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1 Resumen

Mecanismos de resistencia a cromo en Euglena gracilis heterotrofica

La contaminacion por metales pesados es uno de los principales problemas
ambientales que altera el metabolismo de plantas y organismos. Metales como
cadmio, mercurio y cromo son desechados a cuerpos de agua donde se concentran y
biomagnifican afectando a todo el ecosistema. Debido a su amplia gama de
aplicaciones industriales, el cromo se ha convertido en uno de los principales
contaminantes de suelos y organismos acuaticos; por lo que se han desarrollado
diferentes estrategias y metodologias para la desintoxicaciéon de aguas residuales
contaminadas por este metal. Muchas de las técnicas utilizadas son poco rentables,
por lo que se buscan alternativas simples, eficientes y de bajo costo. Actualmente se
estudian diferentes organismos (plantas, hongos, protozoos y bacterias) que puedan
acumular o remover los metales para descontaminar aguas contaminadas.

El Cr (Ill) y Cr (VI) son las especies de cromo mas estables y abundantes que se
utiizan en las actividades industriales, por lo que representa un contaminante
ambiental muy importante. Se asume que el Cr (VI) es mas toxico que el Cr (lll)
debido a su mayor solubilidad en agua y porque dependiendo del pH puede formar
CrO4* o Cr,0/% y de que es un anélogo estructural del sulfato y fosfato, por lo que
puede utilizar sus sistemas de transporte para entrar a las células, por lo que son
altamente toxicos y mutagénicos en muchos organismos, asi mismo su reduccion a
Cr (Ill) produce especies reactivas de oxigeno (ROS) y se une al DNA por lo que se
ha descrito también como un mutagénico potente.

El protista de agua dulce Euglena gracilis es capaz de resistir la presencia de metales
pesados, ya que se ha encontrado en aguas residuales de desechos de industrias
cementeras, acereras y curtidoras entre otras; lo que indica que ha desarrollado
mecanismos para contender contra metales pesados. En condiciones de laboratorio,
tanto la cepa fotosintética como la cepa heterotréfica (una cepa sin cloroplastos) de
Euglena gracilis ha mostrado mecanismos de resistencia como la biotransformacion y
la acumulacion de metales pesados a través del aumento en la sintesis de moléculas
con grupos tiol y su compartimentacion en cloroplastos y mitocondrias
respectivamente.

En este trabajo se evalud la capacidad de E. gracilis heterotrofica para contender
contra la exposicion a Cr (VI) y Cr (lll) en cultivos con glutamato, malato y etanol como
fuentes de carbono (medio GME) o sin malato (medio GE). Se determiné el efecto
toxico del cromo sobre la duplicacion celular y la capacidad de Euglena para
acumularlo. Ademas, se evaluaron los niveles de moléculas con grupos tiol y de
ascorbato asi como la capacidad de Euglena para reducir al Cr (VI). Los resultados
obtenidos proporcionan mayor evidencia de que Euglena puede considerarsele como
un potencial biorremediador de aguas contaminadas por cromo y otros metales.
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3 Marco teérico

3.1 Metales en la naturaleza

Existe una gran variedad de metales y minerales ampliamente distribuidos en aguas y
suelos como constituyentes naturales o resultado de las actividades antropogénicas.

En la composicién quimica del suelo se encuentran minerales como SiOz(éxido de
silicio), KAISiZO6 (leucita), Na(AISi308) (albita), K(AISi308) (sanidina),
HZKAI3Si3012(muscovita) MgFeSiO4 (olivina), NaAlSi3Og (microclina), K3AIl,SiO,4
(kalsilita), AI203 (alimina), CaO (cal viva), MgO (magnesia) y KO (6xido de potasio),

etc., (Manzanares, 2005). Es posible encontrar cadmio, cromo, niquel, hierro,
manganeso, plomo, zinc, cobre y mercurio en mantos acuiferos no contaminados y en
los estratos profundos de rios y lagos. Ademas, las actividades geolégicas naturales
como el desgaste y erosion de las rocas constituyen una fuente importante de metales
pesados en suelos. Un ejemplo de ello, es el cadmio presente en la naturaleza, sus
depdsitos se asocian a los de zinc, plomo y cobre formando minerales como asfalerita
(ZnS), blenda de zinc, greenockita (CdS) y oxido de cadmio.

El cromo también es un metal ampliamente diseminado en la naturaleza en minerales
como la cromita (FeOCr,03) y algunas piedras preciosas. Se ha descrito que algunos
compuestos de cromo desempeiian un papel importante, p.ej. el cromo (lll) es
esencial en el metabolismo de la glucosa, ya que su ausencia al parecer altera la
funcidbn de la insulina (Zecua, 2007). Sin embargo, las diversas actividades
antropogénicas como el refinamiento de productos mineros, la liberacion al ambiente
de efluentes industriales y emisiones vehiculares; causan en el ambiente un
incremento en la concentracion basal de metales pesados, que pueden resultar
altamente toxicos para diversos organismos. Incluso metales como el hierro, cobre,
selenio y zinc que son esenciales para el metabolismo (son cofactores para algunas
enzimas o metaloproteinas) resultan téxicos a concentraciones muy elevadas porque
modifican la conformacion activa de las moléculas biolégicas, bloguean grupos
funcionales, o desplazan a otros iones metalicos (Devars, 2008).

En el ambiente, los metales estan presentes como iones libres o formando

compuestos solubles e insolubles como 6xidos, carbonatos e hidroxidos (Prieto-




Méndez et al., 2009). Estos metales al incorporarse al suelo pueden: 1) permanecer
retenidos en el suelo, ya sea disueltos o bien fijados a través de procesos de
adsorcion, complejacidbn y precipitacion, 2) ser absorbidos por plantas y asi
incorporarse a las cadenas tréficas, 3) pasar a la atmdsfera por volatilizacion y 4)
movilizarse por las aguas superficiales o subterraneas sin afectar a los ecosistemas
debido a sus bajas concentraciones naturales y algunos metales son de vital

importancia para el desarrollo de la vida (Metcalf y Eddy, 1991).

3.2 Metales pesados

Existen diferentes definiciones de metales pesados pero en general, se clasifican
como un grupo de elementos quimicos con densidad mayor a 5 g*mL™ (Devars, 2008)
y son toxicos. En este grupo se encuentran algunos metales y metaloides como:
mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As), cromo (Cr), talio (TI) y plomo (Pb) que no
son esenciales y son téxicos aun a bajas concentraciones (Avilés, 2001). Pero
también se incluyen metales como el vanadio (V), manganeso (Mn), hierro (Fe),
cobalto (Co), cobre (Cu), niquel (Ni), zinc (Zn), estafio (Sn) que en bajas
concentraciones, son esenciales para el crecimiento celular de procariotes y
eucariotes.

Los metales pesados se clasifican en dos grupos:

e Oligoelementos o micronutrientes: Co, Cu, Fe, Mo, Mn, Niy Zn.

Estos son requeridos en pequefias cantidades, o en cantidades traza por plantas y
animales, ademas son necesarios para que los organismos completen su ciclo vital,
pueden forman parte de sistemas enzimaticos como el cobalto, zinc, molibdeno, o
como el hierro que forma parte de la hemoglobina. A concentraciones altas resultan
toxicos para los organismos y su ausencia causa enfermedades (Zecua, 2007;
Devars, 2008).

¢ Metales pesados sin funcion biologica conocida: Cd, Cr, Hg, Pb y Bi.

Su presencia en ciertas cantidades en seres vivos puede ser altamente téxica. La
toxicidad de estos metales se debe a su capacidad de combinarse con gran variedad
de moléculas orgénicas, pero la reactividad de cada metal es diferente y en

consecuencia su accion toxica. Los metales pesados llegan a cuerpos de agua a




través de la descarga de residuos industriales y domésticos en rios y lagos, donde se
depositan alcanzando concentraciones muy altas.

La toxicidad de los metales varia segun su estado de oxidacion y depende de factores
como el pH, la dureza del agua, la presencia y concentracion de materia organica, asi
como de las caracteristicas oxido-reductoras del medio que influiran directamente en
la especiacion, acumulacion y biodisponibilidad del metal; es decir, si se encuentra
disuelto, ligado o precipitado. Los metales pesados permanecen en el ambiente
durante cientos de afios y causan graves problemas de contaminacion en suelos,
aguas superficiales y subterraneas; asi como efectos toxicos en muchos organismos.
Los animales acuaticos como moluscos y tunicados (ascidias), ostras, crustaceos y
peces, captan y acumulan concentraciones significativas de metales pesados a través
de las superficies respiratorias como las branquias, adsorcion del agua a las
superficies corporales o a través del sistema digestivo (Vazquez, 2006). Los iones
metdlicos téxicos entran a la célula por medio de los sistemas de captacién que
utilizan los iones metalicos importantes fisiolégicamente como Ca®*, Mg**, Cu** y Zn*".
Se ha descrito que algunos organismos fotosintéticos son la principal via de acceso de

los metales pesados hacia los animales y el ser humano (Devars, 2008).

3.3 Laimportancia de los metales en las tierras de cultivo

La composicion del suelo es muy compleja y variada dependiendo de cada region. Las
propiedades quimicas del suelo dependen de la proporcion de los distintos minerales y
sustancias organicas que lo componen. Pero en general mas del 90% de la fracciéon
sélida del suelo esta constituida por compuestos inorganicos de diferentes elementos
metélicos como SiO,, AlSi,Os(OH)4, (Reilly, 2002). El suelo agricola, forestal o natural
presenta concentraciones endémicas de diversos elementos. En suelos agricolas el
contenido de nitrégeno, fésforo, potasio, calcio y magnesio debe ser abundante y
equilibrado, en suelos fértiles el 45% de la fraccion sdlida esta compuesta por
minerales como Al, Fe, Ca, K, Na y Mg. Las tierras y suelos de cultivo deben tener los
nutrimentos y sales minerales (procedentes de las reservas organicas del suelo o de
su incorporacion al suelo en forma de fertilizantes) necesarios para el Optimo

desarrollo y crecimiento de los cultivos.




Metales en alimentos

Los cultivos requieren en forma abundante nitrogeno, fésforo, potasio y minerales
esenciales (calcio, magnesio, azufre, boro, cobre, hierro, manganeso, molibdeno, zinc)
para su crecimiento y desarrollo (Tabla 1). Si alguno de estos micronutrientes se
encuentra en baja concentracion en el suelo o en una forma insoluble, se afecta el
crecimiento de los cultivos y se originan sintomas de deficiencia de elementos traza, p.
ej., en las leguminosas el cobalto es esencial y requerido como nutriente para fijar

nitrdgeno atmosférico para la sintesis de aminoacidos y proteinas (Reilly, 2002).

La composicion de minerales en el suelo se modifica a través del tiempo por factores
como el clima, los procesos bioquimicos o por la contaminacion debida a las
actividades humanas. Por ello, se ha implementado el uso de fertilizantes y
agroquimicos para reducir la falta de nutrientes y mejorar la fertilidad del suelo y con
ello la sustentabilidad fisica, econdmica y ambiental, pero su uso desmedido es una
fuente importante de contaminacién por metales pesados (Reilly, 2002). Cuando en
los suelos y tierras de cultivo se alcanzan concentraciones excesivas de metales como
el cobre, niquel y cobalto, los cultivos pueden mostrar sefiales de contaminacién por
metales. Sin embargo existen reportes de que algunas plantas y algas como
Cladophora glomerata, Hormidium rivulare, Chlorella y Scenedesmus pueden crecer
en altas concentraciones de Pb, Cu y Ni porque han desarrollado eficientes
mecanismos de resistencia (Devars, 2008), pero resultan un peligro potencial para los
animales o seres vivos que las consumen debido a su transferencia y acumulacion a

través de la cadena alimenticia (Reilly, 2002).




Tabla 1. Requerimientos nutricionales de algunos cultivos

Maiz Soja | Arroz | Trigo | Girasol | Alfalfa

Nutriente
kg/T grano

Nitrégeno 22 80 22.2 30 40 27
Fosforo 4 8 3.1 5 5 2.5
Potasio 19 33 26.2 19 28 21
Calcio 3 16 2.8 3 18 12

Magnesio 3 9 2.4 3 11 3
Azufre 4 7 0.94 4.5 5 3.5

Boro 0.020 | 0.025 | 0.016 | 0.025 | 0.165 0.030

Cobre 0.013 | 0.025 | 0.027 | 0.010 | 0.019 0.007

Hierro 0.125 | 0.300 | 0.350 | 0.137 | 0.261 0.040

Manganeso | 0.189 | 0.150 | 0.370 | 0.070 | 0.055 0.025

Molibdeno | 0.001 | 0.005 - - 0.029 | 0.0003

Zinc 0.053 | 0.060 | 0.040 | 0.052 | 0.099 0.015

Fuente: International Plant Nutrition Institute

3.4 Contaminacion por metales pesados

Las actividades antropogénicas como la mineria, la metalurgia (extraccién del cadmio
como subproducto del Pb, Zn, Cu y otros metales), las emisiones industriales
procedentes de la produccion de pigmentos, cristales, anticorrosivos, baterias de
Ni/Cd, e insecticidas, asi como las incineradoras municipales afectan la calidad de los
mantos acuiferos, suelos y en consecuencia la salud de los habitantes de las
comunidades cercanas a dichas zonas (McLaughlin y Singh, 1999, Bonomelli et al.,




2003; Rodriguez-Serrano et al., 2008). Las aguas residuales de origen residencial,
contribuyen de manera significativa a la contaminacion por metales pesados
(Rodriguez-Zavala et al., 2007). Debido a las concentraciones de metales pesados
como As (0.06-230 pg/cépita/dia), Zn (1.5-120 pg/capita/dia), Cr (0.55-8.5
ug/capita/dia) y Hg (0.01-0.21 pg/capita/dia) que son arrojados diariamente al drenaje
provenientes de productos de limpieza y detergentes (Devars, 2008).

En México se han presentado multiples casos de contaminacion por metales pesados
tales como el de Torredn Coahuila, donde se detectaron altos niveles de plomo en
sangre, en habitantes cercanos a un complejo metallrgico. En Zacatecas, principal
productor de plata en México, existen reportes de niveles elevados de arsénico (de 15
a 812 %), mercurio (de 33 a 768%) y plomo (de 82 a 892%) en suelos agricolas y
cultivos. Lo que representa un peligro para el ganado alimentado con estos cultivos y
para la salud de los consumidores, debido a que muchos metales son vertidos en
rios, en zonas de cultivo y de pastoreo (Santos et al., 2006). Otro caso es el de la
empresa Cromatos de México ubicada en Tultitlan, Estado de México, donde 75 mil
toneladas de cromato (contaminante altamente téxico) fueron enterradas en las
instalaciones de la ex empresa, donde permanecieron confinadas de manera
inadecuada por muchos afios causando graves problemas de contaminacion en la
zona.

