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RESUMEN

Se entiende por contaminacion la introduccion o incremento anormal de sustancias que
pueden ejercer un efecto danino sobre los organismos en los ecosistemas. A veces, la
contaminacion es de origen natural pero en general esta relacionada con la actividad del
hombre que, en busca de su supervivencia y bienestar, dispersa sustancias agresivas al
medio ambiente algunas de las cuales pueden ser transformadas por los organismos

vivos (biodegradables) y otras que son persistentes (no biodegradables).

Un problema presente y severo en la actualidad es la contaminacion por metales
pesados tanto en agua como en aire y tierra siendo este un problema que no solo afecta
al medio ambiente sino también a la salud del propio ser humano. Para contrarrestar la
alta contaminacion por metales pesados, se han buscado distintos métodos de
remediacion, entre estos métodos se encuentra la biorremediacion que es la utilizacion de
microorganismos, hongos, plantas o las enzimas derivadas para restablecer un medio
ambiente alterado. Sin embargo, aun los organismos que se han propuesto como bio-
remediadores de aguas contaminadas por metales pesados son propensos a sufrir dafios
por la intoxicacion con éstos metales. Especificamente en este trabajo se determiné el
efecto toxico del Cr(VI) y Cr(lll) sobre las principales rutas metabdlicas energéticas en el
microorganismo Euglena gracilis heterotrofica, ya que estudios anteriores indican que
éste microorganismo puede ser un posible candidato para la biorremediacién pues tiene
la capacidad de sobrevivir en presencia de metales pesados como el Cd y Hg, asi como la
de almacenarlos en mitocondrias y cloroplastos (Cd) y que en presencia de Cr(VI) la
fotosintesis y la cadena respiratoria se ven afectados. Por lo cual es de gran importancia
saber de qué forma se ven afectadas las vias productoras de energia en E. gracilis

heterotrofica por la presencia de cromo.

Por lo anterior, se estudio el efecto toxico del Cr(VI) y Cr(lll), las especies quimicas del
cromo mas estables, sobre los cuatro complejos clasicos de la cadena respiratoria y de
los componentes alternos a ésta, la D-lactato deshidrogenasa (D-iLDH), L-lactato
deshidrogenasa (L-iLDH), oxidasa alterna (OxA), NADH-deshidrogenasa externa
(NADHDH ext).

Los resultados obtenidos indican que las actividades de las enzimas mas sensibles de la

cadena respiratoria de E. gracilis en mitocondrias aisladas fueron el complejo Il o bcq, el
1



complejo IV o citocromo c oxidasa, la L-iLDH, D-iLDH, y la oxidasa alterna (AOX) a Cr(VI)
y Cr(lll). Por el contrario, las actividades del Complejo | o NADH deshidrogenasa y la

NADH deshidrogenasa alterna (iNADHDH) no fueron sensibles a cromo.

Los resultados sugieren que cuando Euglena gracilis se cultivd en presencia de cromo,
las vias productoras de energia en este caso la cadena respiratoria se vio fuertemente
afectada; pese a esto, este protista tiene la plasticidad metabdlica para duplicarse y

acumular cromo.



INTRODUCCION

Sin duda alguna un problema grave hoy en dia es la creciente contaminacion del
ambiente. Ya sea de suelos, aguas o del aire; la contaminacion afecta de formas variadas
a todos los seres vivos llegando a producir incluso la muerte sin duda alguna esto la
convierte en un tema de gran importancia y de interés, colocandose como objetivo central
de muchos estudios en el mundo los cuales intentan de alguna forma dar solucién a este
problema. La contaminacion es un tema tan amplio que no es posible estudiarlo en un
s6lo proyecto, ni una sola persona, por lo que el presente proyecto sélo se enfoca a una
pequeia parte, la cual es la contaminacion por metales pesados, especificamente
contaminacién por cromo en agua y una posible solucion para contender contra este
problema ambiental, utilizando para ello al microorganismo Euglena gracilis el cual es un
modelo experimental ya ampliamente estudiado, que tiene la capacidad de almacenar
metales pesados en mitocondrias y cloroplastos. En la actualidad los contaminantes del
agua son de varios tipos, los metales pesados se encuentran dentro de las sustancias

inorganicas peligrosas que causan contaminacion.

1. Metales Pesados

1A. ¢Qué son? y ¢Quiénes son?

El término “metal pesado”, a pesar de ser ampliamente utilizado entre los profesionales y
cientificos, no tiene una base cientifica rigurosa o una definiciébn quimica. Los metales
pesados constituyen un grupo cercano a 40 elementos de la Tabla Periddica, aunque
muchos de los elementos que se enlistan en este término tienen una gravedad especifica
mayor o igual a 5 g/cm?, existen diversas excepciones a esta regla. El rasgo distintivo de
la fisiologia de los metales pesados es que, aun cuando muchos de ellos son esenciales
para el crecimiento, se ha reportado que también tienen efectos tdxicos sobre las células
cuando alcanzan concentraciones demasiado altas, principalmente como resultado de su

capacidad para alterar o desnaturalizar las proteinas.

Estrictamente y desde el punto de vista quimico, los metales pesados estan constituidos
por elementos de transicion y post-transicién, algunos metaloides como el arsénico y
selenio no son metales pesados pero por el efecto que causan en las células se les ha

incluido dentro del grupo de metales pesados. Por otro lado, estos elementos se

3



presentan en diferente estado de oxidacion en agua, aire y suelo y presentan diversos
grados de reactividad, carga iénica y solubilidad en agua. Una forma opcional de nombrar
a este grupo es como “elementos toxicos”, los cuales, de acuerdo a la lista de
contaminantes prioritarios de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA), incluyen a los siguientes elementos: cromo, cobalto, niquel, cobre, zinc,

plata, cadmio, mercurio, titanio y plomo.’

Los metales pesados son componentes naturales de la corteza de la tierra. No pueden ser
degradados o ser destruidos. Se incorporan a nuestros cuerpos en pequefias cantidades
via alimentos, agua potable y aire. Como elementos de rastro, algunos metales pesados
(e.g. cobre, selenio, zinc) son esenciales para mantener el metabolismo del cuerpo
humano. Sin embargo, en concentraciones mas altas pueden conducir al
envenenamiento. El envenenamiento por metal pesado puede resultar por ejemplo, de la
contaminacién del agua potable (e.g. tuberias galvanizados, de plomo o de cobre), las
altas concentraciones en el aire cerca de las fuentes de emision, o producto via la cadena

alimenticia.?

Debido a su movilidad en los ecosistemas acuaticos naturales y a su toxicidad para las
formas superiores de vida, los iones de metales pesados presentes en los
abastecimientos de aguas superficiales y subterraneos, se les ha dado prioridad como los
contaminantes inorganicos mas importantes en el ambiente. Aun cuando se encuentren
presentes en cantidades bajas e indetectables, la recalcitrancia y consiguiente
persistencia de los metales pesados en cuerpos de agua, implica que a través de
procesos naturales como la biomagnificacién, su concentracién puede llegar a ser tan

elevada que empiece a ser tdxica.’

En la literatura podemos encontrar que los metales pesados se clasifican en dos grupos:
*Oligoelementos o micronutrientes. Necesarios en pequefias cantidades para los
organismos, pero toxicos una vez pasado cierto umbral. Incluyen Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni y
Zn.

*Sin funcién biol6égica conocida. Son altamente toxicos, e incluyen Hg, Ba, Cd, Hg, Pb,
Sb, Bi.



Los elementos pertenecientes a estos grupos también varian segun autores. Ademas,
cuando se habla de metales pesados tampoco se especifica el estado del elemento, es
decir, si se trata del elemento puro, o de algunos o la totalidad de sus diversos estados
de oxidaciéon (compuestos), que no presentan las mismas propiedades fisicas, quimicas,

téxicas o ecotdxicas. Este aspecto complica todavia mas su clasificacion.*

1 B. Efectos de los metales pesados sobre la salud.

La contaminacion por metales puede derivar en diversos efectos a la salud, dependiendo
del elemento en particular y su concentracidon entre otros factores.

Como ya se menciond anteriormente, los elementos que entran en el grupo de los
metales pesados son muchos por lo cual no es posible adentrarse en todos ellos, asi que
solo se enlistaran los de mayor preocupacion para México, segun se menciona en el
reporte de la OMS/OPS, llamado Estrategia de cooperacion con el pais México,
Noviembre 2005 °, estos son: Mercurio (Hg), Plomo (Pb), Cadmio (Cd) y Cromo (Cr).

Tabla 1. Dafios a la salud causados por la exposicién a metales pesados®.

Elemento Dafios a la salud

Es absorbido principalmente por los pulmones a nivel alveolar, por el tracto gastrointestinal y a
nivel cutdneo. Una vez en el organismo, el mercurio metalico permanece como tal durante un
corto tiempo En la sangre y los tejidos, el mercurio metalico se oxida rapidamente para formar

M ) iones mercurio HgZ+, que se fijan a las proteinas. En la sangre, el mercurio inorganico se
ercurio

(Hg) distribuye entre el plasma y los eritrocitos.
g

Tras la exposicidon a vapores de mercurio metalico, éste se deposita en los rifiones y el encéfalo,
cuando se produce exposicion a sales inorganicas, se deposita principalmente en los rifiones. Se
presenta irritacion o edema pulmonar y/o una grave inflamacién del tracto gastrointestinal
(gingivitis). El Sistema nervioso también se ve afectado produciendo parkinsonismo. En mujeres

embarazadas produce la muerte del feto (2-5 semanas) o retraso mental en el producto.

La forma de entrar al cuerpo de este metal es por el aparato respiratorio y tracto gastrointestinal.
En el organismo humano, el plomo inorganico no se metaboliza, sélo se absorbe, se distribuye y
Plomo se excreta directamente. La velocidad a que se absorbe el plomo depende de su forma quimica y

(Pb) fisica y de las caracteristicas fisiolégicas de la persona expuesta (edad y estado nutricional). Una
vez en la sangre, el plomo se distribuye en tres compartimentos: la sangre, los tejidos blandos
(rifidn, médula ésea, higado y cerebro) y el tejido mineralizado (huesos y dientes).Para que se

desarrolle una intoxicacién por plomo, no es necesaria una exposicién aguda importante.




El organismo acumula este metal durante toda la vida y lo libera lentamente, por lo que incluso
dosis pequefias pueden producir, con el transcurso del tiempo, una intoxicacion. El destino mas
sensible de intoxicacion por plomo es el sistema nervioso, principalmente en adultos, pero
también en nifios. El plomo inhibe la capacidad del organismo para producir hemoglobina al
interferir con varios pasos enzimaticos en la via metabdlica del grupo hemo. La exposiciéon a
plomo también podria producir efectos cancerigenos a los humanos segun la IARC. (Esto aun no

se afirma del todo).

Cadmio
(Cd)

La absorcién de este metal principalmente es por via gastrointestinal, pulmonar, digestiva o
respiratoria; el cadmio absorbido se transporta al higado, donde se inicia la produccion de una
proteina de bajo peso molecular que se une al cadmio, la metalotioneina. Esto evita que los
iones de cadmio libres ejerzan su efecto téxico. Después es desechado en la orina o reabsorbido
y pasa a las células digestivas las cuales degradan las proteinas en péptidos de menor tamafno y
aminoacidos, los iones de cadmio libres que se liberan tras la degradacion de la metalotioneina y
se inicia una nueva sintesis de metalotioneina, que se une al cadmio.

La eliminacion del cadmio es muy lenta, y por ello se acumula en el organismo, aumentando su
concentracion con la edad y el tiempo de exposicion. Este metal causa dafos principalmente a
los pulmones, riflones y las vias respiratorias. Puede producir la muerte. Se han descrito casos
de exposicidon excesiva al cadmio en la poblacién general por la ingestion de arroz y otros
alimentos contaminados y posiblemente también de agua contaminada. Varios estudios
epidemioldgicos demuestran una relacion dosis-respuesta y un aumento en la mortalidad por
cancer pulmonar en los trabajadores expuestos al cadmio (Aun no es del todo clara esta
afirmacion). Sin embargo, esta claro que el cadmio posee propiedades cancerigenas en los

experimentos con animales.

Cromo
(Cr)

Los compuestos de Cr (lll) no se absorben faciimente en el aparato digestivo y pueden
combinarse con proteinas de las capas superficiales de la piel, formando complejos estables. Los
compuestos de cromo en estado de oxidacion VI se absorben rapidamente después de la
ingestion o la inhalacion. El Cr(VI) afecta principalmente a la piel y al aparato respiratorio
(irritacion de la piel o mucosas, dermatitis y accién corrosiva o ulceras). Se ha demostrado que el
Cr (V1) penetra en la piel a través de las glandulas sudoriparas, reduciéndose a Cr (lll) en el
corion. Se ha demostrado que este Cr (lll) reacciona con las proteinas formando complejos
antigeno-anticuerpo.

Efectos cancerigenos. Existen un gran numero de estudios realizados donde se ha descrito un
aumento de la incidencia de cancer de pulmén entre los trabajadores empleados en la fabricacion
y el uso de compuestos de Cr (VI). Los cromatos de zinc y calcio parecen ser los mas
cancerigenos y se cuentan entre los cancerigenos mas potentes en humanos. No existe un nivel

de exposicion “seguro” claramente establecido.




1C.

Contaminacion por metales pesados en agua.

En la literatura se encuentran varias definiciones para contaminacion, sin duda alguna

todas relacionadas con la introduccién o incremento anormal de sustancias que pueden

ejercer un efecto danino sobre los organismos en los ecosistemas. Segun la Union

Europea, la contaminacion es la introduccion directa o indirecta como consecuencia de

la actividad humana de sustancias, vibraciones, calor o ruido en el aire, el agua o el suelo

que pueden ser nocivos para la salud humana o la calidad del medio ambiente, causar

dafos a la propiedad material o perjudicar o entorpecer las actividades recreativas y otros

usos legitimos de medio ambiente.*

Tabla 2. Concentraciones de metales pesados en aguas residuales de cuerpos de

agua e industrias en México (mg/L). >"*
INDUSTRIA/
Al As | Cd | Crtotal Cu Hg Fe Ni Pb Zn
SISTEMA
Textil 300 300 5600 100
Curtidora 260-780
T 1700-
Vitivinicola 9500
Rio Blanco 2-18 50-400 | 10.50 | 2-8 40-120 | 0-35 | 20-120
Presa Tuxpango 30 5 6 38
Metal mecanica 0 280 600 1500 120
Galvanoplastia | 1750 4 73000 6400 12500 74 220 1260
Polimeros 30 20 40 89 0 16 0
sintéticos
Petroquimica 0 120 70 | 157 0 0 0
secundaria
Hulera 167 0 2 0 21 0 9 161

*Los valores mostrados se obtuvieron de empresas aisladas y no necesariamente representan el promedio de Ta industria

respectiva.

Como tal, la contaminacion por metales pesados la podemos encontrar afectando

diversos ecosistemas del medio ambiente; sin embargo, en este trabajo nos enfocaremos

s6lo a los sistemas acuaticos, ya que el modelo experimental estudiado ha sido

encontrado en residuos acuosos contaminados por metales pesados. En México, la NOM-

127 SSA1-1994 establece que las concentraciones maximas de metales pesados en agua

potable son las siguientes (Tabla 3):




Tabla 3. Concentraciones méaximas permisibles de metales en agua potable de

México.
Limite permisible Limite permisible Limite permisible

Metal Pesado | “(mg/L o ppm)* (hg/L) (kM)
Zinc 5.00 5000 76.488
Cobre 2.00 2000 31.476
Fierro 0.30 300 5.372
Cromo Total 0.05 50 0.962
Arsénico 0.05 50 0.667
Plomo 0.025 25 0.120
Cadmio 0.005 5 0.044
Mercurio 0.001 1 0.005

*
Datos mostrados en la Norma. Tabla complementada.

Ahora haciendo una comparacion entre los niveles que en la actualidad se encuentran de
metales pesados en aguas residuales y algunos otros cuerpos de agua en México (Tabla
4) y los rangos permitidos (Tabla 3), se puede ver que es real y alarmante la

contaminacién por metales pesados en agua.

Se encuentra reportado que la concentracion media de cromo en el agua dulce es de
1,0 mg/L (rango: 0.1 a 6.0 mg /L), mientras que el promedio de concentracion de
cromo en agua de mar es de 0,3 mg/ L (intervalo: 0,2 a 50 ug / L). El agua de drenaje de
las areas contaminadas puede tener concentraciones mas altas. Las

concentraciones acuosas de cromo y su movilidad en diferentes ambientes geolégicos

dependen de su estado de oxidacién. ®

Tabla 4. Contaminacién por metales pesados en las aguas residuales de industrias y

algunos cuerpos de agua en México en (ug/L).’

(ng/L )

Industria / Sistema Zn Cu Fe Cr Total As Pb Cd Hg
Le6n, Guanajuato 50000
Laguna Sn. Andrés, | 545 | 187 | 234 138 | 0.33
Tamps
Valle Zimapan, Hgo. 400
Matamoros, Tamps. 50-340 50-400
Textil 100 300 5600 300
Curtidora 260-780
Rio Blanco 20-120 10-50 50-400 2-18 35 2-8
Metal mecanica 600 1500 280 120
Galvanoplastia 1260 6400 12500 73000 220 4
Polimeros sintéticos 40 16 20 89
Petroquimica sec. 70 120 157




Es importante mencionar que los metales pesados no producen el mismo efecto o la
misma alteracion o dafio en los organismos, la captacion y toxicidad de los metales
pesados en los organismos acuaticos se ven afectados diversos factores como: factores
fisicoquimicos y bioldgicos, asi como el tiempo de exposicidon y la concentraciéon del metal
o metales. Algunos de los factores que intervienen en la toxicidad de los metales pesados
se encuentran descritos en la Tabla 5.

Tabla 5. Factores que afectan la especiacion quimicay que influyen en la toxicidad

de los metales en el ambiente acuatico. % *?

Variables Comentarios

Cambio en la distribucion de las especies que influyen
en a formacion de complejos: cambios en la capacidad
de adsorcion.

pH, alcalinidad, ligandos
organicos e inorganicos.

Reduce la disponibilidad de metales y cambia la
distribucion de las especies a causa de la adsorcion
sobre las superficies celulares y/o acomplejamiento de
los exudados de la biota.

Densidad organica

Concentracion de particulas Los metales son secuestrados por particulas de los
y coloides oxidos de hierro, manganeso y aluminio y de las arcillas,

Afecta el estado de oxidacion de los metales; la
disponibilidad y la movilizacion de ciertos metales como
el manganeso, lo cual frecuentemente ocurre mas
facilmente en potenciales redox reductores.

Potencial Redox

Soluble o en particulas y como ion, complejo, quelato en

F I I :
orma del metal en agua forma coloidal, precipitado o adsorbido.

Otros cationes (sales de Ca y Mg) afectan la toxicidad de
Presencia de otros metales Cu, Zn, Cd y Hg, ya sea por precipitacion o por

competencia.

Factores que modifican la Temperatura, pH, oxigeno disuelto, luz, salinidad.
fisiologia del organismo. También nutrientes como el fosforo.

El aumento de la densidad de poblacion de protozoarios
y microalgas, disminuye la toxicidad del metal.

Otros factores ambientales




2. El Cromo

2 A. Quimica del Cromo

El cromo elemental fue descubierto y caracterizado por el quimico francés Nicolas-Louis
Vauguenlin en Siberia, como un mineral de plomo rojo (crocoita) en 1797. Se trata de un
elemento que naturalmente se presenta en la corteza terrestre. El cromo es el elemento
numero 21 en abundancia en la corteza y se encuentra en practicamente todos los
ambientes, en el aire, agua, suelo y biota. El promedio de la concentracién de cromo en la
corteza continental ha sido registrado entre los rango de 80-200 mg/Kg (NAS, 1974).2 El
cromo es un elemento de transicion, de la familia VIB de la tabla periédica, su numero
atomico es 24, con una masa atomica de 52.1 g/mol. En su forma elemental, se
encuentra como un metal duro, blanco, brillante y fragil con un punto de fusién alto
(2000°C). Presenta varias valencias, desde -2 hasta +6; en el suelo sélo se conocen la 0,
+2, +3 y +6. El cromo 2" es muy inestable y se oxida muy faciimente con el aire, por su
fuerte potencial reductor, esta especie no se encuentra en el material biolégico. El cromo
6" es un fuerte agente oxidante y generalmente se encuentra unido a moléculas de
oxigeno, formando los llamados cromatos y dicromatos, los cuales faciimente se reducen
a Cromo 3" en solucion acida. A continuacion se presenta los potenciales de equilibrio
frente a cambios de pH para el Cromo, como se podrian encontrar en los sistemas

acuosos. (Fig.1).

