenaje hacia el seno intestinal y el
que procede del mismo. En la mayoria de los ollgoquetos los vasos
dorsal y ventral no estin asociados a los senos y estan conectados
uno a otro mediante vasos laterales en cada segmento ( fig. B -
3 ); las ramas preocedentes de los vasos segmentarios riegan el
tegumento y también los diversos 6rganos de los segmentos. El
vaso dorsal de los oligoquetos recibe sangre del seno intestinal y
de los vasos segmentarios y la lleva en direccién anterlor; este
es contriactll y representa el medio mas lmportante de propulsién
de la sangre. £l vaso ventral se encarga de transportar la sangre
a la parte posterior del cuerpo y de distribuirla al seno
intestinal y a los vasos segmentarios. Los vasos comisurales
anteriores son netamente contractiles y reclben el nohbre de
corazones; eh Tubifex s506lo se observa un par. Estos corazohes
figuran como érganos accesorlos para la propulsién de la sangre, y

poseen valvas en torma de pliegues endotellales [ 12 ].
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4.1.8. EXCRESION.

Los érganos excretorios son un par de metanefridios por
segmento llamados holonefridlos excepto en los extremos anterlor y
posterior; antes de abrirse al exterior el tibulo nefridal suele
dilatarse para formar una vejiga. Los nefriditporos estén
sltuados en las superficies ventrales de cada segmento. Los
holonefridios, meronefridios y nefridios ramiflcados, pueden
abrise al exterlor por nefridiéporos, o bien desembocan en
diversas partes del aparato digestivo en cuyo caso reciben el

nombre de enteronefridios [ 12 ],

El.equlubrlo de agua y sal es regulado por los nefridlos,
La orina contlene sales en menor concentracién que la sangre y el
liquido celémico, por lo que debe producirse considerable
resorcion de sales a medida que el liquide pasa por los tubulos
nefridiales; los nefridios enteronéfricos representan una
adaptacién para la retencién de agua. Al pasar la orina al
aparato digestivo casl toda el agua remanente puede resorberse a

medida que discurre por el intestino [ 12 ].
Los nefridios se utilizan también para ellminar los productos

resultantes de la destruccién de la hemoglobina. Los oligoquetos

acuaticos excretan amonlaco y las especies terrestres urea [ 12 },
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4.1.9. TEJIDO CLORAGOGENOD.

En torno al intestino y revistiendo el vaso dorsal de los
oligoquetos existe una capa de células amarillentas, llamadas
cloragégenas o eleocitos, que desempefian un papel vital en el
metabolismo, parecide al del higade en los vertebrados, El tejide
.cloragégeno es el principal centro de sintesis y almacenamiento de
grasa Yy glucdgeno; también tlene lugar en estas células la
desamlnacién de las proteinas, la formacién de amoniaco y la

sintesis de urea [ 12 ].

4.1.10. SISTEMA NERVIOSO.

Los dos cordones ventrales se fusiopan y sittan en el
interlor de las capas musculares de la pared corporal. El cerebro
de los ollgoquetos se ha desplazado en direcclién posterior ( fig.
B~ 4 ). Casl todos los oligoquetes acudticos tienen cuatro pares
de nervios laterales por segmento. Los nervios segmentarios
poseen fibras sensitivas y motoras; las fibras sensltivas de cada
nervio inervan secciones epldérmicas de los segmentos inmediatos
precedente y slgulente, ademias de las secclones epidérmicas de los

segmentos en el que el nervio se encuentra situado [ 12 J.

Existen en los oligoquetos fibras nerviosas glgantes, algunas

agrupadas en el lado medlo dorsal del cordén nervioso ventral y

otras menos visibles situadas en la zona ventral media,
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ampliamente separadas; las primeras de estas flbras descargan por

estimulacién anterlor, y las segundas por estimulacién posterlor

tiizl. Prostomio

Cavidad bucal

Faringe

Ganglio cerebral

Ganglio subfaringeo

Ganglio ventral

FI6, B - 4, VISTA LATERAL DEL SISTEMA NERY1050, LA ACTIVIDAD
FUNCIONAL DE CADA KERVIO M0 SE LINITA A SU  PROPIO SEGMENTO, SINO
TANDIEX A LOS  SECNENTDS  VECINOS, ANTERIOR ¥  POSTERIOR (  SEGUM
PROSSER ) [ 12 ),
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La contraccién puede iniclarse Indirectamente por arcos
nervigsos reflejos que involucran neuronas sensitlivas en la pared
corporal. Una onda de contraccién de los misculos longitudinales

ejerce traccién sobre los segmentos sigulentes, 1o cual estinmula a

las neuronas sensitivas de dichos J:2 tos, iniclind en esta
unica forma una accién refleja que da origen a la contraccién de
la capa de misculos circulares y el alargamiento de los segmentos

{12).

El ganglio subfaringeo es el centro principal deil control
motor y de los reflejos vitales y domina los ganglios suceslivos
de la cadena. Después de la extirpacién del cerebro el control
wotor continta normalmente, pero el verme plerde su capacldad para
establecer relaclén de sus movimientos con las condiciones
ambientales externas. La relaclén del ganglio subfaringeo con el
cerebro es andloga a la exlstente entre el bulbo raquidec y los

centros cerebrales superiores de los vertebrades [ 12 }.

Una serie de ganglios faringeos forman un centro de releve
para los impulsos motores que desde o) cerebro y ganglio
subfaringeos se dirigem a las fibras musculares de la pared

intestinal ( 12 1.

Las flbras sensitivas procedentes del aparato digestivo
ingresan al sigtema nervioso central siguiends la via de estos
ganglios. En el interfor de cada segmento existe también un

gistema doble de fibras motoras que nacen del cordém nervioso
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ventral e inervan los misculos de la pared del intestino [ 12 ].

Una serie de fibras, que abandonan el corddn nervioso ventral
por los dos nervios segmentarios posteriores, son excltadoras,
habiéndose comprobado que secretan acetilcolina; las otras fibras
asocladas con los tres nervios segmentarios, ejJercen efecto
inhibldor sobre la transmisién del impulse nervioso y secretan

noradrenalina [ 12 ].

4.1.11, ORGANOS DE LOS SENTIDOS.

Los oligoquetos carecen de ojos { 12 ], excepto algunos
acuasticos [ 16 J, poseen ocelos simples en copa de plgmento;
tienen un sentido dérmico de la luz, porque el integumento estd
provisto de fotorreceptores situados en la parte Interna de 1la
epldermis., Cada una de estas células tlene forma de lente con una
prolongaci6én basal que ingresa en el plexo nervioso subepldérmico;

no se observan células fotorreceptoras en la superficle ventral

del cuerpo, y son mas tes en el to anterior y en el
posterior o terminal del verme. Estos invertebrados muestran
fototropisme negative a la luz fuerte y positivo a la débil

[12).

Las demis estructuras sensorlales adoptan una distribucién

mis o menos general en el tegumento, el cual es muy rico en

terminaciones nerviosas libres, cuya funcién puede ser tactil.
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Los acumulos de células sensorlales que forman un tubérculo

prominente con prolongaciones que se extienden por encima de la

cuticula son quimiorreceptores [ 12 ].

4.1.12. REPRODUCCION Y DESARROLLO.

Su clclo de vida requiere de 1960 a 2800 dias para

completarse [ 51 ).

A)

Sistema reproductor. Los oligoquetos son hermafroditas,
poseen gbénadas separadas y el numero de segmentos
reproductores es limitado y primitiva; suele observarse un
segmento ovarlico y uno testicular que se encuentran en la
mitad anterior del verme; y el segmento o segmentos femeninos
estin slempre situados Inmedlatamente delante de los

segmentos masculinos ( flg. B- 5y B~6) [ 12 ).

Los ovartos y testiculos, siempre en pares, estan
situados en los segmentos fértiles en la parte inferior del
tabique anterior y se proyectan en el celoma; ambos son
pequefios y a mepudo ep forma de pera, especlalmente los
ovarios; los testiculos pueden ser lobulados o digitados.
Los gametos son liberados a partir de las gbnadas como
gametogonlas, y la maduracién tiene lugar princlpalmente en

el celoma donde los gametos no estian adheridos [ 12 }.



Los tubificidos dema un par de
vesiculas seminales mis pequefias que nacen en el tabique
anterjor del segmento masculino y se proyectan hacla adelante

en el segmento precedente [ 12 }.

Espermatozoo desarrollada
en vesicula seminal

Clitelo

Huevos en d

Abertur de
1a espermateca Gonoporo masculino

Conducto espermitico ) Gonoporo femenino

FIG. B - 5. SISTEMA REPRODUCTOR.

Los segmentos reproductores, masculinos o femeninos
estdn provistos de un par de oviductos o conductos
deferentes, para la salida de los 6vulos o espermatozoos
respectivamente { el conducto espermitico puede ser enrollado
o recto ). Los conductos masculino y femenino son anilogos

en su plan bisico y muy parecidos a los de un nefridio. La
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B)

abertura interna tiene lugar a través de un embudo ciliado
localizado en el tabique posterior del segmento fértil

(12 ).