En el 2005, la SEMARNAT dio a conocer que Cromatos de México es el tercer punto
de mayor contaminacion quimica del pais, debido a que la sustancia quimica es muy
corrosiva y al estar mal confinada contaminé cuatro pozos de agua y causl graves
problemas de salud en los habitantes. Un estudio revel6 que después de 33 afios de
su desaparicion se han encontrado altos niveles de cromo en pelo y orina de nifios y
adultos. En México existen cerca de 600 empresas que generan mensualmente entre
dos mil y tres mil litros de agua contaminada con metales con cromo y sélo unas
pocas cumplen con la norma oficial (Merino, 2008). Industrias como la automotriz, la
hulera y la quimica generan en sus aguas residuales grandes cantidades de metales
pesados (plomo mercurio, cromo, arsénico, etc.), las cuales son descargadas en
cuerpos de agua donde se concentran y biomagnifican afectando el ecosistema
(Cervantes et al., 2001).




Contaminaciéon de alimentos

Las fuentes de contaminacion por metales pesados en alimentos son muy variadas,
estas tienen su origen en el manejo inadecuado de los desechos industriales, mineros
y de uso doméstico, asi como en la escasa normativa mexicana (ver Apéndice) y su
falta de aplicacion. Las concentraciones excesivas de metales en el suelo alteran el
medio ambiente, los cultivos y en consecuencia la calidad de los alimentos, ya que los
metales se mueven a través de la cadena alimenticia via consumo de plantas por

animales y estos a su vez son consumidos por el ser humano (Pérez et al., 2008).

Contaminacién en cultivos agricolas

Algunos paises en vias de desarrollo como México, utilizan en la agricultura aguas
residuales o biosélidos para el mejoramiento de suelos, ya que constituyen una fuente
de riego y nutrientes (nitrégeno, fésforo y potasio) para los cultivos. Sin embargo,
éstos pueden contener altas concentraciones de metales pesados y causar graves
dafnos a la salud (Melo et al., 2000). En Zacatecas, las aguas residuales utilizadas con
fines agricolas han presentado concentraciones de cadmio superiores a las permitidas
por la NOM (Cajuste et al., 1991; Carrillo et al., 1992).

Las plantas cultivadas en suelos contaminados absorben mas oligoelementos y su
concentracion en los tejidos vegetales se relaciona con la abundancia en suelos,
debido a que los metales tienden a bioacumularse en la superficie del suelo quedando
accesibles para las raices de las plantas (Cajuste et al.,2001). En cultivos de
espinaca, ajo, remolacha, berenjena y zanahoria contaminados por cadmio, se ha
reportado mayor acumulacion en la raiz y solo una pequefia parte en la parte aérea de
la planta, concentrandose en orden decreciente en tallos, hojas, frutos y semillas.
(Rodriguez-Zavala et al., 2007).

Las aguas residuales producidas en el D.F. se utilizan para el riego de cultivos de
alfalfa, col, chile, frijol, lechuga, avena y pepino (Melo et al., 2000) en la Presa Endhé
(Hidalgo), en el Valle del Mezquital y en el Estado de México, lo que ha propiciado la
acumulacion de metales pesados en suelos y la transferencia de cadmio, niquel y
plomo del suelo al cultivo, asi como del cultivo al grano (Cajuste et al., 2001; Pérez et

al., 2008). El incremento de cadmio en las tierras de cultivo causé un incremento en la
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acumulacion de cadmio en cultivos de papa y trigo, asi como en algunos 6érganos del
ganado (rifion e higado).

Los cultivos de alfalfa también presentaron concentraciones de cromo, plomo, niquel
superiores a los valores considerados como normales en tejido vegetal (Cajuste et al.,
2001). Ademas, en suelos y cultivos de chinampa de la zona de Tlahuac se reporta la
presencia de Pb, Ni, Zn, Cu, Cr y Cd, cuando el riego por aspersion con agua de los
canales se realiza durante largos periodos de tiempo (Ramos et al., 2001).

El uso de biosdlidos en la agricultura, constituye una fuente de contaminacion por
cadmio y cromo en especias y azucar morena (Reilly, 2002; Ramirez, 2002). Otra
fuente significativa de contaminacion por metales pesados en suelos agricolas y
alimentos es el uso desmedido de fertilizantes, debido a la falta de informacion sobre
su uso y efectos a largo plazo. En las ultimas décadas, se ha reportado
enriguecimiento de suelos de cultivo con concentraciones de molibdato 6 veces
mayores, 25% de zinc y 66% de cadmio mayores que los valores encontrados en
suelos sin fertilizantes (Reylli, 2002). Sin embargo, no existen normas o
especificaciones sobre la maxima concentracion de metales pesados que pueden
contener algunos cultivos para consumo humano, lo que constituye un riesgo potencial
de toxicidad y graves problemas de salud, como los ocurridos en Toyama Japén por la
acumulacion de metales pesados en cultivos de arroz irrigados con aguas residuales

contaminadas por cadmio (Graniel y Carrillo, 2006).

Contaminacién en organismos marinos.

La descarga de las aguas residuales provenientes de los procesos naturales y
actividades humanas en los rios Tula y Panuco, cuyos efluentes son descargados al
Golfo de México (Melo et al., 2000), han contribuido de manera importante a la
contaminacion de rios y zonas costeras de la republica mexicana (Paez-Osuna,
1999a, b; Devars, 2008). Las zonas costeras de México son las principales
productoras de algunas especies de moluscos, ostiones y ostras para consumo
humano; sin embargo la contaminacion por metales pesados ha causado que muchas
de estas especies presenten niveles metales pesados en sus tejidos superiores a los
establecidos por la NOM-031-SSA-1993.
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El consumo de ostiones y mejillones constituye un potencial riesgo para la salud
debido a que son capaces de acumular altas concentraciones de Cu, Zn, Pb
(Barqueiro et al., 2007).

Existen reportes de que Crassostrea virginica puede acumular > 2ug/g de cadmio,
concentraciones mayores al limite méximo permisible para consumo humano
(Guzman et al, 2007); los ostracodos (micro crustaceos) absorben altas
concentraciones de Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd y Pb (Palacios et al., 2003); mientras
que los pectinidos acumulan Cd, Cr y Pb en niveles superiores a lo reportado para
otros moluscos (Sobrino et al., 2007).

El incremento en la concentracion de metales pesados es una potencial fuente de
intoxicacion para los habitantes de las zonas costeras y con efectos nocivos para las
especies marinas, como ocurrio en la bahia de Minamata, Japon, donde el consumo
de peces contaminados por Hg causo el envenenamiento y muerte de los pescadores
del lugar; donde aun se reportan concentraciones de mercurio en los peces debido a

la persistencia de este metal.
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3.5 Cromo

El cromo es el sexto elemento mas abundante de la corteza terrestre sin embargo, no
se encuentra como cromo elemental sino en combinacién con otros elementos
formando minerales como la cromita (FeCr,0,), crocoita (PbCrO,) y uvarovita
(CasCr,(Si0,)s). ElI cromo puro se obtiene por reduccién del 6xido de cromo con
aluminio, por medio de la electrdlisis o0 a través del ioduro crémico. El cromo elemental
carece de toxicidad, pero sus productos de oxidacion (acido cromico y sus sales de

cromatos y dicromatos) son altamente toxicos.

Propiedades

El cromo es un elemento quimico de ndimero atomico 24, tiene una configuracion
electrénica 1s? 2s?2p° 3s?3p®3d°4s’. El cromo es el cuarto elemento toxico, tiene
multiples estados de oxidacion (VI, V, IV y lll) y de estos dependen sus efectos
biolégicos.

El Cr (Ill) y Cr (VI) son las especies mas estables y abundantes que se utilizan y
producen como resultado de las actividades industriales, por lo que representan un
importante contaminante ambiental (Barnhart, 1997).

Se sabe que el Cr (VI) es mas toxico que el Cr (lll) debido a su mayor solubilidad en
agua, ademas el cromo en su estado de oxidacion 6+ o Cr (VI) es un anion que
dependiendo del pH puede formar CrO,* o Cr,0-*.

El Cr (VI) es un analogo estructural del sulfato y fosfato, debido a que el CrO4*
presenta una estructura tetraédrica semejante a los oxianiones de sulfato (SO,> y
fosfato (HPO4%), por lo que el CrO4* se mimetiza con el SO, y utiliza sus sistemas de
transporte para entrar al interior de las células (Banerjee et al., 2008; Garcia, 2009).

El Cr (lll) se encuentra en forma de Oxidos, hidréxidos o sulfatos, los cuales son
insolubles a pH cercano a 5.5; y se encuentra unido a frecuentemente a materia
organica en suelos y ambientes acuéaticos. El Cr (VI) es un fuerte agente oxidante y en
presencia de materia organica es reducido a Cr (lll); esta transformacion es mas

rapida en ambientes acidos (Cervantes et al., 2006).
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Usos y aplicaciones

El cromo es un metal pesado muy utilizado en las industrias metallrgicas (cromado,
galvanizado), en industrias procesadoras de cemento, en el curtido de pieles, en la
preparacion y uso de pinturas, esmaltes, tintas y material fotografico, en aleaciones
de metales, también se utiliza en la agricultura para la fabricacion de algunos
insecticidas. La inadecuada disposicion de los residuos con cromo puede elevar las
concentraciones por encima de los valores naturales y/o permisibles (Cano et al.,

2002) y causar efectos nocivos en el ambiente y al ser humano.

Toxicidad

Debido a su amplia gama de aplicaciones industriales, el cromo se ha convertido en
uno de los principales contaminantes de suelos y organismos acuaticos (Zayed y
Terry, 2003). La concentracibn maxima de cromo en el ambiente esta regulada por la
Norma Oficial Mexicana (NOM-001-ECOL-1996) debido a sus propiedades altamente
toxicas. Los efectos toxicos del cromo dependen de su estado de oxidacién. Los
compuestos de Cr (VI) son altamente toxicos y mutagénicos porque puede entrar a la
célula a través de transportadores de sulfato, una vez dentro de la célula, son
reducidos por el glutation, el acido ascorbico, la cisteina y la histidina (De Flora et al.,
1989) hasta formar compuestos estables de Cr (lIl); lo que provoca la generacion de
radicales hidroxilo, peréxido y especies reactivas de oxigeno (ROS) que causan una
amplia variedad de dafios al DNA, principalmente aductos DNA-Cr, muerte celular
apoptaotica y altera la expresion de genes (Cervantes, 1991; Devars et al., 2000).

El Cr (Ill) es relativamente inocuo ya que es insoluble y se asume que no puede
atravesar membranas (De Flora et al.,, 2000). Ademés, es muy importante en el
funcionamiento de la insulina y requerido en el metabolismo normal de proteinas,
grasas y carbohidratos, es facil encontrarlo en forma de sales en suplementos
dietéticos como micro nutrimento; sin embargo, el consumo cronico de estas sales

provocan nefrotoxicidad (Mertz, 1992).

Absorcién y metabolismo
La exposicion a bajas concentraciones puede irritar la piel y causar ulceracion. La

exposicion a largo plazo causa rinitis, dolor nasal, laringitis, Ulcera nasal, bronquitis,
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alteracion de olfato, hemorragia nasal, perforacibn del tabique nasal, fibrosis
pulmonar, cancer del pulmén, dafio en riidbn e higado y problemas en el sistema
circulatorio y el tejido fino nervioso.

En seres humanos, el Cr (VI) se absorbe principalmente por via area, a través de la
piel y por ingestion via oral; después de la inhalacién el cromo se absorbe hacia el
sistema circulatorio, es transferido al sistema gastrointestinal o permanece en los
pulmones. La cantidad de cromo que se absorbe y la velocidad de absorcion por
respiracion dependen den las condiciones de la mucosa bronquial y membranas
alveolares, asi como del estado de oxidacion (Franchini et al., 1978).

Tanto el Cr (lll) como el Cr (VI) viajan a través del torrente sanguineo unidos a
aminoacidos, acidos organicos y proteinas plasmaticas como las globulinas. Se ha
sugerido que el Cr (lll) también puede atravesar la membrana pero con una eficiencia
muy baja, de hecho los complejos de Cr (lll) unidos a ligandos de bajo peso molecular
tienen mayor probabilidad de entrar a la célula (Ledezma, 2006).

En particular, el cromo hexavalente es transportado a los 6rganos con mayor irrigacion
como los pulmones, rifion, higado y bazo), son los que mas lo acumulan y en
consecuencia son los mayormente afectados. En riidn ocasiona insuficiencia renal
aguda, debido a que produce la disfuncionalidad y muerte de las células del tabulo
proximal.

El cromo es eliminado lentamente por su union con ligandos que provocan su
reduccion y es liberado hacia el torrente sanguineo para su excrecion por via renal-
urinaria, en donde es reabsorbido a nivel tubular y el porcentaje excretado es cerca
del 1% (Cruz, 2008).

En organismos acuéaticos, el cromo se acumula frecuentemente por lo que resulta un
riesgo potencialmente téxico el consumo de pescado, moluscos o almejas expuestos
a altos niveles del cromo (Sobrino, 2007).

En plantas el cromo (VI) que se incorpora es convertido inmediatamente a Cr (lll) en
las raices, por la Fe (lll)-enzima reductasa. De hecho en retofios y raices de varios
cultivos comestibles, incluyendo cereales, leguminosas y apio solo se ha detectado la
forma trivalente (Zayed y Terry, 2003). El cromo interfiere con diversos procesos

metabolicos causando disminucién en el crecimiento de raices y biomasa, clorosis,
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alteracion de la fotosintesis y finalmente muerte de la planta (Sharma et al., 2003;
Panda y Choudhury, 2005).

En algas el cromo causa diferentes efectos toxicos, siendo la inhibicion en el
crecimiento el principal efecto observado en Chlorella sp, Chlorella pyrenoidosa,
Cladophora glomerata, Scenedesmus sp, Microcystis sp, Thalassiosira pseudonana,
Skeletonema capricornutum y Ulothrix fimbriata; mientras que en Euglena gracilis Z

causa un retardo en el crecimiento (Devars, 2008).

3.6 Técnicas de remediacion para laremocion de metales pesados

En la actualidad existen diferentes tecnologias que mediante procesos quimicos,
fisicos o biologicos tienden a reducir la toxicidad, movilidad o concentracion de
materiales 0 contaminantes presentes en el ambiente. En general estas tecnologias
buscan alterar la estructura quimica del contaminante, aprovechando sus propiedades
fisicas 0 quimicas como la volatilizacion, solubilidad, carga eléctrica, etc.

Algunos de los tratamientos térmicos o fisicoquimicos utilizados para la remediacién
de sitios contaminados resultan muy costosos e ineficientes a bajas concentraciones
del metal o causan graves dafios al ambiente, debido a las grandes cantidades de
acido que se deben utilizar para realizar una lixiviacion quimica. En cambio es mas
sencillo y econémico realizar una lixiviacion efectuada por bacterias como Thiobacillus
ferrooxidans (Devars, 2008).

Muchas de las técnicas utilizadas son poco rentables, por lo que se requiere el
desarrollo de tecnologias capaces de reducir la concentracion de metales en cuerpos
de agua a niveles aceptables y a costos accesibles. Por lo que en la actualidad, se ha
utilizado el potencial de ciertos organismos (plantas, hongos, bacterias) para degradar,
transformar o remover los contaminantes ambientales.

