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Glosario 

  

Antagonismo: interacción entre dos o más compuestos que produce efectos contrarios en el 

organismo. 

Infraaditivo: efecto en donde la combinación de compuestos promueve una inhibición menor al 

obtenido con cada uno de los compuestos aplicados individualmente al modelo de estudio.  

Metal pesado: grupo de elementos metálicos con densidades relativamente altas (más de 5 g/cm3), 

potencial de bioacumulación a lo largo de la cadena alimentaria y, por lo general, alta toxicidad para 

los organismos. 

Sinergia: acción cooperativa entre compuestos, en el que el efecto combinado tiene un mayor 

impacto fisiológico que cuando se administra individualmente. 

Fotoheterotrófo: organismo que utiliza la luz como fuente de energía y moléculas orgánicas (e.g. 

glutamato) como sustrato para la generación de biomasa, es decir, como fuente de carbono.  

IC50: cantidad de una sustancia necesaria para inhibir un proceso biológico (e.g. crecimiento celular) 

al 50%.  

Biodisponibilidad: porción de una sustancia (e.g. metal pesado) que se encuentra completamente 

disponible en un medio biológico, reflejando accesibilidad al sitio de acción.  

Lixiviado: agua residual, generalmente tóxica, que arrastra compuestos químicos del medio por 

donde circula.  

Jale: residuos de material molido que después de que los minerales de interés han sido extraídos 

de las rocas que los contienen. 

Biorremediación: proceso que utiliza sistemas biológicos para la eliminación de contaminantes del 

medio ambiente. 

Desacoplante: son sustancias que disipan el gradiente electroquímico de protones en la cadena 

transportadora de electrones, y por ende, interrumpen la fosforilación oxidativa (síntesis de ATP).  

Supraaditivo: también denominado sinergismo, y hace referencia a la combinación de compuestos 

que produce un efecto significativamente mayor que la suma de sus efectos individuales.  
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Resumen 

Los ecosistemas acuáticos representan uno de los principales sitios de descarga y almacenamiento 

de contaminantes, entre los que se encuentran los metales pesados. La evaluación del efecto tóxico 

de los metales se realiza principalmente exponiendo individualmente al metal y analizando su efecto 

sobre el modelo experimental seleccionado. Sin embargo, en los ambientes acuáticos 

contaminados, los microorganismos se encuentran expuestos a mezclas de metales, con los cuales 

interactúan activamente. El platino es un metal de fácil accesibilidad como resultado de la síntesis 

de drogas anticancerígenas y de la fabricación de convertidores catalíticos para automóvil.  El 

manejo inadecuado de los residuos hospitalarios, en conjunto con las escorrentías de lluvias, 

promueven su depósito en cuerpos de agua superficiales. Por otro lado, el cadmio, por su baja 

degradabilidad y su actividad como carcinógeno, es considerado uno de los metales pesados más 

tóxicos. El presente estudio se enfocó en determinar el efecto del platino sobre la toxicidad del 

cadmio en E. gracilis fotoheterotrófica. La IC50 de cadmio sobre el crecimiento celular de E. gracilis 

fue de 7.5 μM. Esta concentración promovió un aumento de 1.5-2 veces en el contenido de clorofila 

y en la respiración celular vs. células control. Por el contrario, el platino a concentraciones tan altas 

como 500 µM estimuló únicamente el metabolismo energético (i.e. fotosíntesis y respiración celular) 

(> 2 veces vs. células control), ya que no tuvo un efecto sobre la proliferación y contenido de clorofila  

de Euglena. Sin embargo, el tratamiento simultáneo de platino (100 y 500 μM) y cadmio (7.5 µM) 

protegió el crecimiento de E. gracilis fotoheterotrófica de la toxicidad del cadmio (densidad celular 

máxima ~2-2.5 x 106cel/mL vs. 1 x 106 cel/mL de cultivo expuesto a 7.5 µM CdCl2 de forma 

individual). Los resultados anteriores indicaron que (a) la exposición individual de platino no afecta 

la fisiología de E. gracilis fotoheterotrófica y (b) el platino promueve un efecto protector contra 

metales altamente tóxicos como el cadmio. 

 

 

 



3 

CAPÍTULO 1 

Introducción 

1.1. Contaminación ambiental por metales pesados 

La urbanización y el crecimiento demográfico continuo están vinculados a una masiva 

contaminación ambiental debido a la explotación incontrolada de recursos naturales [Hardoy et al., 

2001]. Por ello, ambos procesos influyen negativamente sobre la dinámica de los ecosistemas 

biológicos [Yeh y Huang, 2012]. Los metales pesados son algunos de los contaminantes de mayor 

atención, ya que su bioacumulación intracelular acarrea efectos toxicológicos para los seres vivos, 

incluido el humano [Nriagu, 1988; Gaur et al., 2013; Saroop y Tamchos, 2021]. 

Los metales pesados son elementos químicos que se caracterizan por presentar un número 

atómico mayor a 20 y una densidad superior a 5 g / cm3 [Ali y Khan, 2018a; Patel et al., 2021]. Entre 

sus propiedades fisicoquímicas se encuentra su capacidad de disolución en cuerpos de agua 

ácidos (pH < 7) [Bourg y Loch, 1995]. En ambientes acuáticos ácidos, la concentración soluble del 

metal aumenta debido a que los iones hidrógeno desplazan al metal de sus sitios de unión a los 

componentes orgánicos del sedimento. El incremento en la concentración del metal en los cuerpos 

de agua promueve una mayor biodisponibilidad para los organismos que habitan en dichas zonas 

[Zahra et al., 2014]. Las proteínas son las macromoléculas a las que los metales pesados se unen 

con mayor facilidad interaccionando con sus grupos sulfhidrilo [Sharma et al., 2011; Tamás et al., 

2014], y desplazan a sus cofactores inorgánicos afectando su eficiencia catalítica. Por ejemplo, el 

cadmio inhibe las tiol-transferasas (glutatión reductasa y tiorredoxina reductasa) porque se une a 

los residuos de cisteína que conforman el sitio catalítico de tales enzimas, formando un complejo 

metal-proteína [Balali-Mood et al., 2021]. Por tal motivo, los metales pesados y metaloides están 

clasificados como sustancias tóxicas por la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos 

[Rai, 2018].  

La presencia de metales pesados en el ambiente es el resultado de distintos procesos como los 

que se explican a continuación:  

1. Procesos geológicos. Las fuentes de emisión naturales de metales pesados incluyen la 

meteorización de rocas, erupciones volcánicas y emisiones atmosféricas (EA) por actividad 

biológica. De hecho, se ha detectado que del 30-50% de EA corresponden a metales traza de 

origen biogénico, a partir de los cuales anualmente se libera al ambiente aproximadamente 0.20 

x109 g de cadmio [Nriagu, 1989].  
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2. Actividades antropogénicas. Los flujos de emisión atmosférica de metales pesados por 

causas naturales son relativamente bajos en comparación con las emisiones derivadas de las 

actividades industriales; es decir, la contaminación ambiental por metales pesados es 

principalmente originada por el hombre, siendo la minería la causa de contaminación más frecuente 

[He et al., 2009]. El suelo es el principal sitio de depósito de metales pesados [Munzeiwa et al., 

2022]. Sin embargo, la contaminación se propaga hacia otras áreas debido a los efluentes 

industriales, acelerando su ingreso a ecosistemas acuáticos [Ali y Khan, 2018b] acumulándose a 

concentraciones que superan los límites permisibles [Kapahi y Sachdeva, 2019; Sharma et al., 

2021]. Los drenajes mineros fomentan la acidificación de los cuerpos de agua [Jain et al., 2016], 

favoreciendo un ambiente oxidante, ya que los relaves compuestos por minerales ricos en sulfuros 

-habitualmente pirita (FeS2)- originan un lixiviado ácido [Hu et al., 2022] que favorece la solubilidad 

de una gran variedad de contaminantes inorgánicos, incluyendo los metales pesados [Saria et al., 

2006; Pavoni et al., 2018;]. Los drenajes mineros son la principal causa de contaminación acuática 

en Estados Unidos [Bergerson y Lave, 2004] porque su contaminación prevalece aun después de 

que las áreas mineras son abandonadas [Ighalo et al., 2022]. Aunque en México existe poca 

información disponible, es posible que también se favorezca la formación de drenajes ácidos de 

minas a causa de la presencia de jales mineros a lo largo del territorio nacional. 

Desafortunadamente, no existen estudios donde se explore el efecto tóxico potencial de dichos 

residuos mineros sobre el medio ambiente [Ramos-Arroyo y Siebe-Grabach, 2006] ya que, a 

diferencia de la mayoría de los países latinoamericanos, en México la Secretaría de Medio 

Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) no exige realizar la evaluación de impacto ambiental 

previo a la autorización de los proyectos mineros [Azamar et al., 2021, Silva-Ontiveros y Sánchez-

Salazar, 2021]. La flexibilidad gubernamental en el otorgamiento de concesiones para la extracción 

de minerales provocó una gran cantidad de accidentes ambientales (> 200) relacionados con las 

actividades mineras durante la última década en el país. En la mayoría, el escurrimiento de jales y 

derrames de compuestos tóxicos en ríos y otros cuerpos de agua originó pérdidas ecológicas 

irreparables [Azamar et al., 2021], pues casi el 50% de la extensión territorial de las Áreas Naturales 

Protegidas está destinada a la explotación minera [Azamar y Téllez, 2022].  