Fig. 1. Estabilidad del Cromo en agua frente a cambios de potencial quimico y pH.
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Los metales de transicién tienden a formar compuestos de coordinacién o complejos con
ligandos (moléculas o iones) como los siguientes: tio (S,%), mercapto (HS"), hidroxo
(OH"), ciano (CN"), bromo (Br), cloro (CI'), carbonato (CO3%), oxalato (C,04%), oxo (O%),
peroxo (0,%), amino (NHs), acuo (H.0), carbonil (CO), piridin (CsHsN), azida(Ns), entre
otros. Encontramos que el cromo en su forma trivalente se encuentra mayormente unido
al oxigeno, cloro y al azufre como oOxidos, cloruro y sulfato, asi mismo el cromo en su
estrado hexavalente se une a oxigeno formando cromatos y 6xidos.

El ion trivalente nunca existe libre en solucion; solo en forma coordinada ya sea con el
agua o con otros ligandos, tiene una alta capacidad de formar enlaces tiocianato, amino y
0xo, con moléculas biolégicas, como el DNA, proteinas (moléculas que tengan el grupo
amino), péptidos, compuestos organicos (citrato, malato, oxaloacetato). EI cromo 3"
presenta un lento intercambio de ligandos lo que le hace imposible participar como
elemento en sitios activos de enzimas, que necesitan un rapido intercambio. Pero esta
caracteristica hace al cromo 3" compatible con una funcion mas estructural, en sitios
receptores de hormonas y estabilizacion de estructuras terciarias de proteinas y acidos

nucleicos.

Actualmente la USEPA se encuentra trabajando en una revision de su norma acerca del
contenido de cromo en el agua, especializando su estudio en compuestos que presentan
el cromo en su estado de oxidacién 6, esto es consecuencia de las publicaciones
realizadas en el 2008 por el programa nacional de toxicologia de ese pais. En este
documento es mencionado que para formar especies como los cromatos (Cr2042') se
requieren concentraciones de Cr(VI) >10M, estas concentraciones de manera natural no
se encuentran en las aguas, se menciona también que los compuestos del cromo
hexavalente se liberan al ambiente por fuentes antropogénicas, es decir que es
consecuencia de los efectos, procesos o materiales que son resultado de actividades
humanas, que pueden persistir en las aguas naturales y suelos que contienen bajas
cantidades de materia organica por lo cual la reduccion del Cr(VI) al Cr(lll) no seria

promovida.
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2 B. ElI Cromo en el medio ambiente
Es conocido también que el cromo puede pasar de las aguas a los organismos presentes
en ellas y causarles dafo o alteraciones de distintos tipos (Figura 2). En la literatura se
encuentra reportado que en peces y plantas que han sido tratados o expuestos al cromo o
aguas que contienen cromo, que éste se acumula y al presentarse una exposicion cronica
causa dafio a los tejidos y sangre de peces asi como al metabolismos y genes de los

organismos vivos (Tabla 4).

Por la contaminacién por metales pesados también se altera la composicion de las
poblaciones de un ecosistema, y que cada especie responde de diferente manera a las
concentraciones de contaminantes y por tanto acumula en mayor o menor medida
determinados metales pesados. En general, desaparecen muchas especies, 0o que

conduce a que predominen especies resistentes a los agentes contaminantes.'?

Figura 2. Circulacion del Cr(lll) y Cr(VI) en el medio ambiente contaminado
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Virtualmente todos los alimentos contienen cromo en niveles < 0.5 ppm peso humedo. La

estimacion diaria de ingreso de cromo en humanos es de 0.03 a 0.1 mg/persona x dia.’

Si bien el cromo es un elemento importante en los animales para la adecuada utilizacion
de azucares y otros carbohidratos, también puede ser téxico si se rebasan ciertas
concentraciones. La toxicidad depende principalmente de su estado de valencia y grado
de concentracion. La forma mas oxidante del cromo es la hexavalente que a su vez
resulta ser la forma mas téxica y mévil de este metal en condiciones de poca acidez; son
muy biodisponibles ya que penetran en la membrana celular con mayor eficiencia que en
el estado trivalente.

Recientemente se ha encontrado que en las células de Euglena gracilis cultivadas en
presencia de 250uM de CrCl;, se observa un efecto inhibitorio del 15% sobre la densidad
celular con respecto a el crecimiento de las células que no fueron expuestas a cromo
(células control), demostrando que el Cr(lll) también es téxico, siendo contrario a lo que

se puede encontrar la literatura de que el Cr(lll) no es téxico.™

Tabla 6. Concentraciones de Cromo normales/naturales encontradas en alimentos.

Alimentos Concentracion de Cromo Referencia
Mariscos 0-0.44 ng/Kg
Cereales 0-0.52 ng/Kg
Carnes 0.05-0.56 ng/Kg
Vegetales 0-0.36 ng/Kg 31
Frutas 0-0.2 ng/Kg
Mantequilla 0.01 ng/Kg
Leche 0.17 ng/Kg
Mejillones y ostiones (169 sitios) 0.25ppm (promedio) b.p.h. 32
Sorgo (hojas) 1.75mg/Kg peso seco
Maiz(hojas) 1.8 mg/Kg peso seco 7
Trigo (raiz/hojas) 5.5-7.5 mg/Kg peso seco
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Tabla 7. Efecto sobre organismos vivos expuestos a Cromo.

Exposicién a

Organismo Vivo Dafo o alteracion Ref.
Cromo
Peces Limanda limanda Cromo
y Chelon labrosus hexavalente Clso 47 ppm (96hr) 9
Plantas Cromo Concentracion: 2500-25000ug/L
hexavalente % de muerte: 50%, 96h.
*Agua dulce
Concentracion : 17300ug/L
Molusco (caracol, Cromo % de muerte: 50%, 96h. (Dureza del agua

Physa heterostropha) 45mgCaCOa/L)
*Agua de mar
Concentracion.: 14000-15000ug/L

% de muerte: 50%, 96h.

hexavalente

*Agua dulce

Concentracion : 1840ug/L
Crustaceos Cromo % de muerte: 50%, 96h.
(Camaroén) hexavalente | *Agua de mar

Concentracion: 2000-98000ug/L
% de muerte: 50%, 96h

Pescado (Trucha

Arcoiris, Salmén Cromo Concentracion : 65,500ug/L 33
Gairdner). Peso: 25¢g hexavalente % de muerte: 50%, 96h.
pH= 7.0 (Agua Dulce)

Moluscos (Caracol) Cromo Concentracion : 8400ug/L
(Agua dulce) trivalente % de muerte: 50%, 96h.
Pescado(Trucha arcoiris, Cromo Concentracion : 4400 pg/L
joven) (Agua dulce) trivalente % de muerte: 50%, 96h.
Moluscos (Ostras) Cromo Concentracion : 10300 ng/L
(Agua de mar) trivalente % de muerte: 50%, 96h.
Pescado (2 ssp.) (Agua Cromo Concentracion : 3300-7500 pg/L
de mar) trivalente % de muerte: 50%, 96h.

DL 50 Cr (lll) = 22.9 mg/Kg de peso corporal.

Embriones de Pollo Cr3+yCré+. DL 50 Cr (VI) = 1.7 mg/Kg de peso corporal

3. Biorremediacion

En la actualidad existen diferentes tecnologias que mediante procesos quimicos, fisicos o
biologicos tienden a reducir la toxicidad, movilidad o concentracion de materiales o
contaminantes presentes en el ambiente. En general, estas tecnologias buscan alterar la
estructura quimica del contaminante, aprovechando sus propiedades fisicas 0 quimicas.
Muchas de las técnicas utilizadas son poco rentables, por lo que se requiere el desarrollo

de tecnologias capaces de reducir la concentracién de metales en cuerpos de agua a

14




niveles aceptables y a costos accesibles. Por lo que en la actualidad, se ha aprovechado
y utilizado el potencial de ciertos organismos (plantas, hongos, bacterias y microalgas)
para degradar, transformar o remover los contaminantes ambientales. Si bien la
biorremediacion se refiere al uso de cualquier organismo biolégico, es un término que
comunmente se asocia con el uso de microorganismos para descomponer, degradar y/o
mineralizar residuos peligrosos. La definicion mas aceptada para el este término es: la
aplicacién ingenieril de los procesos biolégicos para la limpieza de suelos, aguas
continentales y aire contaminados.’

La biorremediacion es una biotecnologia con poco mas de 30 afios de antiguedad. Se han
aplicado estrategias generales para la remocion del contaminante: 1) la acumulacién del
contaminante dentro de los tejidos del organismo empleado, 2) la degradacién de los
agentes o 3) la oxidacidon o reduccion de las sustancias (ej. metales pesados). La
biorremediacion se ha colocado como una técnica viable para la recuperacion de sitios
contaminados, puesto que: 1) elimina permanentemente contaminantes a través de su
transformacién o mineralizacion; 2) evita métodos quimicos vy fisicos severos; 3) se opera
in situ: 4) tiene un costo reducido comparado con los procesos fisicos y quimicos y
5) su influencia sobre el ecosistema es despreciable. '° La biorremediacion es una
tecnologia que esta creciendo rapidamente. Como ya fue mencionado, consiste en el uso
de organismos vivos o muertos que son capaces de remover compuestos toxicos
(incluyendo los metales pesados) de lugares contaminados y tiene diversas ventajas

sobre los métodos tradicionales.

Se han utilizado cepas (bacterias, protistas, algas, levaduras) sensibles a metales
pesados como bio-sensores para monitorear biolégicamente aguas contaminadas. En
cambio las cepas resistentes pueden ser utiles en la biorremediacion de los metales en
aguas contaminadas. En general, estos microorganismos presentan diferentes
mecanismos de resistencia, asi como de tolerancia hacia los metales toxicos; se
entiende por “resistencia” a la sobrevivencia del organismo a la toxicidad por metales
pesados, con base en mecanismos producidos como respuesta directa, segun los tipos de
especies de metal involucradas. Ejemplo de estos mecanismos son (Figura 3): la
reduccién del transporte a través de la membrana celular, expulsién activa, por medio de
la cual sale mayor cantidad de metal que la que entre; acumulacion 'y

compartamentalizacion, en la cual el metal queda secuestrado en una vacuola en el
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interior celular; por accion quelante, ya sea por proteinas o péptidos (sintesis de
metalotioninas y fitoquelatina), compuestos organicos (citrato, malato, oxalato-acetato) o
por compuestos inorganicos (sulfuro, fosfato, polifosfatos); biotransformacion, ya sea por
reducciéon u oxidacion del metal o por alquilacion; precipitacion y atrapamiento por
secrecion de compuestos en el medio extracelular. '* Con respecto al termino “tolerancia”
se aplica a la sobrevivencia del organismo frente a la toxicidad causada por metales
pesados, mediante las propiedades intrinsecas de un organismo o por modificacion
ambiental de la toxicidad; estas propiedades, que determinan la sobrevivencia, incluyen:
la posesion de paredes celulares impermeables, el enlazamiento externo, la unién del
metal a la pared celular y a la cara externa de la membrana plasmatica, con lo cual se

impide el paso del metal hacia el interior celular.?”

Figura 3. Mecanismos de resistencia a metales pesados que se han repotado para

diferentes organismos. Modificado de Rodriguez- Zavala et al., 2007. **
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Por otro lado Euglena gracilis es un protista de vida libre, es capaz de sobrevivir y
proliferar en presencia de metales pesados (Cd 2*, Zn?*, Hg?*, Pb%, Cr(VI))*®4647,
Ademas, este protista puede cultivarse de manera autétrofa o heterétrofa, utilizando una
extensa variedad de fuentes de carbono (glucosa, lactato, glutamato, malato, etanol,
acetato) y en un amplio margen de valores de pH (3.0-8.0) **%. En inventarios de
cuerpos de agua que reciben el drenaje acido de la actividad minera se han detectado de
24 a 76 especies de algas y protozoarios, siendo Euglena mutabiilis la especie mas
abundante. En un muestreo de efluentes industriales, la Unica especie fotosintética
detectada fue E. gracilis'®. También se sabe que Euglena gracilis almacena el cadmio en
mitocondrias y cloroplastos y que en presencia de Cr(VI) se ve inhibida la respiracion y la
fotosintesis’ . Todos estos datos convierten a Euglena gracilis no sélo en un excelente
modelo de estudio, sino también en un posible candidato a un proceso de

biorremediacion.
Ahora bien, ¢ Quién es Euglena gracilis?

4. Euglena gracilis

El género Euglena presenta una distribucidn muy amplia encontrandose en muy diversos
habitats: agua dulce, salada, acida, alcalina, en condiciones aerdbicas, anaerobicas;
existen formas solitarias, coloniales y parasitarias. Este género ha sido taxonémicamente
problematico ya que presenta caracteristicas particulares de animales y vegetales, por lo
que se le ha ubicado en el reino animal (flagelo y mitocondria) y plantae (cloroplastos y
mitocondrias, asi como un parecido muy grande con las algas). '® Actualmente Euglena
pertenece al reino Protista de orden Euglenida, el cual comprende alrededor de 1000
especies. Este microorganismo forma parte del plancton de aguas dulces y puede ser
cultivado de manera eficiente en condiciones controladas de laboratorio y con diferentes
fuentes de carbono. Ademas presenta propiedades metabdlicas y genéticas que le
permite desarrollarse en presencia de altas concentraciones de metales esenciales y no

esenciales a diferentes valores de pH y bajo un régimen heterotréfico o fotosintético.?®
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5. La Mitocondria

Las mitocondrias son organelos de las células eucariéticas que se cree han evolucionado
de bacterias aerdbicas capaces de realizar la fosforilacion oxidativa y que adoptaron una
residencia simbidtica dentro de una célula huésped eucaribtica primitiva y anaerdbica. Las
funciones metabdlicas de las mitocondrias son el ciclo del acido citrico (Ciclo de Krebs),
la fosforilacidn oxidativa (cadena respiratoria), oxidacion de acidos grasos y la
degradacion de aminoacidos. Se puede decir que es la central productora de energia. Las
mitocondrias varian de manera considerable en tamano y forma, dependiendo de su

origen y de su estado metabdlico. Tipicamente son elipsoides de ~0.5um de diametro y

1um de longitud.

La mitocondria (Figura 4) esta limitada por una membrana externa lisa y contiene una
membrana interna extensamente invaginada. El numero de invaginaciones, denominadas
crestas, varia con la actividad respiratoria del tipo particular de células. Ello es debido a
que las proteinas que median el transporte electronico y la fosforilacion oxidativa estan
unidas a la membrana mitocondrial interna. El compartimento mitocondrial interno
consiste en una sustancia de apariencia gelatinosa con <50% de agua, denominada
matriz mitocondrial, que contiene concentraciones notablemente elevadas de enzimas
solubles del metabolismo oxidativo, asi como sustratos, cofactores nucleotidico e iones
inorganicos, es el espacio contado por la membrana interna, contiene el complejo de la
piruvato deshidrogenasa y las enzimas del ciclo del acido citrico, de la ruta de la b-
oxidacion de los acidos grasos y de las rutas de oxidacion de los aminoacidos. Las
mitocondrias al igual que las bacterias gram-negativas, tienen dos membranas. La
membrana mitocondrial externa, la cual es facilmente permeable a pequenas moléculas
(M; <5000Da) e iones que se mueven libremente a través de canales transmembranales
compuestos por una familia de proteinas integrales de membrana llamadas porinas.

La membrana interna es impermeable a la mayoria de moléculas pequefias e iones,
incluido el proton (H), las Unicas especies que cruzan la membrana interna son aquellas
para las que existen proteinas transportadoras especificas, esta membrana aloja los
componentes de la cadena respiratoria y el complejo enzimatico responsable de la
sintesis de ATP.
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Figura 4. Representacion general de las partes de una mitocondria.
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Cuando Euglena gracilis es cultivada en la obscuridad contiene mas de 500 mitocondrias
por célula. Las mitocondrias de Euglena son estructuras pequefias, circulares o
alargadas. En células cultivadas en las obscuridad son ovoides o elongadas y en células
cultivadas en la luz forman un complejo interconectado y estan ordenadas en condriones
que son estructuras parecidas a redes que atraviesan toda la célula, es una estructura
plastica y flamentosa que se presenta tanto en células cultivadas en la luz como en la

obscuridad.

Las mitocondrias se funden y se ramifican para formar la red. Esta red esta en constante
movimiento, ya que constantemente se estan fragmentando y fusionando (reticulo
mitocondrial); este reticulo es delicado y complejo en células control y mas restringido en
células con fuente de carbono limitada y su estructura varia con las condiciones de
crecimiento. A esta estructura se le conoce como mitocondria gigante. Se cree que este
reticulo le ayuda a la Euglena para proporcionar mayor area para la difusion de oxigeno.
Se ha descrito que las mitocondrias de Euglena gracilis pueden oxidar sustratos como
lactato, succinato, glutamato/Malato, isocitrato, 2-oxoglutarato, acetato, GABA, etanol,

succinato-semialdehido y NADH exdgeno.
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6. Metabolismo energético principal de Euglena gracilis.

Desde hace muchos afios, el metabolismo de Euglena gracilis ha sido muy estudiado
debido a la gran capacidad que posee este protista para crecer en muy variadas
condiciones nutrimentales. Esta capacidad esta dada probablemente por las
caracteristicas metabdlicas que comparte con animales y plantas superiores, ademas de
las que son exclusivas de su grupo, como la de obtener energia por medio de la
fermentacion de ésteres de cera o por la oxidacion de acetato, succinato, succinato-
semialdehido, glutamato/malato, glucosa, lactato o etanol. Incluso, las diferentes cepas de
Euglena gracilis se diferencian entre si, ya que algunas de ellas tienen necesidades

diferentes para su crecimiento y su metabolismo en general. '°

El metabolismo energético principal de Euglena gracilis consta de la glucolisis,
gluconeogénesis y un ciclo de Krebs (con algunas diferencias en comparacién con el que
se presenta en mamiferos), asi como una cadena respiratoria y algunos componentes
alternos a ésta ultima; en este trabajo sélo se estudio a la cadena respiratoria y a algunos

de los componentes alternos por lo cual sélo se describiran estos ultimos mencionados.

6 A. Cadena Respiratoria

La cadena respiratoria también denominada cadena de transporte electronico, es el
conjunto de complejos enzimaticos embebidos en la membrana mitocondrial interna que
oxida el FADH; o el NADH generando un gradiente de protones. En los organismos
aerobicos es la ultima etapa del metabolismo productor de energia. Aqui es donde todos
los pasos oxidativos en la degradacion de glucidos, grasas y aminoacidos convergen en
esta etapa final de la respiracién celular en la que la energia de la oxidacion impulsa la
sintesis de ATP. (Figura 5).

La organizacién de la cadena respiratoria de las mitocondrias de Euglena es compleja
(Figura 6). Aunque existen los cuatro componentes respiratorios clasicos, estas
mitocondrias pueden oxidar también NADH externo por una enzima que es sensible a
rotenona. Por el efecto de inhibidores como la antimicina y el mixotiazol sobre la

reduccion de citocromo ¢ y el consumo de oxigeno, se ha propuesto que las mitocondrias
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de Euglena poseen también un complejo bc1-alterno que no bombea protones como el

complejo clasico (Ill). Ademas, existe una oxidasa alterna resistente a cianuro.

La oxidacién de D- y L-lactato acoplada al bombeo de protones para la produccion de
ATP, es otra de las particularidades que tiene la cadena respiratoria de Euglena”. El
lactado es el sustrato oxidable principal en las mitocondrias aisladas de Euglena. La
oxidacion del lactado en Euglena se lleva a cabo por dos enzimas mitocondriales
acopladas a la cadena respiratoria que lo oxidan para la produccion de ATP, estas son la
D-y L-iLDH. ™

Figura 5. Cadena Respiratoria clasica
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entermembrarial

Membraria inferma
mitocondral
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Figura 6. Cadena Respiratoria de Euglena gracilis.
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7. Componentes clasicos de la cadena respiratoria '®

a) Complejo I. (NADH deshidrogenada o NADH-ubiquinona oxidorreductasa).

El complejo I, es el primer componente de la cadena respiratoria, transfiere los electrones
del NADH a la CoQ (ubiquinona) y es sensible a rotenona, el cual es un inhibidor
especifico de esta enzima (la rotenona previene la transferencia de electrones de los
centros Fe-S a la ubiquinona). Este componente proteico, es un complejo de mas de 30
subunidades. Hay estudios de microscopia electronica de alta resolucion donde se
muestra que el Complejo | presenta una forma de L, con un brazo de la L hacia la
membrana interna mitocondrial y otro prolongandose hacia la matriz mitocondrial (Figura
7).
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Figura 7. Complejo | de la cadena respiratoria
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http://www.bioss.uni-freiburg.de/cms/1015.html

La reaccién que cataliza el complejo | es la siguiente: '

NADH + 5H"y + Q = NAD" + QH, + 4H"p

Q es ubiquinona y los hidrégenos marcados con el subindice P indican la localizacién de los protones hacia el lado positivo de la
membrana interna (espacio intermembranal) y los hidrogenos N hacia el lado negativo (matriz mitocondrial), lo que indica que existe

un bombeo de protones.