Las estrategias de biorremediacion son alternativas simples, viables, competitivas en
costos y eficiencia, ademas de ser amigables con el ambiente (Volke y Velasco,
2002); las cuales se han aplicado en el tratamiento de aguas residuales desde hace

mucho tiempo (Devars, 2008).

16



3.7 Biorremediacion

El término biorremediacion se define como la biotransformacion, acumulaciéon vy
concentracion de contaminantes mediante el uso de organismos, lo cuales son
capaces de realizar reacciones de oxido-reduccion, secuestrar iones metélicos
mediante procesos de adsorcién o absorcion; asi como por la sintesis de compuestos
como glutation, fitoquelatinas (FQ) y acidos organicos como respuesta a niveles
toxicos de metales pesados.

Los procesos de biorremediacion se han utilizado con éxito para tratar suelos, lodos y
aguas contaminados con compuestos organicos (hidrocarburos de petrdleo, benceno
y tolueno, clorofenoles, etc.) e inorganicos como Cd, Cr (VI), Co, Cu, Pb, Ni, Sey Zn
de manera eficiente (Vidal, 2009). Ademas, ofrece ventajas sobre los procedimientos
no bioldgicos para remover metales pesados, ya que los tratamientos de aguas
contaminadas se realizan mediante la introduccién de organismos disefiados o
seleccionados para retener contaminantes. Estas técnicas se producen a costos
relativamente bajos, ofrecen alta selectividad y afinidad por metales pesados, la
capacidad de tratar grandes volumenes de agua o residuos y sobre todo la capacidad
de funcionar bajo diferentes condiciones de temperatura, pH y presencia de otros
iones (Devars, 2008).

La biorremediacion se ha extendido a la utilizacién de muchos microorganismos con el
fin de proponer nuevos modelos. Lo que implica que el modelo biologico en estudio
debe tener la capacidad de disminuir la concentracion de los metales pesados del
medio. Por lo tanto, la capacidad de organismos utilizados en la biorremediacion esta
relacionada con los mecanismos de resistencia que puedan expresar o utilizar para

vivir en dichas condiciones.

3.8 Mecanismos de resistencia a metales pesados

Actualmente se utilizan como modelo de estudio diferentes organismos (plantas,
hongos, protozoarios y bacterias) para descontaminar ambientes alterados por
metales pesados.

En general, estos organismos muestran diferentes mecanismos de resistencia contra

los metales toxicos como: 1) enlazamiento externo, 2) transporte disminuido, 3)
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expulsién activa, 4) acumulacion y compartimentacion, 5) biotransformacion y 6) la

quelacién externa, entre otros (Rodriguez-Zavala et al., 2007).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia a metales pesados que se han reportado para diferentes
organismos. Modificado de Rodriguez-Zavala et al., 2007.

Enlazamiento externo

Consiste en la union del metal a la pared celular y a la cara externa de la membrana
plasmatica, con lo cual se impide el paso de éste hacia el interior celular. Se ha
reportado que las microalgas producen sustancias organicas extracelulares como
grupos amino, fosforilo, sulfidrilo y carboxilo que proveen a la superficie celular de

sitios para el intercambio iénico (Mendoza, 2000).

Transporte disminuido

La captacion de metales esenciales o no esenciales a la célula puede estar mediada
por sistemas de transporte de cierta especificidad o ser el resultado de una difusién
pasiva. Por lo que la disminucion en el transporte puede atribuirse a: 1) Alteracién de
la permeabilidad de la membrana: los cambios en la composicion o arreglo molecular

de la membrana previenen la difusion pasiva de iones, 2) Disminucion en el nimero
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de transportadores. Esto provoca una disminucién en la captacion de nutrimentos y
compuestos esenciales (Devars, 2008),

Se ha descrito que en algas o bacterias se reduce el transporte del metal a través de
la membrana celular (Cervantes y Moreno, 1999). Este mecanismo carece de interés

biotecnolégico, pues no conduce a la acumulacion del metal (Cervantes et al., 2006).

Expulsion activa

Consiste en la expulsion de las especies nocivas del citoplasma celular a través de
sistemas que expulsan iones derivados de cadmio, cobalto, cobre, niquel, plata, plomo
y zinc. Entre los que se encuentran: 1) Las proteinas facilitadoras de cationes (CDF),
los cuales expulsan los sustratos al espacio peripldsmico, asociado a un proceso
quimiosmoético que involucra el intercambio con protones en el cual participan residuos
de histidina, aspartato y glutamato, 2) Las ATP asas tipo P estos transportadores de
metales son energizadas por la hidrélisis del ATP. Los transportadores de la familia
RND, estas se asocian con una pareja de polipéptidos auxiliares: una proteina
pequefia de la membrana externa y una proteina periplasmica que une (o fusiona) a
las membranas interna y externa

También existen los sistemas de expulsion de aniones, se encuentran los
transportadores que expulsan a los oxianiones derivados de arsénico y de cromo e
incluyen tanto sistemas quimiosméticos como relacionados con ATPasas (Cervantes
et al., 2006). El sistema de expulsién del oxianion téxico cromato (CrO4%) se identifico
en plasmidos de Pseudomonas aeruginosa y de C. metallidurans que codifican la
proteina ChrA (Cervantes et al., 2001).

Acumulacién y Compartimentacion

Una vez que el metal pesado ha ingresado a la célula, éste permanece en el interior
de la célula enlazado a compuestos celulares (metalotioninas vy fitoquelatinas, citrato,
malato, oxaloacetato, sulfuro, fosfato, polifosfatos) que inactivan al metal y son
compartimentados en organelos (mitocondrias, cloroplastos o vacuolas) formando
compuestos de alto y bajo peso molecular, lo que disminuye su toxicidad.

Existen reportes de que Medicago sativa (alfalfa) tiene la capacidad de acumular Cd
(1), Cr (VI), Cu (1), Ni (I) y Zn (II) (Peralta et al., 2001). Las plantas de Brassica juncea
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(mostaza de la India) pueden acumular Pb (1), Sr (1), Cd (I1), Ni (Il) y Cr (VI) Schiavon
et al, (2008).

Se ha reportado que el cromato entra a la célula a través de los transportadores de
sulfato y fosfato, mientras que el cromo trivalente no puede atravesar las membranas
biologicas. Sin embargo, no se encontrd diferencia entre la acumulacion de Cr (lll) y
Cr (VI) en Phaseolus vulgaris y Triticum aestivum L. (Cervantes et al., 2001). También
en Vigna radiata (frijol) expuesto a Cr (lll) y Cr (VI) se encontrd que la acumulacion de
cromo fue mayor con Cr (Ill) que con Cr (VI); ademas se observo mayor disminucién
de la longitud de la raiz en los cultivos expuestos a cromo trivalente (Banerjee et al.,
2008).

Biotransformacién

Consiste en la reduccion, oxidacién o alquilacion del metal mediante enzimas que
modifican el estado redox de los metales o metaloides, Existen reportes de que
Chlorella es capaz de llevar a cabo la reduccién quimica del Hg** a Hg® mediante una
actividad enzimatica inducida por la luz.

La biotransformacion de cromo hexavalente a la forma trivalente supuestamente
menos toxica por agentes bioldgicos ofrece una alternativa viable. Se ha descrito el
potencial de varias cepas bacterianas para reducir cromato, con la finalidad de
desarrollar procesos microbiolégicos para la desintoxicacion de aguas contaminadas
(Ohtake et al, 1987; Cervantes 1991; Shakoori et al, 2000.) y se ha considerado
econdmico, seguro y sostenible (Eccles, 1999).

Las células de Enterobacter cloacae HO1 son capaces de reducir cromo hexavalente
(cromato, CrO4%) anaerébicamente mediante una actividad enzimatica asociada a la

membrana (Wang et. al, 1990).

Quelacioén interna o externa

Este mecanismo de quelacién se lleva a cabo tanto en el interior como en el exterior
de la célula para detoxificar los metales pesados, mediante un incremento en la
sintesis de moléculas para inactivar al metal a través de la formacion de complejos de

alto y bajo peso molecular.
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Con esto, el metal queda inmerso en una interaccion quimica que lo mantiene en
equilibrio electrénico (acomplejado), pero que no lo deja fuera del metabolismo porque
aun esta en el citoplasma de la célula y sigue siendo potencialmente toxico.

Los metales pesados muestran gran afinidad por determinados grupos funcionales
como principales ligandos, como grupos sulfidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e
hidroxilo, acidos organicos como citrato, oxaloacetato y malato.

El incremento en la sintesis de moléculas con grupos tiol como cisteina (Cys), sulfuro
(S?), glutation (GSH) y fitoquelatinas (FQ) en algas, protozoarios y hongos o
metalotioninas en bacterias, hongos, invertebrados y mamiferos como una respuesta
al estrés causado por metales. Estas moléculas son utilizadas para inactivar
peroxidos, radicales libres y metales pesados (Avilés, 2001).

El GSH es una molécula clave en el balance del estado oxidativo de la célula, debido
a que juega un papel doble en la proteccion contra metales; por una parte, secuestra
al metal y es también precursor de FQ y por otro lado, protege contra el dafio inducido
por estrés oxidativo (Navarro, 2007; Devars, 2008). Esta constituido por tres
aminoacidos: glutamico (Glu), cisteina (Cys) y glicina (Gly), unidos por enlaces
peptidicos (y-GluCysGly).

La forma reducida del GSH representa el mayor compuesto intracelular con grupos
sulfidrilos transferibles (Avilés, 2001), se encuentra en mayor concentracion que la
forma oxidada (disulfuro de glutation- GSSG).

Los &cidos organicos se han asociado con la hiperacumulacién y tolerancia de una
gran variedad de plantas y se han propuesto como importantes quelantes para Zn, Cd
y Ni (Haydon y Cobbett, 2007). Existen reportes de que en presencia de aluminio
Lespedeza bicolor secreta malato y citrato como mecanismo de resistencia (Ying et
al., 2008). Pseudomonas aeruginosa muestra incremento en la concentracion interna

de citrato e incrementa la secrecion de citrato (Feng et al., 2001).
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3.9 Euglena gracilis

Euglena gracilis es un organismo ampliamente distribuido en cuerpos de agua
contaminados por metales debido a la descarga de efluentes industriales (cementeras,
acereras y curtidoras entre otras) y drenajes acidos de la actividad minera
(Hargreaves et al., 1975). En condiciones de laboratorio, Euglena gracilis tiene la
capacidad de crecer en medios de cultivo utilizando diversas fuentes de carbono como
acidos organicos (glutamato+malato o lactato), extractos de levadura o peptona y
etanol.

E. gracilis es un organismo fotoheterotrofico, es decir, presenta actividad fotosintética
y también tiene la capacidad de crecer en la oscuridad a través de la actividad
mitocondrial (heterotréfico). Euglena gracilis tiene la capacidad de resistir altas
concentraciones de metales pesados y ha mostrado como mecanismos de resistencia
la biotransformacién de Hg y la acumulacién de cadmio a través del aumento en la
sintesis de moléculas con grupos tiol y su compartimentacion en cloroplastos y
mitocondrias (Devars et al., 1998, 2000; Avilés et al., 2003; Mendoza-Coézatl et al.,
2005; Rodriguez-Zavala et al, 2007); por lo que se le considera como un potencial
biorremediador de cuerpos de agua contaminados.

Se ha propuesto que Euglena gracilis es capaz de reducir el Hg®* a Hg° como
mecanismo para detoxificar el mercurio, ademas de un incremento en el contenido de
glutation en la célula (Devars et al., 2000). En células de E. gracilis expuestas por
varias generaciones a una dosis ligera de mercurio se incrementé su resistencia a un
estimulo posterior con cadmio (Avilés et al., 2003). En estos estudios se encontré que
existe la biotransformacién del Hg* a Hg° la compartimentacién del cadmio en
mitocondrias y un aumento en los niveles de malato, cisteina, glutation intracelular e
intramitocondrial. La resistencia a un metal no suele conferir resistencia a otro metal
diferente. Sin embargo, existen casos de co-tolerancia en diversos tipos de algas. En
Euglena gracilis la pre-exposicion a Hg confiere mayor resistencia a cadmio (Avilés et
al., 2003).
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4 Antecedentes

Antecedentes directos de nuestro grupo de trabajo muestran que en cultivos en
presencia de K,CrOy4, E. gracilis fotosintética exhibe una reduccion extracelular del
cromato independiente del medio de cultivo (Garcia-Garcia et al., 2009). En la cepa
heterotréfica cultivada en medio GME (glutamato, malato, etanol) a pH 7.0 donde se
produce una densidad celular de hasta 35 + 8x10° células/mL debida a la adicién de
etanol (Jasso-Chavez et al., 2010), se encontré que el etanol y el glutamato son los
principales sustratos utilizados (90 y 60% consumido, respectivamente), mientras que
el malato solo se consume un 40%. Sin embargo, en células cultivadas en presencia
de cromato, el consumo del malato es <20%, incluso los resultados mostraron una

concentracion de malato mayor a la inicial (Fig. 2). .
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Figura 2. Efecto del cromo sobre el consumo de la fuente de carbono en E. gracilis heterotrdfica.
Modificado de Jasso-Chavez et al., 2010.
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5 Justificacion

En la actualidad, el constante incremento en la concentracion de cromo en suelos y
sistemas acuaticos ha causado graves problemas de toxicidad no sélo en mamiferos
(Sudhakar et al., 1991), sino también en los sistemas acuaticos.

Debido a que los métodos convencionales para el tratamiento de residuos téxicos de
cromato requieren grandes cantidades de productos quimicos y energia, resultan
inadecuados para los residuos generados a pequefia escala, mientras que la
biotransformacion de cromo (VI) a cromo (lll), supuestamente menos téxico, mediante
agentes biologicos ofrece una alternativa viable para desintoxicar ambientes
contaminados. Se ha descrito el potencial de varias cepas bacterianas para reducir
cromato con la finalidad de desarrollar procesos de desintoxicacién microbioldgica de
aguas contaminados (Ohtake et al, 1987; Shakoori et al 2000), ya que son
considerados econdmicos, seguros y viables.

Por lo anterior, surge la necesidad de encontrar microorganismos con la capacidad de
sobrevivir en ambientes contaminados por cromo, para su potencial uso en
biorremediacion.

Las algas y protistas como Euglena gracilis pertenecen a un selecto grupo de
organismos con una capacidad demostrada para resistir y acumular metales pesados
(Rodriguez-Zavala et al. 2007). De hecho, E. gracilis es capaz de acumular cadmio,
zinc, plomo, mercurio y cromo, entre otros. Asi, Euglena gracilis es un modelo de
estudio que ha sido propuesto como un potencial biorremediador de aguas
contaminadas, ademas de que su capacidad de adaptacion a diferentes medios de
cultivo facilitan su utilizacion en el laboratorio.