Los organismos acuáticos son el principal blanco de contaminación por drenajes mineros debido a 

que su pH ácido (pH~2) promueve (a) alteraciones en la cadena trófica [Daraz et al., 2023]; (b) 

muerte masiva de peces [Jain et al., 2016] y especies planctónicas como Daphnia magna 
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[Chamorro et al., 2018]. Las variaciones en el pH, además, se asocian con el retraso en el desarrollo 

embrionario del pez cebra (Danio rerio) y la modificación de los patrones de expresión de diversos 

receptores endrocrinos en especies acuícolas pertenecientes al género Tilapia [Ighalo et al., 2022]. 

En paralelo, la quema de combustibles fósiles, el uso de biosólidos, el riego con aguas residuales, 

el empleo exhaustivo de automóviles, la aplicación de pesticidas y fertilizantes fosfatados son 

fuentes de contaminación inducidas por la acumulación de cadmio, cobre, mercurio, plomo y zinc 

[Wuana y Okieimen, 2011; Dixit et al., 2015; Ali et al., 2019]. En Norteamérica, la minería junto con 

el uso de pesticidas y fertilizantes liberan aproximadamente el 90% de metales pesados 

encontrados en el entorno [Zhou et al., 2020]. En varios poblados de México, como Zacatecas, el 

estrés hídrico es uno de los impactos más graves que viven las comunidades cercanas a las 

industrias mineras, pues el consumo de agua de la minería es mayor que el de la población [Azamar 

et al., 2021]. Resultado de la toxicidad ambiental de tales contaminantes, garantizar la 

sostenibilidad de las actividades industriales se ha vuelto una necesidad urgente, requiriendo de 

estrategias efectivas para su remediación [Ai et al., 2020]. 

 

1.2. Métodos de remoción de metales pesados 

La remoción de metales pesados es una estrategia importante para disminuir la contaminación en 

áreas terrestres o ambientes acuáticos [Masindi et al., 2021]. Desafortunadamente, la mayoría de 

las metodologías convencionales utilizadas, presentan diferentes limitaciones como son el alto 

costo de operación, la mano de obra intensiva, la alteración irreversible de las propiedades de los 

suelos, además de la perturbación de la microflora nativa [Ali et al., 2013; Munzeiwa et al., 2022]. 

Por ejemplo, la precipitación química no remueve eficientemente bajas concentraciones metales 

pesados (<1 ppm); el intercambio iónico es inespecífico y altamente sensible a variaciones en el 

pH [Gunatilake, 2015; Yin et al., 2019]; mientras que la ósmosis inversa genera lodos residuales 

altamente contaminantes [Saleh et al., 2022]. Por lo anterior, la biorremediación se ha propuesto 

como una estrategia alternativa ecológicamente sostenible para remover a los metales pesados de 

cualquier área contaminada [Ayangbenro y Babalola, 2017].  

La biorremediación emplea diversos grupos de microorganismos. Algunas microalgas del género 

Euglena como es E. gracilis representa un potencial candidato para remediar cuerpos de agua 

contaminados [Hernández-Garnica et al., 2021; Lihanová et al., 2023]. E. gracilis presenta una alta 

flexibilidad metabólica que las capacita para sobrevivir en condiciones ambientales desfavorables, 
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como son una elevada concentración de sales, baja disponibilidad de nutrientes y temperaturas 

extremas. Además, está documentado que E. gracilis abunda en ecosistemas acuáticos ácidos (pH 

<3) contaminados con metales pesados provenientes de efluentes mineros [Nancucheo y Johnson, 

2012], mostrando una alta capacidad de colonización en áreas expuestas a metales pesados 

[Leong y Chang, 2020]. Aunque está establecido que la fitorremediación es una práctica útil para 

la remediación de sitios contaminados con metales pesados por la rápida absorción de compuestos 

iónicos a través de las raíces [Yan et al., 2020], E. gracilis genera mayor biomasa comparado con 

plantas, ya que produce 3.1 kgpeso seco/m3 en 8 días, en comparación con Thlaspi caerulescens, una 

angiosperma hiperacumuladora de metales que produce hasta un 95% menor cantidad de biomasa 

en un lapso de tiempo mayor (0.05-1.3 kgpeso seco/m2 en 6 meses) [Wójcik et al., 2005]. En paralelo, 

E. gracilis remueve con mayor eficiencia metales pesados, promoviendo su internalización y 

acumulación intracelular, a diferencia de diversas especies de macroalgas [García-García et al., 

2016].  

 

1.3. Toxicidad celular del cadmio  

Algunos efectos del cadmio sobre la fisiología de E. gracilis fotoheterotrófica reportados son: (1) 

disminución de la velocidad de crecimiento ~50% a una concentración de cadmio de 100 μM por 8 

días; sin afectar su viabilidad celular (viabilidad > 90%) [Mendoza-Cózatl et al., 2002; Mendoza-

Cózatl et al., 2006]; (2) aumento en el tiempo de duplicación (~2.5 veces, de 17 a 42 h) a una 

concentración de cadmio > 85 μM por nueve días [Albergoni et al., 1980]; (3) disminución de la 

motilidad celular del 60% a una concentración de cadmio de 0.1-7.5 μM por 24 h [De Filippis et al., 

1981; Ahmed y Häder, 2010], debido a una disminución en el suministro de energía para el 

movimiento del flagelo [De Filippis y Pallaghy, 1976; Satir y Ojakian, 1979]; (4) aumento en la 

velocidad de respiración celular por su efecto desacoplante [Vallee y Ulmer 1972] a una 

concentración de 50 μM de cadmio por diez días de exposición [Devars et al., 1998], por lo tanto, 

la estimulación del consumo de O2 no se acopla a la producción de ATP [Sánchez-Thomas et al., 

2016]; (5) disminución del 50% en las actividades de los complejos III y IV de la cadena 

transportadora de electrones a una concentración de 50 μM de cadmio por 96 h [Castro-Guerrero 

et al., 2008], pero sin efecto aparente en el consumo de oxígeno debido a la presencia de una 

oxidasa alterna (AOX). Al parecer, el cadmio a esta concentración aumenta el contenido y la 
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actividad (4.5 veces) de la AOX vs. células control para restaurar la respiración celular de Euglena 

[Castro-Guerrero et al., 2008].  

En otras especies fotosintéticas como Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus, la toxicidad de 

cadmio es mayor (IC50 Cd = 0.03-6 μM) [Trevors et al., 1986], lo que demuestra que los euglénidos 

son altamente tolerantes porque mantienen sistemas intracelulares de defensa activos para 

contrarrestar los daños celulares generados por el cadmio. En Euglena, la fuerte presión de 

selección que promueven los ambientes metalíferos [Wójcik et al., 2015], favorece la presencia de 

varios mecanismos moleculares de resistencia a metales pesados. Con respecto al cadmio, está 

reportado que uno de los principales mecanismos de resistencia al metal involucra su alta 

capacidad de acumulación intracelular (9.5-39 μmoles/gpeso seco) [Mendoza-Cózatl et al., 2002; 

Santiago-Martínez et al., 2015], a diferencia de otros microorganismos fotosintéticos, como 

Chlamydomonas acidophila, que acumula aproximadamente 2.5 μmoles/gpeso seco [Nishikawa et al., 

2006]. El cadmio intracelular es neutralizado por diversos compuestos tiol, como la cisteína (Cys), 

la gamma-glutamilcisteína (γEC), el glutatión (GSH) y las fitoquelatinas [Mendoza-Cózatl et al., 

2002; García-García et al., 2016; Khatiwada et al., 2020a]. Por ejemplo, cuando E. gracilis es 

expuesta a 25 μM CdCl2, la relación (Cys, γEC, GSH, fitoquelatinas) / cadmio acumulado es ＞2, 

sugiriendo que el cadmio intracelular es totalmente quelado por los metabolitos tiol [Mendoza-

Cózatl et al., 2006] una vez es internalizado en los cloroplastos [Mendoza-Cózatl et al., 2002], 

mitocondria o retenido en el citoplasma [Khatiwada et al., 2020b]. E. gracilis expuesta a 100 μM de 

CdCl2 aumenta la biosíntesis de polifosfatos y la excreción de ácidos orgánicos favoreciendo su 

neutralización intracelular [Moreno-Sánchez et al., 2017]. El cadmio acumulado es internalizado 

principalmente en los cloroplastos (60%) [Mendoza-Cózatl et al., 2002; Khatiwada et al., 2020c], el 

cual es activamente transportado por un aumento en el contenido de proteínas transportadoras 

pertenecientes a la superfamilia MFS (MFS, por sus siglas en inglés Major Facilitator Superfamily), 

a las ATPasas tipo P, y a las proteínas de tolerancia a metales, principalmente la MTP2. La acción 

coordinada de todas estas proteínas permite el mantenimiento de la homeostasis intracelular del 

cadmio [Khatiwada et al., 2020a; Khatiwada et al., 2020c], y en consecuencia disminuir su toxicidad. 