El tejido glandular, denominade glandulas prostiticas,
suele estar asoclado con los gonoductos mascullnes. La
poreién posterior de la pared del conducto espermitico es
glandular y forma la préstata, esta es una masa glandular
separada gque drena en el conducto deferente en un punto

cercano al gonopero.

Los oviductos, organizades bajo el mismo plan que los
conductos espermiticos, son mis pequefios y sencillos,
abriéndose por dos poros genitales femeninos en el segmento
'que sigue al ovarico ( fig. B - 6 ). Los recepticulos o
vesiculas seminales forman parte del sistema reproductor
femenino, aunque completamente separados de los gonoductos

12 1.

Clitelo. Es una estructura reproductiva caracteristica de
los oligoquetos. El clitelo puede estar formado por una sola
célula; el desarrollo del clitelo geﬂeralnente colncide con
la madurez sexual, pero en algunos vermes solo se manifiesta
netamente durante la estaclén de crianza. Las glandulas del
clitelo producen moco para la copulacién, y secretan la pared
capullo, ademas de albumina en la cual son depositados los

huevos dentro de éste [ 12 ].
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Testiculo

c)

Ovisaco
Oviduclo

espermilica

FIG. B = 6. SEGMENTOS REPRODUCTORES.

Copulacién. En los oligoquetos la copulacién es la regla,
con diseminacién mutua de espermatozcos; durante la misma ge
ponen en contacto las superficlies ventrales nylerlores de un
par de gusanos, con la parte anterior de unu‘de ellos
dirigida hacia la posterlior del otro; los poros genitales
masculinos de un verme se yuxtaponen dlrectamente con los
recepticulos seminales del otro, siendo wantenidos en
posicién por una envoltura mucosa comin Secretada por el
clitelo, en ocaslones quedan fljos y unidos gracias a la

accién de cerdas genitales { fig. B~7ayB~7b ) [ 12 ).
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D)

Capullo. Algunos dias después de la copulaclén, es secretado
un capullo para el depésito de los huevos [ 12 ]. Tienen una
alta fecundidad de 92 a 340 huevos, con la capacidad de
reproducirse en un rango de temperatura de 0.5 a 30°C [ 59 ).

ded

de 1los tos

Primerco aparece un tubo alr
anteriores, incluso el clitele, a contlnuacién, este secreta
un material quitinolde que lo circunda como una sortlja de
cigarro puro; este material es el que forma el capullo. La
capa profunda de las glidndulas del clitelo secreta albimina
en el espacio situado entre la pared del capullo y el
clitelo; los hueves son eliminados por los gonoporos
femeninos, y de alguna forma penetran en el capullo antes de
que abandone el clitelo. Los espermatozoos son depositados
en el capullo a medida que pasan sobre los recepticulos
seminales. Una vez que el se capullo desliza sobre la cabeza
del gusano y queda liberado el cuerpo, se desintegra
ripldamente el tubo mucoso y los extremos del capullo
experimentan constriccién y se cierran por sl mismos. Los
capullos miden 1.6 x 0.85 mm. Cada capullo contiene de uno a
velnte huevos segin la especle. Los tublficldos y los
lumbrictlldos sélo se reproducen una vez al afio. El sistema
reproductor es resorbldo luego y vuelve a formarse al afio
siguiente. En algunos casos alslados se sabe que ocurre
autofecundacién la cual tlene lugar en el interior del

capullo [ 12 ).
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E)

Gonoporo masculino

B - 7a. COPULACION POR TRANSMISION DIRECTA DE ESPERNA.
B = 7b., COPULACION POR TRANSHISION INDIRECTA DE ESPERNA.

Enbrlol.;enla. Los huevoes de los grupos acuitlcos,
especlaimente las familias primitivas, poseen una cantldad
relativamente grande de vitelo; la albimina abundante en el
capullo satisface Ja mayor parte de las necesidades
nutricionales del embrién, el desarrollo es directo, sin
etapas larvarlas, produciéndose totalmente en el interier del
capullo. La cria del oligoqueto madura en el capullo después

de‘ocho dias a diez semanas de desarrollo, la cual depende no
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s8lo de la especle sino ambién de las condiciones ambientales

121

F) Reproduccidn. Su forma de reproduccién es asexual [ 16 ]; la
cual es muy frecuente en muchas especles de ollgoquetos
acudtices; algunos se reproducen asexualmente en verano y
sexualmente en otofio. La reproduccién asexual implica
siempre divisién transversal del gusano progenitor en dos o
mas nuevos Individuos, En dos meses un sélo verme puede
producir 15,000 descendlentes. Es mucho mis frecuente
observar divisién por zonas de fisién; antes de la cual
aparece una 2ona de células nuevas en algin punto del cuerpo
del progenitor, dando lugar a la formacién de cabeza y cola
nuevas con destinoc a cada descendiente. La divisién se
produce siempre a nivel de la 2zona de fisi6n, Incorporéindose
unas células germipativas a un individuo y otras a otro, Los
oligoquetos poseen gran capacidad de regeneracién, muchos de

ellos viven hasta sels afios en acuarlos [ 12 ].

4.1.13. ECOLOGIA Y DISTRIBUCION.

Son organismos de distribucién cosmopelita [ S1 ], Viven en
todo tipo de agua dulce | 12 ], ya sea productiva e improductiva
[ 51 | pero son mis abundantes en aguas superficlales,
disminuyendo visiblemente a profundidades mayores de un metro,
excepto los tublficidos que hablitan en el fondo de lagos profundos

en concentraciones hasta de 8,000 lndividuocs por metro cuadrado
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I 12 ], asi como en estuarios, aguas frescas [ 80 J, sobre
1itorales, estantes continentaleg, camas de arena y Sobre todo en
sedimentos blandos [ 16 ]. La abundanclia de estos invertebrados
en sitios con sedimento muy fino puede explicarse por el elevado
contenido de nutrientes, por la habllidad que tienen para cavar y
para allmentarse de particulas muy pequefas [ 77 ). La presencia
de grandes cantidades de diversas especles de oligoquetos
acuaticos es indicativo de contaminacién del agua 1 12, 16, 45,
51, S9, 77 y 80 ) slendo tunicamente los tubificldos tolerantes a
la alta contamlnaclén de materia organica, metales pesados,
insecticlidas,  Therbicidas y funglcldas; incrementando esta
tolerancia gracias a su habilidad de sobrevivir en aguas de baja o
nula oxigenacién, ya que el bajJo contenido de oxigeno es una
caracteristica de contaminacién acuatica [ 80 y 28 ]. Gractas a su
elevada resistencia estas especles se han encontrade en 1la
- purificaclén « de medios sumamente contaminades [ 16 1. La
mayoria de las formas acuidticas excavan en el ledo y desechos,
habitando los reserverios de agua de vegetales epifitos
bromelidceos que viven en troncos y ramas de arboles tropicales
{12 }. Hay una gran variedad de lumbricidos en America del
Norte, de estos aproximadamente 60 son tubificidos, de los cuales
hay 20 especies significativas, en las que se encuentran los
generos Tubifex, Limnodrilus, Peloscolex, Potamothrix,

Rhyacadr{lus, Branchiura, Aulodrilus y Bothioneurum { 16 y 77 ].

No hay oligoquetos parasitos, pero algunas especies son

comensales de caracoles acuatlicos [ 12 ].
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4.2, METABOLISMO

Los sistemas vivos, poseen mecanlsmos metabblicos para
procesar tanto los nutrientes que necesitan como las sustancias

extrafias que ingresan al organlismo. Estos mecanismos son:

A, Catabolismo, que consiste en la degradacién o transformacién
de moléculas complejas en otras mas senclillas, con liberacién

de energia que se almacena como enlaces de fosfato [ 91 ).

B. Anabolismo, que constituye la blosintesis de los componentes
celulares a partir de moléculas simples utilizéndo la energia

liberada en los procesos catabélicos [ 91 ].

Tanto las reacciones metabSblicas como la biotransformacién de
xenobléticos sufren camblos en su estructura quimica por la accién
de enzimas; lo cual indica el potencial para degradar compuestos

( naturales y xenobiédticos ) [ 19, 25y 79 ).

Los ensayos enzimaticos comunes, involucran dos aspectos
principales:
a) La tasa de desaparicién de un sustrato.

b) La tasa de formaclién de un producto.

La velocidad a la que se efectuan los procesos anterlores

estA determinada por factores como: pH, fuerza 1ibénica y
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temperatura del medic [ 78 y 91 ). La cinética observada para un
tipo de enzima puede ‘dar informacién acerca del mecanismo de
inhibiclén ejercido por un contaminante téxlco sobre la reaccién
enzimatica; para ésto, se cor;sldera a un inhibidor, como aquella
sustancla que reduce la velocidad de la reaccidtn enzimatica

[781.