Se debe considerar que en la literatura y la mayoria de los trabajos publicados,
Unicamente se determina la toxicidad del cromo en algunos organismos y son pocos
los trabajos sobre el estudio de los mecanismos de resistencia en E. gracilis
heterotréfica en presencia de cromo, esto es importante porque los mecanismos son

especificos para cada metal y dependen del organismo.
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6 Hipotesis

La exposicion a Cr (VI) en cultivos de Euglena gracilis originara un incremento en la
sintesis de grupos tiol, la induccion de la secrecion de malato y la expresion de una

enzima capaz de reducir el cromato a Cr(lll) que resultara menos toxico a la célula.

7 Objetivo general

Determinar los mecanismos de resistencia de Euglena gracilis para contender contra

la toxicidad del cromo.

7.1 Objetivos particulares

Determinar la toxicidad del Cr (VI) y Cr (lll) en cultivos de Euglena gracilis en
presencia y ausencia de malato.

Medir la sensibilidad a cromo (ICx).

Cuantificar la reduccion de Cr (VI) en el medio de cultivo.

Determinar los mecanismos de resistencia:

e Compartimentacion: Cuantificar la acumulacion de cromo intracelular e
intramitocondrial en células cultivadas en presencia de Cr (VI) y Cr (llI).

e Biotransformacion: Determinar la existencia de una enzima con capacidad de
reducir al Cr (VI) a Cr (llI).

e Enlazamiento extracelular: Cuantificar la secrecion de malato.

¢ Enlazamiento intracelular: Determinar el contenido de moléculas con grupos tiol

(Cys, GSH, y-EC y tripanotion) en presencia de Cr (VI) y Cr (lII).
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8 Metodologia

8.1 Medio de cultivo

La composicién del medio de cultivo se modificé del protocolo original (Greenblatt y
Schiff, 1959; Jasso-Chavez et al., 2010). A continuacion se indica la composicion, en
g / L, (NHz)2HPO,4, 0.1; MgSOy, 0.17; KH,POy4, 0.4; ZnSO,4 * 7H,0, 0.04; MnSO, *
4H,0, 0.04; NazMoO, * 2H,0, 0.01; CoCl, « 6H,0, 0.0008; CuSO, * 5H,0, 0.004 y
HsBO3, 0.003. La fuente de carbono estuvo compuesta por 34 mM de glutamato, 15
mM de malato y 177 mM de etanol. El medio se esterilizé por autoclave 45 minutos a
20 libras de presion y antes de sembrar las células se adicion6 una solucién de
vitaminas al medio, en mg / L, tiamina, 0.1; FeCls, 0.5; y cianocobalamina (B12),
2x10; y también se adicioné CaCl, (0.043 g / L). Las vitaminas y el calcio fueron

previamente esterilizadas por filtracién (diametro de poro de filtro 0.22 um).

8.2 Condiciones de cultivo

Se utilizaron cultivos axénicos de Euglena gracilis heterotréfica mantenidos en la
oscuridad durante varios afios, a partir de los cuales se realizaron curvas con cromo
en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio GME (glutamato, malato y
etanol) y 100 mL GE (glutamato y etanol) a pH 7.0, incubados en la oscuridad con
agitacion orbital a 125 rpm y 25 °C; en estos cultivos se determind densidad celular,

viabilidad, cromo intracelular, el contenido de ascorbato y moléculas con grupos tiol.

También se realizaron cultivos de 1 L tanto en medio GME y GE en presencia y
ausencia de Cr (VI) y Cr (lll) para el aislamiento de fracciones sub-celulares en las que
se realizaron ensayos enzimaticos (ver esquema 1). Las células en medio GME fueron
transferidas y cultivadas por al menos 18 generaciones en medio GE antes de realizar
los experimentos, considerando un tiempo de duplicacion para E. gracilis de 16 h,

calculado a partir un cultivo GME control (Jasso-Chéavez et al, 2010).
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8.3 Efecto del malato sobre el crecimiento celular y la toxicidad de
cromo

Se realizaron cultivos de Euglena gracilis heterotréfica en medio GME y GE, con la
adicion de diferentes concentraciones de Cr (VI) (de 5 a 250 uM) a partir de una
solucion 100 mM K;CrO4 y con Cr (lll) a partir de una solucién de 100 mM CrCls. Las
concentraciones de Cr (lll) utilizadas en el medio GE fueron de 1 a 100 uM, mientras
que en medio GME se utilizé una sola concentracion de 250 uM de Cr (llI).

Los cultivos se iniciaron con una concentracion de 0.6x10° células/mL y se
mantuvieron por 7 dias hasta alcanzar la fase estacionaria. Las células se contaron al
7° dia de cultivo utilizando una camara de Neubauer (previamente 100 uyL de las
células se inmovilizaron con HCI al 0.2%).

Se determiné la viabilidad celular utilizando azul tripano al 0.5% (p/v) después de
incubar 100uL de células por 5 min a temperatura ambiente.

Las células se cosecharon por centrifugacién (~50x10° células) en medio GME y GE
expuestas a Cr (VI) y Cr (lll), se lavaron tres veces por centrifugacion con una
solucion que contiene 120 mM KCI, 20 mM MOPS y 0.5 mM EGTA a pH 7.2 (Buffer
KME) y después del tercer lavado el pellet se resuspendié en 1 mL del mismo buffer.
Estas células se almacenaron a -72°C con 1mM de DTT para la determinacion de la

acumulacion de cromo y el contenido de metabolitos (ascorbato y grupos tiol).

8.4 Determinacion de cromo (VI) en el medio de cultivo

Para la cuantificacion de Cr (VI) se utiliz6 una reaccion colorimétrica con
difenilcarbazida (DFC). Este reactivo se preparé disolviendo 100 mg de
difenilcarbazida en 50 mL etanol 95% (Solucién A). Por otro lado se mezclé 20 mL de
H,SO, concentrado en 180 mL de H,O destilada (Soluciébn B). Finalmente se
mezclaron las soluciones Ay B (Garcia-Garcia et al, 2009).

Al 7 dia de cultivo, se tomaron alicuotas de 0.5 mL del sobrenadante de cada uno de
los cultivos en los medios GME y GE expuestos a K,CrO4 y se mezclaron con 0.5 mL
de difenilcarbazida, se homogeniz6 la mezcla y se midio la absorbancia de la mezcla a
540 nm. Para la calibracion, se utilizé un estandar comercial de 0.1% Cr (VI) (Sigma,

México). Se determind que la reaccién es lineal hasta los 50 nmol Cr (V).
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8.5 Determinacion de la acumulacion de cromo intracelular e
intramitocondrial

Para la determinacién de cromo intracelular se utilizaron ~50x10° células cosechadas
por centrifugacion y almacenadas a -72° C con 0.5 mM de DTT (estos cultivos fueron
utilizados también para determinar el efecto del cromo sobre la densidad celular).
Después de cada uno de los lavados con KME, se tomo un 1 mL del sobrenadante
para cuantificar el cromo desprendido durante cada uno de los lavados y con ello
verificar que el cromo cuantificado era solo cromo intracelular y no el adsorbido a la
membrana celular. Las muestras fueron almacenadas a -72°C.

También se tomd una alicuota de la fraccién mitocondrial aislada (30-40 mg de
proteina), a partir de un cultivo de células cultivadas en ausencia (control) y en
presencia K,CrO; o CrCl;z (ver aislamiento de fracciones sub-celulares) para
cuantificar el cromo compartimentado en la mitocondria.

Las células o las mitocondrias aisladas, se rompieron mediante una digestién acida
con H,SO4 + HNO3 (1:3) y calentamiento durante 2 horas a 100 ° C. Las muestras se
llevaron a 5 mL con H,O mili-Q. EI cromo se midi6 por espectrofotometria de
absorcion atomica 6 AAS (Atomic absorption spectroscopy) en el equipo Varian
Spectra AA 640, a una longitud de onda de 357.9 nm y usando una mezcla de Aire:
Acetileno a un flujo de 13.5:4.5 L/min (Garcia-Garcia et al, 2009). La concentracion de
las muestras se obtuvo de la interpolacion en una curva patron con 0.5, 0.1, 0.15y 0.2
ppm de cromo.

Se debe mencionar que esta técnica no discrimina entre Cr ® y Cr **, por lo que la
lectura obtenida se reporta como cromo total de la muestra (Cr total).

8.6 Aislamiento de fracciones sub-celulares

Se realizaron cultivos de 1 L con un inéculo de 0.6x10° células/mL en medio GME
(control y expuestos a 25uM K,CrQ,4) y en medio GE (células control y células+ pulso
con 100 uM de K,CrO4, CrCls y H,0,, respectivamente). Los cultivos de
células+pulso se cultivaron por 5 dias hasta llegar a la fase estacionaria temprana y al
dia 5 se adiciond un pulso de 100uM de K;CrO4, CrCl; y H,O, y se mantuvo asi por
48h.
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Los cultivos de células control, expuestas a Cr (VI) o Cr (lll) se cosecharon a los 7
dias y se lavaron dos veces por centrifugacion con un buffer que contiene 250 mM
sacarosa, 10 mM Hepes 'y 1 mM EGTA a pH 7.2 (buffer SHE). El boton celular (aprox.
1x10° células) se resuspendi6 en 50 mL de buffer SHE + 0.1% BSA deslipidada, se
transfirid6 25 ml de esta suspension celular a un vaso de precipitados, las células se
rompieron por sonicacion utilizando tres pulsos de 12 segundos con intervalos de 1
min con un sonicador (Branson Sonifier 450) al 75% de intensidad maxima, con una
punta de 1 cm de didmetro. EI homogeneizado fue centrifugado a 280 g durante 10
min para separar los organelos liberados (sobrenadante 1) de las células rotas por la
sonicacion (pellet). El pellet se desechd, mientras que el sobrenadante 1 fue
centrifugado a 8000 g para separar la fraccion mitocondrial (pellet 2) y la fraccion
citosdlica y microsomal (sobrenadante 2).

El sobrenadante (2) fue centrifugado a 105 000 g durante 45 minutos a 4 ° C,
mientras que el pellet (la fraccion mitocondrial) se lavé con 25 mL de buffer SHE, se
centrifugd otra vez y se resuspendié en un volumen minimo de buffer SHE en
presencia de BSA al 0.2%, y se guardd a -72°C para cuantificar proteina y cromo
intramitocondrial.

El sobrenadante 3 (fraccidn citosolica) y el pellet (fraccion membranal) obtenidos de
esta centrifugacion, se resuspendieron y se lavaron con 30 mL de una solucién con 50
mM Hepes y 10 mM de MgCl, por centrifugacion a 105, 000g durante 30 minutos a 4
°C (Jasso-Chévez et al., 2010).

Las mitocondrias fueron utilizadas para experimentos de acumulacién de cromo
intramitocondrial y junto con la fraccion citosolica y membranal se utilizaron en fresco
para realizar los ensayos enzimaticos.

El contenido de proteina en la mitocondria, el citosol y la fraccibn membranal se
determinaron utilizando el método de Biuret utilizando BSA como estandar (Jasso-
Chavez et al., 2001).
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Ensayos enziméaticos

8.7 Actividad de la enzima cromato reductasa

Se aislo la fraccién citosélica y membranal de células control y células cultivadas con
25 uM K,CrO4 en medio GME (ver aislamiento de fracciones sub-celulares), asi como
de células+pulso 100 uM K,CrQq4, CrClzy H,O, en medio GE.

Para determinar si E. gracilis contaba con una enzima capaz de reducir el cromato, se
realiz6 un experimento en el que se utilizo inicialmente NADH, o cisteina o ascorbato
como donadores de electrones, pero se encontré que los primeros dos produjeron una
alta reduccion espuria, sin embargo; se encontré que la reduccién espuria producida
por el ascorbato solo ocurria a bajas concentraciones de Cr (VI), por lo que se realiz6
un experimento paralelo sin proteina (como control) y los valores se restaron de los
obtenidos con la proteina.

Se realiz6 un ensayo enzimatico para cuantificar la reduccion de cromato, utilizando la
fraccion citosélica y membranal de células control y cultivadas en 25 uM K,CrO4 (2-5
mg proteina), se resuspendio en 450 yL de buffer KME + 10 mM MgCl,, se adicion6
5uM de PMS, 200 uM de ascorbato como donador de electrones y se incubo a 25°C
en agitacion constante (125 rpm). La reaccion se inicid mediante la adicién de 200uM
de ascorbato y 100 uM Cr (VI), la reduccion se midio a varios tiempos y se detuvo con
la adicién de 0.5 mL DFC disuelto en acido sulfdrico.

Para determinar la naturaleza proteica de la reduccion de Cr (VI), la fraccion citosélica
de células expuestas a 25 uM K,CrO,4 se incubo en: acido, a 80 ° C, con 1.8 M de urea
o con 1 mg/mL de proteasa durante 10 minutos y se determind la actividad para
reducir cromato.

El Cr (VI) remanente se cuantifico por espectrofotometria a 540 nm.

La actividad de esta enzima y la determinacion de los parametros cinéticos se llevaron
a cabo mediante la incubacion de 50 pL de las fracciones citosélicas y membranales
(2-5 mg de proteina) en 0.45mL de buffer KME +10 mM MgCl,, utilizando ascorbato
como donador de electrones y a diferentes concentraciones de K,CrO4 (5,10, 25, 50,
100, 250, 500 y 1000 uM) durante 10 min a 25°C y en agitacion constante (125 rpm).
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8.8 Cuantificacion de ascorbato

Para la determinacién de ascorbato intracelular se utilizaron ~50x10° células que
fueron cosechadas por centrifugacion y almacenadas a -72° C con 0.5 mM de DTT
(estos cultivos se utilizaron también para determinar el efecto del malato sobre la
densidad celular y la toxicidad a cromo). Las células se rompieron con 3% (v/v) de
acido perclérico (PCA) frio, se agitaron en un vortex durante 1 minuto, se centrifugaron
a 4 °C a 20000 g en una microcentrifuga. El sobrenadante se ajusto a un pH de 5.5-6
con 3 M KOH/0.1 M Tris y fue centrifugado nuevamente. Los sobrenadantes (extractos
celulares) se incubaron con un exceso de NaBH,4 durante 10 minutos para asegurar la
reduccion total de ascorbato y se utilizé inmediatamente para determinar el contenido
de ascorbato total, mediante el uso de ascorbato oxidasa comercial, como se muestra

a continuacion:

Ascorbato oxidasa
Ascorbato + O, » DHA +H,O

El oxigeno consumido por la ascorbato oxidasa se estimd polarograficamente
utilizando un electrodo de tipo Clark y una solubilidad del oxigeno de 420 nano atomos
gramo de oxigeno mL™ (210 mM O,) a 2240 m de altitud y 25 °C (Jasso-Chavez y
Moreno Sanchez, 2003).

8.9 Determinacion de la secrecion de malato

Para cuantificar la secrecion de malato se tomaron alicuotas de las curvas en medio
GE durante diferentes dias del crecimiento, se centrifugaron para descartar las células
y el sobrenadante fue congelado a -72° C hasta su uso.