Otro mecanismo secundario de resistencia al cadmio involucra la adsorción de metales [García-

García et al., 2018] cuando la célula es expuesta a condiciones de anaerobiosis y a altas 

concentraciones de cadmio (> 175 μM por 10-17 días) [Santiago-Martínez et al., 2015]. Sin 

embargo, cuando la célula es expuesta a aerobiosis y a 100 μM de cadmio, el mecanismo de 
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adsorción disminuye y el principal mecanismo de remoción del metal es su acumulación en el citosol 

y en algunos organelos [Moreno-Sánchez et al., 2017]. 

 

1.4. Toxicidad celular del platino 

El platino es uno de los elementos con menor abundancia en la naturaleza [Cobelo-García et al., 

2007; Bencs et al., 2011]. Sin embargo, su concentración en el medio ambiente aumenta debido al 

uso habitual de convertidores catalíticos para automóvil y a los efluentes hospitalarios con drogas 

anticancerígenas base platino (cisplatino, carbaplatino y oxaliplatino), que son los utilizados con 

mayor frecuencia en el sector salud contra el cáncer [Dubiella-Jackowska et al., 2009; Rottenberg 

et al., 2021; Zhang et al., 2022]. Los efluentes hospitalarios son desechados hacia ambientes 

acuáticos [Johnson et al., 2008]; de hecho, se calcula que el 75% de las drogas basadas en platino 

son el contaminante principal de aguas residuales. Por lo anterior, se ha propuesto al platino como 

un compuesto citotóxico no selectivo [Dehghanpour et al., 2020] con efecto potencial sobre la 

biodiversidad [Fonseca et al., 2017]. 

La toxicidad de platino se estudió en el alga Chlorella vulgaris [Krienitz, 2009]. A pesar de que la 

IC50 del cisplatino sobre el crecimiento de C. vulgaris se reportó aproximadamente en 0.35 mM, el 

análisis toxicológico se realizó después de una alta exposición al cisplatino (2 mM por 96 h) donde 

la síntesis de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y carotenos) y el contenido de proteína 

disminuyó al 50%. Los autores indicaron que el daño celular por cadmio está asociado al estrés 

oxidativo medido por un aumento substancial de malondialdehído intracelular [Dehghanpour et al., 

2020]. En otros microorganismos como Daphnia magna el cisplatino a una concentración de 0.03 

nM por 24 h de exposición se une y promueve ruptura de la cadena de ADN [Parrella et al., 2015]. 

Al parecer, la sensibilidad (IC50) a compuestos base platino es diferente hasta por dos órdenes de 

magnitud entre distintas especies de microalgas [Brezovsek et al., 2014]. Por ejemplo, algunas 

algas como Pseudokirchneriella subcapitata son altamente sensibles al cisplatino, ya que una 

concentración de 5 μM por 72 horas disminuyó la proliferación celular al 50%. [Brezovsek et al., 

2014]. Interesantemente, se ha observado que la combinación de cisplatino con otros 

anticancerígenos como 5-fluororacilo promueve un efecto sinérgico sobre el crecimiento de P. 

subcapitata, indicando que la presencia simultánea de varios fármacos base platino en un cuerpo 

de agua podría intensificar su impacto sobre el fitoplancton [Brezovsek et al., 2014]. Los valores de 

IC50 (IC50 1-10 mg/L) del platino sobre el crecimiento de organismos acuáticos ha permitido que la 



9 

Comisión de las Comunidades Europeas (1996), incluyan al cisplatino como un compuesto tóxico 

para dichos ecosistemas [Brezovsek et al., 2014], pues a pesar de que el cisplatino presenta un 

riesgo ambiental aparentemente bajo [Martín et al., 2014], se ha concluido que las concentraciones 

de anticancerígenos en los cuerpos de agua podrían estar subestimadas y alcanzar 

concentraciones mayores de 2.5 μM [Franquet-Griell et al., 2017; Queirós et al., 2021].  

Por otro lado, el Pt (IV) a 2.7 μM induce muerte celular (50%) en ensayos de toxicidad crónicos (21 

días de exposición) en D. magna, [Biesinger y Christensen, 1972]. Dicha concentración es 

comparable con los valores reportados en la literatura para otras especies de invertebrados, 

incluyendo Asellus aquaticus, donde el platino presenta una LC50 de 0.5 μM (100 μg/L) después de 

96 h de exposición [Rauch y Morrison, 1999]. De las especies de platino se observó que el Pt (IV) 

se acumula intracelularmente a mayor velocidad que el Pt (II), indicando que su internalización a la 

célula y toxicidad depende de la forma química en la que esté presente en el ambiente acuático 

[Rauch y Morrison, 1999]. Además, se ha observado que el efecto inhibitorio del platino sobre la 

proliferación celular de organismos fotosintéticos, como Chlamydomonas reinhardtii, se hace más 

evidente en presencia de ácidos húmicos (materia orgánica en descomposición). Se reportó que la 

IC50 de crecimiento de C. reinhardtii por platino es una orden de magnitud menor (de 0.6 μM a 0.01 

μM) al añadir 20 mg de la materia orgánica al medio de cultivo [Hourtané et al., 2022]. La exposición 

de la gramínea Lolium multiflorum a platino promovió la síntesis de complejos de bajo peso 

molecular (<10 kDa) como son glutatión y las fitoquelatinas [Klueppel et al., 1998]. De manera 

similar, Gawronska et al., (2018) demostró que la exposición a concentraciones crecientes de Pt 

(ll) (2.5-25μM por 14 días) en Arabidopsis thaliana correlaciona con un incremento significativo en 

los contenidos de fitoquelatinas, consideradas como un mecanismo esencial de detoxificación de 

los metales pesados [Cobbett, 2000; Cobbett y Goldsbrough, 2002]. 

 

1.5. Efecto sinérgico de algunos metales pesados sobre la toxicidad del cadmio  

La mayoría de los estudios toxicológicos que involucran metales pesados analizan el efecto de un 

solo metal [Dos Reis et al., 2022; Mera et al., 2016]. En la realidad, los cuerpos de agua están 

contaminados por mezclas de metales, por lo que el efecto combinado de los metales puede ser 

mayor al efecto determinado por la exposición individual al metal [Roell et al., 2017], produciendo 

efectos significativamente tóxicos para los organismos acuáticos [Faust et al., 2001]. Por esa razón, 

los estudios sinérgicos emergen como una herramienta potencial para dilucidar escenarios 
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toxicológicos similares a los que ocurren en una situación in vivo [Gebara et al., 2020]. La sinergia 

se define como la combinación de dos compuestos químicos (i.e., metales pesados) cuyo efecto 

combinado es mayor que la suma de sus efectos individuales [Greco et al., 1996], y se calcula 

utilizando diferentes modelos matemáticos [Roell et al., 2017]. El modelo de aditivismo tipo Bliss 

predice la respuesta aditiva C para dos compuestos con efectos A y B, siguiendo la ecuación C = 

A + B - (A × B), donde cada efecto se expresa como una inhibición fraccional. El efecto sinérgico 

de los fármacos combinados A y B se determina a partir de la diferencia entre el efecto determinado 

experimentalmente producido por la combinación de fármacos y los valores C derivados de la 

ecuación de aditivismo de tipo Bliss.  

Hasta el momento, no existe literatura disponible donde se analice el efecto sinérgico o antagónico 

del platino sobre el cadmio. Sin embargo, es posible suponer que la adición simultánea de ambos 

metales afecte la fisiología de Euglena debido a que (a) el Pt(II) tiene una constante de afinidad 

mayor por tioles comparado con otros metales pesados [Wong y Stillman, 2018] y (b) la toxicidad 

del cadmio aumenta por la presencia de iones libres (Cd2+) en disolución [Bjerregaard et al., 2015].  
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CAPÍTULO 2 

2.1. Justificación 

En la mayoría de los estudios reportados, la toxicidad de los metales pesados se ha evaluado de 

forma individual. Varios grupos de investigación han evaluado la interacción de dos metales 

pesados y su posible efecto sinérgico. El presente estudio se enfocó en la evaluación de la sinergia 

entre un metal pesado inocuo como el platino, en combinación con otro metal tóxico, como el 

cadmio. Los resultados permitirán comprender los mecanismos bioquímicos asociados a la 

toxicidad de las mezclas de metales contaminantes sobre algunos aspectos fisiológicos 

(crecimiento celular, contenido de clorofila y flujo del metabolismo energético) de E. gracilis como 

modelo de estudio.  

 

2.2. Hipótesis 

El platino potenciará el efecto tóxico del cadmio sobre la proliferación de Euglena gracilis 

fotoheterotrófica.  

 

2.3. Objetivos 

2.3.1. Objetivo general 

Determinar el efecto sinérgico del platino sobre la toxicidad del cadmio en la proliferación del 

protista fotosintética E. gracilis cultivada en mixotrofia.  