Como ya se ha mencionado este complejo se encuentra embebido en la membrana
interna mitocondrial, con el sitio de enlace del NADH orientado hacia la matriz y asi capta

a este substrato.
Las coenzimas del Complejo |

La FMN (flavina) y el CoQ (ubiquinona) son las coenzimas del complejo I, pueden ambos
adoptar tres estados de oxidacion. A pesar de que el NADH puede participar solo en la
transferencia de electrones, tanto la FMN como el CoQ son capaces de aceptar y dar, ya
sea uno o dos electrones, debido a que sus formas semiquinona son estables. La FMN y
el CoQ proporcionan por lo tanto un conductor electronico entre el dador de dos

electrones NADH y los aceptores de un electron(los citocromos). %/

La coenzima Q (ubiquinona), es una benzoquinona liposoluble que contiene una larga
cadena lateral isoprenoide. Las quinonas encontradas en mayor cantidad en mitocondrias
de este organismo tienen nueve unidades isoprenoide en la posicion 6 del anillo: la

ubiquinona-9 y la rodoquinona-9, las cuales existen en la poza de quinonas en E. gracilis.
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La rodoquinona-9 tiene un grupo amino en la posicion 2 en lugar del metoxido de las
quinonas, aunque también se han encontrado en otras cantidades Q8 y otros homologos

mayores.*

La funciéon de las quinonas es transportar electrones en cadenas de transferencia
electronica asociadas a membrana. La ubiquinona (Figura 8) puede aceptar un electron
transformandose en radical semiquinona (QH’) o dos electrones formando ubiquinol
(QH>), es capaz de actuar como puente entre un donador de dos electrones y un aceptor

de un electron.

Figura 8. Estados de oxidacion de la Ubiquinona o Coenzima Q.
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HgC/O 3
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Intermediario semiquinona Forma reducida de la coenzima Q
Forma oxidada del coenzima Q (QH") (QH 3 , ubiquinal)
(Q, ubiquinona)

Debido a que la ubiquinona es al mismo tiempo pequefia e hidrofébica se puede difundir
libremente a través de la bicapa lipidica de la membrana mitocondrial interna y puede
hacer la lanzadera de equivalentes de reduccion entre otros transportadores electronicos
de la membrana menos moviles. Ademas debido a que transporta tanto electrones como
protones, juega un papel central en el acoplamiento del flujo electronico al movimiento de

protones.

El Complejo | de Euglena gracilis contiene flavina (FMN) unida no covalentemente asi
como 4 centros Fe-Azufre. Al igual que en la mayoria de los organismos las células de
Euglena contienen las coenzimas NADH y FADH intramitocondriales. La NADH oxidasa
en mitocondrias de Euglena gracilis es sensible a Rotenona y tienen una eficiencia similar
a la NADH deshidrogenasa que oxida el NADH producido en el ciclo de Krebs. Se ha

propuesto que en presencia de CN el NADH es oxidado por la ruta insensible a CN. En
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presencia de rotenona y antimicina, el CN inhibe el 100% del consumo de oxigeno con
NADH como sustrato, la responsable de esta actividad alterna es una NADH

deshidrogenasa externa que no transloca protones. 7
Complejo Il .(Succinato-coenzima Q reductasa; Succinato deshidrogenasa).

Es la unica enzima del ciclo del acido citrico que estd enlazada a la membrana
mitocondrial. (Figura 9). Aunque es mas pequefa y simple que el complejo |, contiene

dos tipos de grupos prostéticos y al menos cuatro diferentes proteinas.
La reaccion que lleva a cabo es: '
Succinato + FAD - Fumarato + FADH;

El complejo Il no esta asociado con la translocacion de protones y la conservacion de
energia. Se cree que los electrones pasan del succinato al FAD, de aqui a los centros Fe-

S y finalmente a la ubiquinona.

Para el caso de Euglena gracilis se sabe que el complejo Il similar al descrito para

cadenas respiratorias de mamiferos, que oxida succinato y es sensible a rotenona.

Figura 9. Complejo Il de la cadena respiratoria
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b) Complejo Ill. (coenzima Q-citocromo C reductasa o complejo bc;)

Este complejo acopla la transferencia de electrones desde el ubiquinol (QH2) al citocromo

¢ con el transporte vectorial de protones de la matriz al espacio intermembranal.

Los citocromos son proteinas con actividad redox que se presentan en todos los
organismos excepto un reducido grupo de anaerobios obligados, estas proteinas
contienen grupos hemos, que alternan reversiblemente entre sus estados de oxidacion
Fe(ll) y Fe(lll) durante el transporte electronico. Las membranas mitocondriales contienen

tres especies de citocromos a, by c.

El complejo Il es dimérico, en cada mondmero existen tres subunidades que poseen
cuatro centros redox: el hemo b, y el hemo by, ambos localizados dentro de la subunidad
del citocromo b, el citocromo ¢4 y el centro fierro-azufre (Figura 10). El flujo de electrones
entre el acarreador del par electronico ubiquinona y los acarreadores de un electron
(citocromos) se realiza en una serie de reacciones llamadas Ciclo. Aunque el flujo de los
electrones de este segmento de la cadena respiratoria es complicado, el efecto neto de la

transferencia es simple, el ubiquinol es oxidado a ubiquinona y el citocromo ¢ es reducido.

Figura 10. Complejo lll de la cadena respiratoria
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El complejo Ill cataliza la transferencia de dos electrones del ubiquinol a dos moléculas de

citocromo ¢ como se ve en la siguiente ecuacion:'®

QHa + 2 ¢yt C1(oxidado) + 2H'N = Q + 2CYt C1(reducido) + 4Hp
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El complejo bc, de las mitocondrias de mamifero es sensible a diversos inhibidores como
el mixotiazol quien asemeja a una parte estructural de la ubiquinona y se une al citocromo
b, la antimicina y el HQNO que bloquean la reduccion de la quinona y la estigmatelina que
se enlaza a la forma reducida de la proteina fierro-azufre, cambiando su potencial redox.
Sin embargo en el protista E. gracilis, el complejo bcy es parcialmente resistente a
mixotiazol en mitocondrias aisladas intactas y totalmente insensible a antimicina y HQNO

cuando el complejo esta semipurificado.

Se ha reportado que el complejo Il de Euglena gracilis es un complejo de unos 280 kD,
compuesto de 10 subunidades, con una actividad enzimatica semejante a la encontrada
en mitocondrias. El complejo bc; posee tres subunidades de alta masa molecular
(proteinas estructurales), tal como ocurren en los complejos aislados de tripanosomatidos
y plantas. El citocromo b, es un polipéptido con masa molecular aparente de 21kDa,
mucho menor a la de todos los citocromos b mitocondriales estudiados, pero muy
semejante a la del citocromo b6 de cloroplastos. La proteina fierro-azufre de este
organismo, presenta, una masa molécular aparente de 31.5 kDa, superior a la de

mamiferos y plantas.

Ya se vio que el complejo bc; es atipico, se dijo que es sensible a la antimicina y a la
estigmatelina (como se espera de un complejo Ill clasico), pero atipicamente es
parcialmente resistente a mixotiazol. Otro de los inhibidores clasicos de este complejo en

mamiferos.*®
Citocromo c.

El citocromo c es una proteina de membrana periférica de estructura cristalina conocida
que esta débilmente unida a la superficie externa de la membrana mitocondrial interna. Se
une alternativamente al citocromo ¢ del complejo Ill y a la citocromo ¢ oxidasa (Complejo

IV), por lo tanto funciona como lanzadera de electrones entre ellos.

Los citocromos tienen una funcidén opuesta a la de las enzimas: mas que persuadir a
sustratos no reactivos para que reaccionen, deben impedir que sus grupos hemo
transfieran electrones de forma no especifica a otros componentes celulares. El complejo
IV funciona como una bomba de protones que contribuye a la fuerza motriz proténiza

necesaria para llevar a cabo la sintesis de ATP.
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La citocromo ¢ oxidasa de Euglena requiere ferrocitocromo c.s53 especialmente como
donador natural de electrones. Esta enzima, en Euglena, contiene los citocromos a y a3,

como la de mamiferos.

Ciclo Q

Se ha propuesto un modelo razonable para el paso de electrones y protones a través del
Complejo Il a partir de su estructura y de detallados estudios bioquimicos de las
reacciones redox. La ecuacion neta de las reacciones redox del este ciclo Q (Figura 11)

es, como ya se habia mencionado para el complejo llI:
QH: + 2 ¢yt C1 (oxidado) + 2HN" > Q + 2CY1 (reducido) + 4Hp"

El ciclo Q adapta el cambio entre el transporte de dos electrones, la ubiquinona y los
transportadores de un electron (los citocromos b562 b566, c1 y c) y explica la
estequiometria medida de cuatro protones translocados por cada par de electrones que
pasan del complejo al citocromo c. Aunque la via de los electrones por este segmento de
la cadena respiratoria es complicada, el efecto neto de la transferencia es simple: QH2 se
oxida a Q y se reduce a Q y se reducen dos moléculas de citocromo c. Vemos que
durante el ciclo Q se forman especies con radicales libres, los cuales pueden seguir

reaccionando para formar EROS. #

Figura 11. Ciclo Q en el Complejo lll respiratorio.

Oxidacion de la Oxidacion de la
primera QH2 segunda QH2

http://ocw.unican.es/ciencias-de-la-salud/biogumica/material-de-clase-1/Tema21 ROS.pdf
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Como ya se menciond la transferencia de electrones a través del complejo Ill tiene su
mejor explicacién en el mecanismo del ciclo Q en el que se translocan cuatro protones a
través de la membrana mitocondrial por cada dos electrones transferidos desde el
ubiquinol al citocromo c. Para que continue la transferencia de electrones segun el ciclo
Q, se requieren dos sitios de union ubiquinol o ubiquinona en el complejo bc4. Un sitio de
oxidacion del ubiquinol (Q,) que implica el hemo b, esta localizado en el lado positivo de la
membrana (P), en donde se pueden unir inhibidores tales como el mixotiazol. Un sitio
reductor de la ubiquinona (Q;) que implica el hemo by que esta localizado en el lado
negativo de la membrana (N) donde se unen inhibidores tales como la antimicina. La
oxidacion del ubiquinol en el sitio Q, da como resultado la transferencia de un electrén al
agrupamiento 2Fe2S( centro fierro-azufre) de la proteina ferrosulfurada que a su vez es
oxidada por transferencia de un electron al hemo del citocromo c¢4. El anion
ubisemiquinona, fuertemente reductor, firmado durante la oxidacidén del ubiquinol en el
sitio Q, reduce inmediatamente el hemo del citocromo b, que rapidamente transfiere un
electron al hemo del citocromo by en el sitio Q;. El citocromo by reducido se oxida a
continuacién por transferencia de un electron a la ubiquinona en el sitio Q; para formar
una ubisemiquinona estable. Para completar el ciclo Q se oxida una segunda molécula de
ubiquinol en el sitio Q, que transfiere un electron a la proteina ferrosulfurada y un segundo
electron al hemo b con reduccién final de la ubisemiquinona en el sitio Q; para formar
ubiquinol. En conjunto el ciclo Q proporciona un mecanismo que explica la observacion de
que se bombean cuatro protones a través de la membrana interna durante la transferencia
de dos electrones desde el ubiquinol al citocromo c. Se captan dos protones en el lado de
la matriz de la membrana interna para reducir la ubiquinona en el sitio Q;, mientras que se
liberan cuatro protones en el lado citosélico de la membrana durante la transferencia de

dos electrones a la proteina ferrosulfurada y al citocromo c4. **
Complejo IV (Citocromo c oxidasa)

Este complejo es el complejo terminal de la cadena respiratoria de las mitocondrias y de
muchas bacterias Figura 12). La funcion de esta enzima es catalizar la tranferencia de
electrones del citocromo c, via cuatro centros redox (dos hemo tipo a y dos atomos de
cobre) al aceptor final, el O,. Se sabe que dos inhibidores clasicos de este complejo son

CO y el cianuro por unién a un tipo especifico de citocromo.
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La citocromo ¢ oxidasa cataliza las oxidaciones, con un electron, de cuatro moléculas de

citocromo c reducido, con cuatro electrones de una molécula ce O..

Este complejo cataliza la transferencia de electrones del citocromo crq, via cuatro centros
redox (varios polipéptidos, dos citocromos (a y a3) y dos atomos de cobre) al aceptor final,
que es el Oy; de acuerdo con la siguiente ecuacion:

4 cyt Creducido) + 8H'N + O2 = 4cyt Cioxidado) +4H"p + 2H,0

Figura 12. Complejo IV de la cadena respiratoria
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Figura 13. Inhibidores de los componentes respiratorios clasicos de la cadena
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La cadena respiratoria de E. gracilis, presenta una oxidasa alterna resistente a cianuro,
una citocromo c reductasa resistente a antimicina y una D- y L-lactato deshidrogenasas
independientes de NAD*, que ceden los equivalentes reductores directamente a la poza

de quinonas.
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8. Componentes alternos

La caracterizacion de la via clasica (de la cadena respiratoria), como la presente en
células de mamiferos, ha mostrado una via metabdlica simple. Sin embargo, en el resto
de los organismos como plantas, hongos (levaduras y hongos filamentosos), los protistas,
asi como en las bacterias, existen cadenas respiratorias complejas, donde se desarrollan
ramificaciones que proporcionan la flexibilidad necesaria para sobrevivir en condiciones
ambientales extremas 3°.

Una de las caracteristicas esenciales de estas ramificaciones alternas es la resistencia a
compuestos que usualmente inhiben a componentes clasicos de la via. Esto ha permitido
que el uso de estos inhibidores sirva para identificar y caracterizar parcialmente los
componentes alternativos. Por ejemplo la oxidacidon del NADH resistente a rotenona en
plantas surgid de la presencia de una NADH deshidrogenasa alterna, insensible a este
inhibidor.

La diversidad de estos componentes alternatinos es amplia. Se han encontrado varios
grupos de enzimas en diferentes sitios de la cadena respiratoria: en la oxidaciéon de
sustratos (por ejemplo las deshidrogenasas para L-lactato, D-lactato), también se han

encontrado oxidasas terminales alternas #%#?

entre otras. Por la informacion recopilada
por Buetow, 1984, se sabe desde hace tiempo que Euglena gracilis tiene diferencias
importantes en sus mitocondrias con respecto a las de los mamiferos. Con base a
diversos analisis bioquimicos, se ha modelado una cadena respiratoria mitocondrial

compleja.

Dentro de los componentes alternos se pueden citar cinco muy importantes: L- y D-
lactado deshidrogenasas mitocondriales independientes de piridin nucleétidos, la
rodoquinona-9, el componente alterno tipo-complejo lll, la oxidasa alterna y la NADH
externa.
L-y D- lactado deshidrogenasas (L-y D- iLDH): la mitocondria de E. gracilis es capaz de
oxidar L- y D- lactato, estas dos enzimas transfieren electrones directamente hacia la
poza de quinonas. Este tipo de actividades sélo se han detectado y analizado en este
organismo, en levaduras y en bacterias. Trabajando con cepas heterotréficas (no
fotosintéticas) de E. gracilis ** '°. Lograron identificar que estos sustratos son oxidables en
la mitocondria por enzimas isomero-especificas. Se ha reportado que cuando Euglena
gracilis es cultivada en glutamato-malato las dos enzimas (D- y L-iLDH) tiene actividad
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siendo mas eficiente la L-iLDH. La oxidacion del D- y L-lactato son completamente
bloqueadas por oxalato.

Rodoquinona: Adicionalmente a las ubiquinona-9 (quinona de alto potencial), E. gracilis
posee rodoquinona-9 una quinona de bajo potencial (Figura 14), presente de forma
caracteristica en rodo bacterias y nematodos. Esta quinona es su estado reducido sirve
de donador de electrones para la reduccion anaerdbica de fumarato para forma succinato.
Si bien se ha considerado a E. gracilis como un organismo facultativo anaerobio, debido a
que tolera bajas concentraciones de oxigeno, es claro también que este compuesto se
encuentra presente en concentraciones importantes en células cultivadas o incubadas en

condiciones aerdbicas.

Figura 14. Quinonas presentes en Euglena gracilis
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Componente alterno tipo complejo Il (by-pass): Atipicamente, el complejo Il de E.
gracilis posee resistencia a mixotiazol, uno de los inhibidores clasicos del complejo Il de
mamiferos. Las preparaciones purificadas de este complejo mostraron actividades,
medidas como reduccion de citocromo c, totalmente sensible a antimicina y a estigmatelina.
Sin embargo, en mitocondrias frescas se detectd que la reduccion de citocromo ¢ se inhibia
por antimicina un 60% aprox., mientras que el resto de la actividad era abatido con
mixotiazol. Ambos componentes son inhibidos por estigmatelina, un inhibidor mas del
complejo Ill. También es importante mencionar que el quinol alimenta directamente a este
complejo alterno y es capaz de reducir al citocromo ¢ y no a otro componente, de manera

que el paso sugiere un salto o via paralela a nivel del complejo Il
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Oxidasa alterna (AOx): Inicialmente se identific6 como una respiracion resistente a
cianuro, ademas este componente es sensible a alquil-galatos, acidos hidroxamicos,
disulfiram, etc. Y es insensible a cianuro. Este tipo de enzimas respiratorias terminales se
encuentra presente en mitocondrias de otros organismos eucariontes, como plantas y
hongos. En condiciones normales de crecimiento en Euglena gracilis la AOx es
responsable del 10-15% de la respiracion total. Se ha reportado que la funcién de la AOX
en Euglena gracilis esta asociada como respuesta al estrés oxidativo generando en
algunas condiciones adversas a las cuales se suele enfrentar en si ambiente natural. La
AOX participa como respuesta celular a la exposicion de condiciones estresantes, a
través de la modulacion en la acumulacion de electrones y de una disminucion en la
reduccion de los componentes respiratorios clasicos y por lo tanto, de la generacion de

especies reactivas de oxigeno.*?

NADH externa: Cuando a los tejidos no de les suministra oxigeno suficiente para llevar a
cabo la oxidacién aerébica del piruvato y del NADH producido en la glucolisis, el NAD" se
regenera a partir del NADH mediante la reduccion del piruvato a lactato por la lactato
deshidrogenasa. La lactato deshidrogenasa reduce al piruvato transformandolo en el
isdémero L del acido lactico, a la vez oxida NADH en NAD" (coenzima), de acuerdo con la
reaccion siguiente:

NADH + H* + Piruvato > NAD" + Lactato

En Euglena gracilis la NADH externa es fuertemente inhibida por rotenona mas flavona,
En este microorganismo existen dos isdmeros de esta enzima: la enzima que produce el
D-lactato y la que produce el isbmero L-lactato, siendo mas rapida la sintesis del L-

lactato.®

9. Radicales libres, estrés oxidativo vy lipoperoxidacion

Radicales Libres y estrés oxidativo.
¢ Qué es un radical libre?

Un radical libre se define como un atomo o grupo de atomos que contiene un

electron desapareado dentro de su estructura, es decir, es la existencia de un electron
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que no tiene una pareja con spin opuesto dentro de un atomo o grupo de atomos. Los
radicales libres se representan colocando un punto sobre el simbolo del atomo que
contiene al electrén desapareado. En la mayoria de los casos, estas especies son
entidades altamente reactivas que tienen un tiempo de vida media menor de 1us y que se

combinan para generar moléculas mas estables. %

Formalmente, los radicales libres son especies neutras, lo cual significa que en su
estructura electronica se encuentra el mismo numero de electrones que de protones.
Esta caracteristica le da a los radicales libres una serie de propiedades quimicas unicas.

Entre las mas importantes que se pueden mencionar estan:
Un radical puede reaccionar con otro radical.

Un radical no se ve afectado por su ambiente molecular; en otras palabras no le afecta el
cambio de polaridad de los disolventes.

Los radicales no se solvatan (es decir, no se rodean de moléculas de disolventes cuando
estan en solucion), por lo que son entidades puntuales (mas pequefias).

Un radical no reacciona con hidrégenos acidos no con heteroatomos con pares de
electrones no compartidos.

Una consecuencia directa de la neutralidad de los radicales libres es que su estabilidad no
se ve afectada por la electronegatividad de los grupos funcionales adyacentes al centro
radical.

Un radical libre si es afectado en su manera de reaccionar por los grupos a los que esta
unido, es decir, la electronegatividad de los grupos funcionales vecinos afecta la

reactividad de un radical, pero no su estabilidad.

La mayoria de las reacciones de radicales libres proceden o se llevan a cabo a través de
un mecanismo en cadena. Un mecanismo en cadena es aquel en el cual se genera mas
de una molécula de producto por cada evento de inicio. Una reaccibn en cadena se

compone de tres etapas principales; inicio, propagacion y terminacion.
El radical hidroxilo y los metales de transicion

Tanto el €. como el H,O, son compuestos que interaccionan poco con los compuestos

celulares. Sin embargo, ambos son tdxicos, en parte, porque generan 'O, y *OH.