Para la secrecion de malato en tiempos cortos, se incubaron células control de 7 dias
de cultivo lavadas con KME en presencia y ausencia de 100 uM de Cr (VI) y Cr (1), se
incubaron en un buffer que contiene 50 mM Hepes, 10 mM de MgCl, a pH 7.0 y se
tomaron alicuotas a diferentes tiempos. Se centrifugaron para descartar las células y

el sobrenadante se utilizé para la cuantificacion malato.
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La concentracién de malato intracelular se determind usando ~50x10° células, las
muestras fueron tratadas con PCA como se describio antes (cuantificacion de
ascorbato). El contenido de malato se determiné por espectrofotometria a 340 nm,
afiadiendo 20-50 uL de cada uno de los sobrenadantes en 2 mL de buffer 400 mM de
hidrazina y 400 mM de glicina a pH 9.0, 0.5 mM NAD" y 10 U de malato
deshidrogenasa comercial.

La malato deshidrogenasa cataliza la oxidacion del L-malato a oxaloacetato en

presencia de NAD" de acuerdo a la siguiente reaccion:

L-Malato + NAD" Malato Deshidrogenasa » Oxaloacetato + NADH

8.10Determinacion de la actividad de las enzimas dependientes de
malato en fracciones sub-celulares de E. gracilis

Las actividades de las siguientes enzimas: NAD'-lactato deshidrogenasa soluble-
(LDH), NAD"-malato deshidrogenasa (MDH) y la NADP'-enzima malica (EM), se
determinaron siguiendo el consumo o la generacion de NAD(P)H a 340 nm utilizando
0.1-0.25 mg de proteina citosolica o membranal.

Para la LDH fueron utilizados como sustratos 0.5 mM NADH y 10 mM de piruvato en 1
mL de KME a pH de 7.2.

Lactato Deshidrogenasa .
Piruvato + NADH » Lactato + NAD

La malato deshidrogenasa se determiné mediante el uso de 0.5 mM NAD" y 10 mM
malato en 1 mL de 400 mM de hidrazina y 400 mM buffer glicina a pH 9.0.

Malato Deshidrogenasa
Malato + NAD" > Oxaloacetato + NADH

Para la enzima malica se utiliz6 0.5 mM NADP* y 10 mM de malato como sustratos en
1 mL de buffer KME

N Enzima malica :
Malato + NADP » Piruvato + NADPH
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La actividad de la malato sintasa (MS) se determin6 en 1 mL de buffer con fosfato 0.1
M a pH 8,0, siguiendo el incremento en la absorbancia a 412 nm de la reaccion del
DTNB con la coenzima A liberada mediante la reaccion, se utilizaron como sustratos
0.2 mM de acetil-CoA y 1mM glioxilato.

Glioxilato + Ac-CoA Malato Sintasa _ CoA-SH + Malato

8.11 Cuantificacion de moléculas con grupos tiol

Para la determinaciéon de moléculas con grupos tiol se utilizaron ~50x10° células que
fueron cosechadas por centrifugacion y almacenadas a -72° C con 0.5 mM de DTT
(estos cultivos fueron utilizados también para determinar el efecto del malato sobre la
densidad celular).

Una vez descongeladas las muestras, se tomd una alicuota de aproximadamente
10x10° células, se afadié el 0.1% (w / v) de Tritén X-100 y se incubaron con un
exceso de NaBH, durante 10 minutos. Después, se adicioné PCA al 3% (p/v). Los
lisados se centrifugaron a 20 000 g a 4 °C durante 5 minutos. El sobrenadante se filtrd
(filtro de 45 pm) y se inyectaron 50 pL del sobrenadante al equipo de HPLC equipado
con una columna C18 de fase reversa (4.6 x 150 mm, Alltech Deerfiel, 1ll, EE.UU). La
columna se equilibré con un buffer compuesto por acido trifluoroacético al 99% (v/v) y
acetonitrilo al 1% (v/v). Los compuestos tiol fueron derivatizados post-columna con
DTNB y detectados a 412 nm. El coeficiente de extincion molar DTNB a pH de 8.0
utilizado fue de 13.2 mM™* cm™.

Se utilizaron estandares internos de la Cys, el GSH, la y-EC y T(SH), para hacer la

identificacion de cada uno de los picos obtenidos de la muestras.
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Esquema 1. Metodologia
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9 Resultados

9.1 Efecto del malato sobre el crecimiento celular y la toxicidad de
cromo

El efecto del malato sobre la duplicacién celular de Euglena gracilis se determiné al
dia 7 del cultivo en ambos medios. Se encontré que la densidad celular del cultivo
control en medio GME fue de 29 + 6.6x10° células/mL pero la ausencia de malato
redujo cuatro veces la densidad celular hasta 7.2. + 3.7x10° células/mL (n=13). La
duplicacién celular disminuyé notablemente conforme aumentd la concentracion de
cromato, incluso las células ya no se duplicaron con 250 uM de K,CrO, contrario al
efecto practicamente inocuo que se observé con 250 uM de Cr (Ill) en presencia de

malato (Fig. 3).
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Figura 3. Efecto del malato sobre el crecimiento y la toxicidad a cromo en cultivos de Euglena gracilis
heterotréfica. El valor de 100% corresponde a la maxima densidad celular alcanzada al 7 dia en los
cultivos control GME (29 + 6.6x10°células/mL) y GE (7.2. + 3.7x10° células/mL). Los datos mostrados
son la media +desviacién estandar (n=4). * P< 0.05 vs células + 100 uM Cr (lll) en medio GE.
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Los datos de duplicacion celular al 7 dia se usaron para calcular la concentracion de
cromo a la cual la densidad celular se inhibe un 50% (ICsp). Se determiné que para el
Cr (VI) en presencia de malato (medio GME) la ICsp fue de 17+£0.9 uM, mientras en
ausencia de malato (medio GE) fue de 13+2.4uM. De forma interesante, se encontré
que en medio GME la ICsy fue > 250 pM para el Cr (lll), similar a lo reportado por
Jasso-Chavez et al, (2010); mientras que el valor de ICso para éste en ausencia de
malato disminuyd 30-40 veces, pues la ICso fue de 1.8 £ 0.3 uM (Fig. 3).

En células GME cultivadas con 250 uM de CrCl; se encontré un efecto inhibitorio
minimo en cuanto a la duplicacion celular y no hubo cambios respecto al consumo de
la fuente de carbono (Fig. 3), lo que coincide con lo reportado por Jasso-Chavez et al.
(2010). Lo anterior correlaciona con la aseveracion de que el Cr (lll) es menos toxico
al menos en presencia de malato. En cambio en ausencia de malato las células
cultivadas con Cr (VI) fueron mas sensibles y el Cr (Ill) resulté ser altamente toxico
para Euglena gracilis.

La viabilidad celular de Euglena gracilis al dia 7 de cultivo en medio GME control y
hasta 50 uM de Cr (VI) fue < 95%, para 100 y 250 uM de Cr (VI) la viabilidad fue del
94 y 80% respectivamente; mientras en cultivos con 250 uM de Cr (1) la viabilidad fue
mayor al 90%.

En medio GE 100 y 250 uM de Cr (VI) la viabilidad celular fue de 87 y 80%
respectivamente. Sin embargo, en cultivos GE en presencia de 50y 100 uM Cr (1), la
viabilidad fue de 94 y 86%, lo que sugirid6 que en ausencia de malato el cromo inhibid
la velocidad de duplicacién celular y la muerte celular en los cultivos con cromo (l11)

fue menor que en aquellos expuestos a cromato.

9.2 Efecto de la ausencia de malato en el Cr (VI) remanente en el
medio de cultivo

En los cultivos en presencia de malato (GME) con 5y 10 uM K,CrO,4 no se encontrd
Cr (VI) remanente en el medio de cultivo, mientras que con 25 y 50 uM K,CrO4 solo se
encontré un 20 y 60% del Cr (VI), respectivamente. A concentraciones altas de
cromato, el Cr (VI) remanente fue mayor al 80% similar a lo reportado por Jasso-
Chavez et al.(2010).
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Figura 4. Efecto de la ausencia de malato en el Cr (VI) remanente al 7 dia de cultivo. Los datos
mostrados son la media + desviacion estandar de al menos 4 experimentos.

No obstante, se encontré que el Cr (VI) remanente fue menor en los cultivos GE con
25 y 50 uM de cromato, comparado con los GME (Figura 4). Se observé que hay un
efecto notable en la disminucién del % de Cr (VI) remanente en el medio de cultivo a
bajas concentraciones de cromato, lo que sugirié una alta acumulacion de Cr (VI)
dentro de la célula.

Para verificar la estabilidad del cromato en el medio de cultivo GME y GE a pH 7.0, se
adicion6 25 pM de K,CrO, a un matraz libre de células, donde la concentracion de

cromato se mantuvo constante hasta el dia 7.

9.3 Efecto de la ausencia de malato en la acumulacion de cromo
intracelular

En la Fig. 5 se muestra el cromo desprendido de la membrana celular durante cada
uno de los lavados con buffer KME (después de cosechar los cultivos al 7 dia), esto
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se realiz6 como control para asegurar que el cromo cuantificado era solo intracelular y

no el adsorbido a la membrana celular.

—l- GME

200+ .

O T T T T T
1 2 3
Numero de lavados

Figura 5. Cromo adsorbido a la membrana celular. Los datos mostrados son la media de al menos dos
experimentos independientes.

Se observd que el cromo cuantificado en cada uno de los lavados con EGTA
disminuy6 conforme se incrementd el nimero de lavados (Fig. 5), o que indica que
con estos tres lavados se desprendid por completo el cromo adsorbido a la
membrana celular de Euglena gracilis.

Se evalud el efecto de la ausencia de malato sobre la acumulacion intracelular de
cromo. En la figura 6 se muestra que en ausencia de malato la acumulacion
intracelular de cromo en células expuestas a altas concentraciones de K,CrO, se
incremento, lo que se correlaciona con la disminucion del % de Cr (VI) remanente del

medio de cultivo.
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Figura 6. Acumulacion de cromo total en Euglena gracilis. Los datos mostrados son la media +
desviacion estandar de al menos 4 experimentos independientes. **P< 0.05 para la acumulacion células
GE con Cr (lll) vs. la acumulacion en células GE con Cr (VI) y en células GME con Cr (l11).

En la figura 6 se muestra que la acumulacion intracelular de cromo fue 63% mayor en
las células cultivadas con Cr (lll) en medio GE comparado con los cultivos en medio
GME. En los cultivos en medio GME con 250 puM de Cr (lll) la acumulacién fue de
sélo 6.5 nmol cromo/10” células, lo que explicé la baja inhibicion (15%) de inhibicion
sobre la densidad celular en presencia de CrCls. Sorprendentemente, la acumulacion
de cromo en células en cultivadas en medio GE fue de 454+145 nmol Cr/10’ células,

esto fue 70 veces méas que en medio GME.
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9.4 Efecto de la ausencia de malato en la compartimentacion de
cromo

Con base en los valores de cromo intracelular determinados experimentalmente y
debido a los antecedentes de que el Cr (VI) en forma de CrO4* puede usar los
transportadores de SO, y entrar en las mitocondrias, fue importante determinar si la
acumulacion de cromo intramitocondrial es un mecanismo de resistencia frente a una
exposicion a cromo en Euglena gracilis heterotrofica. En la tabla 2, se muestra que la
acumulacion de cromo en mitocondrias de células cultivadas en medio GE + 25 uM de
cromato fue de 3 nmol/mg de proteina, similar a lo reportado (Jasso-Chéavez et al.,
2010). En cambio, en células mas el pulso 100 uM de cromato, el cromo
intramitocondrial compartimentado aumenté hasta 14.4 + 3.2 nmol/mg de proteina.

Tabla 2. Compartimentacion de cromo en mitocondrias aisladas de células
cultivadas en GME y GE con Cr (VI) o Cr (lll)

Contenido de cromo (nmol/mg proteina)
Medio GME Medio GE
Mitos Control - -
Mitos-25 uM Cr(VI) 2.3+0.7 3.0 (n=1)
Mitos-250 uM Cr(lll) 15+0.2 -
Mitos Control + pulso 100 uM Cr(VI) - 144 +3.2
Mitos Control + pulso 100 uM Cr(llI) - 41 +16
Volumen intramitocondrial* 0.7-0.9 pyL/mg proteina

“(Avilés et al., 2003)

Ademas, en mitocondrias de células GE expuestas a 100 uM por 48 horas (células+
pulso 100 uM de cromo (l11)) se encontré un aumento en el cromo intramitocondrial de
41 £ 16 nmol/mg proteina, esto se relaciondé con una mayor acumulacion intracelular
de cromo en esta condicion.

De forma inesperada se encontré6 1.5 nmol Cr (VI) /mg proteina en mitocondrias
aisladas de células control expuestas a un pulso de 100uM Cr (VI).
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Los datos mostrados en la figura 6 y en la tabla 2, muestran que E. gracilis
heterotrofica tiene la capacidad de acumular cromo y compartimentarlo. Considerando
un volumen intramitocondrial de 0.9 uL/ mg proteina, la concentracién de cromo total
dentro de este organelo podria alcanzar concentraciones de hasta 4 mM.

Aunqgue se obtuvo una alta capacidad de acumulacion de cromo por célula en medio
GE (Fig.6), el porcentaje de cromo (VI) removido no aumentdé debido a la baja

densidad celular obtenida en estas condiciones (Tabla 3).

Tabla 3. Eficiencia de la acumulacion de cromo en Euglena gracilis heterotréfica

Cromo Acumulado (%)
Medio GME Medio GE
Cromo (M) Cr(VI) Cr(l) Cr(VI) Cr(l
1 ND ND ND 68 (2)
2 ND ND ND 24+6
5 100+34 ND 8816 317
10 100+20 @ ND 57+11 22+8
25 2515 ND 1545 30+13
50 2.5+0.8 ND 3.5+0.4 43+19°
100 2.1+0.2 ND 2.60.3 64+20°
250 0.97+0.1 7.7+1.1 1.1+0.1 N.D.

La eficiencia en la acumulacion de cromo fue calculado considerando el cromo total intracelular/100 mL
de cultivo. Los datos mostrados son la media + desviacién estdndar de al menos 4 experimentos,
excepto cuando se indica entre paréntesis. *P< 0.05 vs GE; ° P<0.01 vs Cr (VI). ND: No determinado.
Respecto a los cultivos con Cr (lll) en medio GE, pese a que se determind que la
duplicacién celular fue muy sensible a éste (Fig. 3), siempre se obtuvo mas de 1.4x10°
células/mL en todas las concentraciones evaluadas; lo que se evidencido en el
aumento del 50% de cromo total removido en los cultivos con 25, 50 y 100 pM de
CrCl3 (Tabla 3).