2.3.2. Objetivos particulares  

Determinar el efecto de cadmio y platino y su combinación sobre:  

1. La proliferación, viabilidad celular y el contenido de clorofila de E. gracilis fotoheterotrófica. 

2. El consumo de oxígeno y la velocidad de fotosíntesis de E. gracilis fotoheterotrófica.  
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CAPÍTULO 3 

Materiales y métodos 

3.1. Cultivo celular y condiciones de crecimiento  

E. gracilis (0.05x106 cel/mL) se cultivó en medio Hutner estéril que contiene glutamato 34 mM, 

malato 15 mM, CaCO3 2 mM, CoCl2 8 µM, CuSO4 3 µM, MgSO4 2 mM, MnSO4 10 µM, NH4H2PO4 

3 mM, KH2PO4 3 mM, ZnSO4 20 µM, NaMoO4 0.1 mM, H3BO3 10 µM, Na3VO4 0.2 µM y Fe (NH4)2 

(SO4)2 6H2O 30 µM, pH 3.5 a 25 °C por 6 días hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento 

[Devars et al., 1998]. Previo a realizar la siembra celular se agregó 1 mL de vitaminas (tiamina 3 

µM, cianocobalamina 0.2 μg L-1 (0.15 nM), FeCl2 20 µM, esterilizadas por filtración) por cada 100 

mL de medio Hutner. Los cultivos se expusieron a ciclos de luz (55 ± 10 µmol quanta m-2 s-1) y 

oscuridad por 12 horas a 24-25˚C.  

Para la exposición del metal, concentraciones crecientes de cadmio (2.5-20 μM CdCl2) y platino 

(100 y 500 μM PtCl2) se añadieron a los cultivos celulares previo al inóculo celular y el crecimiento 

celular se registró por seis días más.  

La solución stock de cadmio (Productos Químicos Monterrey, Mty., Mex.) se preparó en agua 

bidestilada a una concentración final de 100 mM. La solución stock de platino (Sigma-Aldrich, MO, 

USA) se preparó en agua regia (3HCl:HNO3) a una concentración final de 100 mM.  

 

3.2. Evaluación sinérgica entre metales pesados aplicando el modelo matemático del 

aditivismo tipo Bliss  

El efecto de la combinación de los metales cadmio y platino sobre el crecimiento celular de E. 

gracilis se determinó utilizando la aproximación del aditivismo tipo Bliss [Berenbaum, 1981; Borisy 

et al., 2003] aplicando la siguiente ecuación matemática:  

C = A + B (A x B) 

donde C es el efecto sinérgico de los fármacos sobre el crecimiento de E. gracilis; A y B representan 

la inhibición del crecimiento de cada metal cuando se aplica individualmente.  

El efecto sinérgico de los metales combinados se determinó a partir de la diferencia entre el efecto 

inhibitorio observado experimentalmente y los valores de C derivados de la ecuación del aditivismo 

tipo Bliss [Robledo-Cadena et al., 2020].  
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3.3. Conteo y viabilidad celular 

El conteo celular se realizó diariamente por seis días de cultivo con una cámara de Neubauer. 

Para el conteo celular se tomaron 0.05-0.5 mL de cultivo al cual se añadió HCl al 0.05% para 

inmovilizar las células y se aforó a un volumen final de 1 mL con agua destilada. Las células totales 

vivas se contaron en los cuatro cuadrantes del hematocitómetro. La concentración total de células 

de cada cultivo se determinó aplicando la siguiente fórmula reportada por Green y Sambrook 

(2019):  

cel / mL = (número de células contadas) x (1x104) x F 

donde F representa el factor de dilución de la muestra correspondiente y el número de células 

contadas representa el promedio de los 4 cuadrantes analizados. 

La viabilidad celular se determinó por el método de exclusión con azul tripano [Louis y Siegel, 2011]. 

En 0.05-0.5 mL de cultivo celular se añadió una mezcla de azul tripano / ácido clorhídrico 0.05% 

(p/v) y se aforó un volumen final de 1 mL con agua destilada. La mezcla se incubó por dos minutos 

a temperatura ambiente. La viabilidad celular se expresó en forma porcentual considerando como 

el 100% el total de células contadas (vivas + muertas). El número de células muertas se calculó 

contando las células teñidas con respecto a las células vivas que no se tiñeron por azul de tripano.  

 

3.4. Tasa específica de crecimiento y tiempo generacional 

La densidad celular en cada día de crecimiento se obtuvo a partir del número total de células vivas 

cuantificadas en cada condición experimental.  

La tasa de crecimiento específica (µ/d) -donde µ representa el número de generaciones y d la 

unidad de tiempo (día)- se calculó a partir de la pendiente de una gráfica de densidades celulares 

obtenidas en forma semilogarítmica en la fase de crecimiento exponencial con respecto al tiempo.  

El tiempo generacional (Tg) expresado en horas se determinó empleando la siguiente fórmula:  

Tg = 1 / (3.32 (logNf – logNi) / (Tf – Ti)) 

donde Ni representa el número de células al tiempo inicial (Ti) y  

Nf al tiempo final (Tf) de la curva de crecimiento. 

 

3.5. Determinación de clorofila 

La cuantificación del contenido de clorofila en cada condición experimental se llevó a cabo por 

métodos espectrofotométricos [Porra et al.,1989]. Los cultivos de E. gracilis se cosecharon al quinto 
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día de crecimiento. Posteriormente, se centrifugaron a 3500 rpm por cinco minutos. La suspensión 

celular (1-5x106 cel/mL) se mezcló con 2.5 mL de acetona al 80% (v/v), se agitó vigorosamente por 

un minuto, se centrifugó a 3500 rpm por cinco minutos y el sobrenadante fue recolectado en una 

celda de cuarzo. La clorofila (μg/mL) se cuantificó en el sobrenadante a λabs=646.6 y 663.6 nm. 

El contenido de clorofila se calculó con la siguiente fórmula matemática:  

Chls (a + b) = 17.76 A646.6 + 7.34 A663.6  

 

3.6. Velocidad de consumo de oxígeno y fotosíntesis  

La velocidad de consumo de oxígeno celular se determinó polarográficamente utilizando un 

electrodo tipo Clark [Sánchez-Thomas et al., 2016]. En una cámara de reacción de 1.3 mL, se 

añadió buffer KME (KCl 120 mM, MOPS 20 mM y EGTA 1 mM, pH 7.2) a 25˚C. Después de 10 

segundos, se añadió una alícuota de 1-3x106 cel/mL de Euglena y se registró la respiración celular 

por 2-3 minutos más hasta que se alcanzara el 30% de oxígeno registrado. Posteriormente, se 

determinó la velocidad de fotosíntesis (producción de oxígeno celular) estimulada por luz azul (1000 

μM fotones m-2 s-1). Este procedimiento experimental se repitió una vez más para obtener 

duplicados de los experimentos iniciales. Las velocidades de consumo de oxígeno y fotosíntesis se 

expresaron en nmol O2 (min x 107 células)-1. 

 

3.7. Análisis estadístico 

Los datos mostrados representan el promedio ± la desviación estándar (D.S) de al menos tres 

experimentos independientes (n). El análisis estadístico ANOVA/post hoc Scheffé se realizó 

utilizando el programa OriginPro 8 considerando un valor de p<0.05 para establecer diferencias 

estadísticamente significativas entre grupos experimentales. 
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CAPÍTULO 4 

Resultados 

4.1. Cadmio 

4.1.1. Efecto del cadmio sobre la proliferación celular de E. gracilis fotoheterotrófica 

En condiciones control (ausencia de metal), la densidad celular máxima de Euglena fue de 2 x 106 

± 0.3 células /mL y se alcanzó a los 5 días de cultivo (Figura 1). La velocidad específica de 

crecimiento fue de 0.95 ± 0.02 μ-d y el tiempo de duplicación de 17 ± 0.3 h (Tabla 1).  

El cadmio se añadió al inicio del cultivo (día 0) y se registró su efecto tóxico al quinto día de cultivo. 

La adición de 5 a 20 μM de cadmio provocó una disminución significativa del 21-85% en la densidad 

celular de Euglena, así como en la velocidad específica de crecimiento y en el tiempo de 

duplicación. Al sexto día de cultivo, la densidad celular disminuyó significativamente (~65% vs. 

células control) en la concentración de 20 μM de cadmio (Figura 1). 

  

Figura 1. Curvas de crecimiento de E. gracilis fotoheterotrófica expuesta a concentraciones 

crecientes de cadmio. Los datos muestran la media ± desviación estándar de al menos tres 

experimentos independientes. *P<0.05 versus control (ANOVA/post hoc Scheffé). Las curvas de 

crecimiento se ajustaron a una ecuación matemática sigmoidal de tipo dosis-respuesta a través del 

programa OriginPro 8.  
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Tabla 1. Velocidad de crecimiento (μ-d) y tiempos de duplicación (h) de E. gracilis 

fotoheterotrófica expuesta a concentraciones crecientes de cadmio.  

 
Velocidad específica de 

crecimiento (μ-d) 

Tiempo de duplicación (h) 

control 0.95 ± 0.02 17 ± 0.3 

2.5 μM Cd(ll) 0.9 ± 0.02 19 ± 0.5 

5 μM Cd(ll) 0.8 ± 0.04* 20 ± 0.95 

10 μM Cd(ll) 0.5 ± 0.06* 34 ± 4* 

20 μM Cd(ll) 0.35 ± 0.02* 48 ± 2* 

Los datos muestran la media ± desviación estándar de al menos tres experimentos independientes. 

