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RESUMEN

Euglena gracilis es un modelo de célula eucarionte interesante en el estudio
del desarrollo de tolerancia a metales pesados pues puede crecer de manera
heterétrofa con diferentes fuentes de carbono o bien de manera autétrofa mediante
fotosintesis. Este microorganismo es de vida libre por lo cual podria ser utilizado
eventualmente en la purificacion de cuerpos de agua contaminados con metales
pesados, usando cepas resistentes a varios metales pesados.

Al realizar este trabajo, hemos encontrado, que este microorganismo puede
crecer en presencia de metales pesados y que es capaz de desarrollar ciertos
mecanismos para lograr sobrevivir cuando es expuesto a concentraciones téxicas de
metales pesados.

Este protista ha sido crecido en presencia de concentraciones variables de
cadmio, mercurio y plomo, observandose que este ultimo no causa un efecto dadino
considerable . El cadmio al contrario, dafla a las células de una manera directamente
proporcional a la concentracion utilizada y el mercurio a concentraciones mayores a
10 uM causa el 100% de dado celular.

Se cuenta con una cepa la cual ha sido preexpuesta por mds de 15
generaciones a mercurio 1.5 uM y en la cual se ha observado la recuperacion de las

funciones al realizar estudios de Tolerancia cruzada.



INTRODUCCION

Los metales pesados estin constituidos por cerca de 40 elementos no
esenciales para la vida, cuya densidad es mayor a cinco (en relacion con la del agua),
entre ellos se cncuentran: Sc, Ti,V,Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Y, Zr, Nb, Mo, Tc,
Ru, Rh, Pd, Ag, Cd, Hf, Ta, W, Re, Os, Ir, Pt, Au, Hg, entre otros. Algunos de estos
metales son requeridos a muy bajas concentraciones tanto por eucariontes como por
procariontes [1]. Pucden estudiarse desde dos puntos de vista, uno esta relacionado
con los beneficios que aportan a nivel bioquimico, siendo parte de los sitios activos
de algunas enzimas, con las que participan ya sea en la catalisis o al estabilizar la
estructura macromolecular de proteinas y dcidos nucléicos. Algunos de los metales
que pueden realizar algunas de estas funciones son: Fe, Co, Mn,Zn, etc. Por otro
lado, también se puede estudiar lo relacionado a la toxicidad causada por exposicion
excesiva a algin metal como por ejemplo los problemas ocasionados por exposicién
excesiva de Zn en obreros.

Las acciones bioldgicas de los mctales han sido condicionadas por el
siguicnte antagonismo: un mctal induce efectos biologicos que alteran los
requerimientos de otro, un ¢jemplo lo constituye de nuevo el Zn, el cual previene la
toxicidad dcbida al Cd [2].

C - orales de | | fos.

Entre los mctales que sc pretenden estudiar cn el prescnte trabajo sc
cncuentran: Hg, Cd y Pb de los cualcs a comtinuacion se daran algunas
caractccteristicas.

El Hg y cl Cd pertenecen a la familia llb de la tabla pcriddica dc los
clementos, por lo cual posecn estados de oxidacion mds bajos que los de la familia 1l
y por cllo no se les considera elemcntos de transicion, son electropositivos, poscen
puntos de fusion bajos y gran volatilidad. Pucden formar complejos con amonio

(NH4*), aminas, CN y también pucden reaccionar con sulfuro (S2-), P o Sc. El Pb
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que pertencce a la familia 1V, posee un estado divalcnte cstable, se disuclve en gran
nimero de 4cidos y es atacado rapidamente por haldgenos. El Cd posec propicdades
quimicas muy parecidas a las del Zn ya sea como elemento propuesto 6 como sus
derivados. En cuanto a su capacidad para formar complejos, ¢l Cd tiene un nimcro
de coordinacion de seis pero ¢l cuatro es el mas comin; el Hg ticne la tendencia de
formar complejos lincares y tetraédricos ya que posee niimeros de coordinacion dos
¥ cuatro respectivamente; por altimo, el Pb forma gran nimero de compuestos
organometdlicos, posee un mimero de coordinacién para el Pb divalente de dos a
siete Vv para el Pb tetravalente de cuatro a ocho. En la tabla | se muestra la capacidad
de estos tres metales para formar complejos con diferentes compuestos [2]. La tabla
2 presenta las constantes de disociacion de los metales pesados con diferentes

ligandos [3).

Tabla 1: Constantes de solubilidad de los complejos formados entre los

metales pesados y diferentes ligandos (log K1) [3].

Constantes de solubilidad

complejos 1:1 (log K1) Mercurio |[Cadmio |Plomo
NH3 88 [ 251 | -
Imidazo! 3.57 28
EDTA 22.0 16.6 18.3
Etilendiamina (N-N) 14.3 5.5 ---
Cisteina (N-S) 45.4 .- 12.2
Glicina (N-O) 10.3 4.8 5.47
Metionina .- 3.88 44
Histidina 79 5.65 6.84
Arginina - 3.31 4,65
Glutation 10.5 10.6
8-Hidroxiquinoleina 7.78 9.02
Tris(2-amino-2-hidroximetit)- 83 2.22 -
1,3-propenediol




Tabla 2: Constantes de disociacién de los metales pesados Hg,Cd y Pb con
diferentes compuestos organicos.[(1):Anderegg, 1964; (2): Jokl y Majer, 1965;
(3):Koike y Hamaguchi, 1967; (a): 2 20°C; (b): a 30°C; (c): a 40°C.] [2].

Constantes de disociacion

(log Kdy) Mercurio Cadmio Plomo
EGTA 23.2 16.1 11.8a14.71 (1)
EDTA 21.8 16.0a17.0 | 159a18.0(1,2)

HEDTA (a)19.47(3) 136 | e-eee- 4)

(b,c)19.3-19.1(3)

Los tres metales poscen fuerte afinidad por ligandos como fosfato (PO4-),
cisteinas e histidina de proteinas, purinas, pteridinas y porfirinas. También, los tres
clementos pueden actuar en un gran numero de enzimas que posean grupos
sulfhidrilo, pueden unirse y afectar la conformacion de dcidos nucléicos y todos
interrumpen las vias de fosforilacion oxidativa. Por otra parte, los tres pueden
inducir actividad catalitica en algunas enzimas como por ejemplo la

carboxipeptidasa A pancredtica bovina [2].



MERCURIO

El Hg se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre, mar, suelc
y agua de lluvia, asi pues, todas las especies contienen naturalmente rastros de este
metal variando con la localizacion.

El andlisis cuantitativo de este elemento se ha logrado con los métodos de
espectrofotometria de masas y cromatografia de gases aunque algunos derivados de
Hg como el metil-, el etil-, el metoxietil- y el fenilmercurio (CH3Hg, CH3CH3Hg,
CH30OHg y CgHsHg respectivamente) resultan un poco complicados para su
identificacion pero pueden analizarse mediante las técnicas del detector de captura
de electrones o absorcién atémica de flama. La afinidad que posee el Hg por los
aminodcidos, las proteinas, las purinas, las pirimidinas v los dcidos nucleicos sirve
para la bioquimica analitica.

Tanto el Hg como el Pb y el Cd pueden interaccionar e interferir con el
metabolismo del piruvato cerebral, simulando los sintomas y signos de la deficiencia
de tiamina, interaccionando igualmente con los grupos -SH del dcido lipdico,
pantoteina y coenzima A. E] Hg también puede reaccionar instantdneamente con
NADH formando complejos 1:1 los cuales pueden ser disociados con EDTA. La
principal causa de la toxicidad por Hg son las interacciones mercurio-grupos
sulfhidrilo, aunque también interacciona con triptofano alterando su espectro de
absorcién. Puede interaccionar, ademas, con grupos PO4- de la membrana celular y
con grupos amino v carboxilo de las enzimas. La interaccion de las enzimas con los
compuestos mercuriales varia grandemente dependiendo de la  fuente, las
condiciones de reaccion, la presencia de otros metales, ctc.

Se ha estudiado la interaccion del Hg con citidina, adenosina y guanosina con
los que forma complejos 1:1, al igual que su interaccién con nucleodsidos,
nucledtidos y DNA. Al interaccionar el Hg con los dcidos nucleicos por adicion a las

bases, se ve afectada la viscosidad intrinseca y el espectro, entre otras caracleristicas.



Muchos compuestos mercuriales producen anormalidades cromosomales ¢
inducen efectos genéticos y teratogénicos. Tanto ¢l fenil- como el metilmercurio
pueden inhibir la formacién del huso acromidtico durante la mitosis celular, se han
reportado aberraciones cromosémicas en humanos que han consuniido pescado
contaminado con Hg y se ha observado que 10uM (2 ppm) de Hg es capaz de inducir
transformacion linfocitica humana y mitosis in vitro [2].

Sc ha observado que ciertos mercuriales son capaces de mediar el intercambio
Cl-/OH- a través de membranas lipidicas por foemacién de pares ionicos neutros en
membranas de borde de cepillo renales de conejo, actuando asi como iondforos. El
Hg inorgdnico altera la homecostasis del caicio celular y la funcidén mitocondrial ya
que es capaz de atravesar bicapas se encuentran el cloruro de mercurio (HgClp), el
acetato de fenilmercurio (CgO2H7Hg) y el mercurio trialquilado o trifenilado, los
cuales son toxicos por colapsar los gradientes idnicos y de pH a través de las
membranas bioldgicas, El Cu posee un efecto parecido como iondforo (7],

El HgCly, ademas produce cambios en el Ca2* citosélico en cultivos de
células renales de conejo, lo que las daiia o les produce la muerte. La explicacion cs
que el proceso de dafto celular causado por Hg se debe a la entrada masiva de Ca2+ a
la célula, acelerando la progresion del daffo y consecuentemente causando la muerte.
Cuando no existe Ca2* extracelular, al tratar las células con HgCl> el daito se retarda
(9}

En hepatocitos de rata, el HgCly también causa toxicidad aparentemente como
consccuencia de la inhibicion de la fosforilacion oxidativa, provocando pérdida de
ATP y muerte celular, Se ha observado que 50uM de HgCly causan oxidacion de
piridin nucleotidos seguida de despolarizacion de la membrana plasmitica, pérdida de
ATP y disminucién de la viabilidad celular {10].

Se ha observado que al tratar mitocondrias aisladas de rifion de rata con 5uM

de HgCly, existe una oxidacion de nucledtidos de piridina, liberacion de Ca2+ y
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despolarizacion de Ja mambrana causada por el reciclaje de Ca2* [11]. Chévez et al
(1989) {12] porpusierén dos vias diferentes para la liberacion de Ca2* mitocondrial
como el efecto de la concentracién de Hg2* utilizado y la unién de este a la
membrana interna. Una via es activada cuando 11 nmol Hg2%/mg se unen a la
membrana dando como resultado un eflujo de Ca2% y Sr2*, La otra via se activa
cuando se unen 2.5 nmol Hg2t/mg a la membrana con lo cual se produce el eflujo de
Ca2* pero no de Sr2*, Estas dos vias son dependientes de la concetracion de CaZ+
intercambiable, de la temperatura, del pH, dela polaridad, de la composicién anidnica
del medio y del estado metabolico de la mitocondria. Este intercambio de éa2+ va
acompaiiado de una disminucién de la relacion NADPH/NADP y la disminucién del
potencial de membrana. Estos efectos son revertidos por la adicion de DTT
(ditiotreitol). Ademds, por andlisis electroforético se observé que el Hg2t se une
principalmente a proteinas que tienen una masa molecular de 20 y 30 kDa, lo cual
podria explicar que la induccion de la liberacion de Ca2t es debida a la modificacion
de los grupos SH de estas proteinas {12].

En cuanto a la absorcién de Hg2* en el intestino delgado, se han hecho
experimentos en ratas y se ha observado que la alcalinidad aumenta la absorcion
disminuyendo la acumulacién de Hg2+ en la pared intestinal. E! incremento en el pH
causa la conversion de HgCla a Hg(OH)Cl y Hg(OH)3 y el incremento en el ion CI-
ocasiona la conversion del HgCly en HgCl3" y HgCly". formas que compiten con las
arriba anotadas. La afinidad del Hg2™ por haluros es 1->Br->Cl-. Asi, se cree que la
conversion de HgCly, HgCl3- y HgCly~ a Hg(OH)C! y Hg(OH)7 podria dar como
resultado un incremento en la absorcion de Hg2* y disminuir la acumulacion del
metal en el tejido intcstinal pero aumentande el Hg2+ circulante; ademas de que el
incremento de la concentracion de Cl o ¢l cambio por Br- o 1 podrian inhibir csta

conversion[13].



El descubrimiento de la sintesis de bacteriana de CH3Hg (metilmercurio)
' incrementd la importancia del estudio de la toxicidad del metal, encontrandose la
acumulaciéon de CH3Hg en peces de agua dulce y la sintesis de este compuesto por
bacterias con posterior liberacién en las aguas aledaias, o de manera indirecta por
medio de la cadena alimenticia. E] contenido de Hg2% en peces de agua dulce varfa
de acuerdo a la especie, peso, edad, grado de contaminacion del agua y el tipo de
cadena alimenticia 2].

El CH3Hg es ¢l compuesto mas toxico derivado del Hg y cuando se acumula
en el pez se retiene fuertemente y es excretado muy poco, con una vida media de
muchos afios. El metil y el fenilinercurio son mds estables en ¢l cuerpo de los
animales y pueden circular por largos periodos unidos a los eritrocitos asi como al
plasma en el caso del Hg inorganico. Los compuestos alquilmercuriales se acumulan
preferentemente en el cerebro donde el 98% se encuentra en forma de CH3Hg. El
Hg es excretado por el higado y en la bilis se encuentra generalmente como
metilmercurio cisteina (CH3Hg-C3NO2SH7). Los compuestos organometdlicos
liberan lentamente el Hg, proceso que puede acelerarse al disminuir el pH y en
presencia de tioles. Asi, como la contaminacion en agua dulce es debida a
contaminacion por industrias, ¢l Hg en ¢l océano puede deberse a la existencia de
depositos naturales ademds de la causada por desechos industriales [2).

En cuanto al humano, el periodo neonatal es en el cual existe gran posibilidad
de acumulacion de metales pesados. De nuevo, el CH3Hg es el compuesto mas
téxico en nifos pequeitos, adultos y animales. En niflos que entran en contacto
excesivo de Hg se ha observado el sindrome de acrodinia causado por exposicion a
vapores de fenilmercurio y sales mercurosas o merciricas [14].

El organo mas afectado por exposicion a metales pesados es el rifion, en
donde ¢l Hg actiia a nivel del tibulo proximal, de las mitocondrias y de la membrana

plasmitica [15).



Hay gran variedad de enzimas que pueden ser alteradas al entrar en contacto

con el Hg, ya sea incrementando o disminuyendo su actividad como se muestra en la

tabla siguiente [2]:

Enzimas con actividad incrementada:
Fosfatasa alcalina.

B-Glucuronidasa,
N-acetilglucosaminidasa.

Fosfatasa acida.

Deshidrogenasa ldctica.
Transaminasa glutdimico-oxaloacética,
Aspartato aminotransferasa.

Enzimas con actividad disminuida:
Fosfatasa alcalina.

Fosfohidrolasa icida.

Citocromo ¢ oxidasa.
Glutaminasa.

Deshidrogenasa lactica.

CADMIO

El Cd2* s un elemento que se encuentra en la naturaleza en menor
proporcion que el Hg2* y el Pb2*, Se encuentra en peque;as proporciones en el agua
dulce al igual que en plantas y animales. Este elemento resulta téxico principalimente
para trabajadores industriales, mineros y productores de baterias alcalinas [2).

Algunas de sus caracteristicas y propiedades son las siguientes:

Puede formar complejos con el Zn y algunos aminodcidos y péptidos. Las
constantes de estabilidad del Cd con el Zn son grandes cuando el N y el O sirven
como ligandos.

El Cd potencia las acciones antibacterianas de la espermina, la colistina, la

eritromicina, la estreptomicina y las tetraciclinas, Es capaz de unirse a albiimina
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tanto humana como bovina y a la mercaptoalbimina, compitiendo con el Zn por los
mismos grupos sulfhidrilo o imidazol. Este metal es capaz de activar o inhibir un
gran numero de sistemas enzimdticos in vitro y la administracién in vitro y la
adfministracion de Cd2* a animales altera la actividad de muchas enziinas in vivo.
A continuacién se muestra una tabla en la que se muestran algunas de las enzimas

cuya actividad es modificada por Cd [2].

Actividad enzimdtica sobreexpresada en bacterias:
Glucosa oxidasa.

Glutamato formimino transferasa.

Histidina amino liasa.

Oxaloacetato descarboxilasa.

Piruvato deshidrogenasa,

Actividad enzimatica dismunuida en higado de rata:
Adenosina trifosfatasa,

Aldolasa.

Colinesterasa.

Citocromo ¢ oxidasa.

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.

Succinato deshidrogenasa.

El Cd constituye una parte integral de la metalotionina, la cual representa el
1-2% de la proteina soluble en la corteza de riién de caballo. La metalotionina
contiene altas cantidades de S, aproximadamente 6% de Cd, 2.2% de Zn unidos con
altas constantes de estabilidad y pequeiias cantidades de Cu 'y Fe. EI Cd y el Zn
compiten por la tioneina que es la proteina libre de metal, la cual queda estabilizada
al unirse éste Gltimo [2]. Ahora se sabe que existen metalotioninas en casi todas las

especies de seres vivos expuestos al contacto con metales pesados.
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El Cd interactia con monémeros de fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina
con mayor afinidad que el Ca y el Na y estas interacciones pueden proveer la base
bioguimica para los efectos téxicos del Cd en las mitocondrias, los tibulos renales y
las membranas nerviosas.

A una concentracion de 5 pM (0.562 ppm), el de Cd puede desacoplar
completamente la fosforilacién asociada con la oxidacién de succinato o citrato en
mitocondrias de higado de rata en vivo y en vitro. Esto puede ser revertido por
EDTA, ditioles y otros metales como Mn,Co y Ni. La inhibicion de la respiracion
mitocondrial por Cd esta también reportada en macrdfagos alveolares pulmonares.
Tanto el Cd como el Zn estimulan la aculmulacién dependiente de energia del Mg y
¢! K en mitocondrias de corazon.

Hay estudios realizados en plantas que muestran que niveles elevados de Cd
inhiben tanto la fotosintesis como la fijacién de CO fotosintético. Muchos estudios
in vitro demuestran que el Cd puede afectar directamente las reacciones
fotosintéticas de Jos cloroplastos, entre los cambios se encuentran: cambios en las
concentracion y comiposicién de pigmentos, inhibicion de la actividad de los
fotosistemas, inhibicidn de la fotofosforilacién y desacoplamiento del transporte de
electrones [16].