Cuando el H,O, acepta un electron desapareado, por ejemplo, de un metal de transicion
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Fe (Il) o el Cu (I) entonces se fragmenta y forma el *OH y el ién hidroxilo OH™ (reaccion de
Fenton). Este ultimo se protona para formar agua y el *OH interacciona con cualquier

compuesto vecino. La reaccion del ©;_ con el H202 catalizada con hierro equivale a la
estimulacion de la reaccién de Fenton con @ ;. , ya que éste puede funcionar para reducir

el Fe (lll) en Fe (ll). Esta reaccion posiblemente no ocurren in vivo, pues hay otros
compuestos reductores en la célula, como el glutation, que estan en mucho mayor

concentracion que el ¥3_ y que pueden reducir al Fe (Ill). EI +OH es uno de los

compuestos mas reactivos que existen. El *OH no se puede difundir porque interacciona

rapidamente (10° M s™) casi con cualquier compuesto celular. *°

El «OH puede oxidar tanto las purinas como las pirimidinas y también la desoxirribosa.
Ademas puede producir ruptura en el DNA. La mayoria de los dafios irreversibles en las
proteinas son causados por el *OH. El *OH reacciona con cualquier aminoacido en el sitio

donde se origina, que generalmente son sitios donde se encuentra un metal de transicion.

Los radicales libres se pueden producir en distintos tipos de células a partir de sustratos
endogenos por distintas vias metabdlicas, o en respuesta a estimulos exdgenos. Los
metales pesados (frecuentes contaminantes ambientales) pueden llegar a provocar un
aumento en la concentracién del anion superéxido el cual es luego neutralizado dentro del
organismo por la enzima superéxido dismutasa (SOD) o entra en la cadena de radicales
libres, que puede llegar a provocar la muerte celular, cuando el estrés oxidativo es muy
severo. Se ha reportado que trabajando con células epiteliales de pulmdédn humano,
demostraron que el Cr (VI) provoca un aumento en la cantidad de SOD, en respuesta al
estrés oxidativo desencadenado por este metal. Se encuentra reportado también que en
Euglena gracilis el Cr(VI) produce cambios tanto a nivel morfologico como metabdlico, el
crecimiento celular y el contenido de clorofila disminuyeron al aumentar la concentracion
de Cr(VI).
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ANTECEDENTES

Euglena gracilis es capaz de sobrevivir en presencia de metales pesados (Cd**, Zn?",
Hg*, Pb®", Cu®*" y Cr®*).%%%° Se sabe que no sélo es resistente a metales pesados sino

que también tiene la capacidad de almacenarlos, en citosol, mitocondrias y cloroplastos
26,50

Se encuentra reportado que, dentro de las células de Euglena gracilis el mercurio esta
preferentemente asociado dentro de la célula en las fracciones membranosas (37-57%),
dentro de estas fracciones membranosas, el 32-37% son membranas internas
mitocondriales. Se menciona que a juzgar por su distribucion en un gradiente de Percoll
(en la interfase 40-80%) el enriquecimiento de mercurio se encuentra principalmente en

las fracciones mitocondriales y cloroplastos. 2

Con respecto al cromo se reporta que el Cr(VI) en forma de CrO4* puede usar los
transportadores de SO, y entrar a las mitocondrias y en los cloroplastos. La
compartamentalizacion del Cr(VI) se determind de manera indirecta, es decir, se
consider6 como biomarcadores de efecto a la respiracion y a la fotosintesis. La
interpretacion que se uso6 fue que una alteracion en alguna de estas funciones en células

expuestas a Cr(V1) evidenciaria la presencia del metal en el organelo respectivo.”

Entre los elementos potencialmente toxicos de interés ecotoxicolégico, el cobre tiene gran
relevancia por sus efectos fisiolégicos en los organismos ya que alteran diversas enzimas
esenciales en los procesos metabdlicos celulares. En relacion al cobre y sus efectos
téxicos sobre Euglena gracilis se encuentra reportado que, la produccion de clorofila a, by
carotenoides totales presentaron un comportamiento dosis-dependiente ya que se
observo una disminucion significativa a mayores dosis del metal, se utilizo el parametro de
la capacidad de produccion de pigmentos fotosintéticos para valorar la capacidad de
adaptacion, los cuales estan relacionados con la viabilidad celular ya que se asocian con
la capacidad fotosintética del organismos®. La reduccién en las concentraciones de
pigmentos fotosintéticos puede ser el resultado del efecto directo de los iones de Cu®* que
pueden inhibir la sintesis de la clorofila y carotenoides. Similares resultados han sido
observados en Scenedesmus incrassatulus (Chlorophyceae) donde  dosis

concentraciones subletales de Cu?*, ocasionaron una rapida inactivacion del fotosistema
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II, posiblemente como resultado de una disminucién de los pigmentos fotosintéticos.>* El
posible modo de accion del metal en los pigmentos fotosintéticos podria ser debido al
incremento de especies reactivas de oxigeno (via reaccion de Fenton), y la disminucion
de la capacidad antioxidante de la célula. Asi como a la capacidad de los iones de Cu?*
de interactuar con los grupos N y S de proteinas y alterar la permeabilidad de la
membrana.?* Lo que posiblemente nos podria hablar no solo de un dafio en la fotosintesis
si no que el cobre puede entrar a los cloroplastos y afectar el metabolismo del
microorganismo, posiblemente dafiando directamente a las enzima dentro de estos
organelos o quiza por dafio en el ADN ya que también se reporta, que la exposicion de
E. gracilis a dosis altas de Cu®** (0.8 y 1.6 mM) generaron cambios significativos en la

integridad del ADN (% de dafio del ADN) comparado con el control.?

Con respecto al Cadmio, se encuentra reportado que uno de los mecanismos que
Euglena gracilis utiliza para tener el fenotipo hiperacumulador es la compartimentacion en
las mitocondrias y cloroplastos. La cepa heterotrofica acumula hasta 79% de Cd** en las
mitocondrias, y la cepa fotosintética acumula 62% de Cd?* en los cloroplastos; esto indica
que la compartimentaciéon es un mecanismo clave de tolerancia en Euglena gracilis contra
el metal. *°. Se encuentra reportado también que el Cadmio puede inducir la produccion
de la lipoperoxidacion. También se ha reportado que en mamiferos el Cd** entra a la
mitocondria y esto produce la inhibicion de la respiracion celular y la fosforilacién oxidativa

a través de mecanismos mediados por EROS.*

Encontramos reportado en la literatura también que los metales pesados pueden inducir
estrés oxidativo a través de mecanismos diferentes, dependiendo de sus propiedades
fisicas y quimicas, los metales pesados pueden ser toxicos por medio de tres
mecanismos moleculares diferentes: (a) la produccion de especies de oxigeno reactivas
(EROS) por autooxidacion y la reaccion de Fenton; esta reaccion es tipica para los
metales de transicion tales como hierro o cobre, (b) el bloqueo de grupos funcionales
esenciales en las biomoléculas( proteinas y glutatién), esta reaccién ha sido reportado
principalmente para metales pesados no reductores tales como, cadmio y mercurio (c) el
desplazamiento de los iones metalicos basicos(zinc o selenio) de las biomoléculas

(proteinas); la ultima reaccion se produce con diferentes tipos de metales pesados.®
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Euglena gracilis es un protista de vida libre que tolera altas concentraciones de metales
pesados diferentes “®4¢2° E| aumento dela produccién de EROSvy el dafio al ADN
mitocondrial, inducido por la exposicién a Cd** se han descrito en cepas de E. gracilis
fotosintéticas y en cepas crecida en la oscuridad, lo que sugiere que las mitocondrias
son el objetivo principal de Cd** en este microrganismo, en estos reporte la funcién
mitocondrial no fue evaluada. Asi mismo anteriormente se menciono que se encuentra
reportado que este metal es acumulado en cloroplastos y en mitocondrias para E. gracilis

fotosintética °

y para células de E. gracilis cultivadas en la oscuridad (heterétrofas),
respectivamente. Lo que implica un efecto téxico directo sobre estos organelosy su
metabolismo energético. E. gracilis tiene una cadena respiratoria, la cual esta constituida
por cuatro complejos respiratorios clasicos y por diferentes componentes alternos, en
donde la oxidasa alterna (AOX) parece ser esencial cuando las células son sometidas

a estrés oxidativo, inducido, ya sea por frio o inhibidores de las vias respiratorias *.

En un trabajo mas reciente en el cual se trabajé con Euglena gracilis y el efecto de Cd**,
se reporta un ICspde 30 £ 3 uM (n=3, al 4to. dia), también se dan a conocer el efecto de
este metal sobre las funciones mitocondriales, se reporta que las actividades de los
complejos respiratorios Ill y IV se redujo, en un 50-60%, resultado de la exposicién Cd?*.%
En contraste, el estrés causado por el Cd** no tuvo ningln efecto sobre la actividad de la
L-iLDH, mientras que las actividades de SDHy D-iLDH disminuyé un 50y un 40%,
respectivamente. Asi mismo se concluye que la AOx tiene una participacion muy
importante en la resistencia y sobrevivencia contra el efecto del Cd**, ya que frente al
estrés oxidativo esta enzima en lugar de que su actividad sea inhibida, sucede lo

contrario, es decir que es incrementada por la presencia de este metal. *

El metabolismo de Euglena gracilis ha sido estudiado desde hace mucho tiempo vy asi
como parte de él se ha caracterizado muy bien, si bien aun no se conoce en su totalidad
todo su metabolismo, hoy en dia lo relacionados al metabolismo energético principal si lo
es bien conocido asi como ha sido bien caracterizados (Figura 1), esto hace que Euglena
gracilis pueda ser utilizado como un modelo de estudio para ver la respuesta que hay
cuando este microorganismo es expuesto a metales pesados. Otro factor que hace que
Euglena gracilis pueda ser utilizado como modelo de estudio es que este microorganismo
tiene la capacidad de crecer en distintas condiciones de medio, y tener un buen
rendimiento celular cuando este microorganismo es sometido a algun tipo de estrés.
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Figura 1. Metabolismo energético principal de Euglena gracilis heterotrofica.
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Por todo lo anterior, en este trabajo de tesis se estudia el efecto del cromo sobre el
metabolismo energético principal (para éste caso sélo las enzimas participantes de la
cadena respiratoria y algunas de las enzimas alternas a esta), producto de la presencia de
cromo (Cr (VI) y Cr(lll) en el medio de crecimiento de Euglena gracilis, asi como por la

posible compartamentalizacion en la mitocondria dichas especies del metal.
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HIPOTESIS

Si Euglena gracilis heterotréfica es expuesta a Cr(VI) 6 Cr(lll) se veran afectadas las

enzimas mitocondriales involucradas en la cadena respiratoria

OBJETIVOS

Objetivo General.
Determinar el efecto del Cr(VI) y Cr(lll) sobre las enzimas mitocondriales involucradas en
el metabolismo energético (cadena respiratoria y enzimas alternas) de Euglena gracilis

heterotroéfica.

Objetivos Particulares.

Evaluar la toxicidad del Cr(VI) sobre el crecimiento celular.

Identificar el ICsop del Cr(VI) de las enzimas de la cadena respiratoria (tiempo,
concentracion).

Cuantificar la actividad enzimatica control de los Complejos I, Il, Ill y IV en células
expuestas a Cr(VI) y Cr(lll) después de 6 dias en el medio cultivo.

Cuantificar el efecto téxico del Cr(VI) y Cr(lll) sobre la actividad de las enzimas de la
cadena respiratoria directamente de las mitocondrias sin y con exposicion previa de las
células a las distintas especies de cromo.

Cuantificar el efecto del Cr(VI) y Cr(lll) sobre la actividad de las enzimas alternas a la

cadena respiratoria de Euglena gracilis, en especifico la AOx y la NADH externa.
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METODOLOGIA

Reactivos

D-lactato, L-lactato, succinato, n-propilgalato y n-dodecil-p-D-maltosido fueron de ICN
(Ohio, USA). Decilbenzoubiquinona (DBQ), citocromo ¢ de corazén de caballo, succinato
semialdehido, fenil-metil fluoruro de sulfato (PMSF), rotenona, flavona, acido ascérbico,
TMPD (clorhidrato de N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenil enediamina), Triton X-100, Tween-20,
NADH y estigmatelina fueron de Sigma (St. Louis Mo, USA).

Medio de cultivo

Para cultivar a las células se usé Medio Hutner modificado, el cual esta constituido por:

*Fuente de Carbono: 34 mM glutamato, 15mM malato y 177mM etanol.

*Otros componentes del medio (para 1L de medio): 0.1g (NH4):HPOy4; 0.17g MgSOy;
0.4 KH2POy4; 0.04g ZnSO4+7H,0; 0.04 MnS0O4+4H,0; 0.01g Na;MoO4+2H,0; 0.0008g
CoCly*6H20; 0.004g CuS0O4+5H,0 y 0.003g H3BOs.

La fuente de Carbono (exceptuando el Etanol) y los otros componentes se mezclaron y
disolvieron perfectamente en el medio, estos fueron esterilizados por autoclave durante 45
min a una presion de 20 Ib/in®. Posteriormente fue adicionado al medio el Etanol, el calcio
como CaCl; (0,043 g/ L)y la solucién de vitaminas (mg / L medio: tiamina, 0.1; FeCls, 0.5;
y cianocobalamina (B12), 2x107°), esterilizados previamente por filtracién. La concentracion

total de sulfato en el medio fue de 1,5 mM. El pH final del medio fue 7.0.

Condiciones de crecimiento

Para determinar el efecto del cromo sobre la duplicacidon celular, se realizaron curvas
de crecimiento en 100 mL de medio contenidos en matraces Erlenmeyer de 250 mL, el
cultivo se inicié a una densidad de 0,06 *10° céls/mL en la condicién control (sin cromo) o
en presencia de 250 uM Cr(lll) o en presencia de 5, 10, 25, 50, 100 y 250 uM Cr(VI). Las
soluciones stock utilizadas para agregar el Cr(VI) y Cr(lll) al medio fueron de 100 mM
K2CrO4 y 100 mM CrCl;, ambas esterilizadas por filtracidon. Las células fueron cultivadas a
25 °C en agitacién continua a 125 rpm en la oscuridad; esta ultima condiciéon hace que

las células cultivadas pierdan irreversiblemente su capacidad de regeneracion de clorofila
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y cloroplastos, por lo tanto, estas células depende unicamente del metabolismo

mitocondrial y de la glucdlisis para el suministro de ATP.*°

Aislamiento de Mitocondrias

Para el aislamiento de mitocondrias se utilizaron cultivos de 1L del medio y se utilizaron 3
condiciones: control (células cultivadas sin cromo), Células Cr(VI) (células cultivadas con
25 uM K3CrQy4) y Células Cr(lll) (células cultivadas con 250uM CrCls). Después de 6 dias
de cultivo las células fueron cosechadas por centrifugacion a 3500 rpm por 10 min y se
lavaron dos veces con un buffer que contiene 250 mM sacarosa, 10 mM Hepes y 1 mM
EGTA a pH 7.2 (Buffer SHE) y se re-suspendieron en 50 mL del mismo buffer + 0.1%
(p/V) de BSA deslipidada. Posteriormente, en porciones de 25 mL las células se
rompieron por sonicacion en un sonicador (Branson 450, USA) al 75 % de su potencia
maxima con una punta de 1cm de diametro y dando 3 pulsos de 12 s dejando 1 minuto de
separacion entre cada pulso, esto se hace con un sonicador Branson Sonifier 450, al 75%
de intensidad maxima. El sonicado se centrifugd a 2000 rpm por 10 min en una centrifuga
de piso. El pellet (células enteras) se deseché y el sobrenadante se centrifugé a 10, 000
rom durante 10min; el pellet (la fraccién mitocondrial) se re-suspendié en 3 mL de SHE +
1 mM de ADP por 10 min, se resuspendié en 20 mL y se centrifug6 otra vez a 10, 000rpm

finalmente se resuspendié el pellet (mitocondrias) en 1mL de SHE.

Cuantificacion de la proteina

La cantidad de proteina se cuantificd por el método de Biuret, utilizando una curva patrén
(0—2 mg proteina), realizada con una solucién patron de albumina sérica bovina al 10 %

(p/V) y midiendo la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro.

Respiracion celular

El consumo de oxigeno se determind con un electrodo de O, tipo Clark. Las células
cultivadas en ausencia o presencia de cromo fueron cosechadas y lavadas dos veces con
buffer SHE. 5x10° de células fueron incubadas en medio de cultivo puro satirado con aire
y fue determinada la respiracion celular basal (aprox. 1mg proteina), fueron incubadas en
buffer KME saturado con aire o en buffer KM (no adicionado con EGTA) para medir el

efecto del Cr(lll). Los datos fueron estimados utilizando la constante de solubilidad del
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oxigeno de 420nanoatomos gramo de oxigeno por mL(210uMO-) a una altitud de 2240ma
25°C.*° Se utilizaron los sustratos endégenos de las células de Euglena gracilis +TMPD
(1mM) y + el inhibidor Azida (10mM).

Medicion de la respiracion celular (actividades enzimaticas)

Para las actividades de la L-iLDH, D-iLDH, complejo I, complejo Il, complejo Ill, complejo
IV, Oxidasa Alterna y NADH alterna, se utilizd un método polarografico midiendo el
consumo de oxigeno con un electrodo para O; tipo Clark, usando una celda de 1.7 mL
bajo agitacion constante a una temperatura de 25°C en una solucidon que contenia
120mM KCI, 20mM MOPS y 2mM EGTA a pH 7.2 (Buffer KME). Todas las actividades se
cuantificaron para 1mg de proteina de mitocondrias aisladas de células cultivadas en
ausencia o presencia de K,CrO4 6 CrCls las células cultivadas se cosecharon y se lavaron

dos veces con Buffer SHE.

Las mitocondrias aisladas (1mg de proteina) se incubaron en buffer KME saturado con

aire o en buffer KM (si adicion de EGTA) cuando se determiné el efecto por el Cr(lll).

Los valores de la tasa respiratoria o velocidad de respiracion se calcularon considerando
que la solubilidad del oxigeno es de 420 nanoatomos gramo de oxigeno por mL (210uM
O;) a una altitud de 2240m a 25°C.

Los sustratos oxidables utilizados para cada caso fueron:

Tabla 1. Sustratos e inhibidores para medir actividades enziméticas.

eng(r:r;[gftli?::dde: Sustrato Concentracion Inhibidor
L-iLDH L-lactato 30mM Azida
D-iLDH D-lactato 30mM Azida
Complejo | NADH 0.5mM Rotenona
Complejo 1l Succinato 30mM Azida
Complejo IV TMPD/ascorbato de sodio 2mM/ 10mM Azida
Oxidasa Alterna D-lactato + Azida 30mM/10mM n-propilgalato
NADH alterna NADH + Rotenona + Flavona 10”8%%*&'\/' * Estigmatelina
Glutamato+Malato Glutamato + Malato 10mM/10mM Azida
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Figura 1. Representacion de un trazo de la actividad enzimética en el oximetro.
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Los ensayos enzimaticos con el electrodo tipo Clark para O,, se realizaron adicionando
Buffer KME (2mL) (Figura 1, numero 1) dejando que se marcara la linea basal,
posteriormente se agregaban las mitocondria (1mg proteina) (Figura 1, numero 2), una
vez dejando estabilizar el trazo, se inicia la reaccion mediante la adicion del sustrato
(Figura 1, numero 3), las concentraciones de los sustratos oxidables utilizados se
encentran en la Tabla 1, la taza de consumo de oxigeno se registrd entre los 2-3min. y
para ver el efecto del cromo directo, se adicion6 el cromo (segun la especie de cromo que
se estuviera trabajando 100uM CrClz 6 distintas concentraciones de K,CrO,4) (Figura 1,
numero 4) y se dejé correr el trazo, de igual forma se midi6é la taza de consumo de
oxigeno entre los 2-3min, finalmente se adiciond el inhibidor mencionado en la Tabla 1

para cada caso (Figura 1, numero 5) y al final de cada trazo se adiciond un exceso de
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ditionita (Figura 1, numero 6) para completar el trazo hasta llegar a una concentracion
cero de oxigeno. Esta adicion de ditionita sirve para corregir el cero quimico con respecto

al cero del graficador y de ser necesario hacer la correccion.

En paralelo, se realizaron los experimentos, en los cuales las mitocondrias se pre-
incubaron en presencia de 10uM Cr(VI) 6 Cr(lll) durante 10min. La reaccion se realizé de
igual forma que en lo descrito anteriormente, con la indicacion de que a los 10min se
comenzo la reaccion afadiendo el sustrato oxidable y de igual forma la taza respiratoria

fue registrada.

Para la actividad de la AOx, las mitocondrias (2-3mg proteina) se incubaron con 30mM de
D-lactato y 10 mM de Azida, el consumo de oxigeno restante se atribuy6 a la actividad de
la AOx que fue totalmente inhibida por 10 mM n-propil galato®', la actividad de la
INADHDH externa se determind mediante la adicion de 0.5 mM NADH en presencia de
1.5 uM Rotenona. Esta actividad fue inhibida completamente por la adicién de 0.25 mM de

flavona, un inhibidor de las INADHDH de levadura y Euglena.