*P<0.05 versus control (ANOVA/post hoc Scheffé). Los parámetros se determinaron durante la fase 

exponencial de crecimiento. 

 

A partir de los datos de la Figura 1 y Tabla 1, se calculó la concentración inhibitoria 50 (IC50), que 

se define como la concentración a la cual se inhibe el 50% de la proliferación celular (Figura 2).  La 

IC50 de cadmio fue de 7.5 ± 0.07 μM. Este valor se calculó de los gráficos de la concentración de 

cadmio vs. densidad celular al quinto día de cultivo, utilizando la ecuación matemática para 

decaimiento exponencial del programa OriginPro 8.  
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Figura 2. Efecto de concentraciones crecientes de Cd2+ sobre la densidad celular de E. 

gracilis al quinto día de cultivo. Los datos muestran la media ± desviación estándar de al menos 

tres experimentos independientes.  

 

Está reportado que la concentración del inóculo inicial modifica la sensibilidad a diferentes metales 

pesados [Brook, 1989]. Para demostrar lo anterior, se determinó la resistencia al cadmio en 

presencia de un inóculo mayor (0.4 x 106 cel/mL) al utilizado inicialmente (0.05 x 106 ce/mL). La 

Figura 3 muestra que el uso de un inóculo mayor aumenta la tolerancia de E. gracilis 

fotoheterotrófica al metal. En consecuencia, la IC50 al cadmio aumentó dos veces de 7.5 µM a 15.2 

µM. 
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Figura 3. Efecto de concentraciones crecientes de cadmio sobre el crecimiento de E. gracilis 

fotoheterotrófica cultivada a 0.05x106cel/mL y 0.4 x106cel/mL. 

 

4.1.2. Efecto del cadmio sobre el contenido de clorofila en E. gracilis fotoheterotrófica 

El contenido de clorofila es un parámetro fisiológico que permite la detección del efecto tóxico de 

algunos compuestos químicos [Xiao et al., 2023]. Por ello, se evaluó el contenido de clorofila como 

un indicativo de toxicidad del cadmio sobre la fisiología de E. gracilis. Como se observa en la Tabla 

2, el cadmio a concentraciones de 2.5 a 10 µM no alteró el contenido de clorofila. Por el contrario, 

la exposición a 20 µM de cadmio incrementó significativamente (64%) la síntesis de clorofila vs. 

células no cultivadas en presencia del metal (células control) (Tabla 2).  

 

Tabla 2. Efecto del cadmio sobre el contenido de clorofila de E. gracilis fotoheterotrófica.  

 
Contenido de clorofila (μg / 107 cel) 

control 64 ± 5 

2.5 μM Cd(ll) 79 ± 17 
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5 μM Cd(ll) 87 ± 12 

10 μM Cd(ll) 75 ± 5 

20 μM Cd(ll) 105.5 ± 9* 

Los datos muestran la media ± desviación estándar de al menos tres experimentos independientes. 

*P<0.05 vs. tratamiento control (ANOVA/post hoc Scheffé).  

 

4.1.3. Efecto del cadmio sobre el metabolismo energético de E. gracilis fotoheterotrófica 

En paralelo a la determinación del contenido de clorofila, se analizaron otros parámetros 

metabólicos como la respiración celular y la fotosíntesis, que son altamente sensibles a la 

exposición de metales [Houri et al., 2020]. La respiración celular medida como consumo de oxígeno 

en E. gracilis expuesta individualmente a 7.5 μM de cadmio, que corresponde a la IC50, aumentó 

65 a 120% vs. células control (Tabla 3). Debido a que el cadmio estimuló la respiración celular, los 

experimentos de los flujos de respiración de E. gracilis se realizaron con una concentración celular 

menor (3 x 106 cel) en comparación con el cultivo control (5 x 106 cel) (Figura 4). Por el contrario, 

la velocidad de fotosíntesis no se modificó por la exposición crónica a cadmio (Tabla 3). 
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Figura 4. Efecto del cadmio sobre el consumo de oxígeno y fotosíntesis de E. gracilis 

fotoheterotrófica. Las células se añadieron después de 30 segundos de obtenida la línea basal 

experimental. La figura muestra un ensayo representativo de al menos dos experimentos 

independientes. Los trazos “A” corresponden al consumo de oxígeno y los trazos “B” corresponden 

a la producción de oxígeno. La estimulación de la producción de oxígeno celular (fotosíntesis) se 

realizó exponiendo a las células a una fuente de luz azul (1000 μM fotones m-2 s-1) después de que 

la concentración de oxígeno disuelto disminuyera hasta 30-35%. 

 

Tabla 3. Efecto del cadmio sobre los flujos de respiración celular y fotosíntesis de E. gracilis 

fotoheterotrófica.  

 Trazo A1 Trazo A2 Trazo B1 Trazo B2 
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respiración (nmol O2/min/107 cel) 

producción de oxígeno (nmol 

O2/min/107 cel) 

control 166 158.5 87 84 

7.5 μM Cd(ll) 276 351 112 75 

Los datos muestran la media de dos experimentos independientes (n = 2).  

 

4.2. Platino 

4.2.1. Efecto tóxico del platino sobre el crecimiento celular, la velocidad específica de 

crecimiento y tiempo de duplicación de E. gracilis fotoheterotrófica 

El platino a 100 µM por seis días no tuvo efecto aparente sobre el crecimiento celular, la velocidad 

específica de crecimiento y el tiempo de duplicación de E. gracilis (Figura 5). Concentraciones 

mayores de platino (500 µM) disminuyeron el crecimiento celular y la velocidad específica de 

crecimiento (25 % vs. control) y aumentaron el tiempo de duplicación a partir de los primeros tres 

días de cultivo (Tabla 4) aunque no significativamente (P>0.05 ANOVA/post hoc Scheffé). Como 

control positivo, se analizó el efecto del solvente (agua regia que contiene una mezcla de HCl + 

HNO3 en proporción 3:1) utilizado para disolver el platino. No se encontró efecto alguno sobre los 

parámetros analizados.  
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Figura 5. Curvas de crecimiento de E. gracilis fotoheterotrófica expuesta a diferentes 

concentraciones de platino. Los datos muestran la media ± desviación estándar de al menos tres 

experimentos independientes. El análisis por ANOVA/post hoc Scheffé con un criterio de 

significancia de P<0.05 mostró no diferencia significativa.  

 

Tabla 4. Velocidad de crecimiento (μ-d) y tiempos de duplicación (h) de E. gracilis 

fotoheterotrófica expuesta a platino.  

Los datos muestran la media ± desviación estándar de al menos tres experimentos independientes. 

El agua regia (HCl + HNO3) se utilizó a una proporción 3:1. Análisis estadístico por ANOVA/post 

hoc Scheffé con un criterio de significancia de P<0.05 mostró no diferencia significativa.  

 

4.2.2. Efecto del platino sobre el contenido de clorofila en E. gracilis fotoheterotrófica 

El platino a concentraciones de 100 y 500 μM, así como la mezcla regia no afectaron el contenido 

de clorofila con respecto al control (Tabla 5).  

  

Tabla 5. Efecto del platino sobre el contenido de clorofila de E. gracilis fotoheterotrófica.  

 
Contenido de clorofila (μg / 107 cel) 

control 64 ± 5 

agua regia (HCl + HNO3) 51 ± 18.5 

100 μM Pt(ll) 57 ± 23 

500 μM Pt(ll) 58 ± 21 

Los datos muestran la media ± desviación estándar de al menos tres experimentos independientes. 

Análisis estadístico por ANOVA/post hoc Scheffé con un criterio de significancia de P<0.05 mostró 

no diferencia significativa.  

 
Velocidad específica de 

crecimiento (μ-d) 

Tiempo de duplicación 

(h) 

control 0.85 ± 0.04 20 ± 1 

agua regia (HCl + HNO3) 0.8 ± 0.03 21 ± 0.9 

100 μM Pt(ll) 0.8 ± 0.2 21 ± 4 

500 μM Pt(ll) 0.6 ± 0.06 26 ± 2.5 
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4.2.3. Efecto del platino sobre los flujos de respiración celular y fotosíntesis en E. gracilis 

fotoheterotrófica 

Como se observa en la Tabla 6, la exposición a platino 100 y 500 μM por seis días aumentó las 

velocidades de los flujos de respiración celular (55-120%) y fotosíntesis (85-200%) en comparación 

con la condición en ausencia de metal (Figura 6).  

 

  

Figura 6. Efecto del platino sobre el metabolismo energético de E. gracilis fotoheterotrófica.  

Las células se añadieron después de 30 segundos de obtenida la línea basal experimental. La 

figura muestra un trazo representativo de al menos dos experimentos independientes. Los trazos 

“A” corresponden al consumo de oxígeno y los trazos “B” corresponden a la fotosíntesis. La 

estimulación de la producción de oxígeno celular (fotosíntesis) se realizó exponiendo a las células 
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a una fuente de luz azul (1000 μM fotones m-2 s-1) después de que la concentración de oxígeno 

disuelto disminuyera hasta 30-35%. 

 

Tabla 6. Efecto del platino sobre los flujos de respiración celular y fotosíntesis de E. gracilis 

fotoheterotrófica.  