Varios autores han propuesto que el Cd inhibe el flujo de elctrones entre el
sitio de oxidacion del agua y el fotosistema 11. Sc ha observado que el Cd afecta el
cstado conforinacional de las membranas de Jos tilacoides por descomposicion de los
lipidos que los conforman, lo cual tiene como consecuencia efectos directos en el
sistema de rompimiento del agua. Segun Rawyler y Siengenthaler (1981), la
presencia de fosfatidilcolina en la capa interna de la membrana es csencial para la
actividad mdxima del fotosistema 11. Otro componente importante es ¢l

fosfatidilglicerol, el cual parece jugar un papel importante en el transporte de
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electrones del fotosistema I. Asf, al dafarse alguno de estos compuestos se
produciran dafios en los procesos que se llevan a cabo en el cloroplasto.

Por otra parte, De Filippis et al (1981) al realizar experimentos en Euglena
propone dos sitios de inhibicion por Cd2t en la cadena de transporte fotosintética:
el fotosistema Il y el fotosistema I. Los posibles sitios de inhibicion en la cadena de

electrones fotosintética por ¢l Cd2* se muestra en la siguiente figura:

/ x

Cg2s Cit by Fg
C 4 Q—"‘—"‘CQ?O
. \c

cit » ATp
259 ’,
PQ \
ADP Cit ¢
P
\ PC ~40P

Baszynski T. 1986.

La sintesis de ATP que es ¢l segundo producto de la fase luminosa dc la
fotosintesis tambicn es afectada por el Cd2*. En cloroplastos rotos aislados, el Cd2+

inhibe la fosforilacion ciclica y no ciclica [18).



13

Sc¢ ha obscrvado quc ¢l metal también afecta Ia biosintesis de clorofila a nivel

del complejo protoclorofilida reductasa y dc la sintesis del

dcido S-aminolevulinico

[16], lo cual se mucstra en la si guiente figura:

Succinjl- CoA < glicina

2'°qulutlralo\
(9lutamayo)

ALA

ca?’

cda?*

Baszynski ‘I, 1986.
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na»./r hv cd? -—hv
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En la figura siguiente sc muestran los sitiqs de inhibicion del metal en el ciclo

de Calvin

!

Almidon

Baszynski T, 1986.
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En experimentos realizados en semillas de trigo se ha observado que los iones
Cd2* afectan la fotoquimica del fotosistema II. El Cd2% induce decremento en la
velocidad de fotoreduccién del 2,6-diclorofenol-indofenol en presencia de un
donador de elctrones exdgeno, la hidroxilamina, lo cual sugiere que el sitio de
inhibicién se encuentra cerca del sitio de donacion de electrones por la
hidroxilamina. Los resultados indican que ¢l Cd2* induce un incremento en el
niamero de centros de reaccidn inactivos en el fotosistema 1 [19].

El Cd2* puede inhibir o estimular el crecimiento de algunos virus 6
microorganismos, por ejemplo, el acetato de cadmio [(CH3CQO)2Hg] puede inhibir
el crecimiento del virus del mosaico del tabaco, mientras que bajas concentraciones
de Cd2* pueden estimular el crecimiento de Chlorella (alga verde fotosintética) pero
también lo pueden inhibir a altas concentraciones [2]. Se han realizado estudios en
cepas resistentes y sensibles a Cd2+ de la bacteria Bacillus y se ha observado que la
cepa sensible acumula cerca de 10 veces méds Cd2+ que la cepa resistente luego de
cuatro horas de exposiciona 1mg/ml (8.9mM) del metal. Se puede sugerir, por
estudios hechos en protoplastos inhibidos con CN, que la captacién del metal en Ja
cepa sensible es un proceso activo, mientras que la captacion del metal en la cepa
resistente fué independiente de la viabilidad del protoplasto [20].

El Cd es un contaminante importante del medio ambiente y un toxico
potencial en bacterias, algas y hongos. Los mecanismos de toxicidad y resistencia
son variables dependiendo del organismo. Sc ha visto que las algas y las
cianobacterias son organismos mas sensibles, mientras que las bacterias y los hongos
parecen ser mds resistentes, En bacterias se ha encontrado que la captacion de Cd2*
se relaciona con la presencia de plasmidos. EI Cd2+ también induce aberracioncs en
los organismos (rompimiento de membranas, hinchamiento de organelos como
mitocondrias y/o cloroplastos, ¢ic) como resultado de su efecto en la sintesis de

proteinas y organclos submitocondriales, La acumulacion de Cd2+ en algas es un
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proceso en dos fases.En la primera hay una absorcion fisicoquimica rdpida del metal
por la pered celular, uniéndose a sitios que pueden ser proteinas o polisacdridos. A
esta fase le sigue un perfodo de latencia y posterior a éste, la captacién intracelular,
Esta fase posterior es dependiente de energia y puede implicar a sistemas de
transporte usados para acumular otros cationes divalentes como Mn y Ca. Algunos
datos indican que la reistencia a Cd2* y posiblemente la captacion en algas y
cianobacterias es controlada por genes que codifican para plasmidos [20].

En embriones de hamster se ha observado que el Cd produce anormalidades
que pueden ser prevenidas por el Zn, aunque este no previene la transferencia del Cd
hacia el interior de la placenta. En trabajadores expuestos a Cd se desarrolla
proteinuria como resultado de inhalacion de este elemento o absorcién de sus
derivados. La proteinuria se caracteriza por la presencia elevada de las fracciones a,
B y y-globulinas y baja alblimina, ademas se encuentran de 30 a 35% de proteinas de
Bence-Jones, las cuales son una porcion de cadena ligera de una inmunoglobulina
monoclonal producida en exceso y excretada a través de la orina en pacientes con
mieloma miultiple. Estas proteinas precipitan a 45-60°C, lo cual constituye la base
para uno de los métodos de identificacion, ademas de los de precipitacién con dcidos
o sales, electroforesis e inmunoclectroforesis [21]. Puede causar también
hipertension en la cual no se detecta la presencia de Cd2t en orina. En mujeres
japonesas se han detectado tanto la osteomalacia (desmineralizacion del cuerpo) y
daijo renal (ncfropatia) como consecuencia de nacimicntos maltiples o menopausia
causada por exposicion cronicaq de Cd. En estas mujeres se presenta proteinuria,
aminoaciduria, glucosuria, hipercalciuria, incremento de Cd en orina y tejidos e

hipertension [2].
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Se encuentra altamente distribuido en la atmdsfera, océanos, corteza terrestre
y agua y se absorbe y acumuia en muchas plantas y animales,

El Pb2% forma mercdptidos (R-S-S-R) con los grupos -SH de la cisteina.
Puede formar compicjos Pb-albimina y Pb-y-globulina los cuales son utiles para
separar proteinas séricas. El Pb también puede inhibir o incrementar la actividad
enzimatica; la inhibicidn es a nivel del grupo -SH con concentraciones de metal de
0.1 al mM. A concentraciones mas bajas, inhibe otras enzimas como ciertas
ATPasa, dcido 8-aminolevulinico deshidratasa y a concentraciones de 6.5uM inhibe
la lipoamida deshidrogenasa.

Sc ha visto que este metal también disminuye la velocidad de la fotosintesis
[22,23] y el transporte de electrones mitocondrial [24). También puede inhibir la
actividad de varias enzimas de la vida de las pentosas fosfato [25].

Algunas actividades enzimdticas modificadas por accién del Pb son las
siguientes:

Actividad disminuida

Acctilcolinesterasa.

Fosfatasa dcida.

Citocromo ¢ oxidasa.
Fructosa 1,6-difosfatasa,

Actividad incrementada:

Fosfatasa alcalina,

Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.
Glutamato deshidrogenasa.
Transaminasa glutdmico-pirtivica,
Transaminasa glutdmico-oxaloacética,
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El Pb altera la estructura molccular y la oxidacion celular en varias cspecies
de sercs vivos y este fenémeno puede ser revertido usando EDTA.

LI Pb puede unirse al Fe generando ferritina y un tipo anormal de Fe, dando
origen a micelas ferruginosas en mitocondrias, También puede unirse formando
complejos con el fosfato de dcidos nucleicos y nucledtidos y catalizar una hidrolisis
no enzimdtica de nucleosidotrifosfatos (especialmente ¢l ATP). A nivel cromosomal
puede causar aberraciones. Entre sus cfectos mds téxicos se encuentra la anemia en
humanos al igual que las anormalidades en ¢l metabolismo de las porfirinas:
excrecion uriparia incrementada de porfirinas, coproporfirina y sus precursores,
dcido 8-aminolevulinico, acumulacidn de protoporfirina libre en eritrocitos y 8-ALA
incrementado al igual que la coproporfirina en sangre. Interactia también con el
fosfato de piridoxal impidiendo la acivacién de la sintesis del grupo hemo. Inhibe
también una via biosintética entre porfobilindgeno y coproparfirinégeno en
critrocitos humanos causando malformacioncs, ya que s¢ crec que el Pb inhibe la
incorpuracion del Fe a la protoporfirina IX para formar ¢l Hemo. Asi, es evidente
que el Pb afecta todas las vias para la sintesis del grupo Hemo. Junto e ésto, también
produce la inhibicion de la incorporacion de glicina dentro de la globina en muchas
especics. sin embargo, la hemina es capaz de bloguear este efecto [2).

Ln cuanto a los microorganismos, los compucstos del Pb, ya sean orgéanicos o
inorginicos son toxicos. En organismos acuiticos como Chlorella vulgaris_ (alga
verde fotosintética) y Daphnia_magna (crustaceo del orden de los diplostracos,
conovidos como pulgas de agua) la intoxicacian por Pb ha sido comparada con la de
Se, Ge v Si. En general, los derivados tetractilicos son menos taxicos que los
correspondientes derivados tetrafenilos de estos metales. Cambios en los grupos
alquil o aril o la introduccion de un grupo OH reducen la toxicidad, El Pb (0.02-0.05
mg/t = 0,02-0.05ppm = 0.096-0.24uM) causa dccaimicnto en la movilidad de
Daphnia en 15 dias y resulta letal para este en 30 dias. Los complcjos de Pb con di-
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cisteina son mucho menos téxicos para Aspergillus niger (hongo de la familia de los
ascomicetos) que los de aspartato y citrato, cuya acumulacién en el medio
destoxifica de Pb. La asparragina, la cisteina, el aspartato y el citrato forman
complejos solubles con el Pb, y permanecen solubles en presencia de fosfato.

El Pb estimula el crecimiento de Sarcina flava (levadura que crece en
condiciones de pH bdsico) lo cual se acompaiia de un incremento en la degradacién
de la peptona existente en su medio de cultivo y un nimero de reacciones
biosintéticas. El sulfuro de plomo (PbS) parece ser el metabolito final.

El Pb, al igual que el Cd, ha sido usado como antihelmintico en pollos. En
peces, la toxicidad varia con la especie estudiada al igual que en el caso del Cd.

. ., I ]

La contaminacion causada por metales pesados y por rastros de metales en el
medio ambiente ha sido causada por el avance industrial en nuestro tiempo, lo cual
trac como consecuencia la bioacumulacion de metales a lo largo de las especies que
conforman la cadena alimenticia. Los niveles de desechos metdlicos en las emisiones
industriales, se dividen de acuerdo a los siguientes criterios:

1) Concentracién del metal en el material utilizado.

2) Tecnologia de produccion empleada en la industria emisora.

3) Tipo y eficiencia de las instalaciones de control de la contaminacién.

Las industrias que producen este tipo de contaminacién son: las de la
produccion de Fe y acero, las cementeras, las fundidoras de metales no ferrosos y la
industria minera. La incineracion de desechos caseros e industriales es una fuente
importante de rastros de elementos contaminantes de la atmoésfera,

Emisiones atmosféricas:

La combustion en las industrias es la fuente de contaminacién por Hg, Mo y
Se y en grado mas importante por As, Cr, Mn, Sb y Ta. La combustién de aceite es

la fuente de contaminacién por V, Ni y Sn. La industria de materiales no ferrosos
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contribuye con ¢l Pb (combustion de gasolina),As, Cd, Cu y Zn cmitidos. El Cr y el
Mn contaminantes s¢ originan principalmente de la industria del Fe y el acero [26].

Descargas dentro del apua:

Las fucntes mayores de contaminacion son los cflucntes dc agua sucia
doméstica (cspecialmente en As, Cr, Cu Man y Ni), plantas quemadoras de carbén
(As, Hg y Sc cn particular), fundidorasde metales no ferrosos (Cd, Ni, Pb y Sc) y
plantas de Fe y acero (Cr, Mo, Sb y Zn),

Si tomamos cn cuenta que solo ¢l 25% de los cfluyentes son descargados
dentro de las lagunas y los rios (volumen total 1.3x100 | anual) en Europa y América
del Norte, las concentraciones promedio cn cstas aguas podrian scr incrementadas
hasta cerca de los 90 ng/l (0.45 nM) para Hg, 180 ng/l (2.27 y 2.41 nM) para Sc y
As, 2200 ng/l (34.6 y 38.79 nM) para Cu y Ni, aproximadamente 2500 ng/l (38.2
nM) para Zn y arriba de 4000 ng/l (19.3 nM) para P’b. Las concentraciones de
metales traza cn lagunas y rios no contaminados son muchas veees menores a los
incrementos mencionados [261

Descargas cn cl suclo:

El suclo recive la mayor cantidad de clementos traza de una gran varicdad de
industrias. Los desechos urbanos son una gran fuente de Cu, Mg, Pb y Zn, con
notable contribucion de Cd, Pb y V [26].

Estudios realizados en ¢l Golfo de México han demostrado que en la zona
conocida como Head of Passcs, sitnada entre Texaz y Florida, durante 1982-1983 se
obtuvo un total de materia suspendida de 3243 pg/l y se encontraron cerca de 110
50 ng/l (0.53 nM) de Pb disuclto en el agua de mar. Esta concentracion resulta

clevada comparada con la de 20 ng/l (0.09 nM) para agua natural de rio [27].
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MECANISMOS CELULARES DE PROTECCION A METALES PESADOS
Como se mencioné en las secciones anteriores de ésta tesis, un exceso de
metales pesados y micronutrientes como Cd, Hg, Ni y Pb resultan extremadamente
toxicos para la célula. Se pueden encontrar niveles lctales de metales pesados cerca
de sitios de desperdicio municipales e industrias, en diversos tipos de suclo
incluyendo los suclos agricolas. En estos lugares las plantas crecen normalemente.
debido a que tienen la capacidad de adaptarse rapidamente y tolerar niveles toxicos o
letales de los metales pesados. Es por esta razén que en las plantas se realizaron los
primeros estudios para conocer el mecanismo por medio del cual podian sobrevivir
generando tolerancia. Este fendmeno se explico por el hecho de que las plantas son
capaces de sintetizar péptidos de bajo peso molecular conocidos como fitoquelatinas
o por la presencia de proteinas también de bajo peso molecular conocidas como
metalotioninas [28].

Se ha observado que la tolerancia a metales pesados puede darse ademads por
varios mecanismos como son: la union del metala la pared celular con lo cual se
impidiria el paso de éste hacia el interior celular; reduccion del transporte a través de
la membrana celular; eflujo activo por medio del cual sale mayor cantidad de metal
que la que entra; compartamentalizacion, en la cual el metal queda secuestrado en
una vacuola en el interior celular y finalmnte por accién quelante, la cual puede estar
dada por complejos ya sea con proteinas o péptidos (metalotioninas y fitoquelatinas),
compuestos orgdnicos (por ejemplo citrato) o compuestos inorganicos (por ejemplo

sulfuro) {29). Esto se ilustra en la siguiente figura:
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Tomado de Tomsett y Thurman, 1988.



(A) FITOQUELATINAS

Las metalotioninas se pueden clasificar en tres clases:

Clase I: polipéptidos con localizacion de la cisteina muy semejante a la de la
metalotionina de corteza renal equina.

Clase 1I: polipéptidos con localizacién de la cisteina poco relacionada con la
metalotionina renal equina.

Clase III: atipica [30].

Las fitoquelatinas pertenecen al grupo 111,

La sintesis de fitoquelatinas es inducida por metalcs pesados. Estos
polipéptidos poseen la estructura (y-glu-cis)n-gli donde n=2-11 y una glicina
terminal y de 5 a 17 aminodcidos [31,34).

Los iones metdlicos t6xicos penetran a la célula por el mismo sistema de
captacion de los jones metélicos fisiolégicamente importantes como Cu y Zn.

Los organismos fotosintéticos son los principales puntos de entrada de los
metales dentro de la cadena alimenticia, llegando asi hasta los animales y el hombre.
Los productores primarios viven en ambientes acudticos y terrestres los cuales
provcen los nutrientes esenciales incluyendo Cu y Zn, asi como los metales Cd, Pb,
Hg y Ag. Los niveles dc estos metales dependen de perturbaciones hechas por el
hombre. las fitoquelatinas se inducen cuando hay concentraciones elevadas dc
metales pesados. Entre sus caracteristicas s¢ encuentran: peso molecular menor a 10
kD, alto contenido de metal al igual que de cisteina, ausencia de aminodcidos
aromiticos, conticnen sccuencias de cis-x-cis, siendo X otro aminoacido u otra
molécula dc cisteina y no conservan su estructura secundaria. Las fitoquelatinas son
derivadas del glutation y para que se forme un péptido que una metales pesados
debcen existir una scrie de enzimas diferentes. La cstructura de estos péptidos sc

muestra a continuacion:
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Tomado de Steffens J.C. 1990.

Estos polipéptidos fueron descritos primeramente por Murasugi ct al [30] en
la levadura Schizosaccharomyces pombe en donde se observo la induccion por Cd2*
(por lo cual se le Hamo cadistina). Sc propusicron varias estructuras hasta que se
Hegd a la identificacion y sintesis total de (y-glu-cis)3-gli. La capacidad de sintetizar

fitoquelatinas en respucsta a metales pesados se encuentra cn muchas especies de
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plantas, animales y microorganismos, por ejemplo en orquideas, algas rojas, algas
verdes y algas cafés, Datura innoxia, Chlorella fusca, Rauvolfja serpenting, etc.

La sintesis de fitoquelatinas sigue una via enzimatica bien caracterizada. Para
muchas especies, la molécula inicial es el glutation (y-glu-cis-gli). Las fitoquelatinas
pueden ser sintetizadas por la adicién de unidades y-glutamil-cisteina o glutation. La
presencia de uniones y-carboxamida implica que esta no puede ser sintetizada
directamente via RNAm y por ello los oligonucleétidos de su secuencia no pueden
ser usados para reconocer los genes responsables para la sintesis [29]. La biosintesis
de fitoquelatinas requiere de las mismas enzimas que la sintesis de glutation. Este
tltimo es sintetizado en plantas como en animales. La etapa limitante de la sintesis
de glutation es glu+cis—y-glu-cis catalizada por la y-glutamilcisteina sintetasa con
hidrélisis de ATP a ADP y Pi para dar energia a la reaccion. Esta enzima se inhibe
por accién de la butionina sulfoximina (BSO). La segunda etapa de biosintesis es y-
glu-cis-gli + gli — y-glu-cis-gli y es catalizada por la glutatién sintetasa y también
utiliza energia proveniente de la hidrdlisis del ATP. El glutation puede ser sustituido
por homoglutatiéon (y-glu-cis-B-ala) en algunas especies. La siguiente enzima que
participa en Ja formacion de fitoquelatina es la (y-glu-cis)n-gli sintetasa, la cual sigue
adicionando residuos de y-glu-cis a la cadena ya formada, asi las células que tienen
glutation a mayor concentracion de (y-glu-cis)3-gli producirdn mds (y-glu-cis)a-gli,
mientras que las células que tienen (y-glu-cis)z-gli en mayor proporcién que el
glutation produciran mas (y-glu-cis)3-gli [30]. La sintesis es citoplasmica, aunque ya
se ha detectado la compartamentalizacion -de las fitoquelatinas. Esta sintesis en
algunas especies puede llevarse a cabo en un periodo de tiempo de 5-15 min después
de la exposicion a un exceso de metal. En la figura siguiente se muestran las rutas

para la sintesis de fitoquelatinas, glutation y y-glutamil-cisteimina en plantas [29].
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Tomado de Tomsett y Thurman, 1988.