Para su funcionamiento, las enzlmas forman complejos con

2+

fones { Na' ), metales ( Fe ) o compuestos orgénicos ( como

nucledtidos ) llamados cofactores enzimiticos o coenzimas [ 91 J.

4.2.1. CINETICA ENZIMATICA.

La veloclidad de las reacclones enzimiticas dependen de la
concentracién del sustrato, slempre y cuando ésta sea baja, ya que
a conhcentraciones mayores ocurre una saturacién de la enzima; en
estas condiciones, la velocidad de reaccién se acerca a una
constante y plerde su dependencla en relacién a la concentraclén

del sustrato [ 90 1.

La tasa de una reaccldn enzimatica estad regulada de acuerdo a
los mecanismos de clnética propuestos por Michaells - Menten, en
una reaccién enzimitica el sustrato § se comblna con la enzima E

para formar el complejo enzima - sustrato ES [ 78 y 91 .
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La constante de Michaells - Menten ( Ki ) equivale a 1la

concentracién del sustrato cuando la velocidad de la reaccién es

igual a la mitad de la velocidad maxima; la forma matemética que

describe este proceso se llama ecuacién de Michaelis — Menten:

4.2.2.

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

La actividad enzimdtica puede lnhibirse de dos formas:

1. Inhibicién reversible: en ésta, el inhibidor se combina

reversiblemente con la enzima o con el complejo enzima — sustrato;

existen tres tipos de Inhibicién enzimitica reversible:

a)

b)

Competitiva, un inhibidor I reacciona con la enzima y se
reduce la afinidad por el sustrato

E+1 —— El1

Acompetitiva, el inhibidor se cembina con el complejo

enzima - sustrato y se forma un complelo enzima -
sustrato - inhiblidor que reduce la velocidad de
reaccién.

ES+ 1 ——= ESI
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e) No competitiva, el iphibidor puede combinarse con 1la
enzima libre ( 1 ) para que el complejo enzima =~
sustrato no se forme a la velocidad normal, o bien, se
combina con el complejo enzima - sustrato ( 2 ), para
que el complejo resultante no se descomponga a la
velocidad normal [ 9, 37 y 64 ).

(1) E+1 ——El

(2) ES + I ~——= ES]

2. Inhibicién irreveraible: se caracteriza por la unién
covalente del inhibidor al centro activo de la enzima, al cual
modifica en forma permanente; el aumento en la actlvidad
enzimdtlica se debe a la estimulacién de la sintesis del citocromo
Pas0, la reductasa de este cltocromo y de otras enzimas [ 9, 37 y

64 1.

Ademds de este sistema, la blotransformaclén constlituye los
cambios estructurales que sufren los xenobidtlcos por efecto del
metabolismo, término mas senclllo para referirse a los mecanismos
llevados a cabo en la degradacién de compuestos extrafios, el cual
estd constituldo por varlos procesos: absorcién, distribucién,
metabolismo y excreslén. La velocidad relativa de esos procesos,
determina el tlempo, el curso del xencbidético en el organismo, y
de mayor importancia aGn, el sitlo receptor del mismo, estas
acclones son las responsables de la accién farmacolégica del

xenobiético { 11 1.
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Las conversiones metabblicas se llevan a cabo en el higado
principalmente, aunque también tienen lugar en el misculo, rifién,
intestino y plasma [ 9 1. En los hepatocitos se lleva a cabo en
el reticulo endoplésmico llso, este sistema tubular intracelular
se rompe por efecto de homogenizacién y los fragmentos ‘se
denominan microsomas, que pueden dividirse en lisos y rugosos
[ 37 J, en los cuales se realizan estudios de sistemas enzimatlcos
que catalizan reacciones de oxidacién de xenobiéticos [ 91 1],
estando localizadas en el lumen del reticulo endopldsmico o en los
remanen.tes de lipidos de membranas [ 37 ), como lo es el presente

trabajo.

En el cuerpo. se llevan-a cabo cuatro tipos de rveacciones:
oxidacién, reduccién, hldrélisls, y reacclones de sintesis o
conjugacion. Las reacclones de oxidacién incluyen: oxidacién
alifética, .hldruxllaclén aromidtica, N - dealquilacién, 0O -
dealqulla;cibn, S = demetilacién, desaminacién formacién de
sulfoxidos, desulfuracién, N - oxldacién y N - hidroxilacién
[91.

Los componentes de estos sistemas son el cltocromo Psso, el
oxigeno y el dinucleétido de nicotinamlda - adenina [ 9 1. El
citocromo Piso es.un compuesto de la familla de las hemoproteinas
( complejo de hierro - porfirina ) en el que P se refiere a
pigmento y 450 a sy absorcién de la luz de esa longltud de onda
cuando se une al mondxido de carbono [ 9 y 91 ), El citocromo

Paso y monooxigenasas, son de los sistemas metabdlicos mis
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inportantes en la detoxificacién y activacién de xenobléticos,
blosintesis de hormonas, induccién, carcinogénesis y otras 4ireas

14, 31 y5s2iJ.

El oxigeno molecular y el NADPH caracterizan el sistema
enzimitico como una funclén mixta de oxidacién, también 1lamado

menooxigenasa [ 9 ].

En el sistema microsomal ocurren una serie de reaccliones que
conducen a la oxldacién de un xenobidtico. Por un lado, el
nucleétido reducide ( NADPH ) se oxida y los electrones que cede
son transferidos a una flavoproteina denominada NADP - citocromo c
reductasa. Por otro lado el xenobidético X se enlaza al cltecromo
Piso oxidado. Es la molécula de fierro del citocromo del complejo
Paso - X la que se reduce por la flavoproteina. La forma
reducidad del cltocropo Psso - X acepta una molécula de oxigeno y
se forma un complejo terciarlo clitocromo Piso ~ X - 02, aqui se
introduce a la reacclén otro electrén proveniente probablemente
del NADFH, y el 02 se -~ activa - transfiriéndose uno de sus adtomos
al xenoblético, que se convierte en metabolito oxidado, mientras
que el otro forma una molécula de agua. Entre tanto, el citocromo
Piso se regenera por oxldacién de la molécula de flerro, como se

muestra en la flg. C-119, S2y 91 ].

En la fracclén microsomal también se encuentran reductasas

que catalizan reacciones de azo y nitro reduccién con la

participacién de citocromo Piso, NADPH y flavoproteinas como
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donadores de electrones. Aunque también acurren en el higado,
estas reducciones se 1llevan a cabo principalmente en la luz

intestinal por medlo de la flora correspondiente [ 9 J.

Mediante las reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis,
se lleva a cabo la primera fase o fase I de la blotransformacién
de xenobiétlcos. Algunos retabolitos resultantes son menovs
liposolubles vy mis polares que los originales, y por lo general
plerden su actividad. En ocasiones, sin embargo, se fm:nan
metabolitos mids activos que los compuestos originales o inclusc
mis téxicos. Lla mayoria de los metabolitos que se forman en la
fase |, e incluso compuestos originales, se combinan con
sustancias enddégenas ( 4acldo glucurénico, glicinas, metiloes,
etc, ) para dar origen a compuestos sin actividad farmacolégleca y
muy polares. Los compuestos conjugados se excretan definitiva y
casl totalmente por via renal. Las reacciones de conjugaclén
constituyen la fase II de la blotransformacién. La incorporactién
de los xenobidticos a las reacclones de fase I o a las de fase II
depende de la presencia en su molécula de grupos quimicos
susceptibles de reaccionar. Estos grupos funcionales pueden ser
amino { ~MH2 ), carboxilo ( -COOH ), hidroxilo ( -OH ) o
sulfhidrilo ( -SH ) { 9 y 91 ].
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4.3, PLOMO

Es uno de los metales m&s conocldos en el mundo, considerado
desde la antiguedad como noclvo7 { 40 ); se localiza extendido en
la corteza de la tlerra ( rocas Igneas ) en concentraclones
estimadas de 12.5 mg/Kg, ocupando el 36° lugar de los elementos en
orden de abundancla. El contenido de plomo en las rocas
sedimentarias es aproximadamente de 7 mg/Kg ( rocas ) y 20 mg/Kg
( sales ). Las estimaciones de las concentraciones de plomo en
los sedimentos de las profundidades marinas son de 9 mg/Kg
( arcilla ) y 80 mg/Kg ( carbonatos ) [ 67 1, se encuentra
principalmente como sulflto en galena y otros minerales incluidos:
anglesita ( PbSO4 )}, cerussita ( PbCO3 ), mimetita [ PbhCl2 + 3Ph
-~ ( A=04 )2 1 y piromorfita [ PbClz - 3Pb3 ( POs )z ). Puede
encontrarse de color blanco - azulade, plateado o gris metilico
[ 87 1. El plomo inorgadnlco se encuentra en compuestos quimicos
en un estado de oxidacién de +2 y +4 | 58 y 92 ]; tlene un peso
molecular de 207.2; forma cristales cablcos, funde a 327.4°C,
ebulle a 1740°C, tlienen una densidad de 11.34. Es uno de los
metales mis blandos y pesados, se corta, lamina y estira
facllmente, pero en pequefias cantldades de antimonlo, arsénico,