 Trazo A1 Trazo A2 Trazo B1 Trazo B2 

 respiración (nmol O2/min/107 cel)  producción de oxígeno (nmol 

O2/min/107 cel) 

control 166 158.5 87 84 

100 μM Pt 261.5 251 170 155 

500 μM Pt 296 346 259 228 

Los datos muestran la media de dos experimentos independientes (n = 2).  

 

4.3. Combinación de platino y cadmio 

4.3.1. Determinación del efecto de la combinación de platino y cadmio utilizando la 

aproximación del aditivismo tipo Bliss 

En este estudio se evaluó el efecto de la combinación de cadmio y platino, con la intención de 

observar un potencial efecto sinérgico entre ambos metales en E. gracilis. Para ello se utilizó la 

aproximación del aditivismo tipo Blis (ATB). El ATB identifica tres tipos de aditivismo diferentes 

dependiendo de la respuesta observada en los compuestos a evaluar: (1) el infra-aditivo, donde la 

respuesta de la combinación de dos compuestos es menor que la suma de sus efectos individuales, 

lo cual implica que uno de los compuestos disminuye el efecto del otro (2) el aditivo, en el que la 

respuesta de la combinación de dos compuestos es igual a la suma algebraica de sus efectos 

individuales y (3) el tipo supra-aditivo, donde la respuesta de la combinación de dos compuestos 

es mayor a la suma de sus efectos individuales implicando un efecto potenciador o sinérgico.  

Con el objetivo de evaluar si la combinación de cadmio y platino presentan un efecto sinérgico 

sobre la proliferación de E. gracilis, las células fueron expuestas a dichos metales a sus respectivos 

valores de IC50 (7.5 μM cadmio) y subIC50 (100 y 500 μM de platino) individualmente y en 

combinación [Robledo-Cadena et al., 2020].  

En la Tabla 7 se muestran los porcentajes de inhibición sobre el crecimiento celular de E. gracilis 

en presencia de cada metal aplicado al cultivo de manera individual y en combinación. 
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Tabla 7. Porcentaje de inhibición del crecimiento de E. gracilis fotoheterotrófica en presencia 

de cada metal empleado individualmente y en combinación. 

 Platino (μM) 

Cadmio (μM) 0 100 500 

0 0 0 7 ± 7 

7.5 49 ± 6 9 ± 8  0 

75 91 ± 4 97 ± 1 93 ± 1 

Los datos representan el promedio ± desviación estándar de al menos tres experimentos 

independientes (n=3) 

 

 

Figura 7. Curvas crecimiento de E. gracilis fotoheterotrófica expuesta a la combinación de 

cadmio y platino. Los datos muestran la media ± desviación estándar de al menos tres 

experimentos independientes. *P<0.05 versus control (ANOVA/post hoc Scheffé). 
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Como se observa, 7.5 µM de cadmio inhibe el 50% del crecimiento de E. gracilis, tal como se 

describió en los apartados 4.1 de la sección de resultados. 

La aplicación conjunta de cadmio 7.5 µM y platino 100 o 500 µM disminuyó el efecto tóxico del 

cadmio promoviendo el crecimiento de E. gracilis más del 90%, indicando un efecto protector. Por 

el contrario, el platino 100 o 500 µM no fue capaz de revertir el efecto toxico del cadmio 75 µM 

(Figura 7).  

Para dilucidar el tipo de sinergia encontrada en la combinación de cadmio y platino se construyeron 

matrices de concentración como las que se ilustran en la Tabla 8 y se aplicó la aproximación 

matemática para el cálculo del aditivismo tipo Bliss.  

 

Tabla 8. Determinación de la respuesta aditiva “C” para los dos metales ensayados en 

combinación. 

 Platino (μM) 

Cadmio (μM) 0 100 500 

0 0 0 0 

7.5 0 0.49 0.53 

75 0 0 0 

Para el cálculo de C, se aplicó la ecuación matemática C= A + B – (A x B) tal como se describe en 

la sección 3.2 de Material y Métodos. El valor C es un valor fraccional que representa el porcentaje 

de inhibición esperado a partir de los efectos observados en monoterapia.  

 

Por ejemplo, para el cálculo de la respuesta aditiva “C” de la combinación de cadmio 7.5 µM y 

platino 100 µM se consideró lo siguiente. El valor A es el valor fraccional de la inhibición de cadmio 

sin combinación que corresponde a 0.49. El valor B es el valor fraccional de la inhibición de platino 

sin combinación que corresponde 0. la fórmula para el cálculo de C o respuesta aditiva se tiene: C 

= 0.49 + 0 – (0.49 x 0), esto da un valor de 0.49 Aplicando, tal como se indica en la Tabla 8. Este 

procedimiento matemático se realizó para las otras combinaciones de cadmio y platino.  

Con el cálculo de la respuesta aditiva “C” es posible calcular el aditivismo tipo Bliss que 

matemáticamente es el valor resultante de la resta del valor de inhibición del crecimiento 

experimentalmente determinado menos el valor “C” calculado de la Tabla 8 [Berenbaum, 1981; 

Borisy et al., 2003].  
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Como se observa en la Tabla 9 la combinación de cadmio 7.5 µM + platino 100 o 500 µM resultó 

en valores con un signo negativo de ATB. Estos valores negativos predicen un comportamiento 

infra-aditivo [Robledo-Cadena et al., 2020] sugiriendo que el platino interviene en la interacción del 

cadmio en E. gracilis disminuyendo su efecto tóxico, tal como se observó en la Figura 7. 

 

Tabla 9. Valores del aditivismo tipo Bliss para la identificación de sinergia entre cadmio y 

platino en E. gracilis.  

 ATB 

platino (μM) 

cadmio (μM) 0 100 500 

0 0 0 0 

7.5 0 -0.40 -0.53 

El valor del Aditivismo tipo Bliss (ATB) se calculó como ATB = valor de inhibición del crecimiento 

experimentalmente determinado en combinación – el valor “C” obtenido de la Tabla 8. 

 

Para confirmar el efecto infra-aditivo encontrado en la combinación de los metales a las 

concentraciones ensayadas por el método de aditivismo tipo Bliss se realizó un análisis de 

calorimetría utilizando un mapa de calor el cual revela por color el tipo de sinergia encontrada 

[Ianevski et al., 2022] (Figura 8). 

Según Gidari et al. (2022) los valores en verde claramente resaltan los valores negativos indicando 

un efecto infra-aditivo, en el que la presencia de platino atenúa la toxicidad del cadmio. Por el 

contrario, el color rojo (valores positivos) muestran un comportamiento de tipo supra-aditivo, en el 

cual el platino incrementa el efecto toxico del cadmio. 
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Figura 8. Mapa de calor que ilustra el efecto infra-aditivo del platino sobre la toxicidad del 

cadmio en la proliferación de E. gracilis fotoheterotrófica.  

 

4.3.2. Combinación del cadmio y platino sobre algunos parámetros fisiológicos de E. 

gracilis fotoheterotrófica 

Una vez que se identificó el efecto antagónico del platino sobre el cadmio, se analizó la combinación 

de ambos metales sobre otros parámetros fisiológicos en E. gracilis como son la velocidad de 

crecimiento, tiempo de duplicación y el contenido de clorofila. Tal como se muestra en las Tablas 

10 y 11, la combinación de cadmio (7.5 μM) y platino (100 μM) no modificó ninguno de los 

parámetros evaluados. La combinación de cadmio y platino (500 μM) promovió un aumento 

significativo del 50% en la velocidad de crecimiento, y a su vez, una ligera disminución no 

significativa (p>0.05 ANOVA/post hoc Scheffé) del 17% en los niveles de clorofila, en comparación 

con el cultivo de E. gracilis expuesto a cadmio individualmente (Tabla 10, 11).  
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Tabla 10. Efecto de la combinación de cadmio y platino sobre la velocidad de crecimiento (μ-

d) y tiempos de duplicación (h) de E. gracilis. 

  Velocidad específica de 

crecimiento (μ-d) 

Tiempo de duplicación 

(horas) 

control 0.9 ± 0.02* 18 ± 0.4* 

7.5 μM Cd(ll) 0.6 ± 0.09 26 ± 4 

7.5 μM Cd(ll) + 100 μM Pt(ll) 0.8 ± 0.04* 22 ± 1 

7.5 μM Cd(ll) + 500 μM Pt(ll) 0.9 ± 0.01* 19 ± 0.3* 

Los datos muestran la media ± desviación estándar de al menos tres experimentos independientes. 

Análisis estadístico por ANOVA/post hoc Scheffé con un criterio de significancia de *P<0.05 versus 

cultivo expuesto a 7.5 μM de cadmio. 

 

Tabla 11. Efecto de la combinación de cadmio y platino sobre el contenido de clorofila de E. 

gracilis fotoheterotrófica.  

 
contenido de clorofila (μg / 107 cel) 

control 64 ± 5 

7.5 μM Cd(ll)  90 ± 26 

7.5 μM Cd(ll) + 100 μM Pt 97 ± 25 

7.5 μM Cd(ll) + 500 μM Pt 75 ± 12 

Los datos muestran la media ± desviación estándar de al menos tres experimentos independientes. 