La actividad del Complejo | se determind espectrofotométricamente a 25°C, siguiendo la

oxidacion del 0.8 mM NADH (¢ = 6.22cm-'mM-" a 340nm). Las mitocondrias aisladas (10-

20 ug proteina) fueron incubadas en 2mL de Buffer KME a un pH de 7.2 mas 0.01% (p/v)
del detergente Tween-20 y 0.25 mM Flavona. Después de 10 minutos de pre-incubacion,
la reaccién se inici6 mediante la adicion de 90 uM DBQ (decilbenzoquinona). La taza se

corrigio con la estimacion de la actividad inhibida por la adicién de 1.5 uM de rotenona.

La actividad del complejo bc, se determind por espectrofotometria de doble haz a 25°C,
siguiendo la reduccion de 30 uM de citocromo ¢ de corazén de caballo (¢ = 19.1mM™
cm™' de 550- 540 nm), usando 10-20 pg proteina mitocondrial incubada en 2mL de 10 mM
Hepes 50 mM MgCl a pH 7.0 y 0.01% (p/v) de Tween-20. La mezcla de reaccién se pre-
incubd 10 min en ausencia o en presencia de 10 uM de Cr(VI) 6 Cr(lll). La reaccion se
inici6 con la adicion de 80 upuM de decilbenzoquinol. La reaccion fue inhibida

completamente por la adicion de 1 uM estigmatelina
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Actividades enzimaticas especificas.(L-y D-iLDH y SDH). %

La actividad de iLDH fueron determinadas a 30°C en 1mL de 120mM KCI, 20mM Mops,
0.5mM EGTA, pH 7.6 (KME buffer), 0.2mM PMS, 0.2mM DCPIP y 0.03-0.05mg proteina

mitocondria. La reaccion fue iniciada con la adicion de L-lactato o D-lactato y la velocidad

fue medida por el cambio en la absorbancia obtenida por la reduccion del DCPIP, esto fue
medido a 600nm; usando un coeficiente de extincién de 21.3mM'cm™ a pH 7.6.La
actividad de la succinato deshidrogenasa fue también determinada usando DCPIP y

10mM succinato, como aceptor de electrones y donador, respectivamente.

> Metodologias complementarias:

Determinaciéon de Cromo (VI).

Esta es una determinacion colorimétrica, en la cual se utiliza una reaccion colorida con
DFC (Difenilcarbazida). Este reactivo se prepara disolviendo 100mg de difenilcarbazida
en 50 mL de etanol 95% (Solucion A), por otro lado se mezcla 20 mL de H,SO4en 180mL
de agua destilada (Solucién B). Finalmente se mezcla la solucion A y B). Se tomaron
alicuotas de 0.5 mL del sobrenadante de los cultivos de las diversas condiciones al dia 7
de cultivo y se mezclaron con 0.5 mL del reactivo de difenilcarbazida, se homogenizé 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 50
nmol Cr(VI).

Cuantificacion del Cromo total acumulado.

Se hizo la determinacion para 5x10” células cosechadas por centrifugacion, para cada
condicion, fueron lavadas previamente las células cultivadas en 25 uM Cr(VI) asi como en
250 puM Cr(lll) con buffer KME y se lavé 3 veces. Para el caso del contenido de cromo en
las mitocondrias, se utilizd 30-40mg proteina de la fraccion mitocondrial de cada

condicion.
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RESULTADOS

X TOXICIDAD DEL CROMO EN EL CRECIMIENTO CELULAR

Para mejorar la produccion de biomasa de Euglena gracilis a pH 7, se adiciond etanol
como fuente de carbono ademas del glutamato-malato.?® En efecto, se alcanzé una
densidad celular de hasta 35x10°células/mL en la fase estacionaria de la curva de
crecimiento (Fig. 1A). Bajo estas condiciones, se determiné que 12 uM K;CrOy4 inhibe el
crecimiento celular 50% (Fig. 1A), mientras que 250uM CrCl; tan sélo afecta el

crecimiento celular el 15%(Dato no mostrado).

Figura 1. Crecimiento celular y contenido de Cr(VI) en el medio de cultivo.
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** ACUMULACION DE CROMO

Observamos también que en cultivos que contenian 5 y 10 uM K3CrO4, el Cr(VI)
desaparecié completamente del medio después de 6 dias, mientras que con 25 uM
K2CrOy4, el Cr(VI) desaparecié en un 80%. (Fig. 1B). En células cultivadas con 25 uM
KoCrO4 (Células cultivadas-Cr(VI)) o con 250 uM CICr; (Células cultivadas- Cr(lll)),
cosechadas y lavadas dos veces con un buffer que contenia un agente quelante de

metales pesados (EGTA), se detectdé una acumulacién baja y muy similar para ambos
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casos (Tabla1). Se determin6 que una fraccién del cromo desaparecido del medio fue
acumulado y que de éste ultimo una parte fue compartamentalizado en mitocondrias; se
encontré que en las mitocondrias aisladas de células cultivadas en presencia de 25 uM

K2CrO4 6 250 uM CrCls el contenido de cromo era similar (Tabla 1).

Ahora, considerando que el volumen intra-mitocondrial de E. gracilis es de ~ 0,9 uL de
agua /mg de proteina®, la concentracion de cromo total dentro de las mitocondrias podria
alcanzar concentraciones de milimolar, lo que muy probablemente podria perturbar las
funciones mitocondriales, tales como el Ciclo de Krebs, la respiracion y la fosforilacidon

oxidativa.

Tabla 1. Consumo de oxigeno y acumulacién de cromo en las células en general y

en mitocondrias aisladas de Euglena gracilis.

S NES ‘ Mitocondrias
+ 25 uM + 250 uM + 250 uM
Control Control + 25 uM Cr(VI)
Cr(Vvl Cr(lll Cr(lll
Consumo de | (natg 0/10’ (natg 0/10” | (natg 0/10’
oxigeno células) células) células)
Sustratos
endogenos 170117 4014 150£8 | | e e
+1mM TMPD 467140 134127 483t52 | e | memeee | e
+10mM azida 54+3(11%) 4118 876 | | e e
7 nmol/mg nmol/ mg nmol/ mg
acﬁ:r?::: do nmol/10 céls. nrggllgo nmol/ 10’ céls. mitocondrial proteina proteina
) proteina mitocondrial mitocondrial
------- 8.1+0.3 6.5+2 2.3x0.7 1.5+0.2

Los valores son la media de >4 diferentes preparaciones + desviacion estandar.

Se observé que la respiracion celular fue afectada con mayor intensidad por el Cr(VI) que
por el Cr(lll), con éste ultimo siendo mayor la actividad cuando se adicion6 azida en
comparaciéon con las células control, lo cual habla de un incremento en la actividad de la
AOx, o un consumo de O, no mitocondrial. Se vio que con la adicion de TMPD, la
respiracion celular se inhibié fuertemente (hasta 5 veces con respecto a las células
control), lo que sugiere que el complejo IV en las células cultivadas en Cr(VI) esta siendo

fuertemente afectado con respecto a su actividad.
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+» EL EFECTO DEL CROMO EN LAS MITOCONDRIAS AISLADAS Y EN LAS ACTIVIDADES

ENZIMATICAS MITOCONDRIALES.

Los resultados muestran que para el caso de mitocondrias aisladas de células cultivadas
en presencia de Cr(VI) (a las que llamaremos mitocondrias-Cr(VI)) la tasa o velocidad
respiratoria fue significativamente mas baja para los sustratos L-y D- lactato, succinato y
malato-glutamato con respeto a la mitocondrias control de células cultivadas en ausencia
de cromo. De igual forma, en las mitocondrias aisladas de células cultivadas en presencia
de Cr(lll) (mitocondrias-Cr(lll)), la velocidad respiratoria fue menor con succinato y
glutamato-malato (Figura 1A). La actividad del complejo IV también fue severamente
deprimida en las mitocondrias-Cr(VI), pero sélo ligeramente afectada en las mitocondrias-
Cr(lll). Con respecto a la adicion directa del cromo en las mitocondrias aisladas se ve
que, la adicién de Cr(VI) sobre las mitocondrias control inhibe fuertemente la tasa
respiratoria, esto sucede para los sustratos, L-lactato y D-lactato, no asi para succinato o
glutamato-malato, mientras que la actividad del complejo IV (TMPD oxidasa) fue
relativamente insensible a la adicion de Cr(VI) (Figura 1B). Por el contrario, se muestra
que la adicién de 100 puM CrCl; disminuye la actividad respiratoria en menos del 50%

para los sustratos L-lactato, D-lactato, Succinato, glutamato-malato y TMPD (Figura 1C).

Con respecto a los experimentos con las preincubaciones con cromo, se observd que la
preincubacién durante 10 min con 10uM Cr(VI) en la mitocondrias control, indujo una
fuerte inhibicion en las actividades respiratorias con L-lactato, D-lactato, succinato y
glutamato-malato como sustratos, vemos que sucede al contrario para el Complejo IV

(Figura 2A), donde esta preincubacion afecto ligeramente la actividad del complejo.

Sorprendentemente y al igual que con las incubaciones de Cr(VI) se determind que las
mitocondrias que fueron preincubadas durante 10min en 10uM Cr(lll) mostraron una
fuerte inhibicion respiratoria con todos los sustratos incluyendo TMPD/ascorbato
(Complejo IV) (Figura 2A).

Las pre-incubaciones de las mitocondrias-Cr(VI) en 10uM Cr(VI) 6 10uM Cr(lll) (durante
10min en cualquier caso) también indujeron la inhibicion respiratoria con L-lactato y

succinato pero no con D-lactato, glutamato-malato o TMPD/ascorbato(Figura 2B).
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Figura 1. Inhibicion de la respiracién por cromo en mitocondrias aisladas.
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Donde: A) Consumo de oxigeno, B) IC50 evaluada para Cr(VI) y C) el porcentaje de inhibicion por 100uM Cr(lIl).
Los datos son la media + desviacion estandar de >3 preparaciones independientes. Media + SD. El * corresponde a:

P <0,05 de consumo de oxigeno en las mitocondria-Cr(VI) vs el consumo de oxigeno de las mitocondrias control.

Figura 2. Efecto del Cr (VI) y Cr (lll) en la cadena respiratoria de Euglena gracilis.
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Donde A) Corresponde a las mitocondrias de las células control aisladas y B) a las mitocondrias aisladas de
células crecidas en cromato de potasio. A partir de las incubaciones, fue adicionado el sustrato correspondiente y se
determino la tasa de consumo de oxigeno. Los valores son la media de >3 diferentes preparaciones media + SD.
El * corresponde a : P <0,05 de consumo de oxigeno en las mitocondria-Cr(VI) vs el consumo de oxigeno de las
mitocondrias control; ** p <0,05 consumo de oxigeno en las mitocondrias control sin incubacién vs el consumo de
oxigeno de las mitocondrias Cr(VI) con incubaron 10 minutos con Cr (VI).
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En cuanto a la actividad especifica de la D-, L-iLDH y SDH se determiné
espectrofotométricamente con DCPIP como aceptor de electrones y se vio que éstas

también fueron afectadas por la adiciéon de Cr(VI):

Figura 3. Actividades enzimaticas D-, L-iLDH y SDH
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La actividad que se inhibi6 mayormente es la de las D- y L-iLDH, con una fuerte
sensibilidad en las enzimas aisladas de células (mitocondrias) expuestas a Cr(VI). Esto se
vio de hecho con la simple adicién (exposicion directa) de 1uM KyCrO4. Se demostrd
también que en el caso de enzimas que nunca fueron expuestas a Cromo, la adicion de
Cr(VIl) también causdé una fuerte inhibicion a medida que la concentracién de cromo
aumentaba. Hablando acerca de la actividad del Complejo I, se mostré que éste no fue
afectado por la presencia del cromo en el medio, ni por la adicidon directa del cromo a la
enzima (pese que en este ultimo caso se incubo durante 10min previos a la cuantificacion
de la actividad). (Figura 4, y Figura 5); de igual forma sucedié para la iINADHDH, la cual
tampoco fue afectada por cromo (Fig. 5), para estas enzimas se utiliz6 como sustrato
NADH para la identificacion de las actividades de estas enzimas y como inhibidores
especificos la flavona (como inhibidor de la INADHDH) y la estigmatelina (como inhibidor

del Complejo I).
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Figura 4. Trazos de la actividad del Complejo |
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Figura 5. Actividades del Complejo | y componentes alternos de la cadena respiratoria.

Las actividades se determinaron en A) mitocondrias células control y B) mitocondrias-Cr(VI).
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Ahora con respecto a las enzimas alternas del metabolismo energético de Euglena
gracilis, los resultados mostraron que las actividades de los AOX (usando D-Lactato como
sustrato) e INADHDH corresponden a un 6-11% de la taza total de consumo del oxigeno

en las mitocondrias control, esto coincide con lo reportado previamente. °'4°

Se observé también que la adicion del Cr (VI) 6 Cr (lll) inhibié entre 70 -75 % la actividad
de AOX (usando D-lactato como sustrato oxidable y rotenona como inhibidor de la cadena

clasica de transporte de electrones, mostrando asi solamente la actividad de la AOx).

Por el contrario, se demostré que, en las mitocondrias-Cr (V1) las actividades de la AOX
y iINADHDH correspondieron al 26-30 % del total de la respiracién (las velocidades de
respiracion absoluta fueron similares), lo que sugirio un importante papel de estas

enzimas para contender contra el estrés oxidativo inducido por metales pesados *°.

Respecto al dafo que el cromo causo a los complejos respiratorios, los resultados (Figura
6) mostraron que uno de los complejos mas afectados por el cromo fue el Complejo lll, se
vio que en mitocondrias control incubadas por 10 min con 10uM de Cr(lll) 6 de Cr(VI) la
actividad de este complejo fue inhibida en un 40% y 79% respectivamente; para el caso
de las mitocondrias-Cr(VI) que fueron incubadas con las especie de cromo, en ambos
casos vemos que la actividad del complejo Il fue completamente inhibida. (Figura 6,

barras grises).
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Figura 6. Inhibicion del Cr(lll) en mitocondrias de Euglena gracilis.
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+ desviacion estandar de cuatro diferentes preparaciones.

En la ultima figura (Figura 4) vemos que la actividad del Complejo | fue menor en un
70% para las mitocondrias -Cr (VI) (Fig. 5A) y para las mitocondrias-Cr(lll) un 20%

(Trazos: Figura 6), comparado con respecto a la actividad de las mitocondrias control.

Finalmente se determindé que el Complejo | y la INADHDH no se afectaron de manera
significativa cuando las mitocondrias se incubaron en presencia de cualquiera de las
especies de cromo (Fig. 5B). En las mitocondrias que se incubaron durante 10 min con
10uM Cr(lll) 6 Cr(VI), la actividad del complejo Il fue inhibida entre un 40-79%, mientras
que las incubaciones en las mitocondria-Cr(VI), las incubaciones causaron una completa

inhibicion del Complejo Il (Figura 6)
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DISCUSION DE RESULTADOS

+» EL EFECTO TOXICO DEL CROMO EN EL CRECIMIENTO DE Euqglena gracilis

Recientemente se ha reportado?®® una densidad celular de 30x10°células/mL con la
combinacion de glutamato mas malato mas etanol, como fuente de carbono. Siguiendo
este resultado, se utilizdé en el presente trabajo la misma combinacién de fuentes de
carbono y como resultado se obtuvieron densidades muy parecidas, confirmando asi que
esta combinacion de estas fuentes de carbono a pH 7 es adecuada para una produccion
de biomasa considerable para trabajar el protocolo de este trabajo. Todo esto puede
apoyarse debido a que el etanol puede difundirse libremente a travésde las
membranas bioldgicas, ya que no requiere de un transportador especifico y una vez
dentro de las células es metabolizado por las células con mayor rapidez.
En consecuencia, se esperaria que una variacion del pH en el medio no deba afectar la
disponibilidad de etanol. En efecto, para el cultivo de células control cultivadas a pH 7, se
alcanzé un crecimiento celular de mas de 30x10°células/mL y que para los cultivos con un
contenido bajo de cromo también se lograron rendimientos altos en el crecimiento

celular (Figura 1).

Consecuentemente se observd que en condiciones de alta densidad celulara pH 7 el Cr
(VI) fue totalmente estable, se vio que el Cr(VI) tiene una toxicidad alta en el crecimiento
celular, obteniendo unalCsy de 12uM, esto es acorde con lo que se encuentra
reportado®’ en otros trabajos. Asi tanto se vio que con 250uM CrCls tan sélo se afecta el
crecimiento celular un 15%, mostrando ser mas dafiino el Cr(VI) que el Cr(lll) para la

duplicacién celular.

% LA ACUMULACION DE CROMO Y LA COMPARTIMENTACION

La eliminacién de Cr (VI) del medio por los microorganismos puede derivarse tanto de la
unidon ala capa externa celular y la acumulacién interna. La reduccion espontanea del
Cr(VI) a Cr(lll) producida por el medio de cultivo a pH 7 es insignificante.” Se mostré que
las células de E. gracilis fueron capaces de acumular tanto Cr(VI) como Cr(lll),
independientemente de que para el Cr (lll) se requiri6 de una concentracion mucho mas
alta. Las concentraciones fueron de 8.1+0.3 y 6.5+2 nmol/10” células para los cultivos con

25 uM de Cr(VI) y 250uM de Cr(lll), respectivamente.
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Asi mismo, Euglena gracilis heterotrofica fue capaz de compartamentalizar Cr(VI)
0 Cr(lll) en la mitocondria (Tabla 1) , en un aprox. del 38% Cr(VI) y 23%Cr(lll), en
comparacion al total acumulado dentro de las células. Esto es de gran importancia ya que
con certeza se puede decir que los componentes de la cadena respiratoria, asi como lo
componentes alternos a ella estan expuestos al cromo directamente y esto podria afectar

las funciones de estas enzimas.

EFECTO DE CROMO EN EL METABOLISMO MITOCONDRIAL Y GENERACION DE EROS

Se ha reportado que la cadena respiratoria mitocondrial es capaz de reducir y al mismo
tiempo ser inhibida por el Cr (VI), dependiendo del sustrato utilizado. El NAD" vinculado
como sustrato, es mejor sustrato para la reduccién del Cr (VI) que el succinato (Arillo et al,
1987; Cobo y Castifieira, 1997), con una generacién mayor concomitante de la reaccidn

del Cr(VI) cuando el glutamato se utiliza mas que el succinato (Rossi et al., 1988).

El Cr (VI) afiadido ejerciéo inmediatamente un potente efecto inhibitorio en las enzimas
mitocondriales, la lentitud en la reduccion de la capacidad mitocondrial sugiere que el

Cr(VI) se une directamente a las enzimas especificas (Figura 2).

Por otro lado, se sabe que el Cr (lll) también es capaz de afectar a la respiracion
mitocondrial e inducir estrés oxidativo, o que sucede mayoritariamente con glutamato +
malato que con succinato (Cobo y Castifieira, 1997). Cuando las mitocondrias aisladas
fueron incubadas directamente con 10 uM CrCls ocurrié una fuerte inhibicion de las
deshidrogenasas respiratorias ramificadas (L-iLDH, AOX), asi como de la SDH y del
Complejo Ill fue evidente, mientras que el Complejo | y la iINADHDH no se vieron
afectados. Sin embargo, la respiracion basal y la actividad del Complejo IV (TMPD
oxidasa), se vieron afectadas en todo el conjunto de células de E. gracilis cultivadas en

Cr(VI), no sucediendo asi en las cultivadas en Cr (lll) (ver Tabla 2).

Por lo tanto, el Cr (VI) fue mas citotoxico que el Cr (lll), a pesar de los niveles de
acumulacion similares (véase el cuadro 1), mediante la induccion de estrés oxidativo y la

inhibicion directa de las enzimas metabdlicas (Fig. 2-5).

Por otro lado, la actividad de la INADHDH mostré un incremento, mientras que la de la
AOX no fue alteracidon es su actividad, esto en mitocondrias de células cultivadas en
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Cr(VI) (Fig. 4), lo que sugiere que estas enzimas estan involucradas en la respuesta

celular de proteccién contra el estrés oxidativo inducido por cromo.

La fuerte inhibicién del complejo Il a causa del cromo y el efecto despreciable sobre el
Complejo | puede conducir a la acumulacién de quinol y por lo tanto, a la generacion de
EROS.

Figura 1y 2. Efecto téxico del Cr(VI) y Cr(lll) sobre los componentes clasicos y
alternos de la cadena respiratoria de Euglena gracilis
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CONCLUSIONES

Los metales pesados actuan en distintos blancos sobre el metabolismo energético de
Euglena gracilis. Para el caso del cromo, se concluye que las enzimas mitocondriales
involucradas en el metabolismo energético principal de Euglena gracilis heterotréfica son
afectadas por la exposicion a Cr(VI) y Cr(lll) directa y a largo plazo, en esta ultima debido

a la acumulacién del metal en las mitocondrias.

La fuerte inhibicion del complejo Ill y el efecto despreciable sobre el complejo | causado
por el Cr(VI), sugiere que el dano provocado por este metal a largo plazo es causado por
el estrés oxidativo, asi mismo ocurre con el Cr(lll), esto consecuencia de la inhibicion
directa por ambos cromos sobre el complejo Illll y el Complejo IV de la cadena

transportadora de electrones.