cobre y metales alcallnotérreos aumenta su dureza, | 1 1; su

7 Un metal téxico o nmnocive, es aquel que pertenece al grupo de

clementos que no =on necesarios para ol organismo y que son
capaces de provocar efecton indoseables aumn a bajas
concentraciones | B85 ).
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temperatura de vaporizacién es de 1740°C. .( - 206 cal/g }, su
‘capacidad calorifica a 20°C es de 0.031 cal/é/'c; su resistividad
(- ohm-cm)a20°C: 20.65, 100°C + 27.02, 320°C : 54.76 y a
330°C : 96.74; su presién de vapor.a.1000°C es de 1.77 mm Hg; su
conductividad térmica a SO°C.: 0.083 y a 225°C : 0.077; su
viscosidad ( cps ) a 327.4°C :3.2,-a 400°C : 2,32, a 600°C : 1.54,
a 800°C : 1.23. Reacciona con &cldo nitrico concentrado caliente
y con é&cldo hidroclérico o sulfirico concentrado hirviendo, es
atacado por agua pura ¥y &cidos orgaénicos débiles en presencia de
oxigeno [ 87 ). Se obtlene por reduccién de su principal mineral
la galena. Se purifica por oxidacién y refinacién electrolitica

separdndolo de la plata que contlene [ 65 1.

El plomo es un elemento metdlico que ha recibido wmayor
atencién por los numerosos problemas que puede ocastonar, tanto en
lo que respecta a la nultiplicidad de vias de acceso al organismo
como a su elevada toxicidad en un amplio espectro de 6rganos y
sistemas afectados, Es un elemento que se encuentra
invarhblemente en la atmésfera y alimentos [ 33 ], incluyendo al
agua potable, ( cuyos limites permisibles establecidos son de 0.05
ppm [ 44 ] ) como contaminante de los mismos, de manera que la
alimentacién humana contiene siempre plomo ( trazas ) en mayor o

menor proparciéon [ 33 ].
La presencia de plome en agua dulce, generalmente indica

contaminacién con desechos metalirglcos o con venenos industriales

que contlenen plomo, como el arsenato de plomo; pero también
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aparece como resultado de la corrosléon de amalgamas que contlenen

plomo, como las soldaduras [ 44 1.

El plomo tlene diversos usos, como en construccién de
material para lineas de tanques, pipas y otros equipos usados para
liquidos y gases corrosivos, en la manufactura de acido sulfarico,
purificacién de petrbleo, halogenaciéon, sulfonacién, extraccién,
condensacién, proteccién de rayos X y radlaclén atémica;
manufactura de tetraetilacién, pligmentos para pintura y otros
compuestos principalmente orgdnicos e inorganicos, produccién de
metales y aleaciones; baterias de acumuladores, en ceréimica,
plasticos y aparatos electrénicos, en construccién callente, en

soldadura, en metalurgia, entre otros { S, 65 y 87 |.

4.3.1. TOXICIDAD EN KUMANOS

Es mAs comin la Intoxicaclén en nifios, presentando sintomas
como!: anorexia, vémito, estupor, somnolencia, apatia,
hiperactividad, ataxia, convulsiones debldas al incremento de la
presién intracraneal y otros sintomas neurolégicos; produce
enfermedad cerebral permanente [ 23 1. Se han reportado signos
como faringitis, dlsturbjos del suefio y constipaclén segulda de
coélicos, anemia y neuritis [ 87 ). Los efectos mis severos de
intoxicacién por plomo se presentan en el sistema hematopoyético

{ 5 1. En algunos paises se han descrito cuadros de saturnismo



atribuidos a concentraciones de plomo en agua potable de hasta 2.6

mg/L. [ 90 ).

4.3.2. TOXICIDAD CRONICA

En nlfios causa pérdida de peso y de apetito, sabor metallco,
malasia, constipaclén, insomnio, debilidad, anemia [ 23 ) y
retraso mental; usualmente en adultos causa envenenamliento
ocupacional, produciendo parilisis de los misculos de la mano
debido a envenenamiento plimbico [ 87 1, algunos casos desarrellan
debilidad en misculos extensores, lo cual se aprecia como gota en
mano y ple: a menudo se encuentra indefinido en SNC, produciendo
irritabliidad nerviosa, pérdida de 1la memorla, temblores,
encefalopatias [ S8 y 87 ] y alteraclones en sistema
gastrolntestinal, En cantidades mayores a 0.05 mg % en sangre y
0.08 mg/litro en orina da un diagnéstico de envenenamiento por
plomo [ 87 ]. El nivel miximo aceptable en sangre es de 30 pg/dL
1231
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4.3.3. TOXOCINETICA

A.  Absorcién.

El plomo es absorblde por ingestlén e inhalaclién
princlpalmente. En adultos es aproximadamente de un 10 % via
oral, incrementéndose en nifios ( aproximadamente 50 % ); la
absorcién por 1nhalacién es mis complicada, ya que las partfculas
pueden ser depositadas en la nasofaringe, la triaquea, los
bronquios y 1los alveolas, parte de las particulas Inhaladas
ascienden por accién de los ciliocs, pasan al es6bfago y se absorben
principalmente en el tracto gastrointestinal. Las particulas
restantes que llegan hasta los alveolos, son absorbldos y pasan a
la sangre. El trédnsito a través de la vias broncopulmonares
depende del tamafic de particula y de la solubllidad del compuesto

{13, 21, 23, 27y 34 ).

La absorcién por via digestiva, se realiza de acuerdo con la
naturaleza del compuesto plomado, siendo aproxidamente de un 10 %

del plomo inorganico ingerido [ 33 ].

La absorcién del plomo depende de factores propios del
organismo, tales como la edad, el estado f{isiolégico y la
integridad de los tejidos. La via de acceso, el tamafio de
particula y el tipo de compuesto ( orginico o inorginico ),
determinan la concentracidén y la posibilidad de difusién del plomo

hacia el organismo [ 24, 33 y 59 1.
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Distribucién.

General,

De un 90 a 95 % del plomc en el cuerpo es depositado en el
esqueleto, la vida media de eliminacién en el hueso es mayor
a los 20 afios, e.l resto se distribuye de manera general en
todo el organismo y se acumula en clertos compartimentos

123 24y68 ).

Sangre y tejidos blandos.

Se disuelve en el plasma y se une a la hemoglobina de los
eritrocitos, en donde rapldamente establece un equilibrio
entre eritrocitos - plasma en una proporcién de 16 : 1
respectivamente; Snyder, et al. { 1975 ). estimaron 1.4 ng de
plomo en sangre total, 1.2 ;ug en eritrocitos y 0.14 mg en
plasma, tomando como referencia un individuo de 70 Kg, a su
vez lle'ga a tejldos blandos como médula ésea, higado, rifiones
y testiculos; su vida media en estos tejides es
aproximadamente de 30 a 35 dias [ 23, 75 y 90 ), E1l plomo
traspasa féicilmente barrera placentaria, acumuldndose en
liquido amniético y membranas fetales habiéndose encontrado
que la concentracién de plomo en sangre materna y cordén

umbillcal es similar { 47 y 49 ).

TeJido adiposo.

Snyder, et al. ( 1975 ), estimaron una cantidad de 0.6 mg de
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plomo en tejido adiposo, tomando como referencia un individuo

de 70 Ka.

C. Metabolismo.

Rabinowitz, et al. ( 1976 ), sugirleron un modelo de tres

compartimentos para el metaboliswo del plomo ( fig. D -1 ),

El primer compartimento corresponde a la sangre, en donde el
plomo tiene una vida media de 35 dias. Este compartimento se
encuentra comunicado directamente con el plomo absorbido, el plomo

excretado { oripa ) y los otros compartimentos.

En el segundo compartimento, compuesto de tejidos blandes,
tiene una vida media de 40 dias, el cual da origen a plomo en
pelo, ufias, excresién salival, gastrica, pancreadtica y biliar [ 23

y 67 ).
El tercero, reside principalmente en el esqueleto, contlene

la mayor parte de plomo en el cuerpo y tiene una vida medla de

10,000 dias { 67 1.
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DIETA + AIRE

I
TEJIDO TEJIDO
0SED - SANGRE BLANDO
ORINA BILIS, PELO,
SUDOR, URAS.

FIG. D - 1, MODELO DEL METABOLISNO DEL PLOMO EN EL HUMANO { 67 1.

D. Eliminacién.
El mecanisme de ellminacién del plomo es béasicamente por
rifibn, aunque también se excreta por sistema gastrointestinal,

sudor, leche materna y pulmenes { 23 y 68 J.

En estudlos reallzados en animales intoxlcados con plomo, se

han reportado concentraclones de plomo en bllis y heces [ 68 ).
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4.3.4. TOXODINAMIA.

Estd dada por tres modalidades:

Compitiendo con los metales esenciales, en particular calcio

vy zinc en sus sitlos de inserclén [ 68 }.