Las fitoquelatinas son sintetizadas en plantas, en donde no se han detectado
otras metalotioninas. Steffens y cols (1986) sugieren que las fitoquelatinas también
actiian como acarrcadores de sulfuro durante la reduccion del sulfato. El acarreador -
S todavia no ha sido bien caracterizado, pero existe la evidencia de que es un péptido
que contiene tioles, similar al glutation, con peso molecular de 1200. Este grupo de
investigadores argumentan que las fitoquelatinas podrian jugar este papel y explicar
que las cantidades de H»S generado proporcionan la acidificacion como es de
esperarse. Esta hipotesis puede explicar muchas de las observaciones sobre las

propiedades de las fitoguelatinas, por cjemplo en células resistentes a Cd podria
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esperarse que se incrementara la capacidad para sintetizar moléculas acarreadoras,

las cuales sirven para mantener el metabolismo celular {29].

ACARREADOR GLUTATION
s-cdé!’).o\cffz" / cisteins + acetato
ACARREADOR ~SH o-acetilserina
Adenilsulfato
ACARREADOR S.S
Adenosina )
monofosfato - Jnb=ferredoxina oxidada

-ferredoxina reducida

ACARREADOR S-50 3

Vias de reduccion del sulfato

Tomado de Tomsett y Thurman, 1988.

Aunque muchos metales inducen la sintesis de fitoquelatinas, la unién de
metales por estos péptidos se ha demostrado para los metales Cu, Zn, Pb y Cd. La
afinidad del péptido varia dependiendo del metal. Los complejos formados de (y-glu-
cis)2.7-gli son muy heterogeneos debido a su gran facilidad de formar diferentes
combinaciones. Asi, la ésthuiomeln’a de los complejos formados entre ¢l péptido y
cl metal se reporta frecuentemente como la relacion de moles de sulfhidrilo en lugar
de moles de péptido. La relacion de cis-SH para un metal en el complejo con
fitoquelatina es 2:1 parael Cd, Zn y Pb, E} Cu, el cual esta presente en Jos complejos
(y-glu-cis)n-gli como Cu I se encuentra unido al grupo sulfhidrilo en una relacion I:1

{33}



(B) METALOTIONINAS

Las metalotioninas descubiertas en 1957 por Margoshes y Valle son proteinas
que no son inducidas alostéricamente por metales pesados como las fitoquelatinas,
sino genéticamente; son constituyentes de los seres vivos, son de bajo peso
molecular (menor a 40 kD), carecen de aminodcidos arométicos, poseen uniones cis-
X-cis 0 cis-cis, conservasn su estructura primaria (fenémeno que no ocurre con las
fitoquelatinas9 y pueden ser sintetizadas por invertebrados (como hongos), insectos
y mamiferos. Se pueden clasificar en tres clases:

Clase I: incluye a las metalotioninasde mamifero vy polipéptidos de otras
familias relacionados con la estructura primaria,

Clase II: se incluyen las metalationinas cuya estructura no se parece a las de
mamifero, por ejemplo las de ciertas levaduras, procariontes, erizos de mar, raiz del
trigo,etc.

Clase III: en la cual se encuentran polipéptidos atipicos que contienen
unidades de y-glutamilcisteinil [36).

Laclase I de las metalotioninas posee un polimorfismo genético elevado. Los
tejidos de mamifero generalmente contiecnen dos fracciones principales: MT-1 y
MT-2 difiriendo a pH neutro por una carga negativa; también existen isoformas de
estas fracciones: MT-1a, MT-1b, ctc en primates y otras especies como hongos,etc,
estas isoformas se pueden separar por HPLC.

Tanto la clase | como la clase II de las metalotioninas se caracterizan por ser
proteinas de cadena simple. Las formas de mamifero contienen de 61 a 62
aminodcidos, la metalotionina de pollo contiene de 63 a 64 aminodcidos. En
invertebrados hay cadcenas cortas al igual que en algunos hongos, por ejemplo en
Neurospora crasa se ha encontrado una cadena de 25 aminodcidos. Las
metalotioninas de clase 11l son estructuras oligoméricas formadas por dos o mds

cadcenas polipeptidicas variables. La secuencia de aminoidcidos es conocida ahora
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para méas o menos 36 clases de metalotioninas tipo I, cuatro clase 11 y dos para la
claseIIl.

La composicién de aminodcidos en las metalotioninas varia en nimero
dependiendo de la especie de la cual se trate. En cuanto a la composicion metdlica,
se han aislado lotes de enzimas de varias fuentes como la de corteza renal cquina, la
cual contiene 2.9 % de Cd, 0.6% de Zn y 4.1% de S por gramo de peso seco de
proteina [35]. Asi mismo, la composicién metdlica de las metalotioninas es variable
y depende del tejido de origen. El Cd y el Zn se encuentran en igual abundancia en
la proteina de rifion, mientras que el Zn es el componente metélico de la proteina de
higado [35].

Desde su descubrimiento, las metalotioninas han sido identificadas en la
fraccion citosdlica del higado, el rifidn y otros tejidos parenquimatosos de una gran
variedad de especies animales y también en microorganismos. No obstante, existe
variacion en su abundancia natural, por ello, un higado humanoi puede contener
cerca de 200 mg mientras que en animales experimentales esta cantidad es pcqueiia
pero puede aumentar al administrarles metales inductores como Cd, Zn, Hg y Ag
principalmente.

Se ha establecido una distribucion de residuos de cisteina ecn las
metalotioninas y se ha observado una secucncia predominante dc cis-x-cis. Otra
peculiaridad es la yuxtaposicion de aminodcidos basicos y de residuos de serina o
cisteina, En muchas metalotioninas, se han encontrado. dos o mas residuos de
aminodcidos ligadores de metal (L) que se encuentran en posiciones vecinales en la
cadena formando secuencias de oligopeptidos de forma -L-X-L- 6 -L-X-Y-L-. Se
dice también que existen siete secucncias cis-x-cis cada una de las cuales es un sitio
de unioén del metal. La accién quelante de los iones metalicos por cstos ligandos
vecinales pucde scr la primera ctapa en la intcraccion proteina-metal. La formacion

de este complejo podria scr seguida por la union adicional del metal a un tercer
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residuo de cisteina localizado cn otra region de la eadena y presumiblemente unir
otros ligandos.

La distribucion de los residuos de cisteina en la metalotionina sc muestra a
continuacion. Los 20 residuos de cisteina presentes participan en la union de sicle
iones metalicos bivalentes pesados a través de la formacion de uniones merciptido.
En metalotioninas de mamiferos las 20 cisteinas son invariables al igual que los

residuos de lisina y arginina [306]:

@ Cistcina

O Otros aminoicidos.

Tomado de Kiigi y Schofter, 1988,

Las sccuencias camparativas de metalotioninas de diferentes especies y
organos revelan similitudes importantes, Las posiciones de las cisteinas asi como de

lus scrinas y aminodcidos bisicos estd altamente conservada. Los aminodcidos

reemplazados se encuentran localizados generalmente fucra de cstas regiones y su
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presencia se explica por cambios de bases a lo largo de la evolucion. Asi,
porejemplo, la diferencia en ocho posiciones de aminoacidos entre los dos tipos de
metalotioninas renal-equina sugioerec la existencia de mas de un cistrén por
metalotionina. Ademas se ha demostrado que la selectividad de las metaloproteinas
por uno u otro catién estd determinada principalmente tanto por su localizacion
fisiolégica como por su estructura polipeptidica [37].

La sintesis de metalotioninas esta inducida a nivel transcripcional y las células
seleccionadas para tolerancia a metales pesados pueden presentar amplificacion de
los genes para metalotioninas. La expresion genética de las metalotioninas es
ripidamente inducida por cxposicién a metalcs pesados y en células de mamifero
son inducidas por factores como algunas hormonas o el interferén. En mamiferos. la
sintesis de metalotioninas es inducida durante el desarrollo normal y la
diferenciacion. También puede inducirse por estress oxidativo. Entre los metales
inductores en metalotioninas de mamifero se encuentran Cd, Zn y Cu, mientras que
en las metalotioninas que unen Cu de ciertos hongos parece ser estc metal el tnico
inductor. La concentracion optima para la induccion varia en diferentes sistemas
pero generalmente es mds baja al nivel que causa la toxicidad, La cinética con la
cual Ja sintesis de metalotioninas es activada también varia durando dias en
mamiferos y minutos en levaduras. Se cree que los metales pesados pueden
estimular la transcripcion gendtica de la metalotionina, por lo cual se podrian
originar irrcgularidades como diferencias en el RNAm, disminucién de la vida
media de la protcina y se podria afectar también la velocidad en la cual el metal se
une y penetra a la célula blanco. Hay estudios que indican que los metales pesados
actian al nivel de sintesis, procesamiento y degradacion del RNAm [28,38].

Los genes responsables de la sintesis de metalotioninas han sido cstudiados
tanto por los métodos dc la genética clasica como por técnicas de DNA

recombinante [29].
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Se ha observado que las metalotioninas pueden ser inducidas por condiciones
de stress como son la exposicién al calor o al frio o por inanicion al igual que por la
circulacién de hormonas esteroideas a ciertas concentraciones. En cultivos de
hepatocitos se ha estudiado en efecto de los glucocorticoides al igual que en cultivos
de fibroblastos, hepatoma,sarcoma y células eritroides pero no en células que
contienen genes hipermetilados inactivos de metalotionina. En ratas y ratones, los
glucocorticoides estimulan la sintesis de metalotioninas en higado con pequeilos
efectos en el rildn, misculo esquelético y bazo. Se ha encontrado que la induccién
ocurre principalmente a nivel de iniciacién de la transcripcién con un menor efecto
en la estabilidad del RNAm. Un modelo aceptado para la accién de los
glucocorticoides es que la hormona se une al receptor con lo cual se estimula la
transcripcién por interaccion directa con las secuencias de DNA nuclear. Una forma
alternativa es la posibilidad de que las secuencias reguladoras del glucocorticoide se
encuentran localizadas a cierta distancia (aproximadamente 25 kb) de los genes.

La sintesis de metalotioninas también se induce por el dafio tisular causado
por la inyeccién de compuestos como la turpentina, el tetracloruro de carbono o una
endotoxina bacteriana [2].

Entre las funciones fisiologicas de las metalotioninas una de las mds
importantes seria la destoxificacion del Cd, lo cual puede ocasionar que aumente la
sintesis de metalotioninas por amplificacion de los genes responsables. La
metalotionina exhibe una actividad enzimatica no conocida y no se sabe si tome
parte en el proceso redox. Un papel importante es el hecho de que esta proteina
puede tomar un metal que se encuentra cn el exterior celular y pasarlo hacia adentro
de la célula a apoenzimas que lo necesitan. Un cjemplo de ello csla activacién de
apoenzimas que requicren de Zn o de Cu para funcionar, metales que les son
suministrados por las metalotioninas, con lo cual estas proteinas demuestran su

importancia en el mantenimicento de la homcostasis celular. También pueden tener
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un papel importante en la adaptacion celular a varios tipos de stress, Se ha visto que
las células de mamifero que expresan altos niveles de metalotioninas son resistentes
a la irradiacion por rayos X con lo cual se puede pensar que la proteina se encuentra
envuelta en un complejo orden de interacciones en el control del metabolismo
normal al igual que en la adaptacion celular al stress. Otra funcién que ticnen estas
proteinas es la de secuestrar metales no esenciales en ¢l organismo como son Hg, Pb,
Bi Ag y Au. Todo lo anterior demuestra que las metalotioninas no son un simple
sistema de destoxificacion sino que es mds probable que representen una parte
importante en la homeostasis de los metales pesados. Asi, cuando las células
cultivadas son expuestas a niveles toxicos de metales se produce la amplificacion de
los genes que codifican para la sintesis de las protefnas y como resultado se obtiene
un aumento ¢n la capacidad de proteccion celular [2, 29, 36, 37].

Existen muchos microorganismos capaces de sintetizar ya sea metalotioninas
o fitoquelatinas cuando se encuentran sujetos a concentraciones toxicas de metales,
Un ejemplo de lo anterior lo constituye ¢l estudio del efecto de concentraciones
toxicas de metales, Un ejemplo de lo anterior lo constituye ¢l estudio del efecto de
concentraciones fisioldgicas y no fisioldgicas de metales en @chromonas danica
(protozoario de vida libre), el cual fué expuesto a concentraciones variables de los
metales Cu y Cd, observindose que en ¢l caso del primero, no se encontrd un efecto
significativo sobre ¢l metabolismo y la estructura del fitoflagelado, mientras que en
el caso del segundo, al ir aumentando la concentracion del metal, se observo la
disminucion tanto del crecimicnto como de la mivilidad celular. Se encontré que en
la presencia de Cd, la célula sintetiza una glicoproteina que juega un papel protector
contra los metales, la cual es similar a la metalotionina; se proponen también otros
mecanismos destoxificantes como son la producciéon de material orginico (como

citrato) ¢l cual ¢s afin a los metales luego de que estos entran a la célula (39].
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Otro organismo en el cual se ha estudiado la sintesis de péptidos poli-(y-
glutamilcisteinil)glicina y su relacién con la unién de Cd cs Datura innoxia. Se
trataron dos lineas, una no tolerentc en la cual 250 uM dc CdCly resulté téxico; y
otra tolerante, la cual sobrevive y crece en estas concentraciones. Tanto las células
tolerantes como las no tolerantes sintetizaron la misma cantidad dc polipéptidos
durante las 24 horas iniciales de exposicién a esta concentracion de metal. En lo
referente a la formacion de complejos polipéptido-metal se formaron en mayor
cantidad en las células no tolcrantes, pero estos fueron de menor peso molecular y no
unieron todo el Cd celular, en contraste con la que sucedid en las células tolerantes
[40].

En otro trabajo se selecciond, aislé y caracterizé una cepa de Datura_innoxia
resistente a Cd, la cual posee la capacidad de crecer y dividirse rapidamente en
concentraciones letales de Cd. Las células resistentes a 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 y
250 pM de CdCly se aislaron y utilizaron para iniciar suspenciones celulares
resistentes al idn toxico metdlico. La resistencia a Cd se relaciond con la sintesis de
proteinas ricas en cisteina y que unian Cd. Las proteinas sintetizadas no fucron
detectadas en la cepa sensitle a Cd de la cual se derivo la cepa resistente [41]. Se
han estudiado muchos otros microorganismos con variaciones en la sintesis de
proteinas, mutaciones, etc; por ejemplo, se han aislado mutantes de
Schizosaccharomyces_pombe incapaz de sintetizar la cadistina, un péptido que une
Cd y que cs de tamafio pequeilo [42]. También se han hecho estudios cn bacterias
como Escherichia coli la cual se ha expucsto a concentraciones de 3 pM de CdCly y
se han observado sus cfectos. Se han crccido otras especics como Migrococcus
luteos y Azotobacter en presencia de Pb, Chlamydomonas reinhardi en presencia de

proteinas 6 péptidos destoxificantcsde metales pesidos [43].



Euglena gracilis.

Para el desarrollo del presente proyecto se utilizé como modelo del
protozoario Euglena gracilis que es un microorganismo de vida libre con la
capacidad de crecer en diferentes condiciones como son: en ausencia de luz de
manecra heterotréfica con la caracteristica de desarrollar mitocondrias y llevar a cabo
el proceso oxidativo. Puede desarrollarse en diferentes fuentes de carbono como por
cjemplo glutamato mas malato (medio Hutner), peptona més acetato, etanol, lictico,
etc. También puede crecer en presencia de luz de manera autotréfica desarrollando
cloroplastos y llevando a cabo el proceso de la fotosinteis, también en medios
sintéticos[44].

Se ha estudiado y demostrado la capacidad que Euglena gracilis cepa Z,
crecida en presencia o ausencia de luz, tiene para desarrollar tolerancia a los metales
pesados como Cd2t (a 500 uM). Se hicieron estudios en cuanto al efecto de esta
concentracion de Cd2* y se observé que hay aumento en el tamafo celular, el
contenido de proteina y que ademds el metabolismo del adenilato seencuentra
afectado [45]. En Euglenas autdtrofas, se vié afectada la fijacién de CO3 para la
fotosintesis, en tanto que en Euglenas heterétrofas, la respiracion resulto afectada al
igual que la oxidacion del lactato ademas de que decrece la carga energética celular.
Se observo también que el daio causado por Cd2+ resultd ser mis reversible para el
caso de la fotosintesis que para el caso de la respiracion en donde el daflo no llega a
ser reversible. Las células resistentes a Cd2* presentan idénticos valores de cambios
de energia asl ser cultivadas en presencia o ausencia de Cd2*. Bariaud y cools en
1985 [85] reportan una baja acumulacion de Cd2% en células resistentes en
comparacion con una mayor acumulacion del metal en las células sensibles [46]. En
estudios realizados para observar los cambios ultraestructurales de células de
Euglena se consideran dos concentraciones, una de 500uM para la cepa sensible y

otra de 25 mM para la sepa resistente. Se observan las anomalias causadas tanto en
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cloroplastos como en mitocondrias. En los primeros, las modificaciones perduran
durante todo el crecimiento; entre otras se encuentran el aumento en el tamafio y una
fuerte estimulacién para la formacién de clorofila. Se ha observado también que el
Cd inhibe la capacidad de utilizar el carbono organico como una fuente de energia.
En cuanto a las mitocondrias se observa la formacion de estructuras parecidas a
mielina que se encuentran fuera o dentro de la mitocondria. Se cree que estas
representan material fosfolipidico no funcional derivado de la mitocondrias y
eventualmente eliminado. Esto sugiere que el Cd puede dadar el sistema enzimético
respiratorio. Estos estudios se hicieron creciendo a las células en medio lactico para
desarrollo de mitocondrias y en medio Cramer-Mayers para desarrollo de
cloroplastos [45].

Cuando se tiene una cepa resistentes a Cd2* de Euglena, esta es capaz de
resistir también concentraciones elevadas de otros metales como Hg, Ni, Se, Cu, Zn
y Co y se pueden determinar tanto la concentracién minima inhibitoria como la
concentracion critica de crecimiento. Bariaud y Mestre en 1984 [46] usando tanto en
cepas resistentes a una concentracién de 500uM de CdCly como en cepas no
resistentes determinaron tanto la concentracion minima inhibitoria como la
concentracion critica al crecer las células en presencia de los metales Hg, Ni, Se, Cu,

Coy Zn. Los resultados se presentan en la siguiente tabla



mic M cc M
Mercurio 5x10-7 3x10-6
Niquel 1x10-4 1x10-3
Selenio 7.5x10-5 1x10-3
Cobre 7.5x10-5 1x10-2
Cobalto [5x10-4 2x10-3 | 3x10-3 5x10-3
Zinc 1x10-2 7.5x10-2 >10-!