Las enzimas alternas al metabolismo energético principal de E. gracilis iNADHDH y AOX)
fueron aumentadas o bien no modificadas, respectivamente, por la presencia de las
distintas especies de cromo, ayudando asi a mantener una homeostasis en el estado
redox, asi a la sobrevivencia y resistencia de dicho microorganismo a la presencia de

cromo en el medio.
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To assess the toxic effect of Cr on energy metabolism, heterotrophic Euglena gracilis was grown in a
medium that prompts high yield biomass and in the presence of different Cr(VI) or Cr(IIl) concentrations.
The cell growth ICso value was 12 and >250 M for Cr(VI) and Cr(1ll), respectively; in these cells chromium
was accumulated and a fraction compartmentalized into mitochondria, and synthesis of cysteine and
glutathione was induced. Respiration of control isolated mitochondria was strongly inhibited by added
Cr(VI) or Cr(IlT) with L-lactate or succinate as substrates. In turn, cellular and mitochondrial respiration,
respiratory Complexes I, IIl and 1V, glycolysis and cytosolic NAD*-alcohol and -lactate dehydrogenases
from cells cultured with Cr(VI) were significantly lower than control, whereas AOX and external NADH
dehydrogenase activities were unaltered or increased, respectively. Addition of Cr(VI) or Cr(III) to isolated
mitochondria or cytosol from control- or Cr(VI)-grown cells induced inhibition of respiration, respiratory
Complexes III, IV and AOX, and glycolytic pyruvate kinase; whereas Complex I, external NADH dehydro-
genase, and other glycolytic enzymes were unaffected. Protein contents of mitochondrial Complexes I, III,
IV and V, and ANT were diminished in Cr(VI)-grown cells. Decreased respiration and glycolysis induced
by Cr(VI) resulted in lower cellular ATP content. Results suggested that Cr(VI) cytotoxicity altered gene
expression (as widely documented) and hence enzyme content, and induced oxidative stress, but it
was also related with direct enzyme inhibition; Cr(IIl) was also cytotoxic although at higher concentra-
tions. These findings establish new paradigms for chromium toxicity: Cr(VI) direct enzyme inhibition
and non-innocuous external Cr(III) toxicity.
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1. Introduction

Due to its widespread use, chromium is a pollutant of soils and
aquatic systems (Cervantes et al.,2001). Mine and tannery activities
in Mexico generate large amounts of waste chromium polluting
ground water at levels of 115 pM Cr(VI) (Gutiérrez-Ruiz et al., 1990)
or 960 uM total chromium (Armienta et al., 1993), which are values
far higher than permissible. When metal exposure is severe (i.e.,
high concentrations, lengthy exposure), the cellular mechanisms

Abbreviations: ANT, adenine nucleotide antiporter; A-PFK, ATP-dependent
phosphofructokinase I; Complex I, NADH quinone oxidoreductase; Complex III,
ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase; COX, cytochrome c oxidase or Complex IV;
Complex V, ATP synthase; D-iLDH, NAD*-independent membrane-bound D-lactate
dehydrogenase; G+M, glutamate plus malate; iNADHDH, rotenone-insensitive
external NADH dehydrogenase; L-iLDH, NAD*-independent membrane-bound
L-lactate dehydrogenase; NAD*-ADH, NAD*-dependent alcohol dehydrogenase;
NAD*-LDH, NAD*-dependent lactate dehydrogenase; P-PFK, PPi-dependent phos-
phofructokinase I; PYK, pyruvate kinase; SDH, succinate dehydrogenase.

* Corresponding author. Tel.: +52 55 5573 2911x1517; fax: +52 55 5573 0994.

E-mail address: rjass_cardiol@yahoo.com.mx (R. Jasso-Chavez).

0166-445X/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.aquatox.2010.08.006

developed to contend against heavy metals may not suffice to avoid
toxic effects (Cervantes et al., 2001). Cr(Ill) and Cr(VI) are the most
stable and abundant chromium species that are used and produced
by industrial activities; hence, they represent the main chromium
environmental pollutants (Barnhart, 1997).

It is commonly thought that Cr(VI) is more toxic than Cr(III)
due to its higher solubility in water; Cr(VI) is also a structural ana-
logue of sulfate and phosphate and can therefore use their transport
systems to enter into cells (Banerjee et al., 2008), thus becoming
toxic and mutagenic to most organisms. Once inside, Cr(VI) may be
reduced to Cr(III) through the generation of Cr(V) and Cr(IV), which
rapidly react with reduced molecules to produce oxidative stress
(Cervantes et al., 2001; Rocchetta et al., 2006). It is known that on
acidic and moderately reducing conditions Cr(VI) is spontaneously
reduced to Cr(Ill) decreasing its toxicity in photosynthetic Euglena
gracilis (Garcia-Garcia et al., 2009).

On the other hand, Cr(Ill) is considered a weak toxic species
because its low solubility at neutral pH values and the lack of trans-
porters able to take it inside the cell. However, in the presence of
hydroxyl, sulfate, ammonium, organic acids or others molecules
able to donate an electron-pair, Cr(Ill) readily form complexes with
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them, increasing its solubility at neutral pH values (Remoundaki et
al,, 2007). There is evidence that Cr(IlI) might also be transported
inside the cells. For instance, in germinating kiwifruit pollen, the
uptake of Cr(Ill) is much higher than that of Cr(VI) and depends on
the exogenous calcium concentration in the medium (Scoccianti et
al., 2008). Mung bean roots show similar low accumulation of Cr(III)
and Cr(VI) (5% of total chromium accumulated) at concentrations of
50 mg/kg sand. Concentrations of 110 mg/kg sand of both Cr(VI) and
Cr(III) are lethal for plants (Banerjee et al., 2008). Cr(III) also induces
changes in the level of the secondary metabolite scopolamine in
Datura innoxia leaves (Vernay et al., 2008). In tumbleweed (Salsola
kali) Cr(Ill) shows higher toxicity than Cr(VI) (Gardea-Torresdey
et al., 2005), although the accumulation of Cr(VI) is 10-20 times
higher than that of Cr(Ill) in roots, stems and leaves. D. innoxia is
also sensitive to both, Cr(VI) and Cr(Ill) as judged by biomass and
photosynthesis inhibition. Thus, both Cr(VI) and Cr(III) species may
exert significant toxic effects, depending on the growth medium
(solid or liquid, different composition, pH).

In general, microorganisms have different strategies of resis-
tance to contend against heavy metal toxicity such as diminished
metal uptake, internal binding, biotransformation, compartmen-
talization, and external chelation, among others (Rodriguez-Zavala
et al,, 2007). Studies regarding effects of heavy metals on energy
metabolism in microalgae are scarce. The free-living protist E.
gracilis is a cosmopolitan algae-like microorganism able to resist
and accumulate heavy metals through the increased synthesis of
molecules with thiol groups and their sub-cellular compartmen-
talization (Devars et al., 1998, 2000; Avilés et al., 2003, 2005;
Mendoza-Cézatl and Moreno-Sanchez, 2005; Mendoza-Cézatl et
al., 2002, 2006a,b; Rodriguez-Zavala et al., 2007). However, the
growth rate and other cellular functions are affected by the
accumulated metal. Specifically, light-grown E. gracilis cells are
more sensitive to Cr(VI) than dark-grown cells (Cervantes et al.,
2001). A lengthening in the lag growth phase induced by Cr(VI)
and a decreased growth rate caused by Cr(Ill) have also been
reported (Brochiero et al., 1984). Inhibition of growth in E. gra-
cilis by Cr(VI) correlates with the arrest of cells in the G2 phase
of the cell cycle (Fasulo et al., 1983) and inhibition of respira-
tion and photosynthesis (Fasulo et al., 1983; Garcia-Garcia et al.,
2009). Cr(VI) also induces oxidative stress (Rocchetta et al., 2003;
Rocchetta and Kiipper, 2009) and alterations in the cytoskeleton
which might be involved in the loss of motility (Bassi and Donini,
1984).

It is noted that most of the work that have been published
so far on chromium toxicity is related to physiological changes.
Few works about specific cellular targets of chromium have been
described. In Chlorella pyrenoidosa (Horcsik et al., 2007) and E.
gracilis (Rocchetta and Kiipper, 2009), photosystem II activity is
inhibited by Cr(VI). A decrease in the ATP content induced by
chromium was also determined in Scenedesmus actuts (Corradi and
Gorbi, 1993), suggesting that energy metabolism is affected by this
toxic metal.

The energy metabolism of E. gracilis is well documented
(Buetow, 1989). Under heterotrophic conditions, E. gracilis is able
to grow under a wide variety of oxidizable substrates such as glu-
cose, ethanol, peptone, glutamate, malate, DL-lactate, and acetate
(Smillie, 1968). Under stress conditions, E. gracilis strongly depends
on lactate metabolism (Jasso-Chavez and Moreno-Sanchez, 2003);
when external carbon source is exhausted, degradation of paramy-
lon (the energy storage) produces D- and L-lactate. In turn,
the oxidation of both lactate isomers is catalyzed by mito-
chondrial membrane-bound dehydrogenases which are part of
the respiratory chain (Jasso-Chavez et al., 2001, 2005). In addi-
tion to the classical respiratory components, the respiratory
chain in E. gracilis has alternative respiratory complexes such
as a rotenone-insensitive external NADH dehydrogenase (Uribe

and Moreno-Sanchez, 1992) and a cyanide-resistant alternative
oxidase (Moreno-Sanchez et al.,, 2000; Castro-Guerrero et al.,
2005) that presumably contend against oxidative stress (Castro-
Guerrero et al., 2008). The Krebs cycle, glycolytic and ethanol
metabolism are also well described in E. gracilis. Both, alcohol
(Ono et al., 1995; Rodriguez-Zavala et al., 2006; Palma-Gutierrez
et al,, 2008) and aldehyde dehydrogenases located in the cytosol
and mitochondria have been reported (Rodriguez-Zavala et al.,
2006).

The aim of the present work was to determine the toxicity and
the main targets of chromium on the energy metabolism of E. gra-
cilis. Due to the Cr(VI) affects on DNA, a change in enzyme content
may be expected, but also a direct interaction between Cr(Ill) and
enzyme thiol groups may occur. Hence, cells were cultured under
heterotrophic and high biomass yield conditions, e.g., at pH 7 and
with ethanol as additional carbon source. The respiratory rate in
cells and mitochondria, the activities of the respiratory chain com-
ponents and several mitochondrial matrix and cytosolicenzymes as
well as the glycolytic rate, and paramylon content were evaluated
in cells cultured with Cr(VI) or Cr(Ill) and also after direct addition
of either chromium species. The generation of ROS and the vari-
ation in the contents of ATP, cysteine and glutathione induced by
Cr(VI) or Cr(Ill) was also evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

D-lactate, L-lactate, succinate, n-propylgallate and n-dodecyl-3-
p-maltoside were from ICN (Ohio, USA) Decyl-ubiquinone (DBQ),
horse heart cytochrome c, succinate semi-aldehyde, phenyl-methyl
sulfonate fluoride (PMSF), rotenone, flavone, ascorbic acid, TMPD
(N,N,N’,N’-tetramethyl p-phenyl enediamine di-hydrochloride),
Triton X-100, Tween-20, pyruvate, NAD*, NADH and tetraetox-
ipropane were from Sigma (St. Louis Mo, USA) Stigmatellin
and diphenylcarbazide were from Fluka (St. Louis Mo, USA).
Enzymes for metabolites determination were purchased from
Roche (Mannheim, Germany).

2.2. Culture medium and growth conditions

The composition of the culture medium was modified from the
original recipe described by Greenblatt and Schiff (1959) by low-
ering the concentration of trace heavy metals as follows, in g/L:
(NH4)2HP04, 0.1; MgSO4, 0.17; KH2P04. 0.4; ZnS04-7H, 0, 0.04;
MnS04-4H;0, 0.04; Na;MoO4-2H,0, 0.01; CoCl,-6H,0, 0.0008;
CuS04-5H,0, 0.004 and H3BO3, 0.003. Calcium was added as CaCl,
(0.043 g/L) and sterilized by filtration. Vitamin solution was also
sterilized by filtration and was added to the medium, in mg/L: thi-
amine, 0.1; FeCls, 0.5; and cyanocobalamin (B13), 2 x 10~°. Final
concentration of sulfate was 1.5mM. In turn, 34 mM glutamate,
15 mM malate and 177 mM ethanol were used as carbon sources as
reported by Rodriguez-Zavala et al. (2006). Final pH was 7.0. Stock
100 mM K;CrO4 or 100 mM CrCl3 solutions were sterilized by filtra-
tion. Cultures of E. gracilis Klebs Z were reactivated as previously
described (Avilés et al., 2003). Cells were cultured in darkness at
25°C under continuous shaking at 125 rpm. These dark-adapted
cultures of E. gracilis have irreversibly lost their capacity to regen-
erate chlorophyll and chloroplasts. Therefore, these cells solely
depend on mitochondrial metabolism and glycolysis for ATP supply
(Jasso-Chavez and Moreno-Sanchez, 2003).

All experiments were carried out with cells harvested after 6
days of culture and washed twice by centrifugation with a buffer
containing 250 mM Sucrose, 10 mM Hepes and 1 mM EGTA at pH
7.2 (SHE buffer).
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2.3. Determination of chromium(VI) and total chromium
accumulation

Growth media aliquots (0.5 mL) were mixed with diphenylcar-
bazide (1 volume of 100 mg DFC in 95% ethanol and 1 volume of
10% H,SO4) (Taras et al.,, 1971) and the absorbance of the mix-
ture was measured at 540 nm. For calibration, a commercial 0.1%
(w/v) Cr(VI) stock solution (Sigma, Mexico) was used as standard.
The reaction was linear up to 50 nmol Cr(VI) (Garcia-Garcia et al.,
2009). For determination of total chromium accumulation, 25 uM
Cr(VI)-grown and 250 wM Cr(III)-grown cells (5 x 107 cells) washed
previously with 120 mM KCl, 20 mM Mops and 0.5 mM EGTA (KME
buffer) for three times, or isolated mitochondria (30-40 mg pro-
tein) from cells cultured in the absence (control) and in the presence
of Cr(VI) or Cr(III), were digested with 0.5 mL H,SO4 +2.5 mL HNO3
for 2 h at 100°C to determine total chromium by atomic absorption
spectrophotometry (Varian Spectra AA 640).

2.4. Isolation of mitochondria and cytosolic fraction

Cells cultured in the absence or in the presence of 25 M K;CrO4
or 250 wM CrCl; were harvested and washed. Mitochondrial and
cytosolic fractions were isolated as described previously (Jasso-
Chavez and Moreno-Sanchez, 2003). Mitochondrial yield from 1L
culture was 200-250, 45-60 and 100-120 mg protein for control,
Cr(VI)-grown cells and Cr(III)-grown cells, respectively. The cytoso-
lic fraction (in 1 mM EGTA plus 1 mM PMSF) was diluted 1:2 with
glycerol and kept at —70 °C until use.

2.5. Cellular and mitochondrial respiration and enzyme assays

Oxygen uptake was determined with a Clark-type O, electrode.
Cells cultured in absence or presence of chromium were harvested
and washed twice with SHE buffer. 5 x 106 cells were incubated
in fresh culture media saturated with air and basal cellular respi-
ration and TMPD (Complex IV) oxidase were determined. Isolated
mitochondria(~1 mg protein) were incubated in air-saturated KME
buffer, or in KM buffer (no EGTA added) when the effect of Cr(III)
was tested. Rate values were estimated by using an oxygen sol-
ubility of 420 nanoatoms gram oxygen per mL (210 uM O,) at
2240m altitude and 25°C (Jasso-Chavez and Moreno-Sanchez,
2003). Oxidizable substrates were used at the indicated concen-
trations: 30 mM each of D-lactate, L-lactate or succinate, 0.5 mM
NADH, 10 mM glutamate plus 10 mM malate, or 2 mM TMPD plus
10 mM sodium ascorbate. The reaction was started by adding the
substrate and the rate of oxygen uptake was recorded for 2-3 min,;
then, different concentrations of K;CrO4 or 100 wM CrCls were
added. In a parallel set of experiments, mitochondria were incu-
bated in the presence of 10 wM Cr(VI) or Cr(Ill) for 10 min and
then, oxidizable substrate was added and the rate of respiration
determined.

For AOX activity, mitochondria (2-3 mg protein) were incubated
with 30 mM D-lactate and 10 mM azide; the remaining oxygen con-
sumption was attributed to AOX activity which was fully inhibited
by 10 mM n-propyl gallate (Moreno-Sanchez et al., 2000). External
iNADHDH was determined by adding 0.5 mM NADH in presence of
1.5 uM rotenone.

Complex [ activity was determined spectrophotometri-
cally at 25°C by following the oxidation of 0.8 mM NADH
(¢=6.22cm~! mM~! at 340 nm). Isolated mitochondria (10-20 g
protein) were incubated in 2 mL KME buffer at pH 7.2 plus 0.01%
(w/v) Tween-20 and 0.25mM flavone (specific inhibitor of the
external iNADHDH; Jasso-Chavez and Moreno-Sanchez, 2003).
After 10 min pre-incubation, the reaction was started by adding
90 wM decylbenzoquinone (DBQ). The rate was corrected for by
estimating the activity inhibited by 1.5 M rotenone (Fig. S1).

Complex bcq activity was determined by dual-beam spectropho-
tometry at 25 °C by following the reduction of 30 wM horse heart
cytochrome ¢ (¢=19.1mM~'cm~! at 550 minus 540nm) and
using 10-20 wg of mitochondrial protein incubated in 2mL of
50 mM Hepes, 10 mM MgCl, at pH 7.0 and 0.01% (w/v) Tween-20.
Reaction mix was incubated for 10 min in absence or in pres-
ence of 10 uM Cr(VI) or Cr(Ill). The reaction was started with
80 wM decylbenzoquinol (DBH) and completely inhibited by 1 wM
stigmatellin.

Activities of cytosolic NAD*-LDH, PYK and NAD*-ADH were
determined by following the consumption of NADH and using
~250 g of cytosolic proteinin 1 mL of 50 mM Hepes, 10 mM MgCl,
at pH 8.0. For LDH, 0.5 mM NADH and 10 mM pyruvate were used
as substrates; for PYK, 2 mM PEP and 3 mM ADP were used as sub-
strates and the reaction was coupled to commercial LDH (31U)
by adding 0.5 mM NADH in the presence of 1mM fructose-1,6-
bisphosphate. For ADH, the forward reaction was determined by
using 0.5 mM NAD* plus 30mM ethanol; reverse reaction was
measured by using 2 mM propyonaldehyde and 0.5 mM NADH.
ATP-PFK1 and PPi-PFK1 activities were determined following the
protocol reported by Marin-Hernandez et al. (2006). For all activi-
ties assays, Cr(VI) and Cr(IIl) were added just before NADH addition
to avoid spurious reduction of Cr(VI).

2.6. Cell breakdown and metabolite determination

Control and chromium-exposed cells were harvested and
washed with SHE buffer and then re-suspended in 3% (v/v) per-
chloric acid (PCA). Lysates were separated by centrifugation and the
supernatant neutralized as reported by Jasso-Chavez and Moreno-
Sanchez (2003). Neutralized supernatants (cellular extracts) were
kept at —72°C until use. ATP, G6P, L-lactate and D-lactate were
determined as previously described (Jasso-Chavez and Moreno-
Sanchez, 2003). In turn, the cellular pellet derived from the
PCA treatment was used for determination of paramylon con-
tent (Jasso-Chavez and Moreno-Sanchez, 2003). For glycolytic flux
determination, cells were cultured with different chromate con-
centrations (see Section 3) or 250 wM of CrCl3 and harvested,
washed and re-incubated at 25 °C. Then, at the indicated times, cel-
lular samples (1 x 107 cells) were withdrawn and mixed with PCA;
after neutralization, lactate production was determined. The rate
of lactate production (glycolytic flux) tested in control, Cr(VI)- and
Cr(IN)-grown cells, was fully blocked by 10 mM oxalate (data not
shown). Culture medium aliquots were withdrawn at the beginning
and after 6 days culture and frozen until use for determination of
ethanol, glutamate and malate (Jasso-Chavez and Moreno-Sanchez,
2003; Rodriguez-Zavala et al., 2006).

2.7. Determination of malondialdehyde (MDA) and thiol-group
molecules

MDA production was followed by determining the reaction
with thiobarbituric acid (TBARS) (Ohkawa et al., 1979). One mg
of mitochondrial protein previously exposed to Cr(VI) or Cr(IIl)
was incubated in 1mL 0.15M phosphate buffer, pH 7.0 at 37°C
for 20 min. Then, mitochondrial suspension was further incubated
with 0.8% (w/v) thiobarbituric acid and 20% (v/v) acetic acid;
reaction was allowed to develop at 100°C for 1h. The reaction
was stopped by adding 2% (w/v) KCI at 4°C. Finally, TBARS were
extracted with one volume of n-butanol and determined at 532 nm.
A standard curve was made with tetraetoxipropane; the reaction
was linear up to 3 nmol TBARS.