Mediante su afinidad por los grupos sulfhidrilo de las
proteinas, lo que significa alteracion de su forma y funclén
( ya que gran cantidad de proteinas, entre ellas enzimas,
poseen grupos -SH ): las alteraciones fislol6glcas pueden ser

generalizadas [ 47 y 67 ).

Altera el transporte de lones esenciales. El plomo es un
inhibidor competitivo del calcio y tlene gran afinidad por
los fosfatos, con el cual se precipita o se une a los huesos,
sucediendo lo mismo con la hidroxiapatita y fluoruros de los

dientes { 47 y 67 .

4.3.5. EFECTOS PRODUCIDOS EN SISTEMAS ESPECIFICOUS.

Sangre.

Los eritrocites son érganos criticos afectando a bajas dosls;

los mecanismos téxicos involucrades son inhiblcién de

ferroquelatasa { hemo sintetasa ), eritrocito 5 -

54



nucleot:dasa.’ &4cido & ~ aminolevulinico deshidratasa ( ALA -
D), IS5y _58 .] 'y otras enzimas, incluyendo algunas
lnvolucrada.s. en ‘el U‘t:r:ansporte de flerro; esto da como
resu‘ltadoide"sc‘enso ‘:d‘e érltropolesls, asi como descenso de la
Vlda de’ los éritrt‘:cit'éscausando anemia y palidez, Otros
efecéos son basc;filia_‘alfusa. brertleulocltosis. aumento del
4cido & - amlnolevuliﬁico.’ ‘coproporfirina en orina y ascenso
de porfirina libre en Verltrocn:o\s:( protoporfirina IX ) [ 23
y 58 1. Los limites de tolerancia biolégica ( LTB ) para
plomo son de: 40 pg/100 nL jpral;a' 'hombres adultos y 30 pg/100
nl.. para muleres en edad fértv.lli (/0M5 1980 ) y 25 pug/100 mL.

para nifios ( CDC, U.S.A. 1978.), [ 24 ].
B. Reumatolégicos.

En estudlos recientes, se han encontrado problemas de gota
asociados a la intoxicaclén con plomo, ya que este interfiere con
la excresién de acido urico, Causante de artralgia [ 23 ).
€. Rifdn.

Es comin encontrar casos de nefrotoxictdad por intoxicacién
durante la infancia, puede ser tanto aguda como crénica, causa

disfunci6én tubular con cambios ultraestructurales en mitocondria

[ 23 ), 1o cual resulta en aminoaclduria acompafiada de
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hipofosfatemia, hiperfosfaturia relativa y glucesuria [ 24 ]J. Se
forman inclusiones in_lranucleares en el tubo proximal lo que ha
nmanifestado sindrome de nefropatia crénica que se caracteriza por
retraso renal de desarrollo lento, con alteraciones
arteroesclerédticas, atrofia glomerular y degeneracién hiallna de
los vasos que culmina en insuficlencla renal | 6, 18, y 58 );
habliéndose encontrado también un aumento en la excresién renal de

4cido amino levulinico 1 56 ).

.

D, Sistema d ino ¥y reproductor.

El plomo esti asoclado con la depresién de muchas funclones
endébcrinas, particularmente con la tiroldes y adrenal, pero no hay

mas detalles al respecto [ 23 ].

Se han encontrado evidencias de que el plomo esta asociado |
con una alta incldencia de abortos espontineos y partos prematuros
{ 73 1, asi como en la supresiétn de la funcién testicular
produciendo esterilidad en el hombre [ 23 ). Del mismo modo, se
ha desmostrado tanto en el hombre como en animales que el plomo
atraviesa barrera placentaria, encontrdndose concentraclones muy
semejantes a las de la madre, causando severos dafiecs a los

diversos 6rganos del reclén nacldo [ 3 y 73 1.
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E. Sistema cardiovascular.

La exposiclén a plomo estid directamente relacionada con
la hipertensién. Dietas deficientes en calcio incrementan la
absorcién de plomo y decrecen su excreclén, debldo a que ambos
siguen rutas metabdlicas similares produciendo una competenclia
entre ellos. Tanto el calclo como el =zinc tienen efectos
flsioléglcos y metabdlicos importantes, ya que interactian con el
plomo, oponiéndose a los efectos téxicos de éste, sin embargo, los
bajos hiveles de 2inc por si solo, no estidn asoclados con la

hipertensién [ 26 y 41 ).

F. Sistema nervioso.

Los efectos del plomo en el S.N.C., Involucran el cerebro,
medula esplinal, principales nervios motores y sensores [ 26 y
36 ), observandose un decremento en la velecidad de conduccién
nerviosa y debilidad muscular [ 23 ].El plomo en SNC presenta un
mecanismo triple:

a) Accl6n directa sobre el tejldo cerebral.

b)  Accibébn sobre sistema vascular cerebral que conduce a
transtornos en la oxidaclén en la célula por la falta de
oxigeno, dafios en la barrera hematoencefdlica los cuales
permiten la penetracién de mayor cantidad de liquido,
dando como consecuencia edema cerebral por lo tanto

muerte neuronal [ 26 1.
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c¢) El cerebro ya dafiado, produce efectos secundarios en

6rganos vitales como higado y rifieon { 26 I.

El plomo inorginico, produce efectos en la actividad
ecolinérgica del nervio, reemplazando competitivamente al calcio en
los sitios presinapticos de estas células, afectando la liberacién

de acetil colina y la ruptura de colina [ 24 ).

4.3.6., CARCINOGENICIDAD Y TERATOGENICIDAD

Se ha informado de resultados preliminares de un estudio de
mortalidad en trabajadores expuestos al tetraetilo de plomo, el
cual indiea un aumento de diez veces mas la presencla de mieloma

maltiple [ 43 ), asi como aberraciones cromosémicas [ 23 ).

En animales se han observado sintomas como convulsiones,

tewblores e hipoactividad, ademds de graves dafios a nivel renal

como neoplasmas renales [ 23 y 68 ).
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4.3.7. TRATAMIENTO

El método mas efectivo pﬁra remover el plomo es mediante la

administracién parenteral de" M'agente'qheiéniea.- Los féirmacos

mas usados son: etllen dlamino'}t‘l'!'tri'a ace ddca‘}clo ( EDTA )

4.4. L P = NITRO ANIZ0L

- Metoxinltrobenceno, nitrofenil metil eter, 4 - nitro anizol;
“tiene un peso molecular de 153.13; una densidad de 1.233; funde a

'sa°c, ‘y éblille a-260 = 274°C. ' Es Insoluble en agua, soluble en

aleohol, - &ter : éter de petréleo caliente, Se usa como o -~

lsbméro - de _éol‘orantes lntérmediarlus y en sintesls orginica

{87 ]

8 Un agente quelante es una sustancia qus tlene poslbilidad de
enlazar . principaimento clertos lones met{licos polivalentes, en
forma . relativamente  solectiva, con la  cual estos  plorden  su
uctlvlgnd bloldgica. Tal es ol caso del qualato formado por EDTA

con Pb . que es ellminado fdcilmente por el rifidn [ 53 ).
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a.s. P - NITRO FENOL

Isémero de o = nitrofenol; cristales de incoloro a amarillo,
algo dulce con sabor picante, tlene una dens-ldad de 1.27, funde de
113 a 1IA.C. es altamente sublimable, ligeramente soluble en agua
fria, soluble en alcohol, cloroformo, éter; dnicamente soluble en
mezclas hidroxialcalinas y carbenatos. Dlso oral en ratones y
ratas es de 467 y 616 mg/kg de peso respectivamente. Se utiliza
en la manufactura de indlcadores en solucidén alcalina al 0.1 %; es

incoloro a pH 5.6 y amarillo a pH 7.6 [ 87 ).

Conslderando que el principal objetivo de este estudio es
demostrar que el Limnodrilus hoffmelsteri blotransforma los
xenobibticos, se utilizé el p - Nitro anizel ( PNA ) como sustrato,
ya que es un - sustrato modelo - para demostrar que diferentes
organismos, en este caso el gusano, puede 0 - desmetilar al PNA y
probablemente a otros compuestos, como acidos fenélicos. La utilidad
de la O - desmetilasa es que permite demostrar en primer térmlnoe la
presencia del Sistema Mixto de Oxidacién ( FMO ), ademas de que el

metabolito oxidado producido por esta ( fig. D -~ 2 ) es facil de

evaluar, es aplicable a muchos xenobléticos que sufren 0
desmetilacién como es el caso de la brucina, alcaloides, etc, La
sensibilidad de la enzima es determinada por la velocldad de

desmetilacién del PNA [ 48 ).
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NO NO

2 12
0-Desmetilasa + OCH
NADPH 2
ocH, % oH
2
P - Nitro anizol p = Nitro fenol

Flg. D = 2. REACCION DE O = DESHETILACION LLEVADA A CADO { 44 1.
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5. MATERIAL Y METODOS

S.1. MATERIAL BIOLOGICO

Como organismo de experimentacién se ,utnl‘za'r,a‘n ‘uhos
invertebrados acuitices conocidos como Limnodrllus hoffmeisterl,
cultivados en el Laboratorio de Toxlcolog!.a Acﬁ}t‘tlt“:a‘? 'g ];al sécclbn

de Farmacia de la Escuela Nacional de Clenclas Blblbélcas ‘del’

Instituto Politécnico Naclonal.