En donde mic= concentracion minima inhibitoria.

cc= concentracion critica,
Eg-Z= cepa sensible.

Eg-ZR= cepa resistente.

La manera por la cual Euglena gracilis es capaz de adquirir resistencia a
metales pesados a concentraciones toxicas se ha explicado por varios procesos, uno
de los cuales es el antagonismo del Cd con el Zn. Este es importante ya que se
supone que por tener caracteristicas muy semejantes, el Zn puede desplazar al Cd y
asi evitar el daiio causado por este ultimo [48].

Se mhan realizado algunos ecstudios sobre el efecto que tienen
concentraciones subletales de Zn, Cd y Hg tanto en la fotosintesis y la respiracion
como en las actividades fotoquimicas. Se sabe que el Zn, el Cd y el Hg son fuertes
inhibidores del crecimiento de Euglena aunque los mecanismos implicadsos no estan
bien claros. Los tres metales inhuben fuertemente ¢l consumo de oxigeno cn células

crecidas en la obscuridad como la produccion de oxigeno en cultivos iluminados. Se
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ha encontrado que los tres metales afectan a los fotosistemas I y II, especialmente
por inhibir la actividad de la enzima NADP-oxidorreductasa [49].

Se ha estudiado la movilidad y la orientacion fototdctica en Euglenas crecidas
en la luz y expuestas a diferentes concentraciones de Hg, Cd y Cu, y se ha
encontrado que ¢l Cu no afecta ninguno de estos parimetros, en contraste con los
otros elementos. El Pb a concentraciones de 2-200uM reacciona con los grupos
sulfhidrilo y bloque los grupos carboxilo afectando el crecimiento, fotosintesis,
respiracion y division celular en este protozoario. El Cd retarda el crecimeinto a
concentraciones de 10uM y a 30uM no se observa division celular. El Hg a
concentraciones mds bajas afecta ambos pardmetros, resultando asf ele elemento més
téxico ene este microorganismo. Tanto la fototaxis como la movilidad son afectadas
dependiendo de la concentracion de metal utilizado [50].

Se han estudiado las propiedades fisicoquimicas y el significado fisiologico
de una proteina que puede unir Cd, la cual ha sido encontrada en Euglena gracilis.
Esta proteina se puede expresar en células heterétrofas y autdtrofas, cuando se les
somete a una concentracion de 4.7ug/ml (41.8 puM). Se han identificado, por
cromatografia de intercambio idnico en DEAE-sefarosa, dos especies distintas de
esta proteina: BP-1 y BP-2 (BP=Binding protein). Con los resultados obtenidos se
puede afirmar que esta proteina es distinta a las metalotioninas encontradas en
maniiferos. Entre las diferencias encontradas se encuentran el peso molecular, el
contenido de cisteina y la reactividad cruzada con anticuerpos de metalotionina de
higado de rata [52].

En la actualidad se estdn realizando estudios utilizando microalgas como la
Spiruling mixima para remover los mctales pesados de aguas contaminadas, a lo
cual se le ha dado el nombre de Bioremocion. Este térinino puede ser definido como
la acumulacion y concentracion de contamminanates de aguas mediante el uso de

materiales bioldgicos, preferentemente microalgas, las cuales son capaces de
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secuestrar iones metdlicos por los mismos mecanismos de adsorcién y absorcién al
agual que otros microorganisms, asf como la formacién de fitoquelatinas, las cuales
pucden sintetizarse en respuesta a niveles téxicos de metales pesados [53].

Existen otros procedimientos para remover metales pesados como son la
precipitacion y el intercambio idnico sobre los cuales la bioremocién, tiene, entre
olras, las siguientes ventajas:

l.- Uso de biomateriales renovables naturales que pueden ser producidos de
forma barata,

2.- Alta selectividad por los metales pesados.

3.- Capacidad de tratar grandes volumenes de agua.

4.- Aha afinidad.

5.- Capacidad de funcionar bajo una gran variedad de condiciones
fisicoquimicas incluyendo temperatura, pH, y la presencia de otras iones (incluyendo
Ca2t y Mg2t) [54).

En el laboratorio, se trata de introducir a Euglena gracilis como un
microorganismo capaz de captar metales pesados contaminantes de aguas, ya que
tanto por las caractersiticas sefialadas anteriormente y por los resultados obtenidos
en el presente trabajo podemos afirmar que este protista tiene la capacidad y
caracteristicas necesarias para desarrollar tolerancia a concentraciones altas de
metales pesados y en consecuencia podria ser utilizado en el tratamiento de aguas

contaminadas por metales pesados.

Si las Euglena gracilis son capaces de crecer en presencia de concentraciones
téxicas de metales pesados desarrollando mecanismos que las vuelven tolerantes a
¢stos, es posible utilizarlas en los procesos de descontaminacion de aguas. En base a
ésta hipotesis hemos elavorado este proyecto de investigacion, cl cual, estd apoyado

por los resultados que hemos obtenido hasta el momento. Puesto que el problema de
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la contaminacion es grande, y la utilizacion de recursos algunas veces es elevado,
nosotros consideramos que la utilizacién de las Euglenas en este problema es de gran
ayuda ya que es un microorganismo ficil de cultivar y del cual se obtienenaltos
rendimientos en cuanto a masa y a eleminacion del metal, ademds de que es capaz

de crecer de manera autétrofa como heterétrofa.



OBJETIVOS:

Objetivo geneal:

Obtener cepas de Euglena_gracilis resistentes a la presencia de metales
pesados y capaces de acumular cantidades de los metales téxicos.

Objetivos particulares:

1.- Determinar las condiciones que favorecen el desarrollo de tolerancia a
metales pesados (Hg,Cd y Pb) tanto en condiciones autdtrofas como heterétrofas.

2.- Determinar el efecto de los metales pesados en la respiracion
(mitocondrias) y en la produccion de oxigeno (cloroplastos).

3.- Determinar la capacidad de captacidn de los metales pesados tanto en
células sensibles como en células resistentes.

4.-Ensayar Tolerancia Cruzada entre cepas de células.



MATERIALES Y METODOS.

Medios de cultivo:

Se utilizé una cepa de_Euglena gracilis Ja cual, por poseer las siguientes
caracteristicas s¢ asemeja a la cepa Z [59): 1) El tiempo generacional de 10 a 14
horas el cual depende de la fuente de carbono [55], 2) crecimiento nulo en galactosa
como fuente de carbono [56] y 3) tendencia a blanquearse entre 34-35°C [57].

Las muestras de Euglena gracilis fueron cultivadas axénicamente en la
obscuridad con agitacion orbital suave a 6] rev/min a temperatura ambiente (20-25°
C) en los medios de cultivo: 1) Peptona mds acetato, 2) Hutner modificado por

Schiff [57] y 3) Lactico, cuya composicion es la siguiente:

Medio de Glutamato+Malato:

Elemento Concentracion final (%)en | |
CaCOj3 0,02
Fuente de carbono:

dcido )-glutémico 0.5
dcido dl-malico 0.2
Minerales:

MgS0y4 0.05
(NH4)2HPO4 0.02
KH3PO4 0.08
ZnS0y4 0.009
MnSO4 0.008
NasMoO4 0.002
CoCly 0.00016
CuS04 0.00039
H3BO4 0.00028
Nal 0.000012
FeCl3 0.0005
Vitaminas:

Disulfuro de Tiamina (B}) 0.010
Clorhidrato de Piridoxina (Bg) 0.0001
Cianocobalamina (By2) 0.010
pH 3.5 ajustado con KOH
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El medio Léctico contiene los mismos elementos pero en lugar de poner como
fuente de carbono 4cidos glutdmico y malico se aflade 36 mM de acido dl-lactico.

El medio de cultivo sin vitaminas se esterilizé 40 minutos a una presion de 20
libras a 120°C.

Las vitaminas Bg y B2 se aiadicron como Neurobiéon (MERCK) en plovo
que junto con la vitamina B} se esterilizaron por filtracién en una membrana
milipore de 0.22uM, Posteriormente se agregaron al medio de cultivo al momento de

realizar la siembra de las células.

Medio de Peptona:

Peptona bacteriolégica 1 g/l
Peptona extracto de carne 1 g/
Hy0 1.6 g/
pH6.8 1000 g/l

En cada medio sc realiza la siembra de células en diferentes concentracionés
de metales pesados: Cd2*, Hg2* y Pb2* [adicionados como CdCla, HgCly,
Pb(NO3)s debido a que son sales solubles en agua). Para sembrar las células se
realiza un conteo en una cdmara de Neubauer diluyendo ¢ inmovilizando con HC}
1:1 y asi se ajusta una poblacion inicial de células de 0.2x106células/ml de acuerdo a

la relacion:

(vol)x(0.2)
X= evecocncenconen
(y)x(dil)/100
donde. vol=volumen que se quiere sembrar

=niimero de células que se deben sembrar para alcanzar la
concentracion inicial.
0.2=concentracion inicial de células,
y=ndmero de células promedio contadas en la cimara,
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Las células se colectan en la fase estacionaria de crecimiento (quinto dia) en
donde las densidades alcanzadas fueron 410.5X106 células/ml en el medio
glutamato+malato, 3.520.6X106 células/mi en ¢l medio Léctico y 1.840.35X106
células/ml en el medio peplonatacetato. Los valores representan la media + el error
estandar de tres experimentos por triplicado. Las células recolectadas fueron lavadas
por centrifugacién a 1000xg por 15 min en un medio que contiene 10 mM de
KH2PO4y 2 mM de EGTA a pH 7.5,

También se crecieron células bajo iluminacion (22 puM/m2 seg) en un
régimen de 12 hr 1u2/12 hr oscuridad a 20-25°C con agitacion de 110 rpm en el
medio de glutamato+malato.

. | .

Se realizaron las curvas de crecimiento en prescncia de concentraciones
variables de los metales pesados antes descritos. Las concentraciones de los metalea
varian desde 10 uM hasta | mM para el caso del Cd2t y del Hg2* y de 10,100 y 500
1M para el caso del Pb2*, tanto en células autétrofas como heterdtrofas. Las células
inician su crecimiento después de la inoculacién con una poblacion inicial de
0.2X106 células por mililitro (dia cero). A partir de este periodo, se comienzan
atomar muestras de | ml a diferentes intervalos de tiempo con lo cual se va
cuantificando ¢l nimero de células y se construye la curva de crecimiento. La
poblacién celular varia dependiendo de la concentracion de metal utilizada, asi a mas
alta concentracion menor crecimiento celular.

Medicion de consumo y produscion de oxigeno:

El consumo de oxigeno en Euglena (5-7X100 células enteras) fu¢ medido con
un electrodo tipo Clark concctado a un oximetro (YSI modelo 53) a 25°C en un
medio que  contiene 120 mM de KCl, 20 mM de dcido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico (MOPS) y 2 mM de EGTA a pH 7.2 (medio KME). La
solubilidad del oxigeno fué de 798 ng dtomo de O/ml a 25°C y una altitud de 2240
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m. La produccién de oxigeno en células expuestas a la luz se realiza en el mismo
medio (KME) en donde primero se deja que las células consuman todo el oxigeno
presente en el medio en condiciones de oscuridad, posteriormente se estimula la
produccién de oxigeno al someter a las células a la luz de un proyector de acetatos
(luz actinica).

Se ensayé de manera conjunta la medicion de la actividad de la citocromo
oxidasa al estimularla con un donador artificial de electrones , el N,N,N'N'-
tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) a una concentracién final de 0.6 mM. Se
observé también el efecto del carbonilcianuro-m-cloro-fenilhidrazona (CCCP) a una
concentracion final de 10 pM, tanto en el consumo como en la produciién de
oxigeno en células heterétrofas y autdtrofas respectivamente.

Determinacion de la clorofila:

Se aplicd erl método de Amon [58] para la medicion de clorofila en las
células crecidas en presencia de luz. Aproximadamente 0.5 ml de la suspension
celular fué sometida a extracciones sucesivas en 2.5 m| de acetona acuosa al 80%.
La mezcla fué agitada vigorosamente 2 minutos y centrifugada a 2500 rev/min por 5
minutos. La absorbancia del sobrenadante obtenido fué medido directamente a 645,
652 y 662 nm y los cilculos fueron hechos usando los coeficientes de exdtincion
reportados por Amon. Las mediciones se realizan de la siguiente manera:

Clorofila total=27.8 (Abs 652) mg/I|

Clorofila a=12.7 (Abs 662)-2.69 (Abs 645)

Clorofila b=22.9 (Abs 645)- 4.68 (Abs 662)

Nosotros solo determinamos ¢l contenidode clorofila total.

Esta determinacion se realizo en células heterdtrofas almacenadas a -70°C
durante varios dias mediante un barrido espectrofotométrico de 400 a 700 nm,

utilizando un espectrofotémetro de doble haz (SLM-AMINCO DW-Z UV-VIS). Se
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utiliza un medio que contiene 100 mM de KH2PO4, 10% de glicerol y pH 7.5. En
células control (sin exposicion a metales pesados) sc pueden detectar tres picos de
absorcion aproximadamente a 407, 433 y 465 nm que corresponden a los carotenos
presentes. La presencia de estos picos varfa dependiendo del metal y de manera
inversa a la concentracion utilizada.

Captacion de metales pesados:

Se midio la capacidad de las células de Euglena para captar metales pesados
mediante espectrofotometria de absorcién atdmica (PYE UNICAM sp 192 Atoinic
Absortion Spectrophotometer), Se mide la concentracién de metal en tres fracciones
obtenidas, las cuales son:

1) 10 ml del medio original con o sin el metal pesado.

2) 10 ml del sobrenadante de la primera centrifugacién (medio de crecimiento
libre de células).

3) Células digeridas por mezcla de acidos (dilucion 1:10).

El tratamiento de las células se realiza de la siguiente manera:

Se lavan las células con un medio que contiene 100 mM de KH2PO4 y 2 mM
de EGTA a pH 7.5, el paquete celular se resuspende en un volumen minimo de
medio, se toma una alicuota que corresponda a 107 células/ml, y se agregan 0.5 ml
de H2SO4 concentrado, 2.5 ml de HNO3 concentrado y 0.5 ml de HCIO4 70-72%.
Las muestras se ponen a hervir hasta que aparecen los vapores de SO3 y
posteriormente por 10 minutos mds. Se realiza una dilucion 1:10 con el sobrenadante
obtenido y ¢l medio de lavado de las células.

Las tres muestras oblenidas se leen en el espectrofotometro a la longitud
requcrida para cada lampara. Sc realiza una curva estandar para cada metal pesado a
medir. Se determin la capacidad de captacién para Cd2+y Pb2+ (Apéndice 1).

A continuacion se presentan las curvas estindar para los metales Cd2* y
Pb2+,
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Micrografias electrénicas:

Sc realizaron micrografias electrénicas tanto de barrido como de transmision
para observar los cambios morfoldgicos que producen los metales pesados cn las
diferentcs estructuras cefulares (mitocondria, membranad, cloroplastos, etc.). Las
células se fijan en un medio que contiene sacarosa 250 mM, Hepes [dcido n-(2-
hidroxietil)piperazin-N-(-2-etano)sul fénico) 10 mim, EGTA 2 mM, albimina 0.1% y
glutaraldehido no polimerizado al 2.5% a pH 7.2 y se sigue cl procedimiento
descrito en ¢} Apéndice 2 para preparar las muestras y tomar lags micrografias. La
realizacion de esta partc del trabajo se llevé a cabo con la colaboracién de
Mariaelena Mirando y Armando Zepeda del Departamento dc Microscopia
elcctrénica del Instituto Nacional de Cardiologia.

\islami le i Irigs:

Sc sigue el método descrito por Morcno-Sanchez y Raya (1987), ¢l cual
consistc en romper las células por sonicacién y recuperar las mitocondrias por
centrifugacion diferencial, con algunas modificaciones (ver diagramasiguientc).

Las células se centrifugaron (ICE Centra 8R) a 1780xg durante 13 minutos y
sc resuspendieron c¢n un medio quc conticne sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM y
EGTA 2 mM (SHE) a pH 7.4 para centrifugar a 327xg durante 5 minutos,

Posteriormente, se lavan con niedio SHE y albimina bovina delipidada al
0.1% (SHEA) dos veces, centrifugando a 327xg durante 5 minutos cada vez.

Se realizé un conteo en la camara de Neubauer, para sonicar de 1-1.5x109
célulals en 30-40 m! dc¢ medio SHEA en un sonicador SONIPREP 150 (120-12
micrones dc amplitud) cn un baio de hielo por 2 intervalos de 15 segundos cda uno.
Posteriormentc, sc centrifugd a 581xg durante 10 minutos a 8714xg a 4°C ¢en una
centrifuga SORVALL.

El paquetc mitocondrial obtenido sc resuspende en medios de SHEA a un

volumen aproximado de 5 militros para incubar con ADP iml y 0.25% dc albimina
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delipidada por un lapso de 10 min, Transcurrido el tiempo de incubacién se
centrifugd a 8714xg durante 10 minutos y el sobrenadante se resuspendié en

aproximadamente im} de SHEA.

Aislamiento de Mitocondrias de Euglena gracilis.

Colectar las células en fase logaritmica de
crecimiento. Cenirifugar 10 min 1780xg.

Lavar las células en un medio de sacarosa
250mM, HEPES 10mM, EGTA 2mM
(SHE) pH 74, Cintrifugar 5 min. 327xg

Lavar las células en medio SHE y albtimina
delipidada0.1% (fHEA) 2 veces.

Conteo en cémarj: de Neubauer.

Sonicar 1-1.5x109 células en 30-40 ml de
medio SHEA (10-12p de amplitud) durante
dos intervalos de 13" cada unoen un bailo
de hielo. .

Centrifugar el solirenadamc 10 min a 8714xg.

Resuspender el paquete mitocondrial e
incubarlo con imM de ADP y 0.25% de
albimina delipidida durante 10 min,

Centrifugar 10 min a 8714xg.

Resuspender en | ml de SHEA,



D inacién de Proteina:
La proteina mitocondrial fué estimada por el método de Biuret [62] en
presencia de 1% (p/v) de desoxicolato de sodio y utilizando albimina como
estandar.
La turbidez ocasionada por el paramilo fué climinada centrifugando los tubos
después de 20 minutos de afiadido el reactivo de Biuret a 327xg durante 5 minutos a
4°C en una centrifuga IEC-CENTRA 8R. Se mustra una curva estandar para la

determinacién de proteina en la siguiente figura:

Absorbancia

0.08 n.1 0,15 0.2 2.25 9.3

concentracidn ms/mi



Medicién de 1a actividad de la ci idasa:

Se realiza en un oximetro tipo Clark (YSI Modelo 53) conectado a un
registrador, en un medio que contiene acetato de sodio 26 mM y ascorbato de sodio
7.5 mM a pH 7.5 en el cual se incuban las mitocondrias (1 mg/ml) y se aiade a
intervalos de 1 minuto, antimicina 5.5 uM, CCCP 1.1 uM, TMPD | mM y se inhibe
la actividad con azida de sodio 11 mM.