A pesar de la alta capacidad de acumulacion de cromo intracelular (Tabla 3 y Fig. 6),

los datos de acumulacién no se correlacionan con el Cr (VI) remanente en el medio.
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Es decir, en los cultivos GME con 25 pM K,CrOy4, el cromo remanente en el medio de
cultivo fue del 20% pero solo 25% se acumulo intracelularmente. Debido a que el Cr
(VI) no se reduce espontdneamente en el medio de cultivo a pH 7.0, como también se
reporté previamente (Jasso-Chavez et al., 2010), se sugirid que un alto porcentaje de
Cr (VI) se redujo extracelularmente dependiente de las células.

9.5 Efecto de la ausencia de malato en la actividad de la enzima
cromato reductasa

Los resultados anteriores, donde se mostré que el % de cromo (VI) desaparecido fue
mayor al acumulado intracelularmente y que en la ausencia de células en el cultivo el
Cr (VI) fue estable, lo que sugirié una reduccion del Cr (VI) extracelular debido a las
células, por lo que fue importante determinar la existencia de una enzima extracelular
capaz de reducir al cromato.

Se determind que en la fraccion citosélica de células control, el Cr (VI) se redujo un
30% pero en células cultivadas con 25 pM K,CrO,4 esta reduccion se incrementd un
25% con respecto al citosol de células control (Fig.7).

La técnica utilizada para aislar ambas fracciones (citosélica y membranal) puede
favorecer la contaminacion de la fraccibn membranal por citosol, por lo que se
determind la actividad de lactato deshidrogenasa (enzima citosélica) en ambas
fracciones como marcador y se encontré un 20% de contaminacion por citosol en la
fraccion membranal.

La reduccion de cromato determinada en la fraccion membranal de células control y
de células cultivadas con 25 uM K,CrO, fue similar, pero la capacidad de reducir al
cromato encontrada en la fraccion membranal (Fig. 7) se atribuy6 a la contaminacion
cruzada por la fraccion citosolica. De manera simultanea, la fraccion citosoélica fue
incubada en acido, 0 a 80 ° C, o con 1.8 M de urea o con 1 mg/mL de proteasa; lo que
causO una reduccion en la actividad de un 75, 80, 100 y 100% respectivamente
(n = 2). Lo que permitié confirmar que la reduccion de cromato es ocasionada por una

enzima.
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Figura 7. Actividad de cromato reductasa determinada como % de cromo (VI) reducido en la fraccién
membranal y citosélica de células control y células cultivadas con 25 uM K,CrO,

Por otra parte, en células cultivadas durante 5 dias y expuestos a 100 uM de cromato
durante 48 horas (células GE+pulso Cr (VI)) se detecté un aumento 4 veces mayor en
la actividad de ambas fracciones (Fig. 8). Los resultados indican que en presencia de
altas concentraciones extracelulares de cromato fueron inducidas tanto una enzima
citosdlica como una enzima unida a la membrana. Bajo estas condiciones
experimentales se determinaron los parametros cinéticos a diferentes concentraciones
de cromato hasta 250 uM y con la fraccion citosélica de las células control. Se obtuvo
un valor de Km=70 = 2 pM de cromato y Vm = 7 £ 0.1 nmol Cr (Vl)reducido (Min. X mg
prot)™.

En las células de GE+ pulso 100 uM Cr (VI), variando las concentraciones de cromato
hasta 1000 puM, en la fraccion citosolica se determiné una Km= 200 + 90 uM de

cromato y Vm = 162 = 35 nmol Cr (VDreducido (Min. X mg prot)'l). Para la fraccion
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membranal los parametros cinéticos fueron menos reproducibles, se determind Km
=230 + 306 pM de cromato y Vm =79 + 48 nmol Cr (VI)requcido (Min. x mg prot)™. De
forma interesante, en células cultivadas durante 5 dias y expuestos a 100 uM de Cr
(lll) durante 48 horas (células GE+pulso Cr (lll)), se encontr6 un aumento de la
actividad de la cromato reductasa en ambas fracciones. La fraccion citosolica mostro
(con un maximo de 1 mM cromato como substrato) una Km = 92 uM de cromato y Vm
= 162 nmol Cr (V1)requcido(mMin. x mg prot)™. Mientras la fraccién membranal mostré una
actividad de 110 nmol Cr (Vl)equciso (Min. x mg prot)‘con 1 mM de cromato, sin

embargo no se alcanzé la saturacion.
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Figura 8. Actividad de la Cromato reductasa de Euglena gracilis heterotréfica. La actividad fue
determinada en la fraccién citosélica y membranal usando 1 mM de Cr (VI) como sustrato. Los datos
mostrados son la media # desviacion estandar (n=3) **P<0.05 para la actividad citosélica en células
GE+pulso Cr (VI) vs la actividad citosélica en células control GE. Prueba T-student para muestras no
apareadas: * P<0.05 para la actividad en la fraccibn membranal de células GE+pulso Cr (VI) o
GE+pulso Cr () vs. la fraccibn membranal en células GE control.

En un intento por determinar el papel fisiolégico de la enzima responsable de la

reduccion del Cr (VI), se determiné la actividad de cromato reductasa en células
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control cultivadas en medio GE durante 5 dias y expuestas a un pulso de 100 uM de
H.0,. La actividad de cromato reductasa en la fraccion citosdlica se incrementé 100
veces, se obtuvo una Km =363 uM y Vmax=2575 nmol Cr (V1)requcido (Min x mg prot)™
con un maximo de 1 mM cromato como substrato. En cuanto a la fraccion membranal
se alcanzé 1841 nmol Cr (V1)educido (Min x mg prot)™.

Las diferencias en los valores de Km sugirieron que no fue sélo una enzima la
involucrada en la reduccién de cromato, sino tal vez un conjunto de enzimas con la
capacidad de tomar al ascorbato como substrato. Lo anterior descart6 la presencia de
una enzima cromato reductasa especifica y sugirié que la enzima encontrada puede
ser una ascorbato peroxidasa.
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Figura 9. Efecto del cromo en el contenido de ascorbato intracelular en Euglena gracilis heterotréfica.
Los datos mostrados son la media de 2 experimentos

El contenido de ascorbato intracelular en células control cultivadas en medio GME y
GE fue de 24.3 + 9 nmol/10’ en ambas condiciones, mientras que en células en
presencia de 50 uM de Cr (VI), el ascorbato intracelular fue 3 veces mayor en ambas
condiciones. Sin embargo, el ascorbato intracelular disminuyd en cultivos con Cr (llI),
incluso con 50 uM de Cr (lll) el ascorbato se reduce un 75% (Fig.9).
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9.6 Determinacion de la secrecion de malato

Los datos sobre el consumo de malato en presencia de altas concentraciones de
cromato, donde se encontré una concentracion mayor a la inicial (Jasso-Chavez et al.,
2010) sugirieron que Euglena gracilis podria sintetizar y secretar malato como
mecanismo de tolerancia contra el cromo. Ademas, la mayor acumulacion de cromo
en células cultivadas en medio GE sugirié que el malato puede ser un agente quelante
de Cr (lll) fuera de la célula.

Se encontré que Euglena gracilis al dia 7 de cultivo secretd una gran cantidad de
malato, cuando las células se cultivaron en presencia de Cr (Ill) y también con Cr (VI),
pero solo a concentraciones mayores a 25 pM de K,CrO,4 (Fig.10A). Sin embargo, al
calcular el malato por 100 mL de cultivd se observé que los cultivos con Cr (Ill)
secretaron hasta 252+91 umol, mientras que con Cr (VI) la secrecién fue tan solo de
6623 pumol (Fig.10A, recuadro). No obstante, se determiné que la secrecion en
ambas condiciones se produjo principalmente durante los tres primeros dias de cultivo
(Fig.10B). Ademas, se determind que la secrecion de malato se realizé a tiempos muy
cortos como una respuesta rapida contra el cromo, se encontré que fue similar entre
cultivos expuestos a Cr (Ill) y Cr (VI), pero 3 veces mayor en células control incubadas
sin cromo (Fig. 10B, recuadro).

9.7 Determinacion de la actividad de las enzimas dependientes de
malato

Se determinaron las actividades de tres enzimas dependientes de malato: la malato

deshidrogenasa dependiente NAD®, localizada tanto en el citosol como en la
mitocondria; la enzima malica dependiente de NADP™ se encuentra principalmente en
el citosol y la malato sintasa en particulas microsomales y mitocondria (Begin-Heick,
1972). También se determind la actividad de lactato deshidrogenada dependiente de
NAD". En la figura 11, se muestra que la actividad de lactato deshidrogenasa en
células control no disminuyd respecto a la determinada en células cultivadas en
presencia de cromo, lo que coincide con lo reportado por Jasso-Chavez et al., 2010.
Las actividades de las enzimas dependientes de malato se incrementaron de manera
significativa en células expuestas a Cr (VI) y Cr (llIl) con respecto a las células control
(Fig. 112).
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Figura 11. Actividades especificas de las enzimas dependientes de malato en Euglena gracilis
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P<0.05 vs control.
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9.8 Efecto de la ausencia de malato en la sintesis de moléculas con
grupos tiol

El incremento en la sintesis de moléculas con grupos tiol es un mecanismo
ampliamente descrito en E. gracilis frente a una exposicion a metales como el cadmio
y cromo (Avilés, 2001; Garcia, 2008), ya que pueden formar enlaces coordinados con
grupos quimicos donadores de electrones como la Cys, el GSH, la y-EC y T(SH), para
inactivar al metal; por esta razon fue importante determinar los niveles de tioles bajo

estas condiciones experimentales.
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Figura 12. Perfiles de elucién de cisteina, glutation, y-glutamil cisteina, tripanotién de extractos acidos
de células control cultivadas en medio GME y GE y expuestas a Cr (V1) y Cr (lll).

En medio GME, la cisteina aumentd casi 10 veces, mientras que el y-CE + GSH se
incrementd dos veces en células cultivadas en presencia de 25 uM Cr (VI) con
respecto a las células control, en cambio con 100 y 250 uM K,CrO, todas las
moléculas con grupos tiol disminuyeron. (Fig. 12 y Tabla 4). En células control

49



cultivadas en ausencia de malato (medio GE) se observé un incremento de 3 veces en
la Cys y y-CE + GSH comparado con células control GME, lo que sugirié que los
metales traza como el zinc, cobre y hierro del medio de cultivo podrian estar causando
estrés oxidativo a las células, ahora sin el papel protector del malato como agente
quelante.

El contenido de Cys se mantuvo constante hasta 25 uM K,CrO,4 pero con 50 uM de
K>CrOg4 la Cys disminuy6é mientras que el y-CE + GSH y T(SH), aumentaron 5 veces
cada uno, respecto al control (Tabla 4). Esto sugirié que hay un flujo hacia la sintesis
de y-CE + GSH y T(SH), a partir de Cys.

Tabla 4. Contenido en las moléculas con grupos tiol en Euglena gracilis
heterotrofica expuesta a Cr (VI)

GME | GE
(nmol /107 células)
Cr(VI) uM Cys GSH+YEC | T(SH), Cys GSH+YEC | T(SH),

0 125+ 2 3.8+05 0.84+0.1 17+ 12 9.3+28 0.5+0.14

5 34 +3.4° 4.6 1.6 21 +19 17+ 15 0.50x04
10 87 £ 212 43x1.1 0.6+0.1 21.5+10 11+45 2.4 +0.69°
25 118 + 22° 7.8+1.8° 0.5+0.1 23+14 14+8 1.8+1.1°
50 43 £ 22 6.8+14 05+£0.1 105+8 40 + 20° 3.2+28
100 17+ 4 7.0+£0.6 0.6 13+10 86 2.8+1.9°
250 1.3+0.3 57+£04 0.65x0.2 4+3 4+1 3.3+£29

Los valores se presentan con desviacion estandar de al menos 6 cultivos diferente. ® P<0.05 par Cys
en células control vs Cys en células con Cr (VI) en medio GME; ® P<0.01 para GSH+yEC en células
control vs GSH+yEC en células con Cr (VI) en medio GME o GE, © P<0.05 para T(SH)2 en células
control vs T(SH)2 en células con Cr(VI) en medio GE.

Cuando las células se cultivaron en medio GME en presencia de 250 puM Cr (ll1), no
hubo incremento en las moléculas con grupos tiol, como se reporto previamente tanto
en la cepa fotosintética como en la heterotrofica (Garcia-Garcia et al., 2009; Jasso-
Chévez et al.,, 2010). Sin embargo, en ausencia de malato (medio GE) los cultivos
expuestos a Cr (Ill), presentaron un incremento de 2.7, 2.3y 7.5 para Cys, y-CE +
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GSH y T(SH), respectivamente, en comparacion con las células control (Tabla 5). Lo

anterior se correlaciona con la gran cantidad de cromo acumulado en células

cultivadas en medio GE expuestas a Cr (lll) y da un indicativo de la toxicidad del Cr

(Il1) para Euglena gracilis en ausencia de malato (Fig. 6).

Tabla 5. Contenido en las moléculas con grupos tiol en Euglena gracilis
heterotrofica expuesta a Cr (I11)

GME GE
(nmol /107 células)
Cr(lll) uM Cys GSH+yEC T(SH), Cys GSH+YEC T(SH),
0 12.5+5 38+1.1 | 0.84%0.3 197 42+18 |0.34+0.15
1 31+20 542 1.5+ 0.5°
2 31+4 13+10 | 1.9+0.85°
5 24 +7 18+ 8° 1.2+0.7°
10 36 + 10° 12+6° 2.0+1.9
25 41 +17° 13+8 3.1+28
50 67 +23° 14 + 11 2+1.3°
100 68 +22° 13+6° 0.5+0.3
250 17+ 4 57+2.6 1.2 e R —

Los valores se presentan con desviacion estandar, de al menos 6 cultivos diferentes. * P<0.05 para Cys
en células control vs Cys en células con Cr (lll) en medo GE; ® P<0.01 para GSH+yEC en células vs
GSH+yEC en células con Cr (Ill) en medio GE o GME; ¢ P<0.01 para T(SH), en células control vs

T(SH), en células con Cr(lll) en medio GE. ----, No determinado.
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10 Discusion

El objetivo de este trabajo fue profundizar en el conocimiento de los mecanismos de
resistencia que utilizé E. gracilis en presencia de Cr (VI) y Cr (lll) y determinar si

puede considerarse como biorremediador en aguas contaminadas por cromo.

10.1Toxicidad a cromo en E. gracilis

En cultivos de E. gracilis a un pH de 3.5 se demostré que el malato fue el principal
sustrato para su crecimiento (Jasso y Moreno, 2003; Rodriguez-Zavala et al, 2006).
En cambio, si Euglena gracilis se cultiva en medio glutamato, malato y etanol a pH 7.0,
el etanol y el glutamato se consumen preferentemente sobre el malato. Sin embargo,
en los cultivos expuestos a cromato, el consumo de malato fue ain menor, incluso
parecia incrementarse a altas concentraciones de cromato (Fig. 2, Jasso-Chavez et
al., 2010).

En este trabajo se utiliz6 la combinacion de glutamato, malato y etanol como
substratos a pH 7.0, para cultivar a las células en medio GME (glutamato-malato-
etanol) y GE (glutamato-etanol) para evaluar el efecto de la ausencia de malato sobre
el cultivo. En estas condiciones se logré obtener una densidad celular de 29 +
6.6x10°células/mL, mientras la densidad celular en medio glutamato-etanol control fue
de 7.2. + 3.7x10°%élulas/mL.