For thiol-molecules determination, a sample of 5 x 107 cells
or 3-5mg of mitochondrial protein in 0.1% (w/v) Triton X-100
was incubated with 0.5 mM dithiotreitol and an excess of NaBHy
for 10 min. The reaction was stopped with ice-cold 3% (w/v) PCA.
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Lysates were centrifuged at 20,000 x g at 4°C for 5min. A sample
of 50 L supernatant was injected to the HPLC apparatus equipped
with a reverse-phase C18 column (4.6 mm x 150 mm, Alltech Deer-
fiel, IL, USA). The column was equilibrated with a buffer composed
of 99% (v/v) trifluoroacetic acid and 1% (v/v) acetonitrile. The
thiol-compounds were post-column derived by using 5,5'-dithio-
bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and detected at 412 nm.

2.8. Western blot assays and native blue gels

For total protein extraction from cells and isolated mitochon-
dria, the protocol reported by Gallardo-Pérez et al. (2009) was
followed. Proteins were resolved in 12.5% polyacrylamide gels.
Electrophoretic transfer to PVDF membranes (BioRad, Hercules, CA,
USA) was followed by immunoblotting with anti-COX-IV, adenine
nucleotide translocase (ANT) and a-tubulin (Santa Cruz, CA, USA).
These antibodies are specific for human, rat and mouse proteins.
For this reason, prolonged times of exposition (15-30 min) were
necessary to develop a signal. For the native blue gels, the pro-
tocol reported by Schadgger and von Jagow (1991) was followed:
1 mg of mitochondrial protein was solubilized with n-dodecyl-f3-
D-maltoside in a 1.6 detergent/protein ratio for 30 min at 4°Cin a
medium that contained 0.75 M aminocaproic acid, 10 mM Bis-Tris
pH 7.0 and 1 mM PMSF. Samples were centrifuged at 18,000 x g
for 1 h. Solubilized protein was mixed with 0.5% (w/v) Coomassie
blue in 0.5M aminocaproic acid at pH 7.0 and 150 pg of protein
were poured into 5% linear or 5-12% (w/v) gradient acrylamide
native gels and resolved at 30V for approximately 16 h. For com-
parison, mitochondria from rat liver (RLM) or kidney (RKM) were
also analyzed. Complex V was identified by in gel activity by adding
10 mM ATP and 30 mM CaCl; in a buffer containing 50 mM Hepes
and 10 mM MgCl, pH 8.0 until a white band developed (a calcium
phosphate precipitate). The in gel Complex I activity was deter-
mined in 5% acrylamide gels by adding 5mM NADH and 1mg
NBT/mL in a buffer containing 10 mM Tris-HCI, pH 7.4. Both in
gel reactions were stopped by adding 50% methanol/10% acetic
acid.

The protein content in mitochondria and cytosolic fractions
were determined by using the Biuret method with bovine serum
albumin as standard, as previously described (Jasso-Chavez et al.,
2001).

Unless other method is indicated, the Student’s t-test for non-
paired samples was used for statistical analysis.

3. Results
3.1. Toxicity of chromium on cell growth

To improve E. gracilis biomass yield medium with glutamate-
malate of pH 7 was supplemented with ethanol. Indeed, a cellular
density as high as 35 x 108 cells/mL was reached at the stationary
growth phase (Fig. 1A). Under these conditions, it was determined
that 12 wM K, CrO4 inhibited cell growth by 50% (Fig. 1A), whereas
250 wM CrCl; affected growth by only 15% (data not shown).

3.2. Effect of chromium on the carbon source utilization

In control cells, 90+ 11,60+ 10 and 40 + 3% (mean +S.D.; n=5)
of added ethanol, glutamate and malate, respectively, were con-
sumed after 6 days of culture. In cells exposed to 100 and 250 .M
K;CrO4, where duplication was negligible (see Fig. 1A), 20+ 12 and
544% of ethanol, and 2546 and 10+ 11% (n=5) of glutamate,
respectively, were consumed. Unexpectedly, malate was not uti-
lized by cells exposed to 50 uM K,CrO4 or higher concentrations
(data not shown). For comparison, in cells cultured with 250 uM
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Fig. 1. Growth and remaining Cr(VI) content in the culture medium. Cell number
(A) and the medium-Cr(VI) content were determined (B). Growth conditions were:
medium without chromium (M); or with 5 M (@), 10 wM (4), 25 uM (v), 50 M
(4), 100 uM (+) or 250 wM K2CrO4 (x). In (B), culture medium plus 25 uM K;CrO4
but with no cells added is shown (V). See Section 2 for more details.

CrCl3, 8449, 1947 and 9 +12% (n=3) of ethanol, glutamate and
malate. respectively, were consumed after 6 days of culture.

3.3. Chromium uptake, accumulation and thiol-molecules
synthesis

In cultures with 5 and 10 wM K;CrOy4, Cr(VI) disappeared com-
pletely from medium after 6 days, while with 25 pM K, CrOg4, Cr(VI)
disappeared by 80% (Fig. 1B). In cells cultured with 25 wM K,CrO4
(Cr(VI)-grown cells) or with 250 M CrCl; (Cr(Ill)-grown cells), har-
vested and washed twice with a buffer containing a heavy metal
chelating agent (EGTA), a similar low chromium accumulation was
detected (Table 1). A fraction of the chromium accumulated was
compartmentalized into mitochondria. Indeed, mitochondria iso-
lated from cells grown in the presence of 25 wM Cr(VI) or 250 pM
CrCl3 also showed similar chromium content (Table 1). With an
intra-mitochondrial volume of ~0.9 nL water/mg protein (Avilés
et al., 2003), the chromium concentration would reach millimolar
concentrations, which can most likely perturb the mitochondrial
functions such as Krebs cycle flux, respiration and oxidative phos-
phorylation.

As response against chromium uptake, Cr(VI)-grown cells
increased cysteine (10 times) and <y-glutamylcysteine plus glu-
tathione (yEC+ GSH; 2 times) contents, whereasCr(Ill)-grown cells
showed similar thiol-molecule contents to those attained in control
cells (Table 1); induction of phytochelatins synthesis by chromium
species was not apparent, in agreement with a previous report
(Garcia-Garcia et al., 2009). In turn, mitochondria isolated from
Cr(VI)-grown cells showed a significant increase of approximately
3 times in both, cysteine and yEC+ GSH contents respect to mito-
chondria from control and Cr(Ill)-grown cells (Table 1).

3.4. Effect of chromium on respiration in whole cells and isolated
mitochondria, and on mitochondrial enzyme activities

In incubations on fresh culture media Cr(VI)- but not Cr(III)-
grown cells showed lower respiration rates than control cells
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Table 1

Thiol-group molecule contents and chromium accumulated in whole cells and in isolated mitochondria from E. gracilis.

Cells

Mitochondria

Control (nmol/107 +25 M Cr(VI) +250 uM Cr(1II)

Control (nmol/mg +25 M Cr(VI) (nmol/mg +250 wM Cr(III) (nmol/mg

cells) (nmol/107 cells) (nmol/107 cells) mitochondrial mitochondrial protein) mitochondrial protein)
protein)
Cysteine 125+5 118 £ 50° 17+ 4 0.23 £ 0.1 0.62 + 0.3P 04 +0.2
YEC+GSH 38 +1.1 7.8 +£4.1 57 +26 0.18 + 0.15 0.56 + 0.1¢ 0.24 + 0.1
Chromium - 8.1+0.3 6.5+ 2 - 23+0.7 1.5+0.2
accumu-
lated

Data are the mean £ S.D. of >4 independent preparations.
2 P<0.05 vs control and Cr(III)-grown cells.
b P<0.05 vs control mitochondria
¢ P<0.05 vs control or Cr(Ill)-mitochondria.

Table 2

Oxygen-uptake by whole E. gracilis cells cultured in absence or presence of chromium.

Cells incubated in fresh culture media

Control cells

25 wM Cr(VI)-grown cells +250 uM Cr(IlI)-grown cells

Endogenous substrates 170 £ 17
+1mM TMPD 467 £ 40
+10mM azide 54 + 3 (11%)

40+ 4°
134 + 27°
41 + 8 (31%)

150 + 8
483 + 52
87 + 6 (18%)

Values are the mean of 3 different cultures & S.D. Values in parenthesis show the % of oxygen consumed by alternative oxidase.

" P<0.01 vs control or Cr(1II) cells.
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Fig. 2. Inhibition of respiration by chromium in isolated mitochondria. Oxygen
uptake (A), the ICso value for Cr(VI) (B) and the percentage of inhibition by 100 wM
Cr(III) (C) were determined in mitochondria isolated from control (white columns),
Cr(VI)-grown (light grey columns) and Cr(III)-grown cells (dark grey columns). Data
are the mean+S.D. of >3 independent preparations. *P<0.05 oxygen uptake in
Cr(VI)-mitochondria vs oxygen uptake in control mitochondria.

(Table 2); similarly, Complex IV (TMPD) activity in Cr(VI)-grown
cells was 5-fold lower. Moreover, Cr(VI)-grown cells showed
higher azide-resistance respiration than control cells, indicating an
increased AOX activity or a non-mitochondrial O, consumption.

Mitochondria isolated from Cr(VI)-grown cells showed signifi-
cantly lower respiratory rates with the oxidizable substrates L- and
D-lactate, succinate and glutamate-malate, as well as mitochon-
dria from Cr(IlI)-grown cells with succinate and glutamate-malate,
than control mitochondria (Fig. 2A). Complex IV activity was
also severely depressed in Cr(VI)-mitochondria, but only slightly
affected in Cr(Ill)-mitochondria. Furthermore, the respiratory rate
in control mitochondria was more potently inhibited by directly
adding Cr(VI) with L-lactate or D-lactate than with succinate or
glutamate-malate, whereas Complex IV activity was relatively
insensitive to added Cr(VI) (Fig. 2B). In contrast, addition of 100 .M
CrCl3 diminished respiratory activity by less than 50% with all sub-
strates tested (Fig. 2C).

Pre-incubation of control mitochondria with Cr(VI) induced a
stronger inhibition of the respiratory activity, except for Complex
IV (Fig. 3A). Surprisingly, a similar strong respiratory inhibition was
attained with Cr(III) with all substrates, including TMPD/ascorbate
(Fig. 3A). Pre-incubation of Cr(VI)-mitochondria with Cr(VI) or
Cr(III) also induced respiratory inhibition with L-lactate and succi-
nate, but not with D-lactate, glutamate-malate or TMPD/ascorbate
(Fig. 3B). Activities of SDH, D- and L-iLDH determined spectropho-
tometrically using DCPIP as electron acceptor, were also inhibited
by added Cr(VI) (data not shown).

Complex I activity was 70 and 20% lower in mitochondria
isolated from Cr(VI)-grown (Fig. 4A) and Cr(Ill)-grown cells (not
shown), respectively, than in control mitochondria. The activities
of the AOX and iNADHDH were 6-11% of the total rate of oxy-
gen consumption in control mitochondria, as previously reported
(Moreno-Sanchez et al., 2000; Jasso-Chavez and Moreno-Sanchez,
2003). Addition of Cr(VI) or Cr(Ill) inhibited 70-75% the AOX activ-
ity, whereas Complex I and iNADHDH were not affected (Fig. 4A).
In contrast, in mitochondria from Cr(VI)-grown cells, the AOX and
iNADHDH activities represented 26-30% of total respiration (but
similar absolute respiration rates), suggesting an important role
of these enzymes in contending against oxidative stress induced
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Fig. 3. Effect of Cr(VI) and Cr(Ill) on the respiratory chain of Euglena gracilis. Mito-
chondria isolated from control (A) and chromate-grown cells (B) were incubated for
10min in the absence (white columns) or in the presence of 10 uM K,CrO4 (light
grey columns) or CrCl; (dark grey columns). Thereafter, the respective substrate was
added and the rate of oxygen uptake was determined. Values are the mean of >3 dif-
ferent preparations + S.D. *P<0.05 oxygen uptake in Cr(VI)-mitochondria vs oxygen
uptake in control mitochondria; **P<0.05 oxygen uptake in control mitochondria
incubated without chromium vs oxygen uptake in control mitochondria incubated
10 min with Cr(VI).
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Fig. 4. Activities of Complex I and alternative respiratory components. The activi-
ties were determined in mitochondria from control cells (A) or Cr(VI)-grown cells
(B) and further incubated for 10 min in the absence (white columns) or in the pres-
ence of 10 uM K,CrO4 (light grey columns) or CrCl; (dark grey columns). Data are
the mean +S.D. of four independent preparations. *P<0.05 enzyme activity from
mitochondria incubated with Cr(VI) or Cr(IIl) vs enzyme activity from mitochondria
incubated without chromium (control).
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Fig. 5. Complex III inhibition by chromium in E. gracilis mitochondria. The activity
of Complex IIl was determined in mitochondria isolated from control-grown cells
(white columns) or Cr(VI)-grown cells (grey columns), and further incubated for
10min in absence (No Cr addition) or in presence of 10 wM Cr(VI) (+CrVI) or Cr(III)
(+CrllI). Values show the mean + S.D. of four different preparations. ?P < 0.05 vs mito-
chondria from control-grown cells; ’P<0.05 vs mitochondria from Cr(VI)-grown
cells; ©P<0.01 mitochondria incubated with chromium vs mitochondria incubated
in absence of chromium (no Cr addition).

by heavy metals (Castro-Guerrero et al., 2008). Complex I and
iNADHDH were not significantly affected when mitochondria was
further incubated in presence of either chromium species (Fig. 4B).
In control mitochondria incubated for 10 min with 10 wM Cr(III) or
Cr(VI), Complex Il activity was 40 and 79% inhibited, whereas incu-
bations in mitochondria from Cr(VI)-grown cells, led to complete
Complex Il inhibition (Fig. 5).

Regarding Krebs cycle enzymes, the NADP*-dependent
succinate semialdehyde dehydrogenase (SSADH) activity was
4864333 (n=3) in control mitochondria and 225 nmol NADHyx
(minmg protein)~! (n=2) in mitochondria from Cr(VI)-grown
cells, respectively. In control and Cr(VI)-mitochondria incubated
for 10 min with 10 wM Cr(VI) or Cr(IlI), SSADH activity was 27 and
32%, or 50 and 1% inhibited, respectively.

3.5. Mitochondrial enzyme levels

Western blot analysis revealed that COX-IV and the adenine
nucleotide transporter levels were lower in mitochondria from
both Cr(VI)-grown cells and Cr(Ill)-grown cells than those attained
in control mitochondria (see Fig. S2 in supplementary material).
The blue native gels with solubilized mitochondria showed that
Complex IIl and IV content was lower in mitochondria from Cr(VI)-
grown cells, but not in mitochondria from Cr(Ill)-grown cells, than
in control mitochondria (Fig. 6A). Also, a slower migration level
of ATP synthase (Complex V) in the dimer and monomer forms,
as judged by in-gel activity, was determined; activity of Complex
V monomer in mitochondria from both, Cr(VI)- and Cr(Ill)-grown
cells was also lower respect to control mitochondria (Fig. 6B). Com-
plex I activity was also detected on top of the gel. To distinguish
between Complex V dimer and Complex I aggregates (Fig. 6A), in
gel Complex I activity was determined in 5% acrylamide in blue
native gels (Fig. 6C). Complex I activity was severely diminished
in mitochondria from Cr(VI)-grown cells, and slightly affected in
mitochondria from Cr(Ill)-grown cells in comparison with control
mitochondria (control activities using rat liver or kidney mitochon-
dria are shown in Figs. S3 and S4).

3.6. Effect of chromium on malondialdehyde (MDA) production

In freshly isolated mitochondria from control cells, MDA level
was 0.35+0.04 nmol/mg protein (n=4). Incubation of mitochon-
dria with 25uM chromium for 30min induced slight MDA
increases of 15+ 13% with Cr(VI), and 254+ 16% with Cr(Ill). In
comparison with control mitochondria, those isolated from Cr(III)-



R. Jasso-Chdvez et al. / Aquatic Toxicology 100 (2010) 329-338 335

GV

>
=
3]

l‘RLM

=
s
f o
(&)

€

o

Qo

Cl, cV -
.

" | '
cIv
cir

N L —

(B)
s E 2
&) Q (8]
cvd
cv
(od]]]
F1
C
clv —

ci i jod

Fig. 6. Blue native gels for respiratory complexes of mitochondria from E. gracilis. (A) Mitochondria isolated from control (Cont), Cr(IlI)- and Cr(VI)-grown cells were solubilized
and respiratory complexes were resolved by blue gel electrophoresis as described in Section 2. RLM: rat liver mitochondria; Vd: dimer of Complex V; Vm: monomer of Complex
V; F1: soluble fraction of Complex V; CI, II, IIl and IV: Complexes I; II, IIl and IV. (B) Complex V in gel activity. (C) Complex I in gel activity. Euglena Complex I migrated less in
comparison with RLM Complex I (see Fig. S4, supplementary material). Inset; *P<0.05 metabolite content from chromate-grown cells vs control-grown cells.

grown cells showed a significant 53 +28% higher MDA level; and
the incubation of these mitochondria with Cr(Ill) induced a 12 £ 7%
further MDA increase. In contrast, mitochondria isolated from
Cr(VI)-grown cells showed a decreased MDA level of 35+17% vs
control.
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Fig. 7. Effect of chromium on glycolytic flux and paramylon synthesis in E. gra-
cilis. Cells were cultured at the indicated chromate concentrations (M) or 250 wM of
CrCl; (O) and lactate production (A) and paramylon content (B) were determined
(see Section 2). Data are the mean of three experiments+S.D. Inset: metabolite
determination. Metabolite contents in control cells were in nmol x (107 cells)~: L-
lactate=3041.7 (W); D-lactate=15+2 (®); G6P=3.9+0.9 (a); and ATP=2.1+£0.7
(v). Data are the mean + S.D. of four different preparations. *P<0.05 vs control cells.

3.7. Effect of chromium on glycolytic flux, paramylon synthesis
and cytosolic enzymes activities

In control cells, the lactate production (i.e., glycolytic flux)
was linear for at least 10 min with a rate of 16 + 8 nmol L-lactate
(min 107 cells)~! (n=5). Cells cultured with 5uM Cr(VI) showed
60% decreased glycolytic flux, but negligible effect (<20%) was
attained in 250 wM Cr(IlT)-grown cells (Fig. 7A). In contrast, synthe-
sis of paramylon, as a reflect of gluconeogenic activity, increased in
the presence of Cr(VI) or Cr(IIl) (Fig. 7B).

To identify possible chromium targets in the glycolytic path-
way, the activities of several enzymes were evaluated. There are
two types of PFK-1 expressed in E. gracilis, the ATP-PFK-1 that
catalyzes an irreversible reaction under physiological conditions,
and the PPi-PFK-1 that catalyzes a fully reversible reaction. The
activity of PPi-PFK-1 was 10 times higher than that of ATP-PFK-
1, as previously reported (Buetow, 1989). Both activities were not
significantly affected by 10 wM Cr(VI) (<10% inhibition) or Cr(IIl)
(17-22% inhibition). In turn, PYK was 40 and 65% inhibited by
Cr(III) and Cr(VI), respectively (Fig. 8). In control cells, the cytosolic
NAD*-DL-LDH activity was two-fold higher than in Cr(VI)-grown
cells; however, in control and Cr(VI)-grown cells activity was not
affected by adding 10 wM Cr(VI) or Cr(III). Likewise, the activity of
the cytosolic NAD*-ADH in the forward reaction was 43% lower in
Cr(VI)-grown cells (Fig. 8, insert). In turn, the ADH reverse reaction
was 50% the activity of the forward reaction and it was not affected
by incubations with Cr(VI) nor Cr(Ill) (data not shown). The contents
of the glycolytic metabolites glucose-6P, D- and L-lactate increased
in cells cultured with 25 WM K, CrO4 (Fig. 7A, inset), respect to con-
trol cells, whereas the ATP content markedly decreased.

4. Discussion
4.1. Toxic effect of chromium on growth and carbon availability
At pH 3.5, E. gracilis maximal cellular yield is about 7 x 108

cells/mL with glutamate plus malate as carbon source (Cook, 1968;
Jasso-Chavez and Moreno-Sanchez, 2003), whereas with 33 mM
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Fig. 8. Specific effects of chromium species on cytosolic enzymes. The activities
were determined in cytosolic fractions isolated from control or Cr(VI)-grown cells
(inset) and further incubated for 10 min in the absence (white columns) or in the
presence of 10 uM K, CrOy (light grey columns) or CrCl; (dark grey columns). Activity
units were nmol NADH oxidized (min mg protein)~!. Data shown are the mean + S.D.
Values are the mean of >3 different preparations. *P < 0.05, control cells vs chromate-
grown cells; **P<0.05, cytosolic fraction incubated in chromium vs cytosolic fraction
incubated in absence of chromium.

lactate or 75 mM glucose, the maximal yield is 3-4 x 108 cells/ml
and 6-7 x 106 cells/mL, respectively (Jasso-Chavez and Moreno-
Sanchez, 2003). Recently, Rodriguez-Zavala et al. (2006) reported
a cellular yield of 30 x 106cells/mL with the combination of gluta-
mate plus malate plus ethanol. In contrast, at pH 7, the E. gracilis
growth is negligible with many carbon sources (Kempner, 1982;
Rocchetta et al., 2006). For instance, densities of 3.4 x 10° cells/mL
and 0.13 x 10%cells/mL are attained with glucose and acetate,
respectively (Cook, 1968).