5.2, MATERIAL QUIMICO

Acido tricloro acético 30 % ( p/v ) .( J. T. Baker )

Albuimipa de suero bovino estandar 1 mg/mL. ( Sigma )

Buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7.4 ( J. T. Baker )

Hidréxido de sodio 2 N ( J, T. Baker )

Reactivo de Bradford [ 80 ]

Soluclén hidroalcohélica ( 40},“: 60 ) de p - Nitro anizol 11.7

mg/mL. { Merck )}

Solucién hidroaleohélica (:40 : 60 ) de p - Nitro fenol 7 X 107°

mg/mL. ( 50,687 nwol/ml.) ( Merck )

Solucién de melaza al 5 %

Soluclén de Nitrato de plomo 0.1 ppm de plomo ( J. T. Baker )

Solucién de Nitrato de plomo 0.5 ppm de plomo { J. T. Baker )
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5.3. EQUIPO DE LABORATORIO

Balanza analitica Mettler H 10

1

Balanza digltal Bralnwelgh' B 3000 D Ghaus

Bombas de oxigeno

Centrifuga refrigerada Hermle 2 560 K~

Espectrofotémetro DMS 90 ( UV - visible )

Homogenizado potter modelo S 63 C

Material de vidrio

pH metro Beckman ¢ 10

5.4. ESTANDARIZACION DEL METODO.

El método para la blotransformacién del PNA se llevd a cabo
de acuerdo a Edelson, J. y McMullen, J. 1976; considerando las
sigulentes varlantes:

- Se incubbé a temperatura ambiente durante 150 minutos,

- Se centrifugd a 12,000 rpm a 4°C durante 15 minutos para

precipitar proteinas.

Se realizaron cinco repeticlones por cada experimento.
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§.5. CULTIVO DEL TUBIFICIDO

El . tubificido fue colectado del lago de Texcoco ( habitat
natural ) y cultivado en el laboratorio en cristallizadores con
arena y agua deslonlzada, provistos de oxlgepaclén continua; se
les alimenté con melaza al 5.0 % (yp/v ); a la cual se le indujo a
fermentacion aerobia ( por medlo de una bomba de oxigeno durante
48 horas ) esta soluclén se mantuve en congelacién para evitar

contaminactén micrebiana.

5.6. TRATAMIENTOS

Se distribuyeron 15 lotes al azar de tubl, de 3 gramos cada
uno; éstog a su vez se subdividleron en S5 lotes para los
tratamientos con 0.1 ppm de plomo, 5 mis para los tratados con 0.5
ppm de plomo y 5 lotes contrel. Se les adlcioné 50 mL. de la
solucién de plomo y 50 mL. de agua desionizada respectivamente.
Pasadas las 48 horas con la oxigenacién respectiva y en la
obscuridad, se realizé la cuantificacién de proteipas y la
biotransformacién de PNA, para posterlormente determinar la

actividad enzimdtica y por consigulente la inhibiclén de la misma.
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5.7. CUANTIFICACION DE PROTEINAS ( METODO DE BRADFORD )

La cuantificaclén de proteinas se realiza para determinar la
actividad enzimdtica, que posee el organismo debido a su

metabolismo.

A cinco lotes de 1.5 g de tubi cada uno, previamente lavados
con agua desionizada v buffer de fosfatos, se le adiclond un mL
del mismo buffer, se homogenlzé y centrifugd a 3000 rpm durante 15
ninutos a 4°C; ge tomaron 100 plL. del scobrenadante y Se llevaron a
la marca de aforo de 10 mL. con agua desionizada; a 100 pL. de
esta soluclén, se le adicionaron 2.5 mL. de reactivo de Bradford®,
después de cinco minutos se cuantificé espectrofotoméiricamente la

captidad de proteina a 595 nm [ 74 1.

5.8. EFECTO DFL PLOMO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS OXIDASAS DE

FUNCION MIXTA ( FMO )} EN L. hoffameisteri

Se distribuyeron 15 lotes de lombriz al azar de tres gramos
cada uno, dlez lotes se expusieron a dos dosis de plomo: 0.1 y
0.5 ppm, durante 48 horas; y clinco lotes fueron control terminado
el periodo de intoxicacién, se pesaron 1.5 g de tubl de cada lote

previamente lavados con agua destllada y buffer de fosfatos 0.1 H

9 Reactivo de Bradford. 100 ™ de  azul brillante { azul de

Coomazssie ) se disolvieron en 50 wl, de otanol al 950 %X en
seguida se adiclonsron 100 ol. de dclde fosférice al 650 % y 1o
1lové' & 1000 al. con gus destilada [ 74 .
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a pH 7.4, se adlcioné un ml. del mismo buffer, se homogenizé con
un homogenizador potter modelo S 63 C, enseguida se centrifugd a

3,000 rpm durante 15 minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada

Hermle 2 360 K.La reaccién se inlcié X bando el sobr dante con
diferentes cantidades de p - Nitro anlzol { consultar tabla 1 ) a
temperatura ambiente durante 150 minutos; la reaccién se detuvo
adiclonando un mL. de acido tricloro acético al 30 %, la mezcla se
centrifugé a 12,000 rpm durante 15 munutos a 4°c, para precipitar
pn.:teinas; se le adicionaron dos mL, de hidréxido de sodic 2 N al
sobrenadante y flinalmente se determiné el p =~ Nitro fenol

producldo espectrofotométricamente a 400 nm [ 32 1.

5.9, TRATAMIENTO ESTAPISTICO

En las diferentes determinaciones efectuadas, se obtuvieron
las medlas, las desviaciones estandar y los errores estandar de
cada grupo ( cinco repeticlones para cada lote en cada
concentracién considerada ), los resultados obtenidos de los
diferentes grupos experimentales, fueron analizados por las
pruebas de ANOVA y Duncan como diferencia de medias, tomando como

valor significativo aquellos que presentaron P < 0.01 [ 89 ],
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6. RESULTADOS

6.1. BIOTRANSFORMACION DEL p - NITRO ANI2OL EN Limnodrilus

hoffmeisteri

En la tabla 1 se observa que la formacién de p ~ Nitro fenol
crece conforme aumenta la concentracién de p - Nitro anlzol en el
sobrenadante de tubificido, gue fue incubado con este sustrato;
sin embargo, este Incremento no es proporcional, ya que al
graficar la  actividad enzimatica contra las diferentes
concentraciones de p - Nitro anizol, se presenta un comportamiento
asintético a las concentraclones mayores ( fig. E - 1 ),
caracteristico de reacciones enzimiticas; este comportamlento se
corroboré al lineallizar los valores por el método de Lineaweaver y

Burk ( fig. E-2yE -3 ).

La biotransformaci6én de PNA a PNF por el tublificido va de
8.75 a 20.23 nmoles, en los lotes control, presentando un
incremento en la actlvidad enzimAtica de 57.38 hasta 132.57 nmoles
de PNF/mg Proteinasg tejido/minuto, como se observa en la tabla 1,
lo que representa un incremento superlor al 50 % en la actlvidad

de la O - desmetilasa.
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TABLA 1.

EFECTO DEL PLOMO SOBRE EL METABOLISMO
DEL P = NITRO ANIZOL EN L. HOFFMEISTERI ( IN VITRO )

rmol { 1/PmSl |paATANIENTOS| nmol DE | ACTIVIDAD Ervor
de ia.| CONC. DE Pb|  PNF  |(nmol/mg p/|1/ACTIVIDAD -
PNA |(Xx107°)| ¢ ppa) |PRODUCIDO! g T/amin.) (x 10°7)
Control 8.75 57.38 0.0174 | ¢ 2.60

382.02| 2.61 0.1 3.95 15.55 0.0642 | + 0.92
6.5 2.13 11.27 0.0887 | ¢ 0.70

Control 9.86 64.67 o.0154 | t1.7a

764.05| 1.30 0.1 5.08 19.84 0.0503 | % 1.60
0.5 2.59 13.74 0.0727 | t1.06

‘ 11.26 73.85 0.0135 | % 3.30
1528.11{" 6.15 24.22 0.0412 | % 0.70
i 3.84 20.33 0.0491 | % 0.67
B 14.53 95.27 0.0104 | ¢ 2.78
229317 6.97 27.46 0.0364 t 1.40
S 5.37 28.44 0.0351 | % 0.58
Control 20.23 132,57 0.0075 | t 2.98

3820.28( o0.26 0.1 9.80 38.57 0.0259 | t0.10
0.5 6.95 36.80 0.0271 | ¢ 1.28

CADA VALOR ES LA REFLICA DE CINCO EXPERIMENYOS.
% Es = ERROR ESTANDAR

PNF = PARA NITRO FENOL
PNA = PARA NITRO AMIZOL
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BIOTRANSFORMACION DEL PNA EN EL
LIMNODRILUS HOFFMEISTERI (LOTES CONTROL)