La ausencia de malato en el medio de cultivo (GE) disminuy6 un 75% la densidad
celular comparada con el medio con malato (GME), lo que indic6 que al menos en
condiciones control el malato se utilizé6 para duplicacion celular. Sin embargo, cuando
las células se cultivaron a pH 3.5 en ausencia de malato, la densidad celular solo
disminuyo un 30% (Rodriguez-Zavala et al., 2006).

Cuando las células se cultivaron en presencia de Cr (VI), la densidad celular
disminuy6 notablemente conforme se incremento la concentracion de cromato, tanto
en ausencia como en presencia de malato. Esta inhibicién en el crecimiento celular se
explico porgque el cromato resulta muy téxico debido a que entra a las células a traves
de los transportadores de sulfato, contrario al efecto practicamente inocuo del cromo

(ll) que se atribuye a su menor solubilidad y a su incapacidad para atravesar
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membranas biologicas (De flora et al., 2000). En cuanto a las células expuestas a 250
UM de CrCl3, se observé un efecto inhibitorio del 15% sobre la densidad celular similar
a lo reportado (Jasso-Chavez et al., 2010) y no se modificé el consumo de la fuente de
carbono con respecto a las células control. Pero en ausencia de malato, la ICso para el
Cr (1ll) se redujo 30-40 veces.

10.2El Cr (VD) remanente en el medio de cultivo

El pH del medio de cultivo permiti6 mantener estable al cromato (Jasso-Chavez et al.,
2010), por lo que al cuantificar el cromo remanente en el medio después de 7 dias, se
encontré que la ausencia de malato provocé una rapida reduccién extracelular del Cr
(VI). E. gracilis en medio GE fue capaz de reducir un 14% de 250 uM de Cr (VI)
presente en el medio (Fig. 4), lo que significa que se redujo 440 nmol de Cr (VI) por
mg de peso seco (considerando que 1x10’ células de E. gracilis equivalen a 3.7 mg de
peso seco, Rodriguez-Zavala et al., 2010). Mientras Chlorella sp, un alga verde
obtenida de estanques donde se descargan los residuos de las curtidoras, fue capaz
de reducir un 97% de cromo cuando se cultivd en 192 uM K,Cr,O; (Rehman y
Shakoori, 2001). Lo que indica que la bio-reduccién en algas es una respuesta comun

a la exposicion de metales pesados.

10.3Acumulaciéon intracelular

La acumulacién intracelular de cromo se incrementé cuando las células se cultivaron
en altas concentraciones de Cr (VI), sobretodo en medio GE, no obstante la
acumulacion fue mayor en los cultivos con Cr (lll) en ausencia de malato (Fig.5). Es
comun que los medios de cultivo de plantas y algas sean principalmente minerales
esenciales y glucosa en algunos casos, sin la presencia de acidos organicos que
podrian quelar al Cr (lll) y evitar su absorcion.

En cultivos de Salsola kali durante 15 dias, las raices acumularon 462 nmol (160 nmol
Cr/mg peso seco) cuando en el medio se adiciond 385 uM Cr (VI), la acumulacion fue
10-20 veces mayor que con Cr (lll). Sin embargo, se constaté que el Cr (lll) causé
efectos mas toxicos que el Cr (VI) sobre el tamafio de la raiz (Gardea-Torresdey et al.,

2005). Considerando que la maxima acumulacion en E. gracilis cultivada en medio GE
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mas 250 uM de Cr (VI) fue de 12 nmol Cr /mg peso seco, esto fue considerablemente
menor que el cromo acumulado por Salsola kali. Lo que sugirié que la captacion de
cromo por E. gracilis es varias veces menor que la velocidad de reduccion de cromo.
En plantulas de apio la acumulacién de Cr (lll) fue dependiente de la dosis, a 100 uM
Cr (lll) las raiz fue la parte de mayor acumulacion (0.23 nmol Cr/g de peso fresco),
esta baja acumulacion fue suficiente para afectar la longitud de la raiz y la sintesis de
clorofila (Scoccianti et al., 2006). Sin embargo, en el polen de kiwi germinado la
acumulacion de Cr (111) fue mayor que con Cr (V1) y dependiente del calcio exdgeno en
el medio, la acumulacion fue de 86 y 11.5 nmol Cr /mg de peso seco con 150 uM Cr
(1) y Cr (V1), respectivamente (Scoccianti et al., 2008).

La acumulacion de Cr (Ill) en el polen de kiwi fue similar a los resultados en E. gracilis,
asi como el patrén lineal que se observé en la acumulacion de Cr (lll), mientras que la
captacion de Cr (VI) siguié un modelo logaritmico (Fig. 6).

Los datos de acumulacién en E. gracilis mostraron una alta capacidad de acumulacion
de cromo por célula en medio GE, pero su eficiencia de remocion de Cr (VI) por cultivo
fue baja debido a que la toxicidad del metal disminuyé notablemente la densidad
celular. Sin embargo, con Cr (lll) la eficiencia de remocion se incrementé un 50% en
los cultivos mayores a 25uM CrCl;, ya que siempre se obtuvo mas de 1.4x10°
células/mL, a pesar de que las células fueron mas sensibles (Tabla 3).

Algunas algas y plantas son capaces de acumular metales en el cloroplasto, mientras
que Euglena gracilis heterotréfica en presencia de cadmio es capaz de
compartimentar este metal en la mitocondria (Rodriguez-Zavala et al., 2007). Los
resultados mostraron que la compartimentalizacion en mitocondrias de células
GE+pulso 100 pyM Cr (VI) y Cr (lll), se incrementd de manera significativa comparada
con las mitocondrias de células GME expuestas a cromo. Ademas en mitocondrias
aisladas de células control expuestas a un pulso de 100uM Cr (VI).se encontrd 1.5
nmol Cr (VI) /mg proteina, esto sugiere que no todo el Cr (VI) en el interior de la célula

se reduce instantaneamente a Cr (lll) como ha sido sugerido en otros trabajos.

10.4Reduccidon enzimatica del Cr (V)

Se ha descrito que la reduccién de Cr (VI) a Cr (Ill) es un paso importante en la
desintoxicacion de ambientes contaminados por cromo (Cervantes et al., 2001).
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Algunas bacterias resistentes a cromo como: Pseudomonas putida (Park et al., 2000),
Enterobacter cloacae (Wang et al., 1990), Pseudomonas spp. (McLean y Beveridge,
2001) y algas como Chlorella spp. son capaces de reducir el Cr (VI) a Cr (Ill)
enzimaticamente (Yewalkar et al., 2007) a través de una proteina soluble o unida a la
membrana, dependiendo las condiciones de cultivo.

En este trabajo, se determin6 una baja actividad de la cromato reductasa en medio GE
tanto en la fraccion citosolica como membranal de células control, pero la
contaminacion cruzada de la fraccion membranal por la fraccion citosolica (debido a la
actividad de LDH-NAD®, datos no mostrados) sugiri6 que la actividad de cromato
reductasa en E. gracilis era citosolica. Esta actividad fue sensible a temperatura, urea
y proteinasa K, lo que indic6 su naturaleza proteica.

Sin embargo, cuando se afiadié un pulso de 100 uM de Cr (VI) y Cr (lll) a un cultivo
control, la actividad de cromato reductasa se incremento de 4-5 veces tanto en la
fraccion citosélica como en la membranal. También se determind que la actividad
enzimatica se incrementd 10 veces en la fraccion citosolica de células GE+pulso 100
UM H,O, con respecto a Cr (lll), mientras en la fraccion membranal la actividad fue de
1841 nmol Cr (Vl)reducido (Min. X mg prot)™. Los datos sugieren que la expresion de la
cromato reductasa no fue especifica a cromato, sino una enzima dependiente de
ascorbato implicada en reducir el estrés oxidativo causado por Cr (Ill) como ocurre con
cadmio (Castro-Guerrero et al, 2008.).

El analisis cinético de los datos reportados para la cromato reductasa, mostrd que los
valores de Km y Vm fueron diferentes en cada condicion, lo que sugirié que no solo se
indujo un incremento en la actividad de una enzima como respuesta al estrés causado
por cromo, Sino un conjunto de enzimas como respuesta al estrés. Para determinar si
la cromato reductasa unida a la membrana fue diferente a la enzima citosolica, es
necesario realizar otros experimentos.

Se determind que el ascorbato intracelular se incremento en las células cultivadas en
presencia de Cr (VI) pero no en Cr (lll). Esta documentado que la reacciéon quimica
entre el Cr (VI) y ascorbato conduce a la generacién de Cr (V) y posteriormente el
dafo del ADN (Stearns et al. 1994). Sin embargo, experimentos in vivo demuestran
que el ascorbato no aumenta la union Cr-ADN (Yuann et al., 1999) y la actividad de

ascorbato peroxidasa se incrementa tanto en la planta Jatropha curcas expuesta a Cr
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(VI) (Yadav et al., 2010) como en E. gracilis heterotréfica expuesta a cadmio (Castro-
Guerrero et al., 2008). Lo que sugiere que el ascorbato esta disponible y saturante
para esta reaccion. Por lo tanto, parece que E. gracilis heterotréfica logré contender
contra el estrés oxidativo inducido por Cr (VI) mediante un incremento en el contenido
de ascorbato o en las moléculas con grupos tiol, mientras que el Cr (Ill) sélo indujo la
sintesis de moléculas con grupos tiol o inhibié la via de sintesis de ascorbato, como se

reporto para los cloroplastos de Pisum sativum (Pandey y Shyam, 2009).

10.5Secrecion de malato y enzimas dependientes de malato

Esta ampliamente reportada la capacidad de algunas plantas para excretar acidos
organicos (acido citrico, oxalico y malico) bajo diversos estimulos ambientales como:
una deficiencia de nutrientes (particularmente fésforo), anoxia o frente a la exposicion
a cationes téxicos (Al**, Fe®**, Cu®*, Zn®" y Ca®*) para disminuir sus concentraciones en
la rizosfera o la potencial acumulacion de metabolitos toxicos en el citoplasma (Ryan
et al., 2001; Kinraide, 2005).

En este trabajo, se determind por primera vez que un protozoario heterotrofico fue
capaz de secretar malato en respuesta no solo a Cr®* sino también a una exposicién a
(CrO.)? (Fig. 10).

Se propone que la actividad de la cromato reductasa unida a la membrana se detecto
frente a una exposicion a concentraciones altas de cromato y Cr (Ill) (Fig. 3).

La reduccion de Cr (VI) a Cr (lll) fue mas rapida que el transportador de sulfato
transportando cromato al interior de la célula, por lo que el Cr** parece ser la sefial
para que la célula inicie la secrecion de malato (Esquema 2). En la secrecién de
acidos orgéanicos, estos probablemente son secretados como aniones (formas
disociadas del protén) y no como acidos. A pesar de la gran diferencia de potencial
eléctrico a través de la membrana plasmatica (interior negativo) se puede garantizar
qgue el gradiente electroquimico para los aniones organicos favorece su movimiento
pasivo fuera de la célula (Ryan et al., 2001).

Se propone que en plantas, el transporte de malato al exterior de la célula es el paso
limitante y que en la cebada (Hordeum vulgare) su expresion aumenta durante la
tolerancia a aluminio (Delhaize et al.,, 2004). Sin embargo, la rapida secrecion de

malato en E. gracilis, sugiere que el transporte de malato no es limitante (fig. 10B,
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recuadro), probablemente porque E. gracilis es cultivada habitualmente en presencia
de malato y el consumo rapido de malato a pH 3.5, sugiere que el transportador puede
estar exacerbado (Jasso-Chavez y Moreno-Sanchez, 2003).
Tashiro et al., (2007) utilizando *H y ?’Al espectroscopia de RMN, han demostrado que
la principal forma de un complejo de Al-malato esta formado por dos iones malato y
dos iones Al (lll). Este podria ser el mismo caso del complejo malato-Cr (lIl). De
hecho, el Cr (lll) parece tener una capacidad muy grande para formar compuestos
organo-Cr (I11) como NAD *-Cr (Ill) y la reduccion del citocromo ¢ mediada por Cr (VI)
produce aductos citocromo c-Cr (lll) (Puzén et al., 2005), asi como también con acidos
organicos (acético, oxalico, citrico y ascoérbico), aminoacidos (alanina y aspartico),
proteinas (albumina y caseina) y componentes como extracto de levadura y peptona
utilizados en los medios de cultivo (Remoundaki et al., 2007).
La formacion inmediata de un complejo estable 6rgano Cr-(lll) sugiere que esos
complejos son bastante comunes y que probablemente representan una parte integral
de los ciclos naturales de cromo.
Las actividades de las enzimas que intervienen en la producciéon malato, fueron
inferiores a las actividades reportadas previamente para Euglena gracilis, aunque
cabe mencionar que la metodologia para romper las células era mas suave y al
parecer su localizacion y actividades estan regulados por la fuente de carbono (Bégin-
Heick, 1972). Sin embargo, se encontraron cambios significativos entre las actividades
de las células control y las células expuestas al cromo (Fig. 11).
A pesar de que la funcion fisiologica de la enzima malica parece estar implicada en la
descarboxilacion de malato, existe evidencia de que en Corynebacterium glutamicum
la reaccion podria producirse en sentido reverso cuando el metabolismo de lactato
esta activo y se alcanzan altas concentraciones de piruvato (Gourdon et al., 2000).
Condiciones similares se pueden encontrar en E. gracilis cuando en la fase
estacionaria de crecimiento el metabolismo de lactato es esencial, la concentracion de
piruvato en E. gracilis en esta etapa es de 1 mM (Jasso-Chavez y Moreno-Sanchez,
2003).

El aumento de la actividad de la enzima malica parecia no ser por la sintesis de
malato, pero si debido a la descarboxilaciéon de malato para la produccion de NADPH,

como se ha demostrado en P. fluorescens expuesto a la toxicidad de aluminio (Lemire
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et al., 2008). De hecho, P. fluorescens adapta su metabolismo para aumentar la
sintesis de NADPH mediante un aumento de las actividades de la enzima malica y
otras enzimas para la produccion NADPH y por la disminucion en la produccion de
NADH contra el estrés oxidativo (Singh et al., 2007).

Esta podria ser la razon por la cual en E. gracilis disminuyo la lactato deshidrogenasa
y la NADH deshidrogenasa mitocondrial no sensible a rotenona se incremento en
presencia de cromo (Fig.11, Jasso-Chavez et al., 2010). La sintesis de malato por la
NAD'-MDH, la malato sintasa y la descarboxilacion del malato por la NADP*-enzima
malica, no forman parte de un ciclo fatil debido a las actividades de MDH-NAD * son
mas altas que la actividad de la enzima malica, debido a que el contenido intracelular
de malato tanto en células control y las células expuestas a cromo se incrementan

hasta 140-170 nmol malato/10’celulas.