Because ethanol may freely diffuse through the biological mem-
branes, no specific transporter is required. In consequence, pH
variation should not be expected to affect ethanol availability. Thus,
ethanol might be able to support E. gracilis growth at neutral pH.
Indeed, in both control and Cr(VI)-grown cells at pH 7 ethanol was
preferentially consumed over glutamate or malate (see Section 3).
In cultures at pH 3.5, malate is the preferred carbon source con-
sumed over glutamate (Jasso-Chavez and Moreno-Sanchez, 2003).
Under these conditions of high cellular density at pH 7, in which
Cr(VI) is fully stable, a high chromium toxicity was determined,
with IC50 of 12 wM, a value similar to that reported by Rocchetta et
al.(2003) of 3.5 wM, and in contrast with the ICsg value of ~400 uM
obtained at pH 3.5 (Garcia-Garcia et al., 2009).

4.2. Chromium accumulation, compartmentalization and
protective response against chromium

Removal of Cr(VI) from medium by microorganisms may
derived from both, binding to the outer cellular layer and internal
accumulation; at pH 7, Cr(VI) spontaneous reduction to Cr(IIl) by
the culture medium is negligible (Garcia-Garcia et al., 2009). E. gra-
cilis cells were able to accumulate both, Cr(VI) and Cr(III), although
Cr(Ill) was required to be used at a much higher concentration.
The accumulation percentages were 25 and 8% for 25 uM Cr(VI)
and 250 M Cr(III), respectively. These values are comparable with
those determined for mung bean (Banerjee et al., 2008) but lower
than those reported for Aspergillus cultured on 25 ppm (~500 wM)
Cr(VI) (Vala et al., 2004).

Heterotrophic E. gracilis was able to compartmentalize Cr(VI) or
Cr(IlI) into mitochondria. In turn, chromium accumulation led to
an increase in the intracellular and intra mitochondrial levels of
thiol-molecules (Table 1). Both, subcellular compartmentalization
and enhanced production of thiol-molecules have been previously
described as part of the resistance mechanisms developed by E.
gracilis (Avilés et al., 2003; Mendoza-Cézatl et al., 2002, 2006a,b;
Garcia-Garcia et al., 2009) and Scenedesmus acutus (Torricelli et al.,

2004) towards Cd2* and other heavy metals (Mendoza-Cézatl et al.,
2006a).

4.3. Effect of chromium on mitochondrial metabolism and ROS
generation

It has been reported that the mitochondrial respiratory chain
is able to reduce and, at the same time, be inhibited by Cr(VI),
depending on the substrate used. NAD*-linked substrates are bet-
ter substrates for Cr(VI) reduction than succinate (Arillo et al., 1987;
Cobo and Castineira, 1997), with a higher concomitant generation
of reactive Cr(V) when glutamate is used over succinate (Rossi et
al., 1988). Isolated mitochondria from E. gracilis were able to reduce
after 10 min of incubation, 10% of added Cr(VI), in the absence of
oxidizable substrate, and <20% in the presence of D-lactate (data
not shown). The concomitant inhibition of mitochondrial enzyme
activities induced by the 10-min preincubation with Cr(VI) was not
prevented by EGTA (data not shown), suggesting that Cr(VI) but
not Cr(Ill) was the inhibitory species. As added Cr(VI) exerted an
immediate potent inhibitory effect on mitochondrial enzymes, the
slow reducing mitochondrial capacity suggested that Cr(VI) directly
binds to specific enzymes (cf. Fig. 2). However, control mitochon-
dria incubated with superoxide dismutase were partially protected
against direct addition of 10 wM Cr(VI) (data not shown), suggest-
ing that ROS produced by Cr(VI) reduction were also involved in
enzyme inhibition.

Cr(IIT) is also able to affect mitochondrial respiration and induce
oxidative stress, which is higher with glutamate plus malate than
with succinate (Cobo and Castineira, 1997). When isolated mito-
chondria were incubated directly with 10 uM CrCl;, a strong
inhibition of the branched respiratory dehydrogenases (L-iLDH,
AOX,) as well as SDH and Complex IIl was apparent, whereas Com-
plex I and iNADHDH were not affected. However, basal respiration
and Complex IV (TMPD oxidase) activity in whole E. gracilis cells
were only affected in cultures with Cr(VI) but not with Cr(III) (see
Table 2). Thus, Cr(VI) was more cytotoxic than Cr(Ill), despite sim-
ilar accumulation levels (cf. Table 1), by inducing oxidative stress
and directly inhibiting metabolic enzymes (Figs. 2-5).

On the other hand, iNADHDH and AOX showed increased and
unaltered activities, respectively, in mitochondria from Cr(VI)-
grown cells (Fig. 4), suggesting that these enzymes are involved in
the cellular protective response against the oxidative stress induced
by chromium. The strong inhibition by chromium of Complex III
and negligible effect on Complex I may lead to quinol accumula-
tion and hence, to the generation of ROS. On this regard, increased
oxidative stress, as reflected by higher MDA and thiol-molecules,
was determined in Cr(Ill)- and Cr(VI)-grown cells, respectively.

It is well documented that Cr(VI) induces oxidative stress, DNA
damage, apoptosis and altered gene expression (Bagchi etal., 2002).
Thus, the lower enzyme activities in E. gracilis grown with Cr(VI)
may be the consequence of an altered gene expression and/or post-
transcriptional changes. Indeed, the content of several proteins
(respiratory Complexes I, IIl and IV, Complex V or ATP synthase,
and ANT) determined by blue native gels, in gel activity and western
blotting, was lower in Cr(VI)-grown cells than in control and Cr(III)-
grown cells, which correlated well with the activities determined
in isolated mitochondria for Complexes I, Ill and IV (cf. Figs. 2, 4-6).
Therefore, lower expression of energy metabolism enzymes also
contributed to decreased ATP levels and proliferation rate in cells
cultured in Cr(VI) (Figs. 1 and 7A, inset).

4.4. Effect of chromium on glycolysis, paramylon and cytosolic
enzymes

The glycolytic flux was inhibited whereas the paramylon con-
tent was increased in cells cultured with either Cr(VI) or Cr(IlI)
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(Fig. 7B), indicating that the gluconeogenic pathway was active
(Ono et al., 1995). NAD*-dependent ADH and LDH were unaffected
by Cr(VI) or Cr(Ill), whereas ATP- and PPi-PFK1 activities were
only slightly inhibited. In contrast, PYK was highly sensitive to
both chromium species, which explains why glycolysis, but not
paramylon synthesis, was inhibited. Therefore, the negligible Cr(III)
effect on cell duplication, glycolysis and mitochondrial metabolism
indicated that the E. gracilis outer layers, the pellicle and plasma
membrane, are indeed efficient protective barriers against Cr(IIl)
stress in cultures at pH 7 with glutamate, malate and ethanol as
carbon sources.

Acknowledgements

This work was partially supported by grants no. 90619, 89412,
102260 and 123636 from CONACyT, Mexico and no. PICS08-5 from
ICyTDF, Mexico.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at doi:10.1016/j.aquatox.2010.08.006.

References

Arillo, A., Melodia, F., Frache, R., 1987. Reduction of hexavalent chromium by mito-
chondria: methodological implications and possible mechanisms. Ecotoxicol.
Environ. Saf. 14, 164-177.

Armienta, M.A.,, Rodriguez, R., Queré, A., Judrez, F., Ceniceros, N., Aguayo, A., 1993.
Ground water pollution with chromium in Leon Valley, Mexico. Int. ]. Environ.
Anal. Chem. 54, 1-13.

Avilés, C., Loza-Tavera, H., Terry, N., Moreno-Sanchez, R., 2003. Mercury pretreat-
ment selects an enhanced cadmium-accumulating phenotype in Euglena gracilis.
Arch. Microbiol. 180, 1-10.

Avilés, C., Torres-Marquez, M.E., Mendoza-Cézatl, D., Moreno-Sanchez, R., 2005.
Time-course development of the Cd?* hyper-accumulating phenotype in
Euglena gracilis. Arch. Microbiol. 184, 83-92.

Bagchi, D., Stohs, S.J., Downs, B.W., Bagchi, M., Preuss, H.G., 2002. Cytotoxicity and
oxidative mechanisms of different forms of chromium. Toxicology 180, 5-22.

Banerjee, A., Nayak, D., Chakrabortty, D., Lahiri, S., 2008. Uptake studies of environ-
mentally hazardous >'Cr in Mung beans. Environ. Pollut. 151, 423-427.

Barnhart, J., 1997. Occurrences, uses and properties of chromium. Regul. Toxicol.
Pharmacol. 26, S3-S7.

Bassi, M., Donini, A., 1984. Phallotoxin visualization of F-actin in normal and
chromium-poisoned Euglena cells. Cell Biol. Int. Rep. 8, 867-871.

Brochiero, E., Bonaly, J., Mestre, ].C., 1984. Toxic action of hexavalent chromium
on Euglena gracilis cells strain Z grown under heterotrophic conditions. Arch.
Environ. Contam. Toxicol. 13, 603-608.

Buetow, D.E., 1989. The mitochondrion. In: Buetow, D.E. (Ed.), The Biology of Euglena,
vol. IV. Academic Press, New York, pp. 247-314.

Castro-Guerrero, N.A,, Jasso-Chavez, R., Moreno-Sanchez, R., 2005. Physiological role
of rhodoquinone in Euglena gracilis mitochondria. Biochim. Biophy. Acta 1710,
113-121.

Castro-Guerrero, N.A., Rodriguez-Zavala, ].S., Marin-Hernidndez, A., Rodriguez-
Enriquez, S., Moreno-Sanchez, R., 2008. Enhanced alternative oxidase and
antioxidant enzymes under Cd?* stress in Euglena. J. Bioenergy Biomembr. 40,
227-240.

Cervantes, C., Campos-Garcia, ]., Devars, S., Gutiérrez-Corona, F., Loza-Tavera, H.,
Torres-Guzman, J.C., Moreno-Sanchez, R., 2001. Interactions of chromium with
microorganisms and plants. FEMS Microbiol. Rev. 25, 335-347.

Cobo, ].M., Castineira, M., 1997. Oxidative stress, mitochondrial respiration, and
glycemic control: clues from chronic supplementation with Cr3* or As** to male
Wistar rats. Nutrition 13, 965-970.

Cook, J.R.,, 1968. The cultivation and growth of Euglena. In: Buetow, D.E. (Ed.), The
Biology of Euglena, vol. I. Academic Press, New York, pp. 244-309.

Corradi, M.G., Gorbi, G., 1993. Chromium toxicity on two linked trophic levels II.
Morphophysiological effects on Scenedesmus acutus. Ecotoxicol. Environ. Saf. 25,
72-78.

Devars, S., Herndndez, R., Moreno-Sanchez, R., 1998. Enhanced heavy metal toler-
ance in Euglena gracilis by preexposure to mercury or cadmium. Arch. Environ.
Contam. Toxicol. 34, 128-135.

Devars, S., Avilés, C., Cervantes, C., Moreno-Sanchez, R., 2000. Mercury uptake and
removal by Euglena gracilis. Arch. Microbiol. 174, 175-180.

Fasulo, M.P., Bassi, M., Donini, A., 1983. Cytotoxic effects of hexavalent chromium in
Euglena gracilis. I1. Physiological and ultrastructural studies. Protoplasma 114,
35-43.

Gallardo-Pérez, ].C., Espinosa, M., Ceballos-Cancino, G., Daniel, A., Rodriguez-
Enriquez, S., Aviles, A., Moreno-Sanchez, R., Melendez-Zajgla, ]., Maldonado, V.,

2009. NF-kappa B is required for the development of tumor spheroids. J. Cell
Biochem. 108, 169-180.

Garcia-Garcia, J.D., Rodriguez-Zavala, ].S., Jasso-Chdvez, R., Mendoza-Cézatl, D.,
Moreno-Sanchez, R., 2009. Chromium uptake, retention and reduction in pho-
tosynthetic Euglena gracilis. Arch. Microbiol. 191, 431-440.

Gardea-Torresdey, J.L., de la Rosa, G., Peralta-Videa, J.R., Montes, M., Cruz-Jimenez,
G.,Cano-Aguilera, ., 2005. Differential uptake and transport of trivalent and hex-
avalent chromium by tumbleweed (Salsola kali). Arch. Environ. Contam. Toxicol.
48,225-232.

Greenblatt, C.L., Schiff, J.A., 1959. A pheophytin-like pigment in dark-adapted
Euglena gracilis. ]. Protozool. 6, 23-28.

Gutiérrez-Ruiz, M.E., Villalobos-Pefialoza, M., Miranda, J.A., 1990. Chromium pollu-
tion in groundwaters in north of Mexico City. Rev. Int. Contam. Amb. 6, 5-18,
http://redalyc.uaemex.mx/redalyc/src/inicio/ArtPdfRed.jsp?iCve=37060101.

Horcsik, Z.T., Kovécs, L., Laposi, R., Mészaros, 1., Eszaros, G., Lakatos, G., Garab,
G., 2007. Effect of chromium on photosystem II in the unicellular green alga,
Chlorella pyrenoidosa. Photosynthetica 45, 65-69.

Jasso-Chavez, R., Torres-Marquez, M.E., Moreno-Sanchez, R., 2001. The membrane-
bound L- and D-lactate dehydrogenase activities in mitochondria from Euglena
gracilis. Arch. Biochem. Byophys. 390, 295-303.

Jasso-Chavez, R., Moreno-Sanchez, R., 2003. Cytosol-mitochondria transfer of reduc-
ing equivalents by a lactate shuttle in heterotrophic Euglena. Eur. Biochem. 270,
4942-4951.

Jasso-Chavez, R., Garcia-Cano, I., Marin-Hernandez, A., Mendoza-Cézatl, D., Rendén,
J.L., Moreno-Sanchez, R., 2005. The bacterial-like lactate shuttle components
from heterotrophic Euglena gracilis. Biochim. Biophys. Acta 1709, 181-190.

Kempner, E.S., 1982. Stimulation and inhibition of the metabolism and growth of
Euglena gracilis. In: Buetow, D.E. (Ed.), The Biology of Euglena, vol. Ill. Academic
Press, New York, pp. 197-252.

Marin-Herndndez, A., Rodriguez-Enriquez, S., Vital-Gonzalez, P., Flores-Rodriguez,
F.L., Macias-Silva, M., Sosa-Garrocho, M., Moreno-Sanchez, R., 2006. Flux control
by an over-expressed but strongly product-inhibited hexokinase. FEBS ]. 273,
1975-1988.

Mendoza-Cézatl, D., Devars, S., Loza-Tavera, H., Moreno-Sanchez, R.,2002. Cadmium
accumulation in the chloroplast of Euglena gracilis. Physiol. Plant. 115, 276-
283.

Mendoza-Cézatl, D., Moreno-Sanchez, R., 2005. Cd?* transport and storage in the
chloroplast of Euglena gracilis. Biochim. Biophys. Acta 1706, 88-97.

Mendoza-Cézatl, D., Rangel-Gonzalez, E., Moreno-Sanchez, R., 2006a. Simultaneous
Cd?*,Zn?* and Pb?* uptake and accumulation by photosynthetic Euglena gracilis.
Arch. Environ. Contam. Toxicol. 51, 521-528.

Mendoza-Cézatl, D.G., Rodriguez-Zavala, ].S., Rodriguez-Enriquez, S., Mendoza-
Hernandez, G., Briones-Gallardo, R., Moreno-Sanchez, R., 2006b. Phytochelatin-
cadmium-sulfide high-molecular-mass complex of Euglena gracilis. FEBS J. 273,
5703-5713.

Moreno-Sanchez, R., Covian, R., Jasso-Chavez, R., Rodriguez-Enriquez, S., Pacheco-
Moisés, F., Torres-Marquez, M.E., 2000. Oxidative phosphorylation supported
by an alternative respiratory pathway in mitochondria from Euglena. Biochim.
Biophys. Acta 1457, 200-210.

Ohkawa, H., Ohishi, N., Yagi, K., 1979. Assay for lipid peroxides in animal tissue by
thiobarbituric acid reaction. Anal. Biochem. 95, 351-358.

Ono, K., Kawanaka, Y., Izumi, Y., Inui, H., Miyatake, K., Kitaoka, S., Nakano, Y., 1995.
Mitochondrial alcohol dehydrogenase from ethanol-grown Euglena gracilis. ].
Biochem. 117, 1178-1182.

Palma-Gutierrez, H.N., Rodriguez-Zavala, ].S., Jasso-Chavez, R., Moreno-Sanchez, R.,
Saavedra, E., 2008. Gene cloning and biochemical characterization of an alcohol
dehydrogenase from Euglena gracilis. ]. Eukaryot. Microbiol. 55, 554-561.

Remoundaki, E., Hatzikioseyian, A., Tsezos, M., 2007. A systematic study of chromium
solubility in the presence of organic matter: consequences for treatment of
chromium-containing waste water. J. Chem. Technol. Biotechnol. 82, 802-
808.

Rocchetta, 1., Ruiz, L.B., Magaz, G., Conforti, V.T.D., 2003. Effects of hexavalent
chromium in two strains of Euglena gracilis. Bull. Environ. Contam. Toxicol. 70,
1045-1051.

Rocchetta, I., Mazzuca, M., Conforti, V., Ruiz, L., Balzaretti, V., Rios de Molina, M.C.,
2006. Effect of chromium on the fatty acid composition of two strains of Euglena
gracilis. Environ. Pollut. 141, 353-358.

Rocchetta, I, Kiipper, H., 2009. Chromium- and copper-induced inhibition of pho-
tosynthesis in Euglena gracilis analysed on the single-cell level by fluorescence
kinetic microscopy. New Phytol. 182, 405-420.

Rodriguez-Zavala, J.S., Cruz-Ortiz, M.A., Moreno-Sanchez, R., 2006. Characterization
of an aldehyde dehydrogenase from Euglena gracilis. ]. Eukaryot. Microbiol. 53,
36-42.

Rodriguez-Zavala, ].S., Garcia-Garcia, ].D., Ortiz-Cruz, M.A., Moreno-Sanchez, R.,
2007. Molecular mechanisms of resistance to heavy metals in the protist Euglena
gracilis. J. Environ. Sci. Health, Part A: Toxic/Hazard. Subs. Environ. Eng. 42,
1365-1378.

Rossi, S.C., Gorman, N., Wetterhahn, K.E., 1988. Mitochondrial reduction of the car-
cinogen chromate: formation of chromium(V). Chem. Res. Toxicol. 1, 101-107.

Schdgger, H., von Jagow, G., 1991. Blue native electrophoresis for isolation of mem-
brane protein complexes in enzymatically active form. Anal. Biochem. 199,
223-231.

Scoccianti, V., lacobucci, M., Paoletti, M.F., Fraternale, A., Speranza, A., 2008. Species-
dependent chromium accumulation, lipid peroxidation, and glutathione levels
in germinating kiwifruit pollen under Cr(IlI) and Cr(VI) stress. Chemosphere 73,
1042-1048.



338 R. Jasso-Chdvez et al. / Aquatic Toxicology 100 (2010) 329-338

Smillie, R.M., 1968. Enzymology of Euglena. In: Buetow, D.E. (Ed.), The Biology of
Euglena, vol. Il. Academic Press, New York, pp. 2-54.

Taras, M.J., Greenberg, A.E., Hoak,R.D.,Rand, M.C., 1971. Standard Methods for Exam-
ination of Water and Wastewater, 13th ed. American Public Health Association,
New York, pp. 155-159.

Torricelli, E., Gorbi, G., Pawlik-Skowronska, B., di Toppi, L.S., Corradi, M.G., 2004.
Cadmium tolerance, cysteine and thiol peptide levels in wild type and
chromium-tolerant strains of Scenedesmus acutus (Chlorophyceae). Aquat. Tox-
icol. 68, 315-326.

Uribe, A., Moreno-Sanchez, R., 1992. Energy-dependent reactions supported by
several substrates in coupled Euglena gracilis mitochondria. Plant Sci. 86,
21-32.

Vala, AK, Anand, N., Bhatt, P.N., Joshi, H.V,, 2004. Tolerance and accumulation of
hexavalent chromium by two seaweed associated aspergilla. Mar. Pollut. Bull.
48,983-985.

Vernay, P., Gauthier-Moussard, C., Jean, L., Bordas, F., Faure, O., Ledoigt, G., Hitmi, A.,
2008. Effect of chromium species on phytochemical and physiological parame-
ters in Datura innoxia. Chemosphere 72, 763-771.



	Portada

	Índice

	Resumen

	Introducción

	Antecedentes

	Hipótesis   Objetivos

	Metodología

	Resultados

	Discusión de Resultados

	Conclusiones

	Referencias

	Anexos