Análisis estadístico por ANOVA/post hoc Scheffé con un criterio de significancia de *P<0.05 versus 

cultivo expuesto a 7.5 μM de cadmio. 
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CAPÍTULO 5 

Discusión 

5.1. El cadmio disminuye la proliferación celular, velocidad de crecimiento y contenido de 

clorofila de E. gracilis fotoheterotrófica 

Diversas publicaciones científicas, incluyendo las de mi grupo de investigación han documentado 

el efecto tóxico del cadmio sobre la fisiología de E. gracilis [Devars et al., 1998; Mendoza-Cózatl et 

al., 2002; 2006; Ahmed y Häder, 2010; Sánchez-Thomas et al., 2016; Cao et al., 2022]. En el 

presente estudio se confirmó que el cadmio (5-20 μM por cinco días) afecta significativamente la 

proliferación de E. gracilis tal como se ha reportado en la misma línea celular [García-García et al., 

2012]. Sin embargo, en este estudio se encontró que las concentraciones a las que se observó 

mayor efecto tóxico del cadmio sobre la proliferación son menores (~2 veces) a lo reportado por el 

mismo grupo de trabajo [García-García et al., 2012; Sánchez-Thomas et al., 2016]; por ejemplo, la 

IC50 de cadmio se reportó de 13-16 μM sobre el crecimiento de E. gracilis fotoheterotrófica al 

término de la fase exponencial (~día 5) comparado con la IC50 de cadmio = 7.5 μM a los cinco días 

de cultivo determinada en este estudio. La explicación de estas discrepancias se debe a los 

cambios en las condiciones experimentales ensayadas que se realizaron en mi estudio. Por 

ejemplo, los experimentos de García-García (2012) y Sánchez-Thomas (2016) se realizaron con 

un inóculo celular inicial de 200 x 103 cel/mL mientras que los experimentos del presente estudio 

se realizaron con un inóculo inicial 4 veces menor. Lo anterior porque experimentalmente se 

observó un acortamiento de la fase exponencial de crecimiento, posiblemente por la baja 

disponibilidad lumínica presente en el cuarto de cultivo (55 ± 10 μmol fotones m -2 s-1). La luz es un 

factor abiótico que determina la cantidad de biomasa producida por organismos fotosintéticos. La 

exposición a una mayor intensidad lumínica promueve un incremento en la proliferación celular 

[Campos Guedes et al., 2023]. En el grupo de trabajo, la exposición de E. gracilis fotoheterotrófica 

a ~80 µmol fotones m-2 s-1 permitió alcanzar densidades celulares de hasta 5 x 106 cel/mL después 

de ocho días de cultivo [Devars et al., 1998].  

De hecho, está documentado que, a mayor concentración del inóculo inicial, la concentración 

inhibitoria media (IC50) de cualquier compuesto evaluado es mayor [Brook, 1989; Moreno-Garrido 

et al., 2000]. Otra diferencia que realizamos en la parte experimental fue la disminución en la 

concentración de zinc, un metal traza esencial para el crecimiento de las microalgas, el cual actúa 

como cofactor y activador de una gran cantidad de reacciones enzimáticas [Fox y Zimba, 2018]. 
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Comparado con la concentración de zinc de 300 μM utilizada por Devars et al., (1998), la 

disminución de la concentración extracelular de zinc hasta 20 μM se realizó porque está descrito 

que cantidades de zinc >75 μM disminuyen la tasa de crecimiento de organismos fotosintéticos 

[Monteiro et al., 2011]. Además, está reportado que la presencia de altas concentraciones de zinc 

disminuye la toxicidad de cadmio debido a su comportamiento antagónico [Gingrich et al., 1984]. 

En el trabajo de Devars et al., (1998) la presencia de 300 μM de zinc aumentó la IC50 de cadmio 

hasta 100 μM después de ocho días de cultivo [Devars et al., 1998]. Entre los mecanismos 

moleculares involucrados destacan (a) la baja internalización de cadmio por la acumulación 

intracelular masiva de zinc [Sánchez-Thomas et al., 2016; Wah Chu y Chow, 2002; Lavoie et al., 

2012] y (b) la síntesis mediada por zinc de la ascorbato peroxidasa, glutatión S-transferasa y 

glutatión peroxidasas, quienes modulan los niveles intracelulares de especies reactivas de oxígeno 

generadas de forma indirecta por la acumulación intracelular de cadmio [Aravind y Prasad, 2005]. 

El efecto tóxico del cadmio también se ha reportado en otros tipos de microalgas como Chlorella 

vulgaris donde se encontró que el cadmio (2 μM) por 48 h, disminuyó la síntesis de clorofila y 

promovió un aumento significativo en la producción de especies reactivas de oxígeno [Qian et al., 

2009]. Por otro lado, la exposición a 250 μM de cadmio durante 40 h en Chlorella sorokiniana, 

afectó negativamente diferentes vías metabólicas, como la fotosíntesis, fosforilación oxidativa, 

glicólisis, el ciclo de Krebs, además de la biosíntesis de proteínas ribosomales, resultando en una 

disminución del crecimiento [León-Vaz et al., 2021]. El efecto antiproliferativo del cadmio también 

se ha descrito en la especie Chlamydomonas moewusii, donde se observó una IC50 de 36.5 μM 

después de 96 h de exposición, y simultáneamente, un incremento significativo en el contenido 

intracelular de compuestos tiol (e.g. cisteína y fitoquelatinas) [Suárez et al., 2020].  

Entre los mecanismos moleculares reportados para explicar el efecto del cadmio sobre la 

proliferación celular se encuentran:  

(1) La alta afinidad del metal por los grupos sulfhidrilo del complejo de la DNA polimerasa [Bonaly 

et al., 1980], retrasando la fase S del ciclo celular [Misra et al., 2003]. Sin embargo, algunos estudios 

en E. gracilis reportan que altas concentraciones de cadmio (44-500 μM) incrementan el contenido 

de ácidos nucleicos [Bonaly et al., 1980; Nakano et al., 1978] (2) el cadmio afecta el ensamblaje de 

los microtúbulos del citoesqueleto [Xu et al., 2009], alterando la división celular [Nakano et al., 1978] 

y promoviendo que E. gracilis esté detenida en la fase S/G2 [Bonaly et al., 1980] y (3) la disminución 
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de la producción de energía por el efecto desacoplante del cadmio [Devars et al., 1998; Sánchez-

Thomas et al., 2016] (el cual se explicará en secciones posteriores).  

Con respecto a la clorofila, el cadmio (7.5 µM por 6 días) promovió un aumento significativo del 

64% vs. células control, similar al reportado por Navarro et al., (1997) en E. gracilis mixotrófica 

expuesta a concentraciones superiores de 500 μM después de 6-7 días de exposición. Sin 

embargo, en otros estudios se demostró que altas concentraciones de cadmio (500 μM) disminuye 

el contenido de clorofila en E. gracilis, Scenedesmus acutus y Chlorella pyrenoidosa 

[Chandrashekharaiah et al., 2020; He et al., 2021].  

5.2. El cadmio disminuye la función mitocondrial sin afectar la fotosíntesis de E. gracilis 

fotoheterotrófica 

La exposición a cadmio estimuló la respiración celular de E. gracilis, concordando con lo reportado 

por Devars et al., (1998). Lo anterior se explica por el efecto desacoplante del cadmio sobre la 

cadena respiratoria [Vallee y Ulmer, 1972; Sánchez-Thomas et al., 2016; Finger-Teixeira et al., 

2021]. Un desacoplante clásico aumenta el transporte electrónico de la cadena respiratoria ( i.e., 

aumenta el consumo de oxígeno celular) y promueve el transporte de protones del espacio 

intermembrana a la matriz, disipando su gradiente químico. La actividad de la ATP sintetasa 

disminuye porque los protones no son suficientes para impulsar la síntesis de ATP [Nicholls, 2002] 

promoviendo la disfunción mitocondrial. 

Contrario a lo observado en el consumo de oxígeno, el cadmio no modificó el flujo de fotosíntesis 

tal como se ha reportado por Devars et al., (1998) y Sánchez-Thomas et al., (2016) en E. gracilis 

fotoheterotrófica expuesta a 200 μM de cadmio. Al respecto, está reportado que el cadmio (200 μM 

por ocho días) aumenta el contenido de tioles (cisteína, glutatión y fitoquelatinas) en el cloroplasto 

hasta 30 veces, lo que promueve que el cadmio sea secuestrado e inactivado y en consecuencia 

no afecte el proceso fotosintético [Mendoza-Cózatl et al., 2006; Mendoza-Cózatl y Moreno-

Sánchez, 2005].  