Medicién del iald l .

Se mide en un espectrofotémetro de doble haz con agitacién y oxigenacion
constantes a una velocidad de 200 y una absorbancia de 0.1. Se utiliza un medio que
contiene sacarosa 250 mM, KCI 50 mM, Hepes 10 mM, KH2PO4 10 mM y
CH3COONa 10 mM a pH de 7.2, en el cual se incuban las mitocondrias (Img/ml) y
se afade safranina 10 mM. Se mide la diferencia de absorbancia de 533-511, el
cambio de sefial registrado se considera como un reflejo del cambio en la magnitud

del potencial de membrana [63].



RESULTADOS

CRECIMIENTOQ CELULAR

Se cultivaron a las células en tres diferentes medios de cultivo:
glutamato+malato, lictico y peptona y en presencia de distimas concentraciones de
metales pesados (Hg2+, Cd2* y Pb2+), tanto en ausencia como en presencia de luz,
obteniendose los siguientes resultados:

CELULAS HETEROTROFAS:

La figura | muestra el crecimiento de las células en el medio
glutamato+malato en presencia de los metales pesados Cd2* (fig 1A), Hg2t (fig
IB) y Pb2* (fig 1C). El metal que inhibié menos el crecimiento fué el plomo, ya que
al comparar el crecimiento a una concentracion alta de metal (500uM) en el caso de
Cd2* y Pb2* se puede observar que el segundo posec un efecto menor en cl
crecimiento que el primero. En el caso del Hg2* se utilizaron concentraciones mas
bajas y se encuentra que 100 pM de metal tiene un efecto inhibidor significativo.

En el caso de la concentracion de 1 mM de Cd2+ y ng+ se puede observar
que el segundo inhibe totalmente el crecimiento, mientras que en el caso del
primero, las células alcanzan a crecer un poco (0.8x100c¢lulas/ml en la fase
estacionaria). Asi, se puede establecer que los metales afectan el crecimiento en el
siguiente orden: Hg2+>Cd2+>Pb2+ en'cste medio.

En la figura 2 se muestra el crecimiento de las células en el medio lactico en
presencia de Cd2+ (fig 2A), Hg2* (fig 2B) y Pb2* (fig 2C). Se observa que la
densidad celular obtenida en ausencia de metal pesado (3.5x106células/ml) es menor
a la encontrada en ¢l medio anterior (4.7x106células/ml). El efecto de los metales
sigue el mismo comportamiento que en el medio anterior, ya que el Pb2* sigue
siendo ¢l metal que menos afecta el crecimiento celular. Ademads (al igual que en el
medio glutamato+malato), las fases del crecimiento celular se conservan (fase lag,

fasc log y fase estacionaria). En el caso del Cd2%, el crecimiento es afectado a partir
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de la concentracién de 50 pM y se ve que la fase lag se cncuentra alterada,
alcanzando una fase log sélo en el caso de las concentraciones de 50 y 100 puM, las
células mas afectadas son las que crecieron a las concentraciones de 250, 500 y 1000
pM. para el caso del Hg2* se utilizaron concentraciones menores del metal y se
alcanzé la inhibicion total del crecimiento al utilizar la concentracién de 1000 pM.

En el caso de las células crecidas en el medio peptona, el efecto de los
metales pesados se representa en la figura 3. En los tres casos se conservan las fases
del crecimiento celular. Tanto el Cd2+ como el Pb2* a concentracién de 500uM
afectan el crecimiento celular de forma inversa a la concentracién presente. Se
utilizaron concentraciones menores para el caso del Hg2* y se observa que la
concentracion de 30pM causa una inhibicién mayor del crecimiento. En este caso las
células control presentan una densidad de poblacién en la fase estacionaria
(1.8x106células/ml) menor a la encontrada en los medios glutamato+malato y
lactico.

Podemos ver que el crecimiento celular sigue un comportamiento en el cual el
creciminto celular se encuentra determinado por el medio de cultivo utilizado,
siendo el medio glutamato+malato en el cual se encuentra el mejor crecimiento.

Los ensayos denominados de tolerancia cruzada (fig 4), consisten en la
preexposicién a Hg2* 1.5uM (por mas de 15 generaciones) y la consiguiente
inoculacion en medios con concentraciones variables de Cd2+ y Pb2+, Se observo
que el crecimiento celular se reestablece solamente en el medio lactico (fig 4C) con
relacion a las células no preexpuestas a 1.5 pM de Hg2* que se exponen por primera
vez al metal. En el caso de las células crecidas en el medio glutamato+mnalato, el
crecimiento celular no aumenta de manera considerable en trelacion con las células
no preexpuestas al metal. Sin embargo, otras funciones celulares si se recstabelecen

después de la preexposicion al metal, como se verd mas adelantc.
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CELULAS AUTOTROFAS:

Las células fueron crecidas en el medio glutamato+malato en presencia de
concentraciones variables de Cd2*, Hg2* y Pb2t, Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 5. Las células mas afectadas fueron las que se crecieron en
presencia de HgZt yq que la concentracién minima utilizada (10uM) causa
inhibicion del crecimiento celular, razén por la cual no se muestra la curva
correspondiente a este metal. El Cd2* afecta atn mas las fases del crecimiento
celular que el Pb2%, aunque en los dos casos se conservan las fases del crecimiento
celular. Se puede observar también que el crecimiento de las células expuestas a
metal es menor (2.9x106células/ml) en relacion a las crecidas en el mismo medio
pero de manera heterdtrofa,

EFECTO RELATIVO DE LOS METALES SOBRE EL CRECIMIENTO,

La figura 6 representa las grificas de porcentaje de crecimiento en los
distintos miedios de cultivo en relacion con la concentracion del metal utilizado, en
ella podemos observar para cada metal que células resultaron més afectadas o fueron
las mas resistentes a las diferentes concentraciones de los metales utilizados. Para el
caso del Cd2+ (fig 6A), las células que crecieron el el medio glutamato+malato
presentan una mayor resistencia (1C50=250puM calcualdo a partir de la figura 6), que
las crecidas en los medios lactico y peptona (IC50=10uM). E} efecto del Cd2+ se
observé ya a concentraciones de 10uM con el cual se ve un 30, 40 y 60 % de
inhibicien por 10 uM de Cd2* para glutamato+malato, lictico y peptona
respectivamente.

En el caso de Hg2* (fig 6B), s¢ observo que el crecimiento se ve afectado de
manera similar en los tres medios de cultivo (IC5g aproximadamente de 40, 35 y 27
pM para glutamato+malato, lictico y peptona respectivamente). El crecimiento
celular en glutamato+malato y peptona es menos afectado (10 y 30% de inhibicion

respectivamente) que en lictico a bajas concentraciones (10uM). Al aumentar la
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concentracion de Hg2t hasta | mM, las células crecidas en los medios de lactico y
glutamato-+malato adquicren un comportamiento similar, mientras que las células
crecidas en medio peptona se ven ligeramente mads afectadas.

En lo que respecta al crecimiento en presencia de concentraciones variables
de Pb2* (fig 6C), podemos observar que las células que crecieron ¢n
glutamato+malato se ven afectadas a un minimo de 20% en su crecimiento ain a
concentraciones de 500uM. En medio lactico la poblacién celular solo disminuye a
un 30%, mientras que esta misma concentracion del metal corresponde a la IC5q de
las células que crecieron en peptona,

Asi, se puede afirmar que para el crecimiento heterotréfico el medio
glutamato+malato es el que confiere mayor resistencia a los diferentes metales
pesados utilizados, el Hg2+ es el metal que afecta ms el crecimiento de las células y
que el Pb2* parece tener poco efecto sobre el crecimiento de las poblaciones
celulares.

Las curvas de porcentaje de crecimiento de las células autétrofas, en
presencia de Cd2* y Pb2* se muestra en la figura 6 en donde podemos observar que
las IC5q son 180 y 400 uM respectivamente,

En cuanto al crecimiento heterétrofo y autétrofo de las células en el medio
glutamato+malato se encuentra una diferencia significativa en cuanto al crecimiento
tanto de las células no expuestas al metal como de las células crecidas en presencia
de este. La tabla 1 muestra los porcentajes de inhibicion de las células heterdtrofas y
autdtrofas crecidas en ¢l medio glutamato+malato a diferentes concentraciones de
Cd2+y Pb2+, En esta tabla podemos observar que las células crecidas en prescncia
de luz son mas sensibles a las distintas concentraciones de los metales utilizados.
Asi, por ejemplo, al comparar ¢l crecimiento a la mds baja concentracion utilizada

(50uM Cd2+ 6 10uM de Pb2t) se encuentra que las células heterétrofas son menos
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sensibles que las autétrofas. El metal que inhibe mis el crecimiento celular es el

Hg2* tanto en células autétrofas (100% de inhibicidon) como heterdtrofas.



S T T
3
B
b
4
4
]
7.—4—"5
s |-
3 ¥
e
2
~a
\ L
4
——— §
o a ' 1 '
0 2% - b B 3] s 12¢ 175 O 40 L5 12¢ 160

Densidad Celular
{ X 10® Células)

2 5 5] [ i

Tiempo (Horas)

Figura I: Curvas de crecimiento heterotréfico de células crecidas en el medio

glutamato + malato en presencia de coneentraciones variables de los metales pesados:
Cadmio (A): 0.0uM(1); 10pM(2); S50uM(3); 100uM(4); 250uM(5); 500uM(6) ¥y

1000uM(7)
Mer

curio (B): 0.0uM(1); 1.5uM(2); 3.0uM(3); 30uM(4); 100pM(5); 10001M(6)

Plomo (C): 0.0uM(1); 10ptM(2); 100uM(3); S00uM(4)
Las figuras representan la X+D.E. de tres preparaciones por triplicado
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Figura 2: Curvas de crecimiento heterotrofico de células crecidas en el medio lactico
en presencia de concentraciones variablies de los metales pesados:
Cadmio (A): 0.0uM(1); 10uM(2); 50uM(3); 100u(4); 250uM(5); 500uM(6) y

1000uM(7).
Mercurio (B): 0.0uM(1); 1.5uM(2); 3.0uM(3); 30uM(4); 100uM(5) y 1000uM(7).
Plomo (C): 0.0uM(1); 10uM(2); 100uM(3) y 500uM(4).
Las figuras representan la X£D.E de tres preparaciones por triplicado
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Figura 3: Curvas de crecimiento heterotréfico de células crecidas en el medio
peptona en presencia de concentraciones variables de los metales pesados:

Cadmio (A): 0.0.uM(1); S0uM(2); 250uM(3) y 500puM(4).

Mercurio (B): 0.0pM(1); 1.5pM(2); 3.0uM(3) y 30uM(4).

Plomo (C): 0.0uM(1); 10uM(2); 100uM(3) y 500pM(4),

Las figuras muestran la X£D.E de tres experimentos por triplicado.
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Figura 4: Curvas de crecimiento de células heterdtrofas preexpuestas a 1.5uM de
mercurio ( por mas de 15 generaciones) con las que se realizaron ensayops de tolerancia
cruzada en las siguientes condiciones:

Medio glutamato+malato (A) en presencia de cadmio: 0.0uM(1); 10uM(2);
100puM(3) y 1000uM(4),

Medio glutamato+malato (B) en presencia de plomo: 0.0 uM(1); 10pM(2);
100uM(3); y 500pM(4).

Medio Lictico (C) en presencia de cadmio: 0.0pM(1); 10uM(2), 100uM(3) ¥
1000pM(4).

Las figuras representan la X£D.E, de tres preparaciones por triplicado,
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Figura 5: Curvas de crecimiento autotréfico de células crecidas en el medio
glutamato+malato en presencia de los metales pesados:

Cadmio (A): 0.0uM(1); SUM(2); 50uM(3); 250uM(4) y 500uM.

Plomo (B): 0.0uM(1); 10uM(2); 100uM(3) y 500uM4).

Las células se someticron a una intensidad de 22uM/m2s. Las figuras representan la
X£.D.E. de tres preparaciones por triplicado.
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Figura 6: Muestra la disminucion del crecimiento con respecto a las células no
expuestas a metal pesado (heterétrofas) crecidas en los medios glutamato+malato, lactico y
peptona en presencia de concentraciones variables de Cd2+(A), Hg2+(B) y Pb2*(C). Las
graficas muestran la densidad celular en la fase estacionaria de crecimiento (quinto dia). D
y E representan la disminucién del crecimiento de células autétrofas crecidas en el medio
glutamato+malato en presencia de concentraciones variables de Cd2* y Pb2t. La
intensidad de la luz fue de 22uM/m2s. Las graficas representan la X+D.E. de tres
preparaciones por triplicado.



Tabla 1: Porcentajes de inhibicién de células crecidas en el medio
glutamato+malato (x106) en ausencia y presencia de luz y a diferentes
concentraciones de metales pesados. Las células fueron cosechadas en la fase
estacionaria (quinto dia). Los datos representan la X+D.E. de 9 cultivos diferentes

sembrados en tres ocasiones diferentes en grupos de tres.

Células crecidas Células crecidas
heterotréficamente. autotréficamente.
% de inh, No dg cérlrulas % de inh. | No de células
0.0 4.7+0.03 0.0 2.9+0.06
Cdst CdéT

50.0 32.0 3.2£0.05 50.0 45.0 1.0£0,05
250.0 49.0 2.4+0.05 250.0 59.0 1.2+0.05
500.0 55.0 2.1£0.03 500.0 83.0 0.5+0.06

PbZ* Pbet

10.0 2.0 4.6+0.02 10.0 14.0 2.5+£0.05
100.0 4.0 4,5+0.02 100.0 41.0 174£0.04
500.0 15.0 4.0+0.02 500.0 55.0 1.3£0.07
Hgl* Hg™

30.0 40.0 2.8+0.02 30.0 100.0 0.2+0,01
100.0 68.0 1.5+0.04 50.0 100.0 0.2+0.01
1000.0 | 100.0 0.2£0.01 100.0 100.0 0.2+0.01




RESPIRACION Y FOTOFOSFORILACION,

La respiracién endégena se midi6 tanto en el medio glutamato+malato como
en lactico en presencia de los metales Cd2+ y Pb2+, Esta resulté mis afectada con
Cd2+t en las células crecidas en el medio glutamato+malato que en las de lactico, al
igual que sucede con la estimulacién por el donador de electrones artificial TMPD
(0.6 mM) [61), en donde se puede observar una estimulacion de la respiracion hasta
de un 292% en el caso de la exposicion a | mM del metal a comparacién con el
196% de estimulacion en el medio glutamato+malato como se puede observar en la
tabla 2A; de esta tabla también se puede observar que la respiracion endégena es
mas inhibida en el medio glutamato+malato 83% por ImM de Cd2* comparando
con ¢l 59% obtenido en el caso de las crecidas en el medio lactico. Con Pb2* la
respiracion no se ve significativamente afectada en ninguno de los dos medios, lo
cual podria deberse a que las mitocondrias de estas células se encuentran
desacopladas ya que presentan una estimulacién en la respiracién. En el caso del
mercurio, al medir la respiracion de las células sometidas a concentraciones mayores
a 10uM, pudimos observar que csta se encuentra 100% inhibida en todos los casos,
por lo cual se sembraron en presencia de concentraciones menores solo en el medio
glutamato+malato, encontrando que este metal también e¢jerce una accion
desacoplante por lo cual los valores de respiracion obtenidos se encuentran elevados
y la estimulacién por TMPD es alta.

Cuando se ensayaron las respiraciones en las células preexpuestas a Hg2+1.5
MM (tolerancia cruzada) (Tabla 2B), se pudo observar que la respiracion tanto
enddégena como estimulada por TMPD no se afectaba en comparacion con la
respiracion obtenida en las células no preexpuestas, esto se puede observar al volver
a comparar la respiracion obtenida en presencia de ImM de metal en ambos casos.
En el caso de las células crecidas en el inedio lictico, este fenémeno no se presenta

debido quiza a que en este medio no se induce la proteccion a los metales. Al
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realizar estos estudios en el presencia de Pb2+observamos que aunque la respiracién
se recupera an ambos medios, las células presentan probablemente sus mitocondrias
desacopladas ya que los valores de respiracién son mayores a los de las células
control. Estos datos se muestran en la tabla 2B. Los resultados indican que la
preadaptacién a un metal induce de alguna manera un mecanismo por medio del cual
las células se vuelven mds tolerantes a los efectos causados por la exposicion
subsecuente a los metales pesados, o cual tiene como consecuencia un incremento

en la actividad basal y la estimulada por TMPD.
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Tabla 2A: Respiracion endégena, porcentaje de inhibicién y estimulacion de
la respiracién en células heterétrofas crecidas en presencia de concentracioncs
varigbles de Cd2* y Pb2* en los medios glutamato+malato y lactico. Las células se
recolectaron en la fase estacionaria de crecimiento (quinto dia). Los valores

representan la x + E:S del nimero de experimentos que se muestran entre paréntesis.