Actividad {(nmoles de PNF/mg Prot./g tejido/min)

140 -

120

100

80

60

40

20

382.02 764.05 1528.11 2293.17 3820.28

Figura: E-1 nmoles de PNA



METABOLISMO DEL PNA EN

LIMNODRILUS HOFFMEISTERI (LOTES CONTROL)
1/Actividad {1/nmoles de PNF/mg Prot./g tejido/min)

0.02

0.015

0.01

0.005

[l 1l 1

0
0.26 0.43 0.65 1.30 2.61

1/nmoles de PNA * 10°
Figura: E-2



EFECTO DEL PLOMO SOBRE EL METABOLISMO
DEL PNA EN LIMNODRILUS HOFFMEISTERI

1/Actividad {1/nmoles de PNF/mg Prot./g tejido/min)

0.1

0.08

0 1 1 - .
0.26 0.43 0.65 1.30 2.61

=~ CONTROL —+ 0.1 ppm de Pb % 0.5 ppm de Pb

*
Figura: E3 1/nmoles de PNA * 10°



6.2, EFECTO DEL PLOMO SOBRE LA BIOTRANSFORMACION DEL p - NITRC

ANIZ0L

f.la actividad enzimidtica del tubificido, encargada de 1la
blotransformacién del p - Nitro anizol a p - Nitro fenol fue
inhibida por el plomo en ambas concentracienes { 0.1 y 0.5 ppm )
( tabla 3 y fig. E =6 ). Aun en los casos expuestos a 0.1 ppm de
plomo ( limite permisible en agua ), se observé una inhibicién de
un 69.30 % en vpromedio, comparado con los lotes control
{ P < 0.01 ), reglstrandose una concentraclén maxima de 9.30

nmoles de PNF produclido { tabla 1 )

En el caso de los organismos expuestos a 0.S ppm de plomo, la
formacién de PNF disminuyd significativamente en todas las
concentraciones de PNA con respecto a los lotes control,
( P < 0.01 ) habiendo una transformaclén mixima de 6.95 nmoles de

PNF ( tabla 1 ).

En términos generales, la actividad enzimitica en los
organlsmos intoxicados con 0.5 ppm de plomo presenta una
inhiblcién considerablemente elevada, siendo esta de 74.79 % en

promedio.

La velocidad méxima ( Vmax. ) de blotransformacién del PNA
descendié tanto en los organismos tratados con 0.1 como con 0.5
.pp2  de plomo, representando esto un 68,08 y 67.24 %
respectivanente tomando como referencia al centrel, { P < 0.01 )

{flg. E-5 L
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Asi mismo, la afinidad de la O - desmetllasa disminuye a
medida que aumenta la concentracién de plomo siendo totalmente
diferente en ambos tratamientos, presentando una diferencia de
128.82 % menor con respecto al control para los tratamientos con
0.1 ppm de plomo, no asi en los expuestos a 0.5 ppm del metal, ya
que la Kx aumentd Iimportantemente hasta 928.75 nmoles de PNA,
correspondiendo a un Incremento del 233.02 ¥4, careciendo por tanto

de afinidad ( P < 0,01 ) ( tabla 2y fig. E- 4 ).
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TABLA 2.

EFECTO DEL PLOMD SOBRE LA CINETICA DE BIOTRANSFORMACION

DEL P - NITRO ANIZOL

TRATAMIERTOS Vaax.,
Ki (nmol PNA)
ppm de Pb, {nmol/ng p/g t/m)
Control 400.06 110. 66
0.1 515.36 35.32
0.5 928.75 36.25
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EFECTO DEL PLOMO SOBRE LA Km DEL METABOLISMO
1000 DEL PNA EN LIMNODRILOS HOFFMEISTERI

800

600

400

200

CONTROL 0.1 ppm DE Pb 0.5 ppm DE Pb

B Xm (nmoles de PNA)
Figura: E-4



EFECTO DEL PLOMO SOBRE LA Vma x DEL ME ABOLISMO
DEL PNA EN LIMNODRILUS HOFFMEISTERI

Vmax (nmol PNFimg Prot./g tefido/min)

120

100

80

201

CONTROL 0.1 ppm DE Pb 0.5 ppm DE Pb

¥Ymax (nmol PNFimg Prat.ig te]i€e/min)

Figura: E-§




TABLA 3,

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA FUNCION MIXTA OXIDASA

nmol de PNA 0.1 ppm de Fb | 0.5 ppm de Pb
382.0234 54.8511 88.3702
764, 0566 37.6295 73.6822
1528.1133 13.0228 65.9036
2293.1700 52, 0041 63,0164
3820,2839% 75.0T18 65,6190
=% PORCENTAJE DE INHIBICION, ESTA CALCULADO

LA BIOTRANSFORMACION DE PNA A PNF DEL CONTROL COMO 100 X.
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% DE INHIBICION PRODUCIDA POR EL PLOMO SOBRE EL METABOLISMO
DEL PNA EN LIMNODRILUS HOFFMEISTERI

100

80

60

1528.11 2293.17 3820.28
nmoles de PNA

Mo ppm de Pb L:10.5 ppm de Pb

382.02 764.05

Figura: E-6
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7. DISCUSION

La bjotransformaciéon de los xenobiéticos, comprende los
cambios que estos sufren en su estructura quimica debidos a la
accién de las enzimas del organismo [ 11 ), gracias a este
mecanismo, se pueden generar compuestos mis polares que los
originales, lo que permitira que la permanencia de esos compuestos
extrafios, en algunos casos sea mis corta y en otros, aumente su
vida media en el organismo. La duracién e intensidad de muchos
®enobl6ticos, depende de la actividad de la FMO, localizada en la
fraccién mlcrosomal del homogenizado [ 5 ); es necesario conoter
la capacidad de este sistema para detoxificar o limplar un cuerpo
de agua, ya que asi se podra determinar la {recuencia de

eliminaci6n de sustanclas nocivas en efluentes acuatices.

En este estudlio, se demostré que el Limnodrilus hoffmelisteri,
lombriz acudtica que bloacumula metales pesados, contlene la 0 -
desmetilasa, ya que blotransforma el PNA ( sustrato )} en PNF.
Esta O - desmetilaciéon comprueba que este organismo contlene la
FMO, ya que el PNA se ha utilizado en diferentes organismos como
E. coli, para evidenciar la presencia de citocromos Pygq [ 32 13
otro resultado que apoya la existencia de este sistema metabblico
en L. hoffmeisterf es el aumento en 1a concentracién de PNF en el
medio de incubacién a medida que se incrementa la concentracién

del sustrato como se¢ observa en la fig. E - 1 y E - 2,

ESTA TESIS HO OFRE
SALUR BE LA Biduid{ech
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Es importante menclonar que en la cinética de
bliotransformacién llevada a cabo en esta investigacién, a
concentraclones muy altas de PNA, éste inhibe su propla conversién
a PNF como se observa a 3820.28 nmoles, donde la O - desmetilasa
unicamente blotransformé 0.52 %, a diferencia de la concentracién
de 382.02 nmoles hablendo una blotransformacién de 2.29 % ( tabla
1 ). Estos resultados indlcan que la FMO del tubl es saturable,
como se ha demostrado con este mismo sustrato pero en diferentes
organismos { 32 ], los cuales tienen un comportamiento de clnética
enzimdtica de acuerde al propuesto por Michaells - Menten la cual
mencliona que la combinacién simple entre un sustrato que reacciona
con una enzima produce posteriormente un complejo Enzima -

Sustrato { 10 y 39 }.

Un parémetro enzimidtico Importante de la velocidad de
reaccién, es la llamada constante de Michaelis - Menten { Ka ),
cuyo valor es igual a la concentracién del sustrato en el momento
en que la velocidad de reaccién es la mitad de la veloclidad médxima
[ 39 1; por lo tanto, si el valor de la Kx fue de 400.06 nmoles de

PNA, en el caso de los lotes control, entonces la velocidad de

transformacién del mismo a esa tracién, corresponde a 55.33
nmoles de PNF/mg Proteina/g tejido/minuto, demostrande asi que el
tubificido en estudlo es capaz de blotransformar compuestos que
presentan grupos metoxi, entre los que se encuentran hidrocarburos
policiclicos, alcaloides y un sin nimero de compuestos que pueden
llegar a diferentes mantos acuiferos. Se han reportado evidenclas

de que en sustratos como la acetofenitidina y la codeina se
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muestra el mismo comportamiento, siendo estos blotransformados por

el mlsmo sistema que el PNA [ 93 ).