5.3. El platino (100 y 500 µM) no afecta la proliferación celular de E. gracilis 

fotoheterotrófica  

El ion cloruro (Cl-) comúnmente encontrado en el ambiente, favorece la especiación del platino 

hacia complejos solubles, los cuales pueden transportarse con facilidad a lo largo de los sistemas 

biológicos [Balaram, 2020]. La exposición de E. gracilis fotoheterotrófica a platino (PtCl2) 100 y 500 

μM no modificó ninguno de los parámetros fisiológicos evaluados (velocidad de proliferación, 
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tiempo generacional, o contenido de clorofila). Dichos resultados concuerdan con lo reportado por 

Gawronska et al., (2018), donde se concluye que el platino en forma de PtCl2 es un metal inocuo 

(no tóxico) (< 2.5 μM/ 15 días de incubación) en A. thaliana. Otros derivados del platino como el 

ácido hexacloroplatínico (H2PtCl6) a dosis bajas (0.6-1.8 μM por 32 días) disminuye 

significativamente la tasa de proliferación de E. gracilis expuesta a un severo estrés nutricional 

[Barnes y Talbert, 1984]. Sin embargo, los autores no reportan si el H2PtCl6 es tóxico en condiciones 

óptimas de crecimiento [Barnes y Talbert, 1984], por lo que no es claro si la toxicidad del platino 

aumentó por el estrés nutricional. En la microalga Pseudokirchneriella subcapitata, la exposición a 

PtCl4 (0.25-1µM) disminuyó la densidad celular al 50% en 3 días de crecimiento [Bednarova et al., 

2012]. Los resultados previos sugieren que la toxicidad de platino está relacionada con la especie 

química del mismo [Bednarova et al., 2012].  

5.4. El platino estimula el metabolismo energético de E. gracilis fotoheterotrófica  

En E. gracilis fotoheterotrófica, el platino estimuló el flujo de respiración celular. Lo anterior, puede 

explicarse por (a) un posible efecto desacoplante del platino o (b) que la exposición al metal 

promueva la sobreexpresión, y en consecuencia la actividad, de enzimas consumidoras de 

oxígeno. Al respecto, está publicado que en C. reinhardtii, la exposición a mercurio (4 μM por siete 

días ) aumenta la expresión de la hemo oxigenasa-1 [Wei et al., 2011], cuya función es consumir 

oxígeno y producir monóxido de carbono [Kikuchi et al., 2005]. El monóxido de carbono es una 

molécula señalizadora que favorece la resistencia a metales pesados al reducir la acumulación 

intracelular, además de inducir la respuesta antioxidante, permitiendo el restablecimiento del 

crecimiento celular [Wei et al., 2011]. Hasta la fecha, no se ha reportado que el platino tenga un 

efecto desacoplante en ningún microorganismo. Sin embargo, el hecho de que la proliferación 

celular no se altere por platino sugiere que el efecto desacoplante no es el mecanismo asociado al 

aumento en el consumo de oxígeno celular de Euglena. Con respecto al proceso de producción de 

oxígeno (la fotosíntesis), es probable que la fotólisis del agua se encuentre desacoplada por la 

presencia del metal, ya que en la microalga Scenedesmus incrassatulus se observó un efecto 

similar. La exposición a bajas concentraciones de cobre (0.629-1.887 μM durante seis días) 

incrementó la velocidad de producción de oxígeno, y en paralelo, disminuyó el crecimiento celular 

[Perales-Vela et al., 2007]. Si este es el mecanismo molecular implicado, entonces cabría suponer 

que la respiración celular o bien, el consumo de oxígeno aumenta como un mecanismo 

compensatorio para estimular la producción de energía requerida para la proliferación celular. Para 
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dilucidar el mecanismo que impulsa el consumo (respiración) y la producción (fotosíntesis) de 

oxígeno celular en E. gracilis, sería necesario realizar ensayos con inhibidores respiratorios 

(antimicina, azida o cianuro) y desacoplantes clásicos (CCCP, DNP) para demostrar el posible 

efecto del metal sobre dichas vías metabólicas. Este desarrollo experimental está en proceso de 

ser realizado en mi grupo de investigación. 

5.5. El platino disminuye la toxicidad del cadmio en E. gracilis fotoheterotrófica 

La mayoría de los estudios de toxicidad con metales se realiza en microorganismos expuestos a 

un solo metal [Wah Chu y Chow, 2022]. Desafortunadamente, el estudio de los efectos toxicológicos 

producidos por la combinación de diferentes metales sobre parámetros fisiológicos de diversos 

microorganismos es un campo poco explorado, pero con un alto potencial de investigación [Mera 

et al., 2016]. Uno de los metales pesados comúnmente encontrados en cuerpos de aguas 

contaminados es el cadmio [León-Vaz et al., 2021]. Sin embargo, pocos estudios se enfocan a 

analizar su efecto en presencia de otros metales. Por ejemplo, se ha demostrado que el mercurio, 

el plomo y el cobalto afectan la respuesta tóxica del cadmio. Avilés et al., (2003) demostró que el 

mercurio (1.5 μM HgCl2) aumentó la resistencia a cadmio en células de E. gracilis heterotróficas 

cultivadas con L-lactato como fuente de carbono. Al parecer, el mercurio promueve (a) la síntesis 

de glutatión, cisteína y ácidos dicarboxílicos como malato, que forman complejos con el cadmio 

disminuyendo su efecto tóxico y (b) la compartimentalización del cadmio en la mitocondria 

reduciendo su concentración en el citosol y en consecuencia su toxicidad [Avilés et al., 2003]. Por 

el contrario, el plomo (100-200 μM ) disminuye la capacidad de remoción del cadmio extracelular 

porque es un inductor débil de la síntesis de fitoquelatinas en E. gracilis fotoheterotrófica [Mendoza-

Cózatl et al., 2006]. La exposición simultánea de cobalto (>1.7 μM) y cadmio (<0.3 μM) produce un 

efecto sinérgico sobre el crecimiento en Raphidocelis subcapitata [Dos Reis et al., 2022] 

probablemente por un incremento en la permeabilidad de la membrana celular y como 

consecuencia un aumento en la acumulación intracelular de los metales aumentando su toxicidad 

[Starodub et al., 1987]. Por el contrario, en la microalga Chlorella vulgaris, la exposición de 9.5 μM 

de cobalto y 0.89 μM de cadmio por 96 h promueve un aumento en la proliferación celular (~15%) 

respecto a lo esperado por el valor teórico calculado de adivitismo [Rachlin y Grosso, 1993]. Lo 

anterior es de importancia porque está reportado que la toxicidad de un metal expuesto 

individualmente a un microorganismo tiene una respuesta diferente a la observada en una mezcla 

de dicho metal con otros [Koppel et al., 2018].  
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Hasta la fecha no existen estudios donde el cadmio se haya combinado con el platino. Lo anterior 

toma relevancia porque recientemente se ha calculado que la concentración de platino en el 

ambiente y en los cuerpos de agua se ha incrementado hasta 25 veces, derivado de la fabricación 

de convertidores catalíticos para automóvil y la síntesis de drogas anticancerígenas [Ruchter et al., 

2014; Hourtané et al., 2022].  

Por lo tanto, el presente estudio resulta de interés biotecnológico porque se propone por primera 

vez que el platino tiene efecto antagónico sobre la toxicidad del cadmio, disminuyendo su efecto 

nocivo sobre la fisiología de E. gracilis fotoheterotrófica. Desde el punto de vista químico no es 

posible detectar si el platino interactúa con el cadmio. Sin embargo, está documentado que varios 

metales como el zinc y cobalto son antagónicos con el cadmio, porque compiten por los sitios de 

unión a proteínas, sobre todo aquellas involucradas en los sistemas de transporte [Bremner y 

Beattie, 1995; Franklin et al., 2002; Monteiro et al., 2011; Dos Reis et al., 2022]. La exposición de 

diferentes especies de microalgas, como E. gracilis y C. vulgaris, a metales pesados, 

principalmente cadmio, aumenta el contenido de metalotioneínas (e.g. fitoquelatinas), proteínas 

compuestas por más de 30% de residuos de cisteína [Mendoza-Cózatl et al., 2002, 2006; Zhang et 

al., 2014]. De igual manera, la exposición a platino incrementa los niveles de glutatión, 

metalotioneínas, y de proteínas pertenecientes a la familia de transportadores ABC (por sus siglas 

en inglés ATP-binding-cassette) [Huang et al., 2021]. Estos transportadores promueven la salida 

de metales pesados (e.g. cadmio) del citosol al espacio extracelular disminuyendo su toxicidad en 

organismos fotosintéticos como Synechocystis sp. y Auxenochlorella protothecoides [Lu et al., 

2019; Tian et al., 2022]. Por lo anterior, es posible que la exposición de E. gracilis fotoheterotrófica 

a la combinación de cadmio y platino promueva que el platino (100 o 500 µM) favorezca la salida 

de metales como el cadmio permitiendo que la fisiología de Euglena no se altere.  
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CAPÍTULO 6 

Sumario 

1. El cadmio disminuyó el crecimiento de E. gracilis fotoheterotrófica al 50% con un valor de 

IC50 de 7.5 μM. 

2. El cadmio (IC50) promovió un desacoplamiento de la fosforilación oxidativa sin efecto 

aparente sobre la fotosíntesis.  

3. El platino (100 y 500 µM) no afectó la proliferación de E. gracilis, pero se observó un efecto 

estimulador sobre la fosforilación oxidativa y fotosíntesis.  

4. El platino (100 y 500 μM) en combinación con cadmio (7.5 μM) ejerció un efecto infra-aditivo 

sobre la proliferación celular, disminuyendo el efecto tóxico del cadmio. 

 

CAPÍTULO 7 

Conclusión 

El platino promueve un efecto infra-aditivo sobre la toxicidad del cadmio evitando que éste 

mantenga su toxicidad sobre Euglena gracilis fotoheterotrófica.  
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