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Resumen

La enzima Glutation S-Transferasa (GST), proteina participante en el metabolismo xenobidtico, ha
demostrado también la capacidad de responder al estrés oxidativo (EQ) generado por metales
pesados (MP). Esto junto a su presencia en gran variedad de especies le confieren la facultad de
considerarla una posible proteina implicada en el proceso evolutivo. Este trabajo pretende
estudiar la capacidad de respuesta al EO de la GST en especies que lograron desarrollarse en
ecosistemas acuaticos contaminados por MP, con el fin de establecer una relacién entre la
tolerancia de dichas especies a metales como el Hg y Cd y la actividad de la GST, y asi elucidar el
papel de esta enzima como una proteina implicada en la adaptaciéon al EO de diferentes
organismos. Se ha determinado las concentraciones tolerantes e inhibitorias de Hg y Cd para los
organismos Hafnia alvei y Candida parapsilosis. Los resultados preliminares muestran la alta

capacidad de tolerancia que presentan estos organismos.

Palabras clave: GST, metales pesados, estrés oxidativo, proteina evolutiva.

Introduccién

La Teoria de la Evolucién ha constituido un pilar fundamental sobre el cual se sostienen areas de
la ciencia como la biologia, la bioquimica o la biotecnologia. A partir del desarrollo de esta se ha
logrado construir y estudiar la teleonomia de la vida en el planeta.

Observada a nivel molecular, la evolucion tiene como uno de los constituyentes principales a las
proteinas, macromoléculas biolégicas compuestas de aminoacidos que han ido modificandose

hasta dar lugar a una gran variedad de actividades presentes en los seres vivos a lo largo de su
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historia. Ejemplo de ello son la ATP sintetasa o el citocromo c, proteinas altamente conservadas
y esenciales en el metabolismo energético y la respiracion celular de distintos seres vivos.

La enzima Glutation S-Transferasa (GST), una proteina participe en procesos como el
metabolismo oxidativo y el metabolismo de los xenobidticos, ha sido considerada como una
posible proteina implicada en el proceso evolutivo, debido a su multifuncionalidad y su presencia
en un gran numero de especies (Sherrat & Hayes , 2002). Debido a ello, se pretende estudiar su
actividad en organismos de diferentes especies, tanto en condiciones normales como en
presencia de agentes estresantes, con la finalidad de analizar su comportamiento y poder
discernir su posible papel como proteina involucrada en el proceso evolutivo. Complementario a
esto es el hecho de que los organismos de estudio (Hafnia alvei, candida parapsilosis, Euglena
gracilis y Penicillium sp) fueron aislados en sistemas acuaticos contaminados con MP ubicados en
la region del Papaloapan. Los MP son especies quimicas altamente tdxicas en bajas
concentraciones, cuyo principal mecanismo de toxicidad esta basado en la generaciéon de EO, por
lo que su monitoreo es de alta relevancia en el dmbito de salud ambiental. La enzima GST ha
demostrado una capacidad de respuesta ante el EO generado por la exposicidén a MP, por lo que
su estudio en las especies aisladas en estos ecosistemas acudticos (las cuales ademas estan
distribuidas en distintos reinos del arbol filogenético) expuestas a Hg y Cd (dos de los metales
pesados mds toxicos y encontrados en los efluentes acuaticos) es importante para elucidar la
relacion que guardan las: especies de estudio-MP-EO- y la actividad de la GST. E ilustrar el papel
de esta en la capacidad de respuesta antioxidante de los organismos y un posible papel como

bioindicador de exposicién y dafio por MP.

Evolucién

Las transformaciones del pensamiento son sucesos histéricos que han ocurrido debido a teorias
gue han supuesto un cambio en la forma en la que se concebia al mundo antes de ellas. Las leyes
del movimiento de Newton o la teoria de la relatividad de Einstein, e incluso el establecimiento
de la tabla periddica significaron una revolucidn para areas como la fisica y la quimica y todos los
desarrollos tedricos y practicos que vinieron después de ello. Equiparables a ellas es la teoria de

la evolucion enunciada por primera vez por Charles Robert Darwin, pues significé un punto de
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inflexion, no sdlo para la biologia, sino para todas las ciencias existentes y venideras relacionadas
con el estudio de la vida. En ella se postula que la ascendencia de todas las especies se remonta
hasta un ancestro original, y que el cambio en las propiedades de grupos de organismos a lo largo
de generaciones es resultado del proceso evolutivo (Menor-Salvan, 2013).

Publicado en 1859, “El Origen de las Especies” de Charles Darwin supuso un cambio en la manera
de concebir y estudiar los procesos que propiciaron la generacion de las distintas formas de vida.
De este tratado pueden extraerse dos tesis principales.