10.6Sintesis de moléculas con grupos tiol

Cuando las células se cultivaron con Cr (lll) en presencia de malato no hubo un
incremento en las moléculas con grupos tiol, similar a lo reportado previamente
(Jasso-Chavez et al., 2010) como también se ha descrito en E. gracilis fotosintética
(Garcia-Garcia et al., 2009) debido a que la acumulacién fue minima. Pero la ausencia
de malato en el medio de cultivo y la acumulacion de cromo aumenté de manera
exponencial (Fig. 6), hubo un incremento en Cys, y-EC + GSH y T(SH), como
respuesta de las células para contender contra el cromo (Tabla 4). El incremento en
las moléculas con grupos tiol es una respuesta comun contra los metales pesados en
E. gracilis (Devars et al., 1998; 2000; Avilés et al., 2003; 2005; Mendoza-Cézatl et al.,
2005; 2006a, b). EI aumento de las moléculas con grupos tiol ha sugerido que la
acumulacion es mediada por la unién del metal con los grupos-SH (Rodriguez-Zavala
et al., 2007).

En plantas cultivadas en presencia de Cr (lll), determinaron una gran acumulacion y
una menor proporcion del metal libre, debido a la conjugacién de poliaminas. En
particular la putrescina libre, es la poliamina que presenta el mayor incremento
(Scoccianti et al., 2006). La putrescina es el precursor de la espermidina, un
componente del tripanotion (Colloti y Llari, 2010). Por lo anterior, el cromo en E.

gracilis también podria inducir la sintesis de poliaminas, que a su vez pueden ser
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utilizadas para la sintesis de tripanotion , debido al aumento de esta molécula en las
células cultivadas en medio GE (Tablas 4y 5).

Los datos obtenidos en este trabajo demostraron que E. gracilis es capaz de utilizar
diversos mecanismos simultdneamente frente a una exposicion a Cr (VI) y a Cr (llI),
que la ausencia de moléculas carboxiladas o la presencia de moléculas con grupos tiol
facilitaran la entrada, la acumulacion intracelular y la inactivacion del metal pesado.
Los diferentes mecanismos que se determinaron en E. gracilis: acumulacion y
compartimentacion de cromo, la sobreexpresion de la cromato reductasa citosélica y
membranal, la quelacién por monotioles y la secrecién de malato para inactivar al Cr
(1l1) son parte importante de las estrategias que puede expresar este protozoario frente
a una exposicion a cromo; pues el cromato presente en el medio entrara a la célula a
través de los transportadores de sulfato, y una vez dentro sera reducido a Cr (Ill) por
la enzima citosélica y el resto de los compuestos oxido-reductores presentes en el
citosol, el incremento en la sintesis de monotioles participara en la quelacion del Cr
(Il) para inactivarlo y finalmente la secrecion de malato ayudara a quelar al Cr (Ill)
extracelular (Esquema 2). La expresidon de estos mecanismos de resistencia, le
permitira a la célula contender de manera eficiente contra los efectos toxicos del

cromato.
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Esquema 2 .Mecanismos de resistencia propuesto para Euglena gracilis heterotréfica expuesta a
cromo.

Membrana o @]
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Mecanismos de resistencia en E. gracilis heterotréfica para contender contra la toxicidad del cromo:
i) la ausencia de un &cido organico puede aumentar la acumulacion de metales pesados en las células
y la compartimentalizacion en la mitocondria, ii) la sobre-expresién en la actividad de la cromato
reductasa en el citosol y en la fraccion membranal, iii) la secrecién activa de malato para quelar al Cr
(1) extracelularmente y iv) Incremento en las moléculas con grupos tiol y ascorbato.
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11 Conclusiones

En este trabajo se demostré6 que Euglena gracilis es capaz de expresar diferentes
mecanismos de resistencia de manera simultanea frente a una exposicion a cromo,
dependiendo de la composicion del medio de cultivo y con ello utilizarse como un

potencial biorremediador.

Ademas, se establecioé que el Cr (lll) puede ser tan toxico como el Cr (VI) o0 mas para

Euglena gracilis segun la composicion del medio de cultivo.

Los mecanismos de resistencia a cromo en E. gracilis aqui determinados fueron:

i) La eficiente acumulacién y compartimentacién de Cr (lll) en ausencia de malato.

i) La sobreexpresion de la actividad de una enzima dependiente de ascorbato, capaz
de reducir al cromato en la fraccion citosélica y membranal en células cultivadas en
ausencia de malato.

iii) La secrecion de malato para inactivar al Cr (Ill) extracelularmente. Mecanismo
descrito por primera vez en un protozoario heterotréfico, la secrecion se realiza en

respuesta a no solo a Cr®* sino también frente una exposicion a (CrO4).

iv) Un mayor incremento en la sintesis de monotioles (Cys, GSH, y-EC y T(SH),) para

enlazar e inactivar al Cr (lll) intracelularmente en ausencia de malato.

Se concluyé que en funcion de la composicion del medio E. gracilis podria ser

considerado como un potencial biorremediador de aguas contaminadas por cromo.
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12 Apéndice

12.1 Normatividad para metales pesados

En la NOM-147-SEMARNAT/SS-2005 (Metales Pesados), NOM-CCA-001-ECOL-
1993, NOM-067-ECOL-1994 y algunas leyes se establecen algunos criterios para
prevenir y disminuir la contaminacion por el manejo inadecuado de materiales y
residuos potencialmente toxicos.

También se establecen las concentraciones maximas de metales pesados que
resultan toxicas para el ser humano y los limites maximos permisibles de metales
pesados en alimentos para consumo humano.

El objetivo de estas normas es evitar efectos adversos en la poblacion o el ambiente
como consecuencia de una exposicion a alimentos, aguas y suelos contaminados
por metales pesados. También se busca recuperar los ambientes contaminados e

integrarlos a actividades sustentables.

12.2Normatividad para metales pesados en aguas residuales y su uso
Debido al incremento de metales pesados en las aguas residuales utilizadas para

irrigar cultivos (Méndez et al., 2003), se han creado normas para evitar el incremento
en la contaminacién de las zonas aledafas y los efecto toxicos que puede causar en
plantas y animales.

En la NOM-001-ECOL-1996, NOM-CCA-031-ECOL/1993, NOM-004-SEMARNAT-
2002 se establecen los limites maximos permisibles de contaminantes de aguas
residuales provenientes de la industria, actividades agroindustriales y de servicios
para su tratamiento y descarga en los sistemas de drenaje y su posterior descarga en
aguas nacionales (Tabla 2).Los grandes voliumenes de lodos o biosélidos contribuyen
de manera importante a la contaminacion de la atmdésfera, aguas nacionales y suelos;
por lo que han sido utilizados en la agricultura si cumplen con los limites maximos
permisibles de contaminantes establecidos en la NOM-004-SEMARNAT-2002 para
atenuar sus efectos contaminantes en el medio ambiente. Por otro lado, la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 establece los criterios para determinar las concentraciones

de metales pesados en tierras de cultivo y evitar la contaminacion en cultivos.
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Tabla 6. Limites méximos permisibles para metales pesados y cianuros

Limites maximos permisibles para metales pesados y cianuros

Parametros

Embalses naturales y

*) Rios artificiales Aguas costeras Suelos
Uso en L Uso en Explotacion
. . Proteccion . . pesquera, - . Uso en
riego Uso publico . riego Uso publico i Recreacion | Estuarios )
(mg/L) . de vida . navegacion y riego
agricola urbano (B) - agricola urbano (C) (B) (B) .
acuatica (C) otros usos agricola (A)
(A) ) \
(A)
P-M P.D | P.M P.D PM |PD|PM|PD| PM | PD]|PM P.D PM | PD|PM|PD| PM | PD
Arsénico 02 | 04| 01 0.2 01 [ 02 ] 02 |04] 01 |02.]01 0.2 0.2 04 01| 02] 02 0.4
Cadmio 02 | 04| 01 0.2 01 |02 ] 02 04| 01 0.2 | 0.1 0.2 0.2 04 | 01|02 ] 005 ] 01
Cianuros 1.0 | 3.0 1.0 2.0 1.0 | 20 | 20 | 3.0 1.0 | 20 | 1.0 2.0 20 | 30| 1.0 | 2.0 2.0 3.0
Cobre 40 | 6.0 | 4.0 6.0 40 | 6.0 | 40 | 6.0 4 6.0 4 6.0 40 | 6.0 | 40 | 6.0 4 6.0
Cromo 1 15| 05 1.0 0.5 1.0 1 15| 05 1.0 | 0.5 1.0 1 15, 05|10 | 05 1.0
Mercurio 0.01 | 0.02 | 0.005| 0.01 |0.005|0.01|0.01]0.02|0.005|0.01]001| 0.02 | 0.01 |[0.02|0.01]|0.02|0.005|0.01
Niquel 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4
Plomo 0.5 1 0.2 0.4 02 | 04 | 05 1 0.2 04 | 0.2 0.4 0.5 1 02 | 04 5 10
Zinc 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20

(*) Medidos de manera total.

Fuente: Modificada de NOM-001-ECOL-1996.

P.D. = Promedio Diario P.M.= Promedio Mensual
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Tabla 7. Limites maximos permisibles de metales pesados para suelos y
biosélidos para uso agricola e industrial

NOM-147-SEMARNAT/SSAL-2004 | N 00 SEMARNAT:
2002
Suelos
Contaminante Lodos y biosélidos
Uso agricola _ _
residencial/comercial Uso industrial Excelente | Buenos
(mg/kg) mg/kg en base seca
Arsénico 22 260 41 75
Bario 5400 67 000 - -
Berilio 150 1900 - -
Cadmio 37 450 39 85
Cobre - - 1500 4 300
Cromo (V1) 280 510 1200 3 000
Mercurio 23 310 17 57
Niquel 1 600 20 000 420 420
Plata 390 5100 - -
Plomo 400 800 300 840
Selenio 390 5100 - -
Talio 5.2 67 - -
Vanadio 78 1000 - -
Zinc - - 2 800 7 500

Fuente: NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, NOM-004-SEMARNAT-2002
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12.3 Normatividad para metal es pesados en alimentos

La contaminacion por metales pesados en alimentos afecta la salud humana a
diferentes niveles, desde una leve intoxicacion hasta diversos tipos de cancer, por lo
cual debe existir un riguroso control a lo largo de la cadena de produccién de
alimentos.

La contaminacion se por metales pesados origina por el uso de aguas residuales para
el riego de cultivos vegetales para consumo humano o forrajes para el ganado; por
contacto de los vegetales con aguas superficiales contaminadas; debido a la ingestion
de animales que han consumido forrajes y agua contaminada y que son utilizados
para consumo humano o por la filtracion de metales pesados a los mantos acuiferos.
Por lo que se han establecido los limites maximos permisibles de metales pesados en
agua, alimentos de origen vegetal y animal para consumo humano (Tabla 4).

Sin embargo, no existen normas que establezcan las concentraciones de metales
pesados toxicas en chiles, espinacas, cacahuate, arroz, cebada maltera y café;
productos vegetales de alto consumo para algunas regiones del pais en los cuales se
han reportado altos niveles de metales como cadmio y cromo.

La contaminacién por metales pesados en alimentos envasados y sometidos a
tratamiento térmico se debe a un inadecuado control durante el proceso, por lo que la
NOM-130-SSA1-1995 establece los valores maximos permisibles (en mg/kg) para Pb
(0.2-1.0), As (0.2-1.0), Cd (0.1-0.2 y Sn (100 a 250), pero no se considera el cromo

que es un contaminante altamente toxico.
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Tabla 8. Limites méaximos permisibles de metales pesados en alimentos para
consumo humano.

NOM-027-SSA1-1993

Productos de la pesca:
pescados, moluscos

bivalvos cefalépodos y

ESPECIFICACIONES

Limite Maximo Permisible

MX-FF-001-SCFl-2009 | 9asteropodos secos, (mg/kg)
ahumados, frescos, Cd 0.5
NOM-031-SSA1-1993 refrigerados y Hg 1.0
NOM-129-SSA1-1995 congelados. Hg e
metil mercurio '
Pb 1.0
NMX.-FF-115-SCFI- )
Flor de Jamaica Pb, Hg, As, Cd, Cr 0.01
2010
Higado 1.4-2.0
As Rifién 1.4-2.0
Musculo 0.5-0.7
C higad
arne, grasa, higado y Higado 100
rifién de bovinos, ——
_ _ Cd Rifion 5.0
equinos, porcinos
a P Y Musculo 2.0
ovinos, por lo que ahora _
_ Higado 60.0
se denominara grasa, ,
NOM-004-ZO0-1994 _ Cu Rifi6n 10.0
higado, masculo y rifion
) Mdusculo 2.0
en aves, bovinos,
] o Higado 2.0
caprinos, cérvidos,
. . Pb Rifion 2.0
equinos, ovinos y
. Musculo 0.5
porcinos
Higado 1.4
Hg Rifion 1.4-2.0
Musculo 0.7-0.5
Zn Cr Al As Pb Cd Hg
NOM-127-SSA-1-1994 Agua mg/L
5 0.05 0.2 |0.05| 0.025 | 0.005 | 0.001

Fuente: NOM-027-SSA1-1993, NOM-031-SSA1-1993, NOM-004-ZO0-1994, NOM-127-SSA-1-1994,
NOM-129-SSA1-1995, MX-FF-001-SCFI-2009, NMX.-FF-115-SCFI-2010
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15 Abreviaturas

y-EC
Hg
Ag
Al
As
ATP

B1
Bi2
Ca
Cd
Co
Cr
Cu
Cys
DNA

DTNB
DTT
EGTA

EM
Fe
FQ
GE
Glu
Gly
GME:

gamma glutamil cisteina
Microgramos

Plata

Aluminio

Arseénico

Adenosin Trifosfato
Boro

Vitamina B;

Vitamina B,

Calcio

Cadmio

Cobalto

Cromo

Cobre

Cisteina

Acido
desoxirribonucleico
Acido Ditionitrobenzoico
Ditiotreitol

Acido etilen glicol-bis
(B-aminoetiléter)-
N,N,N’,N’-tetraacético
NADP*-Enzima Malica

Hierro

Fitoquelatinas

Medio glutamato, etanol
Glutamico

Glicina
Medio-glutamato,malato,
etanol

GSH
GSSG
Hg

kg
LDH

MDH

Mg
mg

min

Mn
MoO,?
MS

Na

Ni

Pb
PCA
ppm
prot

ROS

Se
-SH
Sn

T(SH)zi

Zn

Glutation reducido
Disulfuro de glutatién
Mercurio

Potasio

Kilogramo

NAD"-lactato
deshidrogenasa

NAD*-Malato
deshidrogenasa
Magnesio
Miligramos
Minuto
Manganeso
Molibdato
Malato Sintasa
Sodio

Niquel

Fosforo

Plomo

Acido perclérico
Partes por millén (mg/L)
Proteina

Especies reactivas de
oxigeno

Selenio

Grupo sulfidrilo
Estafo

Tripanotion reducido
tonelada

Zinc
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