Glut+Mal Respiracion
PbZF(uM) | ngat O/107 cel.min | %inh. +TMPD %Est.
0.0 216+17(4) 556+42(3) 257
10.0 188(2) 13.0 533(2) 283
100.0 19017(3) 12.0 413+9(3) 217
500.0 283+34(6) 0.0 598+82(5) 211
Cd“*(uM)
0.0 150+40(5) 295+59(5) 195
10.0 110(2) 27.0 254(2) 231
50.0 79+10(4) 47.0 156(2) 197
100.0 48(2) 68.0 63(2) 131
250.0 67+19(3) 55.0 96(2) 143
500.0 33£5(5) 78.0 60£16(5) 182
ImM 26+5(4) 83 51(2) 196
Hg=*(uM)
0.0 155+37(3) 449+102(3) 289
1.0 256+13(5) 0.0 679+32(5) 265
3.0 293+25(3) 0.0 753+51(3) 257
5.0 247+11(3) 0.0 698+37(3) 282
Léctico
Pb=*(uM)
0.0 188+10(8) 485+47(7) 258
10.0 19116(7) 0.0 456221(6) 238
100.0 250+20(8) 0.0 561£161(4) 224
500.0 241£23(4) 0.0 686(2) 284
Cd**H(uM)
0.0 210+6(5) 526+56(4) 250
10.0 165+5(5) 21.0 481+14(3) 291
100.0 162+15(9) 23.0 402:+49(3) 248
1000.0 86+11(4) 59.0 251£15(3) 292
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Tabla 2B: Respiracién endégena, porcentaje de inhibicion y estimulacion de
la respiracion en células precxpuestas a Hg2+1.5uM (por mas de 15 generaciones) y
posteriormente crecidas en presencia de concentraciones variables de Cd2+ y pb2+
en los medios de glutamato+malato y lactico. Las células se cosecharon en la fase
estacionaria de crecimiento (quinto dfa). Los datos representan la X+D.E. del

nimero de experimentos que se muestran entre paréntesis

Glut+Mal
PbZt(uM) | Respiracion | % inh | + TMPD | % Est.
0.0 202+5(3) 441(2) 218
10.0 223(2) 0.0 565 253
100.0 194(2) 4.0 509 262
500.0 237(2) 0.0 750 316
Cd=*(uM)
0.0 168£31(7) 420£29(6) | 250
10.0 237£8(6) 0.0 | 609x86(6) | 291
100.0 208+36(5) | 0.0 | 398£73(3) 191
250.0 205£27(3) | 0.0 | 455£29(3) | 222
500.0 56=18(6) | 67.0 | 136x47(6) | 242
1.0mM 60£14(6) | 64.0 | 198+54(5) | 330
Lactico
Pb=*(uM)
0.0 84£7(3) 284+21(3) | 328
10.0 106£32(3) | 0.0 | 360£21(3) | 339
100.0 117£22(3) | 00 | 394:98(3) | 336
500.0 101£22(3) | 0.0 29919 296
Cd=*(uM)
0.0 121£15(4) 326+33(4) | 269
10.0 174£23(4) | 0.0 | 517+66(4) | 297
100.0 154£42(3) | 0.0 | 340:81(4) | 223
250.0 68+12(3) | 44.0 | 206+30(3) | 303
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En el caso de las células crecidas autotréficamente se mide tanto ¢l consumo
como la produccién de oxigeno (fotofosforilacién) en las células, debido a la
existencia tanto de mitocondrias como de cloroplastos. Los resultados que se
obtuvieron se muestran en la tabla 3 y nos indican que ambos parametros
disminunuyeron en presencia de concentraciones crecientes de Cd2+, afectando un
30 y 45% la primera respiracién y la produccié de oxigeno respectivamente en el
caso de 500 uM de metal. De esta tabla también podemos observar que el Pb2* no
afecta los parametros medidos, manteniéndolos relativaimente iguales hasta en la
concentracion mas elevada (500uM).

Las células crecidas en presencia de concentraciones mayores a 10uM de
Hg2+, estas pierden la capacidad tanto de consumir como de producir oxigeno. Este
fenémeno se observa en las tres concentraciones de metal utilizadas (10,20, y 30 p
M). Se observé que al exponer a las células a la obscuridad, estas no son capaces de
consumir oxigeno y cuando se les somete a un cstimulo de luz no hay produccion de
oxigeno sino su consumo, lo cual puede traducirse como un fenémeno de
fotorespiracion. La figura 7 muestra un trazo representativo, tanto de células no
espuestas al metal como en las células tratadas con la concentracion mas baja de
dicho elemento. En la figura 7D se observa la inhibicion de la fotorespiracion al

apagar la luz,
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Figura 7: Efecto de los metales pesados sobre la capacidad de fotofosforilar en
células autdtrofas crecidas en el medio glutamato+malato al someterlas a un estimulo de luz
actinica (1350 pM/m2s).En ausencia de luz se midié la capacidad de consumir oxigeno. Las
concentraciones utilizadas fueron: A)0.0, B)10 uM Pb2+, C)50uM Cd2* y D)10uM Hg2+,
L.a medicion se realizo en células recolectadas en la fase estacionaria de crecimiento,



Tabla 3: Efecto de los metales pesados en el consumo y la produccién de
oxigeno en células crecidas autotroficamente en el medio glutamato+malato. Se
muestra también ¢l % de estimulacién de! TMPD sobre el consumo O3 en cada caso.
Las células se cosecharon en la fase estacionaria de crecimiento y la medicion se
realizé en ng atomo de O/107 células. min, del nimero de experimentos que se

niuestran entre paréntesis.

Cd**H(UM) | Respiracion | Fotofosf. | Respiracién | + TMPD | % Est.

0.0 385+29 (24) | 27634 (24) | 322+34 (22) | 570461 (15)] 177
50.0 | 319253 (5) | 18718 (5) | 233%32(5) | 5442129(3) | 233
2500 | 281226 (5) | 107=18(5) | 172532 (5) | 490266 (3) | 285
5000 | 26435 (5) | 150%8(3) | 20050 (3) | 367233 (3) | 183

PbZ*(uM)

10.0 317£25(6) | 138x17(6) | 31524 (6) | 642x70 (3) | 204
100.0 347+32 (6) | 141x18(6) | 311x17(6) | 644x110(3) | 207
500.0 313+44 (6) | 122+11 (6) | 282+44 (6) | 649+108(3) | 230

Hg2*(uM) | Respiracién | Fotorresp.

10.0 | 2947 (14) 43724 (12)

20.0 197 (9) [228424(11)

30.0 9+£3 (8) 436=102(8)




SINTESIS DE PIGMENTOS

Las células de Euglena poseen la capacidad de sintetizar pigmentos
(carotenoides y clorofila). Se ha observado al realizar los experimentos que estos
procesos son inhibidos dependiendo del metal y de la concentracion utilizada del
mismo, lo cual se traduce en el blanqueamiento de las células con la consecuente
desaparicion tanto de los picos de absorbancia de los carotenoides (en células
heterdtrofas) como la sintesis de clorofila (en células autétrofas).

CAROTENOIDES.

Se midio la existencia de carotenoides en las células crecidas en los medios
glutamato+malato y ldctico mediante un barrido espectrofotométrico de 400 a 500
nm. En las células no expuestas al metal se presentan tres picos de absorbancia a
409, 433 y 465 nm y un pico poco pronunciado alrededor de 490 en ambos medios
de cultivo, Esto se muestra en la figura 8, en donde también podemos observar el
efecto de las distintas concentraciones de Cd2%, Pb2* y Hg2* sobre las células
crecidas en el medio glutamato+malato, Al realizar los espectros se pudo observar
que a las concentraciones de 250 y 500 uM de Cd2* se pierde un pico en el espectro
en las células crecidas en los dos medios de cultivo. En el caso de las células
crecidas en presencia de Pb2* se encontré que a las tres concentraciones utilizadas
(10, 100 y 500 uM) se observan los tres picos principales de absorbancia en las
células crecidas en ambos medios de cultivo. El Hg2* causa la eliminacion de los
picos aun a la concentracion menor utilizada (30 uM).

En cuanto a los ensayos de Tolerancia cruzada, se conservan los picos de
absorbancia cuando las células preexpuestas con Hg2t1.5 uM sc someten a
concentraciones variables de Cd2* y Pb2* en el medio glutamato+malato y Cd2+ en
el medio lictico. Como se puede obscrvar en la figura 9, donde se muestran los
trazos obtenidos en ¢l caso de las células crecidas en el medio glutamato+malato a

concentraciones de 50, 250 y 500 uM de Cd2* las cuales recuperan la capacidad de
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sintetizar el pigmento por lo cual los picos de absorvancia se vuelven a expresar.
Asi, se puede afirmar que el pretratamiento por varias generaciones ayudo a la célula
a recuperar su capacidad de sintetizar el pigmento mediante el desarrollo de algun

mecanismo de tolerancia adquirido,

I rrr————
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Figura 8: Se muestra un ejemplo del efecto de los metales pesados sobre la sintesis
de los carotenos en células heterotrofus sensibleespuestas a A) ningin metal, B)
Cd2+500uM, C)Hg2t100pM y D) Pb2+500uM. Las células se crecieron en el medio
plutamato+malato y fueron recolectadas en la fase estacionaria de crecimiento (quinto dia).
La medicion se realizé como se describe en materiales y métodos.
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Figura 9: Se muestra un trazo que ¢jemplifica la presencia de los picos de absorcion
de carotenos en células preexpuestas a Hg2*1.5uM crecidas en el medio glutamato+malato
en presencia de A)0.0. B)50, C)250 y C)500uM de Cd2*, La medicion se realiza como se
describe en materiales y métodos
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CLOROFILA.

Se midié el efecto de los metales sobre la capacidad de sintetizar clorofila en
las células crecidas de manera autétrofa en el medio glutamato+malato. En el caso
del Hg2* ain a bajas concentraciones (ldpM) existe una inhibicion de 77% a
comparacién del 0.0% de inhibicién encontrados tanto para Cd2+ (50uM) y Pb2+
(10uM) respectivamente, en donde se observa estimulacién en la sintesis de este
pigmento a cualquiera de las concentraciones utilizadas. Los datos obtenidos se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Se muestra la determinacién de clorofila en células crecidas
autotrélicamente en el medio glutamatot+malato en presencia de concentraciones
variables dc Cd2+, Pb2+ y Hg2*, Las células se cosecharon en la fase estacionaria
de crecimiento (107 células). Los datos muestran la XxE.S de el nimero de
experimentos que se muestran entre paréntesis. La medicion se realizé en pg

clorofila/107 células.

Cd=* (uM)
0.0 62%6 ()
50.0 71£26 (5)
250.0 72513 (4)
500.0 T10£18(5)
Pb2+ (uM) '
0.0 52210 (6)
10.0 8019 (6)
100.0 7326 (5)
500.0 74£10 (5)
Hg=+ (uM)
0.0 5814 (3)
10.0 13.546(3)
100.0 1811 (3)




CAPTACION DE METALES PESADOS

Se midio la capacidad de captar los metales pesados Cd2% y Pb2* tanto en
células heterdtrofas como autétrofas.

Sc encontré una acumulacién incrementada de Cd2t y Pb2% en las células
heterétrofas cuando se les crecié a concentraciones crecientes de estos metales. Esto
se muestra en la figura 10. La capacidad para captar y almacenar metales en células
preexpuestas a Hg2+ 1.5 uM por varias generaciones, y posteriormente cultivadas en
presencia de Cd2+4 Pb2+ se eleva en el medio lactato, aunque esto no sucede en el
medio glutamato+malato. Se puede ver que en células crecidas en presencia de
100uM de Cd2*, la cantidad de Cd2* acumulado fue de 3.3 ug (29.6 nmol)/107
células, mientras que en las células preexpuestas a Hg2t la cantidad de metal
captado fue de 13.3 pg (119 nmol) Cd2*/107 células (figura 10B). Al comparar las
células heterétrofas con las autétrofas (figura 10C), encontramos que estas dltimas
poseen la capacidad de captar mas metal que las primeras, asf, al comparar de nuevo
con 100uM de Cd2*, vemos que son capaces de captar 31.1 pg (227 nmol)/107
células,

La cantidad de Pb2* acumulada en las células heterétrofas fue de 24£13 (3) y
43£18 (3) ng/107 células para 100 y 500 puM de Pb2* en el medio
glutamato+malato, respectivamente y 8.4+3 (3), 16.5+6 (3) y 43£19 (3) para 10, 100
y 500 pM de Pb2* ¢n el medio lactato. En dos experimentos con células
preexpuestas a Hg2* crecidas en ¢l medio de lactato, 77 y 201 pg Pb2+/107 células
fue captado en células crecidas en presencia de 10 y 100 pM de Pb2*t
respectivamente.

Falchuk, ct al , en 1975 [48] rcporta la captacion de 0.5 nmol Cd2t/107
células en presencia de 10 uM de Cd2+ y 10 M de Zn2* en el medio de cultivo, la

climinacion del Zn2* del medio de cultivo induce la clevacion de Ia captacion del
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metal hasta 89 nmol/107 células, En contraste, Albergoni et al (1980) [65],
reportaron que en ciclos de 12 hr luz/oscuridad Euglena es capaz de captar 0.5 pM
de Cd2%/107 células cuando se crece por seis dias en presencia de 89 uM de CdCla.

Estos resultados se pueden comparar con los que hemos obtenido en el
laboratorio observando que en nuestro caso, la capacidad de acumular el metal
aumenta .

Como una mediada de control, las células se lavan con un medio de alta
fuerza iénica y EGTA, con lo cual podemos disminuir la fijacién inespecifica del
metal y por lo cual podemos decir que el metal medido es solamente el que se

encuentra dentro de la célula.
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Fig10: Muestra la captacion de metales pesados en células crecidas en las siguientes
condiciones: A) heterdtrofas crecidas en los medios glutamato+malato y lictico en
presencia de Cd2*, B) heterétrofas crecidas ensayando tolerancias cruzada en los medios
glutamato+malato y lictico en presencia de concentraciones variables de Cd2*t y Q)
autdtrofas en presencia de Cd2+ crecidas en el medio glutamato+malato. Las células se
cosecharon en la fase estacionaria de crecimiento (quinto dia) y la detenminacion se realizo

como se describe en materjales y métodos.
FALLA DE . IGEN



MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se tomaron micrografias clectronicas de barrido y de transmisién de las
células autdtrofas y heterdtrofas crecidas en el medio glutamato+malato a diferentes
concentraciones de metales pesados. En condiciones normales, las células de
Euglena presentan una estructura alargada, poseen flagelo y estan cubiertas por una
pelicula (lo cual se puede observar en micrografias clectrénicas de barrido). Esta
estructura general cambia en la fase estacionaria, en donde adquicren una forma
circular y generalmente pierden el flagelo, motivo por el cual la movilidad
disminuye,a eslas estructuras se les conoce como quistes y conslituyen una manera
de autoproteccion cuando se encuentran en condiciones limitadas de alimento. En
esta fase también se pueden encontrar células con morfologia alargada normal con o
sin flagelo (figuras 11A,11B y 12A,12B). Dependiendo del metal y la concentracion
a la cual sea expuesta la célula los cambios que sufre pueden variar. Se comprob6
por medio de ambos tipos de micrografias que el metal que menos daita la integridad
celular atin a la concentracion mas elcvada (500 pM) es el Pb2* tanto en células
heterdtrofas como autotrofas, ya que la estructura de la pelicula se conserva al igual
que los organelos internos. se puede ver que a esta concentracion los tilacoides de
algunos cloroplastos se ven separados, pero el resto de los componentes se
encuentran intactos (no mostrado). En el caso del Cd2* (figura 11C y11D) se puede
observar que a las tres concentraciones utilizadas (50, 250 y 500 uM) en ambos tipos
de células, se encuentran dailos prograsivos a manera que aumenta la concentracion,
observindose deformacion de la estructura normal, aumento cn el volimen celular,
agrictamiento de la pelicula y finalmente rompimiento de las células. En estas
células, como se ha observado en los resultados anteriores, las funciones celulares
(respiracion, fotofosforilacion, captacion de metales y sintesis de pigmentos) se
conservan, lo cual se puede explicar por ¢l hecho de que a cualquicra de las

concentraciones utilizadas todavia sc pueden encontrar céjulas no afectadas por el
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meta), Jas cuales conservan intactos sus organclos. En el caso del H g2t (figuras 12C
y 12D) las células pierden su estructura general a cualquiera de las concentraciones
utilizadas y a diferencia del metal anterior, no se encuentran células con morfologia
normal, y todas presentan una estructura redonda en la cual se pueden observar
grietas en la pelicula y rompimiento celular generalizado, por lo cual se puede
explicar que en estas condiciones de crecimiento las funciones celulares
desaparezcan. Por medio de las micrografias de transmisién se puede comprobar que
las células pierden sus componentes y se pueden encontrar restos tanto de
mitocondrias como de cloroplastos o células en las que se ve sélo el resto de la
pelicula y el nicleo, Con los resultados obtenidos podemos afirmar que los blancos
de accion de los metales son los cloroplastos, las mitocondrias y la pelicula celular.

En las células preexpuestas a Hg2*1.5uM (figuras 11E y 1 IF) se recupera la
estructura normal y la movilidad flagelar ademds de Ja integridad de los
componentes celulares y de Ia pelicula. ademds de que son capaces de llevar a cabo
sus funciones biolégicas normalmente. Estas células se utilizaron para llevar a cabo
ensayos de Tolerancia cruzada sometiéndolas a 10, 100 y 1000 uM de Cd2* y como
se puede observar en estas micrografias, la estructura intracelular se conserva,

Se cuenta con otras dos cepas de células preexpuestas con Cd?* 250 uM y 50
uM por varias generaciones. Sc observa que la estructura general se pierde
adoptando una estructura redonda y pérdida del flagelo. A pesar de ello y al igual
que las células preexpuestas a Hg2%1,5uM, las mitocondrias aisladas a partir de
ambos tipos de células poseen sus funciones metabdlicas recuperadas como se

explica en ¢ apéndice 3.
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Figura 1 I: Se muestran las micrografias clectronicas de barrido y de transmisién de
con de células heterétrofas no expuestas a ningin metal pesado (A,B). células expuestas a
Cd2+250 uM (C,D) y células preexpuestas a Hg2+1,5uM por varias generaciones y
expuestas a Cd2+1000 uM (E.F).
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Figura 12: Se muestran las micrografias electronicas de barrido v de transmision de
células autétrofas crecidus en ausencia de metal pesiado (A.B3) v en presencia de Hg2*1.5p
M (C,D).