La primera de ellas postula que todas las especies contemporaneas, asi como las extintas, son
descendientes de una forma de vida original. Toda especie, con excepcion de la forma de vida
original tiene un predecesor, denominado ancestro. Aquellas que comparten un ancestro en
comun fueron en principio muy similares, adquiriendo una diferenciacion sustancial con el pasar
del tiempo.

La segunda tesis es la teoria de la seleccion natural, un modelo que postula los agentes de cambio
gue intervienen en el proceso de diferenciaciéon de las especies. Estos agentes son definidos por
la interaccidn entre las especies y el sistema o entorno en el cual se desarrollan. La seleccidn
natural enuncia que la evolucién estara dirigida al desarrollo de formas de vida que presenten
caracteristicas que se adecuen mejor al entorno. De esta manera, las especies que posean o
desarrollen dichas caracteristicas se veran favorecidas en su prevalencia en la linea evolutiva con
respecto a las que no lo hagan (Futuyma, Evolution., 2005; Darwin, On The Origin of Species by
Means of Natural Selection, or The Preservation of Favoured Races in the Struggle for Life., 1859).
El trabajo de Darwin represento el paradigma que necesitaban todas las ciencias enfocadas en el
area bioldgica para construir un camino enfocado en encontrar las respuestas a las interrogantes
planteadas al estudiar el principio de la biogénesis. El propio paradigma evolutivo fue
evolucionando a través del tiempo, surgiendo con ello nuevas corrientes explicativas sobre los
principios en los que se generaba el desarrollo evolutivo. Desde el gradualismo, extensidn propia
de la seleccién natural o la teoria de los equilibrios puntuados, propuesta por Niles Eldredge y
Stephen Jay Gould, en la cual la especiacién se realizaba mediante la transformacién rapida de
poblaciones periféricas, en lugar de cambios graduales, y que entre un evento de especiacion y

otro existen largos periodos de estabilizacidon o invariabilidad, que aparecen puntuados por
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breves periodos de rapida evolucion (Eldredge & Gould, 1972; Cachén & Barahona, 2002). Hasta
la deriva génica, antitesis de la teoria de la seleccién natural, en el sentido no de negarla, sino de
constituir un fendmeno en esencia opuesto al establecido por esta. La seleccidn natural establece
un mecanismo evolutivo de caracter teleonédmico, en el que la adaptacion es el fin principal. La
deriva génica por su parte es un proceso aleatorio, sin un fin especifico, en el que las frecuencias
alélicas (los alelos son versiones distintas de un mismo gen que se diferencian en su secuencia)
de una poblacidn cambian a lo largo de varias generaciones debido al azar.

A nivel celular, los paradigmas evolutivos también estuvieron sujetos a cambios. Con “sobre el
origen de la célula mitética” (1967) Lynn Margulis logré cuestionar las teorias neodarwinistas
imperantes en la época y dar un giro a la comprension de la evolucién de las especies proveyendo
un nuevo enfoque sobre la visidn que se tenia acerca de la evolucion celular. Margulis terminé de
construir una teoria endosimbidtica cuyas bases se remontan a trabajos de bidlogos celulares
como lvan Wallin en 1927, Edmund Beecher Wilson en 1925 y Clifford Dobell en 1914. La
endosimbiosis parte del analisis hecho de que tanto las mitocondrias como los cloroplastos tienen
su propio ADN y ribosomas, y de la pregunta del “éPor qué necesitarian estos organelos ADN y
ribosomas, si hay ADN en el nucleo y ribosomas en el citosol?” Asi pues postula que la estructura
de la célula eucarionte es resultado de un proceso de simbiosis especifico en el cual un organismo
vive dentro de otro. Las bacterias, mitocondrias y cloroplastos tienen ADN y ribosomas similares,
por lo cual se piensa que las células eucariontes, otrora hospederas, y las bacterias formaron una
relacion endosimbidtica hace mucho tiempo, cuando estas células hospederas individuales
tomaron las bacterias aerobias y fotosintéticas, pero no las destruyeron, sino que las asimilaron.
Asi, después de millones de afios de evolucidon, las bacterias aerobias se convirtieron en
mitocondrias y las bacterias fotosintéticas se volvieron cloroplastos (figura 1). Esta teoria es
promotora del gradualismo, al menos en el proceso evolutivo de la célula eucarionte (Lane N.,

2017).
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2 En una segunda endosimbiosis,
un descendiente consumio —
bacterias fotosintéticas que
evolucionaron a cloroplastos.