Con estos resultados se muestra que el tubificido presenta el
sistema de blotransformacién de xenobiédticos, explicando asi la
elevada tolerancla del gusano a grandes cantidades de
contaminantes, vya que inclusive se considera como un buen
indicador de contaminacién acuatica [ 8, 12 y 59 ]; es probable
que uno de los mecanismos responsables de la resistencia a
compuestos como plaguicidas, hidrocarburos, herbicidas, metales
pesados y materla organica [ B0 ) sea, que el Limnodrilus
hoffmeisteri blodegrada a los xenobi6éticos a sustancias

hidrosolubles, facilltando asi su eliminacién.

Los organismos acuiticos que contlenen FMO y son expuestos
continuamente a la acclén de contaminantes, pueden aumentar o
prolongar el efecto téxico que producen estos compupstos por la
inhibicion del complejo de moncoxldasas; poer lo que es importante
caracterizar este tipo de inhibiciones y de esta manera determinar
la permanencia de un xenobidético en un cuerpo de agua, asi como
los antagénimos y agonismos que se pueden presentar al encontrarse

un sin numero de contaminantes en dicho sistema acuatico [ 93 ).

Debido a la baja especificldad de sustratos del sistema
microsémico P,gas muchos xenobidticos compiten entre si por la
oxidacién; asi cualquier sustrato es capaz de Inhibir el

metabolismo de otro. Se ha encentrado que para un xenobiético

81



especifico, la Kn ( determinada por la inhibiclén producida en el
metabolismo ), es diferente a la Xi*® { determinada por 1la
inhibicién producida en el metabolismo de otro xenobiético ),
implicando que. su accién Inhiblitorla se debe a la ocupacién del
sitlo para el sustrato dado [ 10 y 91 ); en la tabla 2, podemos
observar que la Kt obtenlda en los organismos expuestos a 0.1 y
0.5 ppm de plomo, fue de 515,36 y 928.75 nmoles de PNA
respectivamente, valores diferentes a los encontrados en los
testigos ( 400.06 nmoles de PNA }. Ahora blen, si anallzamos el
valor de la Vmx. se puede considerar que el plomo actua también
sobre otro sitio activo, lo que sugiere que €1 metal produce una
inhibiclén incompetitiva; esta es un tipo de inhiblelén
relativamente rara, donde la combinacién de xenobliéticos solo se
da con el complejo enzima - sustrato ( no con la enzima libre,
como ocurre con la inhiblcién no competitiva ) en un sitie
diferente de la primera, con la cual, el sustrato es comblinado
[ 46 ]; ( tabla 2 y figura E — 3 } como hemos visto, el plomo
produce un afecto de inhibicién significativamente importante, lo
cual, dafia las transformaciones de los xencbléticos en general, ¥y

por consigulente su permanencia en el tubificido.

Estudios de laboratorio reallzados en diversas especies de
animales como roedores, insectos ( moscas ), entre otros;

sugieren que una intoxicaclén aguda con metales pesados como el

10 g1 « Constante de Inhibicién,

82



plomo estd asoclada a una depresién significativa del citocromo
Pygg Contenldo en los microsomas [ 4, 43, 52, 7S y 81 | y demas
enzimas involucradas en la biosintesis del grupo hemo como son: el
4cido & - amino levulinico deshidratasa ( ALA - D ), la oxidasa
del coproporfirinbdgens y la ferroquelatasa | 42 y 66 1, lo dque
puede disminuir la capacidad de blotransformacién de xenobiéticos

en los organismos intoxicadoes [ 5 ].

A 382.02 nmoles de PNA, en los tratamlentos cop 0.5 ppm de
plumo. el efecto inhibitorio sobre la O - desmetilasa del
tubificido es muy elevado, lo cual puede deberse a que el sustrato
libre es escaso, por lo que la enzima no tiene la capacidad de
biotransformarlo. Existen evidencias de que algunos inhibidores
como la lmipramina disminuye su proplo metabolismo debido a que

decrece la concentracién libre de este farmaco [ 39 1.

En todo estudlo de Inhibicién de biotransformacién de
xenobléticos es lmportante determinar como influye la
concentracién del inhibidor en dicho efecto, ya que esto
facilitara establecer el nivel de saturacién del sistema, la
resistencta del organisme a esos compuestos extrafios y la
bjoacumulaclén, entre otros. En el presente trabajo, se observs,
que a medlda que asciende la concentraciéon del plomo, aumenta a su
vez la Inhiblcién de la O - desmetilasa { tabla 3 ), Es
importante menclonar que el limite permisible de este metal en
agua es de 0.1 ppm, lo que indica que adn cuando los efluentes

acuiticos presenten esta concentracién, éstos pueden causar grave
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dafio, quizas no la muerte, pero si participar en la biocacumulacién
no sélo del plomo, sino de otros contaminantes que utilicen esta
misma via de detoxificaclén, lo que repercutirad en el crecimiento
y produccién de esta especle, que es componente de algunas cadenas

tréficas.

En general, podemos sugerir que el plomo inhibe de manera
importante el sistema de bilotransformacién del tubificido en ambas
concentracleones, ya que se encontré un promedio de 60.30 y 74.79 %
de inhibicién para las concentracibénes de 0.1 y 0.5 ppm
respectivamente; estos valores, se consideran elevados, sobre todo
el correspondiente a 0.5 ppm, ya que otros cowmpuestos organicos
como la menadiona, producen una inhibicidén mixima de 59.8 % sobre

el metabolismo de la anilina [ 35 ).
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8. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos. podemos conclulr lo

siguiente.

1.~ El Limnadrllus hof[melsterl ontiene el’ slstema Funclén Mixta

Ox!dasa ( F' ;
tulerancla»

contaminantes.:

de‘

Nitro- fenol  lo"que

Slstcma Mlxto de Oxldaclbn es dependlente de la cuncentraclén

del metal.
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El efecto inhibitorio mis relevante fue a la concentracién de

0.5 ppm de plomo.

La inhibicién que produce. el ,plomq‘_gopre la F. M. 0. es una

xnhiblcién anompctltiva. ya:'que ’ta‘nrt.o ‘12 Km" como la Vmox.

son dlferentes

Es nec-e'sarlo' reallzar mis estudlios sobre estos organismos a

i:ortu; medlano y . largo plazo, debido a que podrian ser

utillzadns como posibles elementos de control de la

contaminaclén.

A ‘la’ concentracién considerada como limite permisible de
plomo en agua ( G.1 ppm ), se presenta una Inhibicién
slgnificativa sobre el sistema de .blotransrurmaclén de

xenobiéticos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo,
se sugliere que este limite deberd ser camblado por uno menor,
para lo que se deben realizar mis estudlos, y asi determinar

el limlte correcto.
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. RESUMEN

El agua representa uno de nuestros mids preciados recursos,
pues ademds de ser indispensable para todos los seres vivos y de
formar parte de la materia viva, es utilizada en casi tedas las

actividades humanas { 91 y 92 ],

Debldo al abuso de esta riqueza, utllizédndola como destino de
toda clase de desechos, su capacidad para propiciar la vida se

encuentra en peligro [ 61 y 92 ).

Existen diversos mecanismos propuestos para explicar como un
compuesto téxico puede inhibir la acclén de células e incluso
llegar a destrulrlas [ 95 ]. Dentro de las actividades que pueden
presentar los compuestos toéxlicos sobre los organismos lncluyen:
dafio a nivel genético, alteracién de membranas celulares,
desplazar cationes ( Na® y Co°’ )} de sitios de adsorcién presentes
en la célula, blequeo de quimloreceptores y acclén sobre enzimas
[ 64 1. 81 un compuesto téxlco es de diffcil metabolismo y
eliminacién, este tenderd a acumularse de manera exponenciai al

paso entre niveles tréficos sucesivos [ 72 ).

Los metales pesados, entre los que destaca el plomo, tlenen
como caracteristica la elevada toxicidad de sus sales solubles,
las cuales pueden ser acumuladas por los organismos que las han

absorbido; estos, a su vez, pueden entrar en la cadena alimenticla
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que termina ‘en el hombre, con sus traglcas secuslas como el
saturnismo, enfermedad que engloba transtornos nerviosos,

digestivos y renales entre otros [ 92 ).

Se han realizado algunos estudios con respecto al metabolismo
de xenobléticos en organismos acudticos, sln embargo, es necesario
hacer mis estudios al respecto, partiendo de 1la duracién e
intensidad de efectos tdéxicos de muchos contaminantes amplliamente
determinados, que son metabolizados en el hidroblonte por enzimas

de FMO.

El Limnodrilus hoffmelsteri es componente de diferentes
cadenas tréficas, por lo que en este trabajo se investigé su
capacidad de metabolizar el plomo utilizindo como sustrato el p -

Nitre anizel.

Diez lotes del tublificido dispuestos al azar fueron expuestos
a diferentes concentraciones de plomo por un periodo de 48 horas,
posteriormente se cuantificé el p - Nitro fenol producido
espectrofotonétricamente, obteniéndose como resultado que el L.
hoffmeisterl, presenta el sistema de detoxificaciéon FMO; 1la
blotransformacién del PNA fue inhibida por el plome no impertando
la concentracién empleada, por 1o que el limite permisible de

plomo en agua deberd ser cambiado.
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