DISCUSION

Podemos ver que la respuesta de Euglena gracilis hacia la accién de los
metales pesadosdepende de la naturaleza y la concentracion utilizada de estos, como
ya se ha reportado por varios autores, [46,64,65] causando efecto sobre la movilidad,
estructura, ([48,50) crecimiento y el metabolismo celular [49,51,67]. Estos
pardmetros también fueron medidos en el presente trabajo, por lo cual se puede
afirmar que ¢l metal que mds dafio causé fué el Hg2+ tanto en células crecidas de
manera heterdtrofa en cualquicra de los medios de cultivo utilizados, como en el
caso de las células crecidas de manera autdtrofa. En ambos casos se encontro que las
células pierden su movilidad y estructura general como se observa en las
micrografias electrénicas tanto de barrido como de transmision. También se afecta el
crecimiento celular, observdndose en algunos casos e} mismo nimero de células al
inicio y al final del crecimiento. La capacidad de respirar y fotofosforilar es perdida
completamente atin a las concentraciones mas bajas utilizadas (10pM) por ¢! gran
daito causado tanto en mitocondrias como en cloroplastos, razon por la cual las
células son incapaces de sintetizar pigmentos (carotenos y clorofila
respectivamente). La toxicidad de este elemento puede ser explicada por sus
caracteristicas como son la capacidad de formar compuestos que son capaces de
atravesar las membranas y que son derivados de formas como HgCly (que ademds
también posce la capacidad de atravesar las membranas), HgC13- y HgCl4- [13]. De
los tres clementos estudiados, el Hg2+ es el que posee mayor afinidad por los grupos
-SH de proteinas, ademas de poseer la capacidad de formar radicales libres, los
cuales resultan toxicos para la célula, ademds de que es capaz de colapsar los
gradientes ionicos y de pH a través de las membranas bioldgicas, como ya se ha
reportado cn algunos trabajos [7,8]). Se ha crecido a las células autdtrofas en
concentraciones mas bajas de ng“" (1,3 y 5 pM) y se ha observado que ticnen la

capacidad de crecer y de sintetizar clorofila, por lo cual podemos decir que si son
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capaces de resistir la accion de este metal pero a bajas concentraciones. Ademds sc
podrian preexponer células a Hg2+ por varias generaciones utilizando alguna de las
concentraciones seialadas y obtener cepas que recuperen sus funciones metabélicas

como se realizé en el caso de las células heterdtrofas preexpuestas a 1.5uM de Hg2+

En cuanto a los otros dos metales estudiados, su efecto tanto en el crecimiento
como en las funciones celulares depende de la concentracién utilizada, siendo el Pb2
+ el que afecta menos estos pardmetros, lo cual podria explicarse por el hecho de
que este elemento afecta principalmente la sintesis del grupo Hemo y practicamente
todas las funciones relacionadas con su sintesis [2], aunque tambien se ha reportado
su accion sobre grupos -SH formando mercdptidos [24), al igual que la inhibicion en
funciones como la fotosintesis y el transporte de elctrones mitocondrial [24] a
concentraciones de 0.1 a I mM. Las concentraciones que nosotros utilizamos fueron
10, 100 y 500 uM y pudimos observar que las células de Euglena fueron capaces de
crecer y llevar a cabo sus funciones metabdlicas y la inhibicién que causé en estos
fenémenos fue menor comparada con los otros dos metales. A concentracion de 500
uM se pudo observar un efecto en la estructura de los cloroplastos, en los cuales se
produce la separacion de los tilacoides pero los demas organelos celulares se
encuentran intactos al igual que la pelicula, ademds de que las células no pierden su
movilidad a comparacién de otras especies estudiadas como el alga Chlorella
vulgaris [2). E} Cd2* es el elmento intermedio, ya que causa dafio dependicndo de la
concentracion utilizada, este elemento se ha estudiado ya por otros autores en
Euglena [46,47,48,49,50]. Estos autores han hecho estudios de crecimiento celular,
en los cuales han utilizado diferentes concentraciones y al igual que los datos que
hemos encontrado, este proceso se afecta de manera inversa a la concentracion; la
acumulacién del mctal también ha sido medida pero no se han dado valores de

captacion, sélo se afirma que la acumulacion es mayor en ¢l caso de las células
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sensibles, esto se debe de comparar con una cepa que haya sido expuesta por varias
generaciones s Cd2™¥, cosa que falta por realizarse. Ademds se afirma que una cepa
resistente a Cd2* es capaz de soportar concentraciones elevadas de otros elementos,
Este fenémeno lo hemos comprobado pero con una cepa resistente a Hg2+ 1.5 uM.
Los cambios morfol6gicos reportados por estos autores los hemos observado. Ellos
son cl aumento en ¢l tamaito de las mitocondrias, aunque no observamos aumento en
los cloroplastos pero si obscurecimiento de estos, ademds, pudimos ver que la célula
pierde movilidad por pérdida del flagelo y cambia su estructura normal por una
estructura redonda. Se reporta que este metal induce la sintesis de clorofila,
fendmeno que también encontramos en nuestros resultados. La capacidad de captar
cl metal sigue un compartamiento proporcional en relacién a la concentracion
utilizada de este en el medio de cultivo. Se observé que la capacidad de acumular el
metal aumenta con el pretratamiento de las células a otro metal pesado, en este cado
cl cadmio, por lo cual podemos decir que la célula lleva a cabo un procesa por medio
del cual se vuelve resistente a los metales expuestos y ademas de que puede
almacenarlos y seguir viviendo.

En el caso de las células heterdtrofas pretratadas con Hg2*, pudimos observar
que todos los parametros medidos se recuperan (excepto el crecimiento). Este hecho
nos permite afirmar que la célula lleva a cabo un mecanismo por medio del cual
adquiere tolerancia a los efectos del metal y es capaz para soportar concentraciones
elevadas de otros elementos. Comparando las curvas de crecimiento de estas células
con las de las células sensibles o expuestas por primera vez al metal, podemos
observar que, la capacidad de captar estos dos metalcs aumenta. Se observa, ademas,
recuperacion de la sintesis de pigmentos y la estructura celular se recstablece
observandose los componentes celulares intactos. En estas células también se puede
observar la acumulacion de cuerpos de inclusion en el citoplasma y en mitocondrias.

Al observar los rcsultados obtenidos con estas células y las micrografias
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obtenidas,podemos alirmar que existen varios procesos por medio de los cuales las
células de Euglend adquieren la capacidad para desarrollarse en medios que
contiencn concentraciones clevadas de  metales pesados. Estos pueden ser su
acumulacion dentro del citoplasma dentro de vacuolas y/o la sintesis de proteinas 6
péptidos que le peemiten a la célula secuestrar al metal pesado, como pueden ser
metalotioninas o fitoquelatinas. Se ha reportado la existencia de péptidos que uncn
metales pesados cn las células  preexpuestas a Cd2*, los cuales no han sido
identificados, cstos son capaces de expresarse tanto en las eélulas heterotrofas [52]
Por consiguicnte un siguicnte paso en el estudio de los efectos de metales pesados
serfa determinar ¢l o los mecanismos por medio de los cuales las células adquicren
tolerancia y/o resistencia a los metales, Esto se haria medionte la localizacion y
caracterizacion de péptidos y/o proteinas sintetizadas por la célula en el caso de que
este fuese el mecanismo de destoxificacion. Un factor que debe tomarse en cuenta es
que, de cierta manera, cl contacto sucesivo de fa célula con ¢l metal ocasiona que sc
active ¢l o losmecanismos responsables de conferitic tolerancia, Entre los candidatos
mds posibles se cncuentra la sintesis de péplidos de bajo peso molecular, inducidos
alostéricamente, a concentraciones clevadas de metales pesados conocidos como
fitoquelatinas; estas sc han cncontrado en notros microorganismos entre los que sc
cncuentran hongos, bacterius, levaduras y algunas algas.

Como sc ha podido obscrvar las eélulas crecidas de manera heterdtrofa son
las que mds se han cstudiado, por lo cual falta realizar otros estudios en las eélulas
autotrolas. £stos serian ¢l comportamicnto en otros medio de cultivo, (ya que como
sc puede obscrvar al comparar ¢l crecimicnto en el medio glutamatormalato de
ambos tipos de células, cncontramos que las células fotosintéticas crecen menos que
las células oxidativas). Por clio podemos afirmar que, ¢l medio de cultivo ticne
algiin electo en ol creeimiento, Ademds se podria utilizar un medio lotosintético

como ¢s ¢l de Cramer-Mayers, cn el cual posiblemente ¢l crecimicnto celular se
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recuperarfa y se podria estudiar cl efecto de los metales sobre todos los pardmetros
medidos, En plantas, sc ha establccido quc, los metales inhiben sitios especificos de
algunos proccsos, como son: el transporte de elcctroncs a través de los fotosistemas,
el ciclo de Calvin y la sintesis de clorofila (efectos causados principalmente por el
Cd2+), En Euglena, los sitios de accion de los metales pesados, tanto cn las células
autotrofas como heterdtrofas no se han cstudiado, aunque por las caractcristicas de
los metales pesados, se podria cstablecer un efecto generalizado cn todos los
procesos, hipdtesis que cstaria sujeta a confirmacion,

Por todas las caracteristicas sefaladas, se puedc considerar que Euglena
podria scr empleada como un microorganismo capaz de captar metales pcsados de
aguas contaminadas, ya que, ain en células expucstas por primera vez al metal
pesado, se observa la captacién de estos por la célula, la cual mejora cn el caso de
c¢lulas preexpuestas como se pudo ver en los resultados obtenidos.

Como continuacion a los estudios que se realizaron en la presente tesis, se
tiene pensado realizar los mismos pero en células expuestas a dos o tres metales
pesados al mismo tiempo y medir los mismos parametros que se midieron en cl caso
de la exposicion a un sélo metal. Se cuenta cn el laboratorio con una cepa
preexpuesta a 50 uM de Cd2* con la cual se realizaran estudios de Tolerancia
cruzada, exponicndo a las células a uno o dos metales a diferentes concentraciones,
Ya se han obtenido algunos resultados bajo las condiciones mcncionadas: lo que
podecmos decir cs que Euglena siguc conscrvando la capacidad de tolcrar
concentraciones variables de mctales pesados. Otro de los puntos a perseguir es
exponcr a las células a concentracioncs mas bajas dc Hg2* como 1,3 y 5 uM y
obscrvar si hay mis dafio celular, Otro punto que sc abordaria cs el aislamicnto de
mitocondrias y cloroplastos para cstudiar el dajjo causado por cllos. Ademis se
pretende cstudiar mas a fondo la induccién de la fotorrespiracion inducida por Hg2*

(10, 20 y 30 pM). Finalmente se desca identificar el o los mccanismos que confiercn
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a la célula la capacidad de tolerar metales pesados; para ello se tratara de identificar
la existencia de las enzimas involucradas en la sintesis de fitoquelatinas, asf como la
presencia o ausencia de metalotioninas. El paso siguiente consistird en realizar
estudios de biologia molecular identificando el RNAm de las células, para
posteriormente clonarlo y obtener una cepa capaz de superproducir los péptidos o

proteinas involucrados en el fenémeno de Tolerancia a metales pesados.



CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos podemos establecer las siguientes conclusiones:

1) Euglena gracilis es un microorganismo que ofrece varias ventajas para su
estudio ya que tienc la capacidad de crecer de manera autétrofa como heterétrofa
llevando a cabo diferentes procesos. Tiene también la capacidad de utilizar
diferentes fuentes de carbono para su crecimiento al igual que crecer en un
intervalo amplio de pH.

2) El pretratamiento de una cepa con un metal ticne como consecuencia la
induccion de uno o varios mecanismos responsables de otorgar a la célula la
capacidad de reestablecer sus funciones asi como de tolerar concentraciones
elevadas de otros metales, lo cual es una de las caracteristicas necesarias para el
tratamiento con recursos bioldgicos de aguas contaminadas con metales pesados.

3) Euglena gracilis es capaz de tolerar concentraciones variables de metales
pesados tanto en células sensibles como en células preexpuestas.

4) El desarrollo de Tolerancia obtenido en las células de Euglena fué
satisfactorio, aunque falta comprobarlo con los estudios que sec realizaran en las
células preexpuestas a Cd2+50uM. Mediante estos datos se podré saber que metal es
el mejor inductor de tolerancia a metales en el microorganismo estudiado.

5) El efecto de los metales en las funciones fisiologicas de las células de
Euglena se encuentra en funcién del tipo de metal al que se exponga y a la
concentracion utilizada del mismo.

6) Se puede introducir a Euglena gracilis dentro de los mecanismos de
descontaminacion de efluentes industriales en los cuales participan tanto los
procesos anacrobios como Jos aerobios. La participacion de este microorganismo
seria la etapa de eliminacion de metales en las aguas en donde ya se ha eliminado la
materia orgdnica con ¢l uso de microalgas y bacterias especificas. Esto constituye la

parte aplicativa de cste proyecto de investigacion,
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7) Los resultados obtenidos nos aportan conocimientos sobre la existencia de
organismos capaces de sobrevivir en condiciones de alto estrés, desarrollando
mecanismos mediante los cuales se sintetizan proteinas, se disminuye eltransporte,
se forman vacuolas, etc; todos ellos con la finalidad de conferir resistencia a los
microorganismos, lo cual se traduce como sobrevivencia,

8) Después de realizar todo el estudio microbioldgico, un paso importante en
el desarrollo de este proyecto serd su aplicacion a nivel piloto, ensayando la
capacidad de estos microorganismos para sobrevivir en ambientes naturales
contaminados y observar su respuesta al ser expuestos a condiciones reales en aguas

residuales contaminadas con metales pesados.
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PERSPECTIVAS

En la actualidad el problema de la contaminaciéon de aguas causada por
desechos industriales y agroindustriales ha cobrado gran interés tanto por
organismos gubernamenteles como particulares, por lo cual se estan estudiando las
posibles soluciones para disminuir la contaminacién causada tanto por desechos
organicos como por metales pesados. Con el objeto de dar a conocer los avances en
cuanto a técnicas empleadas para este proposito se realizo el "Taller Internacional
Procesos Novedosos para el Tratamiento Biolégico de Efluentes Indusriales y
Agroindutriales" organizado por ¢l Instituto de Ecologia A.C. en Veracruz los dias
10 y 11 de febrero de 1994, A continuacién se presenta un resimen de las platicas
ofrecidas.

Se sabe que el metabolismo microbiano puede dividirse tanto en aerobio
como en anaerobio con sus variables, al igual que las reacciones que pueden llevar a
cabo, las cuales son anabodlicas y catabolicas. Con base en estos conocimientos el
problema de la contaminacion del agua puede abordarse utilizando técnicas de
digestion anaerobia, la cual see ha considerado superior a la digestion aerébica,
aunque ambas se emplean conjuntamente. Entre las ventajas que presenta la
digestion anaerobia se encuentran la produccion de CHy y CO7 (90%) y una baja
masa celular (10%) en comparacidn con la produccion de HyO y CO2 (35%) y 65%
de masa celular,

La digestion anacrobia se puede definir en término generales como la
conversion bioldgica de sustancia orginicas en biogas (CHg4) llevada a cabo
especificamente con bacterias anaerobias estrictas,

La degradacion de la materia organica se realiza en tres etapas principales:

1) La materia orgdnica (proteinas, lipidos, carbohidratos,etc) se somete
a hidrolisis y fermentacion con la subsecuente produccion de dcidos grasos

voldtiles, acidos mono y dicarboxilicos, etanol y dcidos grasos.
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2) A partir de los compuestos anteriores, se lleva a cabo el proceso de
acetogénesis para fa obtencion de acetato, en este proceso intervienen bacterias
acetogénicas, hidrofilicas y metanogénicas, las cuales requieren cuidados especiales
como relacion con otras bacterias como las metanogénicas y las sulfato-reductoras,
las cuales catalizan la reaccion: SO4- + 10H™ + 8e- — H3S + 4H0. Las bacterias
metanogénicas son las que requieren mds cuidados ya que se trata de bacterias
primitivas conocidas como arqueobacterias, Las reacciones que llevan a cabo este
tipo de bacterias se dividen en dos clases: a) oxidacion incompleta del sustrato a
acetato y b) oxidacion completa del acetato: CH3COO" + 4H20 — 2HCO3" + 9H*
+ 8¢, En esta etapa se produce el Hp el cual se intercambia con las bacterias de la
primera etapa, las cuales lo requieren para llevar a cabo sus funciones. Otra de las
caracteristicas de esta etapa es que las reacciones que no son termodindmicamente
posibles, en el reactor se convierten en reacciones favorables.

3) El acetato se convierte en metano mediante el proceso conocido como
metanogénesis, el cual se lleva a cabo por bacterias hidrogenotrofas (77%) y
metanotrofas (10%).

Existen muchos tipos de reactores, de los cuales en México se utilizan el
reactor de lecho de lodos (55%), las Jagunas de establizacion (23%) y otros reactores
(22%). Entre las caracteristicas de las bacterias que se encuentran en los reactores
cstan: funcionan a una temperatura optima de 36°C, necesitan metales traza como
Co, Ni, Mo en concentraciones nM, pH de 6.5 a 7.5 y conservacion de la alcalinidad
cn el propio reactor la cual puede ser obtenida por el equilibrio CO2/HCO3/dcidos
grasos voldtiles.

Los tratamientos que se pueden dar con los reactores son de tres tipos:

1) Paralelo: dependen de la proporcion de sélidos en la muestra, los procesos
que sc pueden llavar a cabo son la digestidn de solidos o tratamiento directo de agua

libre de sdlidos.



2) Serie: depende del grado de conversion de la muestra.

3) Por pasos: depende del perfil de fermentacion, en donde se llavan los
procesos de acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis.

La biomasa utilizada en un reactor se puede encontrar en tres estados:

1) Biomasa resuspendida no inmovilizada,

2) Biomasa inmovilizada en la cual se pueden utilizar filtros anaerobios (en
donde se utilizan reactores de flujo escendente empacado) y autoinmovilizacion de
la biomasa (reactores de lecho de lodos y reactores hibridos). Este tipo de biomasa
es la mas utilizada.

3) Biomasa inmovilizada mas fluidificacion.

Las industrias que mds utilizan la digestion anaerobia son laindustria del café
(en la cual las fases contaminantes son tanto el despulpado como el lavado) y la
porcicultura, En esta ultima se utilizan los procesos tanto anaerobio en primer lugar
como el anaerobio en segundo lugar. Sc utiliza el alga Spirulina midxima, la cual
tiene como ventajas la produccion de biogas, biomasa no téxica que sirve como
alimento animal y humano, producciéon de compuestos utilizados en la industria
farmaceutica (clorofila, xantofinas y carotenos, los cuales son utilizados para
prevenir el cancer), y productos utilizados en la industria cosmética, El costo de
produccién se reduce 10 veces, requiere de poca superficie para generar toneladas de
peso (0.03 hectareas), se puede utilizar en la acuicultura, etc. Se puede utilizar el
cultivo semicontinuo y en dos fases, entre los factores que afectan estos cultivos se
encuentran: la disponibilidad de CO3, 02, luz, solubilidad, agitacion, concentracién
tanto de nutrientes como de iones y ¢l pH.

Otros microorganismos que sc¢ estdn utilizando para el mismo fin son la
cianobacterias, las cuales, remueven ademds PO4" y NH3, producen metabolitos
muy utilizados,requicren de nutrimientos simples y se pueden utilizar en matrices de

inmovilizacion tanto de geles como de polimeros no toxicos.
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En Espaiia se utiliza el sistema de algas inmovilizadas pera remover nitritos y
metales pesados, mediante la inmovilizacién en esponjas de 2-3 mm de didmetro, las
cuales se ponen ¢n contacto con ¢l agua contaminada y las algas proceden a captar
los contaminantes.

El tratamicnto de los metales pesados se ha abordado con el uso de plantas
acudticas. Se consideran metales pesados aquellos cuya gravedad especifica es
mayor a 4.5, entre estos se encuentran ¢l Cd y el Pb, los cuales son capaces de
originar el fendmeno conocido como bioacumulacién. Se ha encontrado que en
suelos agricolas existe contaminacion causada por Al, Cu, Zn y Pb y se ha visto que
la exposicion a Al causa alteracién en el proceso de fijacion de N y en la captacion
de Ca por la planta. Los metales pesados pueden encontrarse en varias formas, de las
cuales dependerd tanto su toxicidad como su tratamiento, entre estas formas se
encuentran: intercambiable, absorbido, unido a compuestos orgdnicos como
carbonatos, nitratos, etc de manera soluble o precipitados. Se ha utilizado el lirio
acudtico con ¢l fin de absorber los metales pesados ya que se ha encontrado que es
capaz de captar Jos metales tanto en las raices como en las hojas de la siguiente
manera:

raiz: Zn>Cu>Pb>Cd>Al>Cr,

hoja: Zn>Cu>Cd>Pb>Al>Cr.

El lirio acuitico tienc la capacidad de sintetizar péptidos de bajo peso
molecularcon alto contenido de cisteina localizados en la raiz, cuando la planta se
cncuentra expuesta a cantidades elevadas de metales pesados. Se ha encontrado que
la capacidad de captar ¢l metal aumenta cuando se aumenta el pH. Entre los
problemas cncontrados en el uso de esta planta se incluyen el proceso de eliminacion
sin liberacion del metal captado. Por csta razon se ha comenzado a utilizar un

mineral conocido como zcolite el cual tiene la capacidad de captar Cu, As,Cr, Cd,



98

Pb, nitrégeno amoniacal,etc, con la caracteristica de cambiar de conformacién
estructural dependiendo del elemento que se una a este,

En Espala se utiliza el alga Pharmidium laminosum para remover metales
pesados. Este organismo puede crecer en la naturales a 60°C y en el laboratorio
entre 45 y 50°C por lo cual es posible evitar la contaminacién por otras
microorganismos. Se ha observado que esta alga piede la viabilidad al absorver el
metal, Entre sus ventajas se encuentran: elevada capacidad de captacion de metales
pesados atn en presencia de concentraciones elevadas de Ca (aguas duras), se
requiere un volumen pequeiio de¢ agua, son saturables y baratas. Los metales que
puede remover son: Fe, Cr, Cd, Pb y Zn, Se ha observado que la acidificacion o
basificacion aumentan la captacion del metal, por lo cual su eliminacién resulta
también un problema.

Entre los procesos expuestos para tratar el agua, nosotros proponemos a
Euglena gracilis como un microorganismo que puede participar en la tercera fase de
descontaminacion, en el cual el agua ya ha sido tratada tanto por los procesos
anaerobios como aerobios y se somete a la eliminacion de los metales pesados, en
donde este microorganismo podria jugar un papel importante, ya que reune las
caracteristicas necesarias para ser utilizado como material biolégico empleado en el
tratamiento de aguas contaminadas ya que como se reporta en este trabajo tiene la
capacidad de crecer en presencia de concentraciones elevadas de metales pesados
ademas de poder sobrevivir de manera heterétrofa como autétrofa y por esta razon
crecer en medios de cultivo con diferente fuente de carbono. Puede desarrollarse en
un rango amplio de pH (3.5 a 6.8), lo cual le da ventaja sobre otros
microorganismos. Es un microorganismo ficil de cultivar, no tdxico, barato y con

gran capacidad de captacion de metales.
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APENDICE 1

E ade al 60 aiomi

En éste método se hace pasar por la flama la radiacidn de una fuente esterna
de luz, que emite la(s) linea(s) espectral(es) correspondiente(s) a la energia necesaria
para la transicion electrénica del estado normal al estado excitado. Los gases de la
flama se consideran como en medio que contiene dtomos libres y no excitados,
capaces de absorber radiacion de una fuente externa, cuando dicha radiacién
corresponde exactamente a la energia requerida para una transicion del elemento
investigado de un estado elctrénico normal a un estado mayor de exitacion. La
radiacion no absorbida pasa entonces através del monocromador, que aisla la linea
espectral exitante de la funte de luz y se envia hacia el detector. La absorcién de
radiacion de la fuente de luz depende de la poblacion del estado normal, la cual es
proporcional a la concentracion de la solucion rociada en la flama. La absorcion se
mide por medio de la diferencia entre las sefales transmitidas en presencia y en
ausencia del elemento analizado. A continuacién se presenta un diagrama

esquematico de la técnica de medicion [68]:
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Esta técnica requiere de los siguientes componentes: reguladores de presion,
rotameros para el combustible y los gases oxidantes; sistema de quemador y
nebulizador; sistema dptico y detector(es) fotosensible(s); y el amplificador y el
sistema de lecturas con sus respectivas fuentes de cnergia. Ademads, se necesita una
fuente de luz apropiada para cada clemento que se vaya a determinar;
frecuentemente se coloca un interruptor de luz entre la fuente de luz v la flama, A
continuacion se¢ muestra un quemador de ranura con cimara de expansion y las

partes que lo conforman [68]:
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Entre los aspectos mdas importante de esta técnica se encuentra lograr una
buena flama, la cual se utiliza para: 1) transformar la sustancia analizada del estado
liquido o sélido al estado gaseoso-vaporizacion, 2) para la conversion de las
entidades moliieculares a vapor atémico-atomizacion y 3) en los estudios de
emision, para la excitacion de emision del vapor atémico y molecular. Los dos
requisitos necesarios para una flama satisfactoria es que esta tenga la temperatura
apropiada, o la proporcion adecuada de combustible y oxidante para llevar a cabo las
diferentes funciones de la flama, y que el espectro de la propia flama no interfiera
con la observacién de la caracteristica de emision o absorcidn que se esté midiendo.

Se pueden formar varias mezclas para obtener una buena flama, a
continuacidn se da una tabla de flamas y temperaturas alcanzadas:

Tabla 1: Temperaturas adiabaticas de flama y velocidades de quemado de
flamas premezcladas comunes:

Combustible Oxjdante Temperatura °C Mchs_qumnadg_:n_cnus;g
Gas natural  Aire 1700-1900

Propano Aire 1925 --
Propano Oxigeno 2800

Hidrégeno  Aire 2000-2025 340-440
Acetileno Aire 2120-2400 160
Hidrogeno  Oxigeno 2550-2700 915
Acetileno Oxido

nitroso  2600-2800 460
Acetileno Oxigeno 3050-3130 1100

Se la llama temperatura adiabdtica de una flama cuando esta ha alcanzado los
equilibrios térmico v quimico,

La estructura de una flama premezclada se muestra en la figura siguiente. Al
salir de la region A. la mezcla no quemada de hidrocarburo gaseoso, pasa a la region

sin calor de | mm de grueso (region B), en la cual se calienta por conduccién y
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radiacién de la region de la reaccién C, y por difusion de radicales, lo que hace que
inicie la combustién. Los gases de la flama se desplazan haciaarriba de la zona de
reaccién con velocidades del orden de 1-10 mm/seg. Los gases qu emergen de la
regién C consisten principalmente de CO, CO3 y H3O ( y N2 cuando uno de los
gases originales es le aire), con cantidades menores de Hz, H, O y NO. La
composicién real de los gases varia con la composicion inicila de la mezcla. En el
cono interno, los pases no estan cn equilibrio térmico, pues las cantidades de
radicales son muy elevadas (los precursores de las reacciones de excitacion
quimica). El equilibrio térmico se logra casi completamente en la regién D. La
combustion se completa en la cara externa, auxiliada por el arrastre del aire cercano.

Las flamas de hidrégeno no muestran evidencia de un cono interno:

Cona eaterno
Zora de resccidn secun-
daris (de combustidn}

Caps interconos (tenve)
Regién D

Cono arvl
Zons de resccidn primatia
Regién €

Preaalentamiento
Reyién B

Prmexcls & CH, + O,
Goias finae desolucién
Regién A
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Uno de los problemas en las mediciones espectrales son las interferencias, las
cuales se encuentran estrechamente asociadas con el poder de resolucion del sistema
éptico empleado.

La interferencia espectral puede ser causada por emisiones de lineas
adyacentes cuando la sustancia problema y la de interferencia tienen casi la misma
longitud de onda y no son analizadas por el monocromador. En este caso se leerdn
las lineas al mismo tiempo en proporcién al grado de superposicién.

Las interferencias fisicas se relacionan con las particulas de materia en la
flama, las cuales son responsables de la dispersion de la luz y la absorcion
molecular. Esto puede originarse en las gotas no evaporadas, pero més
probablemente se debe a particulas de sales no evaporadas o refractarias que no han
sido desolvatadas. Las correcciones se hacen midiendo la absorbancia a longitudes
de onda adyacentes a la linea de resonancia, usando una linea no absorbida de la
lampara, por otra parte, se puede medir la emision continua de una lampara auxiliar
de deuterio que pasa alternativamente a través de la flama.

Otro tipo de inteferencia es la conocida como interferencia quimica en la fase
condensada. Esta resulta cuando se mezcla un concomitante con el clemento
problema para formar un compuesto, ¢l cual, después de haberse cristalizado de las
gotas de acrosol, se vaporiza con dificultad, o, tal vez se convierte al estado gaseoso
con mas facilidlad de lo que haria ¢l elemento analizado en ausencia del
concomitante. Por ejemplo, las sales de compuestos de alto punto de fusion tales
como los 6xidos refractarios, no se convierten rdpidamente al estado gaseoso. El uso
de agentes liberadores o agentes quelantcs protectores normalmente evita o
disminuye este tipo de interfercncia, como cjemplos tencmos lantano y EDTA
respectivamente,

Dos de los aspectos mds importantes dentro de la espectrofotometria son cl

limite de dcteccion y la sensibilidad. El primcro se define como la concentracion (p
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M/ml) de un clemento que desplazard la absorcion de la seial en una cantidad igual
al ruido de picoa pico de la linea base (o seilal de fondo). La segunda se define como
la concentracién de elemento de prueba en solucién (o la cantidad en unidades de
peso por peso de muestra) que produce una absorbancia de 0.0044 (1% de
absorcién). Normalmente se expresa como ug/g/1% Abs).

Entre los métodos de evaluacion se encuentran las curvas de calibracién, el
método de adicion patrén y los métodos de control interno.

Generalmente sc prepara una serie de soluciones concentradas, cada una de
las cuales contiene, por ejemplo, 1000 pg/ml de un solo elemento. Es conveniente
preparar estos patrones con HCIO4 o HNO3, para reducir al minimo los efectos de
los aniones, y con metales de alta pureza o materiales quimicos de grado reactivo, A
partir de estas soluciones se preparan las diluciones a las concentraciones deseadas
segln se vayan necesitando. Para almacenarlas se recomienda que se usen botellas
de polietileno o de vidrio resistente. Se debe tener cuidado en el manejo de muestras
y patrones diluidos, evitando el contacto con pipetas contaminadas, jeringas,

cristaleria y particulas de polvoen el aire,



R ]

APENDICE 2

Se tomaron microscopias electronicas de barrido y de transmision de las
células tanto expuestas como no expuestas a metales pesados. Las células fueron
somelidas a varios pasos de preparacion,

Primeramente. se separan las células del medio de cultivo mediante
centrifugacién a 170xg por 15 min. Posteriormente se lavan una vez con el medio
SHE y dos veces con el medio SHEA (ambos descritos en materiales y métodos) a
327xg por 5 minutos cada vez. Después se desecha el sobrenadante y las células se
resuspenden en un medio que contiene SHEA mas glutaraldehido no polimerizado al
2.5% y se agitan a 120 rpm durante una hora.

Posteriormente se llevaron al Departamento de Microscopia Electronica (un
lapso no mayor a 2 horas) y fueron fijadas en formol al 10%, en el que
permanecieron por tiempos variables hasta su tratamiento posterior.

El paso siguiente consiste en cortar las células (en el caso de las destinadas a
microscopia de transmisioén) y cambiadas a glutaraldehido al 2.5% en un buffer de
fosfatos a pH 7.4 por dos horas. Se lavaron en el mismo buffer tres veces y se
deshidrataron con concentraciones crecientes de etanol, a continuacion se desecaron
por la técnicade punto critico con CO7 [66], se montaron en portaespecimenes de
aluminio con pintura de plata y fueron recubiertas con oro platinado ionizado por 10
minutos a 1.2KV,

Por ultimo, se realiz6 una valoracion de cada preparacion por dos o tres
observadores en un microscopio de barrido Zeiss DSM-950 operado a 15 KV,
observando los cambios morfolégicos causados por la exposicion a los metales
pesados.

En el caso de las microscopias de barrido, se examinaron los cambios ¢n la

morfologia general, los daios causados en la pelicula cclular como grictas,



-

107

rompimiento, ete, y la existencia o no del flagelo. En las micrografias de transmision

sc pudicron obscrvar los cambios sufridos en los organclos intracelularcs.



APENDICE 3

A partir de las células heterdtrofas preexpuestas a las concentraciones
indicadas tanto de Hg2* como de Cd2t se aislaron mitocondrias y se midi6 el
control respiratorio, la relacion ADP/O, la respiracién en presencia de diferentes
sustratos, la actividad de la citocromo oxidasa y el potencial de membrana.

ontrol respiratorio

Se midié el control respiratorio tanto de células sensibles como preexpuestas
a los metales indicados. Se consideran cdlulas sensibles a aquellas que se exponen
por primera vez al metal. En este caso no se observa estimulacién con ADP, en
comparacion con las segundas, las cuales recuperan la capacidad de sintetizar ATP.
Se encontrd que el sustrato con el cual responden mejor al ADP es el 2-oxoglutarato
(10mM), en el caso de las células preexpuestas, ya que en el caso de las células
crecidas en ausencia del metal, el mejor sustrato es el lactato (10mM). Los controles
de las células preexpuestas se muestran en la figura 1 y en la tabla 1 se recopilan los

valores de control respiratorio y de la relacion ADP/O.
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Tabla 1: Control respiratorio de mitocondrias aisladas de células heterétrofas
crecidas en presencia y ausencia de los metales pesados Hg2+1.5uM y Cd 2+250uM
por varias generaciones (células preexpuestas) en el medio glutamato+malatpo
(1mg/ml de proteina mitocondrial). Las células se cosecharon en la fase logaritmica

de crecimiento. Los resultados representan la X+D.E de cuatro experimentos.

Control respiratorio

ng dtomoO/mg min Relacion ADP/O
0 35055 2.6+043
Hg2+1.5uM 2.8+0.58 224025

Cd2+250pM .01 25£0.65
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Figura 1: Control respiratorio de mitocondrias aisladas de células: a) no expuestas
a metal pesado, células preexpuestas a b) Cd2+250uM, ¢) Hg2+1.5u1M. El sustrato
utilizado fué 2-oxoglutarato (10mM). La medicién sc realiz6 como se explica en
materiales y métodos. La figura muestra un trazo representativo.
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Respiracion mi 1cial

En mitocondrias de células sensibles se observé que la capacidad de
respiracion frente a los sustratos exdgenos: lactato (10mM), succinato (10mM),
NADH (1mM), 2-oxoglutarato (10mM) y glutamato+malato (7.5 y 15 mM) es
minima al contrario de lo encontrado en mitocondrias de células preexpuestas por
varias generaciones al metal. Esta capacidad de respiracién se muestra en la tabla 2
en donde también se presenta la respiracién de las mitocondrias de células no
expuestas a metales pesados (llamadas células control) con las cuales se puede
comparar la actividad de las células preexpuestas. Las células que se recuperan mis

son lals pretratadas con Hg2* en relacion con las preexpuestas a Cd2+250pM,

Tabla 2: Respiracion de mitocondrias de células preexpuestas a los metales
Hg2t y Cd2t en el medio glutamato+malato en presencia de sustratos exégenos.
Las mitocondrias se recolectaron en la fase logaritmica de crecimiento y con una
concentracion de Img/mi de proteina. Los datos representan la. XtD.E de cuatro

experimentos,

Respiracién ng dtomo O/mg min

Sustrato 0 Hg2+1.5uM Cd2+250puM
Lactato 92 + 2.60 88+ 3.10 85+3,78
Succinato 72+ 2,50 69 £ 3.30 21+£240
2-oxogluta-

rato 5t+2.50 26 £4.70 14 +£2.00
Glu/Mal 61+290 32 +5.60 24 +3.00

NADH 42+ 3.90 30+£2.40 33+£2.80



Actividad de 12 Ci Oxid

La actividad de la citocromo oxidasa de mitocondrias sensibles y
preexpuestas a los metales estudiados se estimulé en presencia de un donador
artificial de clectrones (TMPD 0.6 mM) y se inhibié con azida de sodio (como se
describe en materiales y métodos). La actividad se recupera en la células
preexpuestas y se inhibe totalmente como se puede observar en la figura 2. La tabla

3 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 3 Actividad de Citocromo oxidasa en mitocondrias aisladas de células
crecidas en ausencia y presencia de metal pesado en el medio glutamato+malato, en
fase logaritmica de crecimiento (tercer dia). La medicion se realizé con 1mg/ml de

proteina mitocondrial n=4

Actividad ng dtomo O/mg min
0 480 +5.7
Hg2*1.5uM 500 % 8.0
Cd2+250uM 261 + 8.1
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Figura 2: Medicion de la actividad de la Citocromo Oxidasa en mitocondrias
aisladas de células: A) no expuestas a metal pesado; B) de células preexpucstas a Hg2t1.5u
M y C) Cd2+250uM. Se midié también en mitocondrias de células sensibles a D)
Cd2+250uM y E) Hg2t1.5uM. Se adiciond en cada caso: a) antimicina 5.5uM, b) CCCP
L.EuM, ¢) TMPD | mM y d) azida de sodio HmM.,



Medicién del Potencial de Mem!

Como ultimo pardmetro se midi6 la capacidad de generar potencial de
membrana en las mitocondrias tanto de células sensibles como preexpuestas y se
encontr6 el mismo comportamiento. Las mitocondrias de células crecidas en
presencia del metal por varias generaciones recupéran la funcion en tanto que las
sensibles la pierden por completo como se puede observar en la figura 3 y en la tabla

4 en la cual se muestra el cambio de absorbancia deS!1-533 nm.
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Tabla 4: Medicion del potencial de membrana en mitocondrias de células
preexpuestas a metales pesados, crecidas en el medio glut+mal recolectadas en la
fase logaritmica de crecimiento. Se muestra el cambio de absorbancia de 511-533
nm en presencia de los sustratos: lactato 10mM (n=5), succinato 10mM (n=4), 2-
oxoglutarato 10 mM (n=4), glutamato+malato 7.5/15 mM (n=5) y NADH | mM
(n=2), adicionando: CaCl; 0.2 mM, ADP 0.4 mM y CCCP 3 uM. La concentracion

de proteina mitocondrial es de 1 mg/ml,

+Lactato +CaCly +ADP +CCCP

0 0.083+0.006 0.042+0.018  0.007£0.004 0.062+0.017
Cd2+250uM 0.079+0.009  0.019£0.013  0.00910.006 0.05310.025
Hg2+1.5uM 0.061+0.031  0.028£0.024  0.010+0.005 0.053%0.006

+Succinato  +CaCly +ADP +CCCP

0 0.092+0.005  0.01310.002 0.011%£0.004 0.072+0.010
Cd2+2500M  0.074:0.011  0.011£0.006  0.015£0.006  0.041::0.023
Hg2+i SuM 0.079+£0.012  0.015£0.000  0.022+0.003  0.044+0.027

+2-0xoglutarato  +CaCly +ADP +CCCP

0 0.087+£0.003  0.01310.003  0.008+0.003  0.042+0.015
Cd2+250uM  0.079:0.017  0.01120.005 0.016£0.006 0.044+0.029
Hg2* SuM 0.079+0.012  0.012:0.001  0.017£0.009 0.051£0.015

+glut/mal +CaCly +ADP +CCCP

0 0.085£0.006  0.01410.004  0.008+0.003  0.027+0.007
Cd3*250uM  0.086£0.004  0.013:0.006 0.011£0.007  0.043+0.022
Hg2t1.5uM 0.077£0.010  0.013+0.001  0.01310.009 0.048+0.01|

+NADH +CaCly +ADP +CCCP

0 0.080 0.032 0.006 0.046
Cd2+250pM 0.084 0.013 0.017 0.054
Hg2*1.5uM 0.041 0.011 0.014 0.036
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Figura 3: Medicion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas de células
A) no expuestas a metal pesado y preexpucstas a B) Cd2+250uM y C) Hg2+1.5uM. El
sustrato utilizado es ¢l lactato (10mM)., La medicién se realiza como se explica en
materiales y métodos.
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