—— —_

Eucariota fotosintético

Ndcl Bacteria
feee fotosintética moderno
1 En una primera endosimbiosis, Bacteria Mitocondria

el eucariota ancestral aerobia

consumid bacterias aerobias

que evolucionaron a mitocondrias. Eucariota heterétrofo

moderno

Figura 1. Representacion del mecanismo de endosimbiosis (Fuente: OpenStax College, Biology, (CC BY
4.0).)

Proteinas y evolucién

Descendiendo unos érdenes de magnitud en la escala biolégica podemos encontrarnos con las
proteinas, biomoléculas designadas por las leyes fisicas y naturales como un factor importante en
el desarrollo de las especies en la evolucidén bioldgica. Las funciones llevadas a cabo por las
proteinas estan dirigidas a la prevalencia de las distintas especies. La elucidacién de las funciones
de las proteinas constituye una parte importante de la comprensidon de los procesos naturales
fundamentales, incluida la interaccién de las especies con sus entornos. Evidencias sugieren, por
ejemplo, que los objetivos de la seleccidn natural son, en primera instancia, la estabilidad globular
de la proteina, seguida de la optimizacidn de la funcién que esta desarrolle, fin ultimo del proceso
y que conlleva a mejores posibilidades de adaptacién (Bastolla, Dehouck, & Echave, 2017). Este
mecanismo es tan relevante que existen incluso hoy en dia proyectos dedicados a la evolucién
dirigida de proteinas con actividades especificas a través de la replicacion del proceso de seleccion

natural por ingenieria de proteinas (Lane & Seelig, 2014; d’Oelsnitz & Ellington, 2018)
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Si bien la seleccién natural establece en gran medida la tendencia evolutiva de las proteinas,
existen proteinas que después de desarrollar funciones mas versatiles, llegaron a volverse
esenciales en el desarrollo de muchas especies. Ejemplo de ello es el citocromo ¢, una enzima
esencial para la respiracién en animales y muy conservada en estos, lo cual significa que a pesar
de las variaciones en su secuencia de aminodcidos, la molécula ha cambiado poco a través del
tiempo. La teoria de la evolucidn postula que las moléculas en especies con un antepasado comun
reciente deben compartir ciertas secuencias de aminodcidos. Mientras mas estrechamente se
relacionen las especies, compartirdn un nimero mayor de secuencias. En la figura 2 se muestra
el arbol filogenético de la secuencia de aminodcidos del citocromo c para diferentes especies del
dominio Eucaria y la variacion de esta secuencia con respecto a su relacion (Biologia 2 » Unidad 1
» Evidencias de Evolucién. Evidencias bioquimicas., 2019). Otro ejemplo relevante es la ATP
sintetasa, complejo enzimatico encargado de proveer a la célula la energia necesaria para realizar
sus procesos vitales mediante la sintesis de ATP, y que es encontrado tanto en bacterias como en

levaduras, plantas, mamiferos, etcétera (Cano-Estrada & Gonzalez-Halphen, 2011).
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Figura 2. Arbol filogenético de la molécula de citocromo ¢ basado en sustituciones de aminoacidos. Los niimeros

indican la cantidad de aminoacidos sustituidos. (Fuente: Portal Académico CCH. UNAM).
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Glutation S-Transferasa

El glutation s-transferasas son una familia de isoenzimas diméricas multifuncionales. Suelen
clasificarse en tres grupos, de acuerdo con su presencia en los distintos componentes celulares:
mitocondriales, citosdlicas y microsomales. La GST presenta una amplia gama de actividades
metabdlicas, pues participa en varios procesos de desintoxicacion y prevencion. El principal papel
ejercido por esta se localiza dentro de la fase Il del metabolismo de los xenobiéticos. Ademas,
participa dentro del metabolismo de leucotrienos y prostaglandinas; dentro de diversos
mecanismos de prevencion del proceso de carcinogénesis; juega un papel dentro de la via de
transduccion de sefiales y actualmente se ha postulado como bioindicador de dafo en érganos
como higado y rifidn (Hayes & Pulford, 1995; Armstrong, 1991; Jakobsson, 1996; Tsuchida & Sato,
1992; Hayes & Strange, 2000; Kilty, Doyle, Hassett, & Manning, 1998).

La estructura terciaria de la mayoria de estas GST’s es un dimero globular cuyo peso molecular
de las subunidades de estas estructuras varia de 23 kD a 29 kD y cada una de ellas consta de dos
dominios distintos: el dominio N-terminal, capaz de unirse al glutatién (GSH), y el dominio C-
terminal, el cual parece combinarse con diferentes compuestos electrofilicos, presentes en
diferentes sustratos (Yuan, y otros, Cloning and Characterization of a Novel Glutathione
Transferase Gene from Penicillium chrysogenum, 2007). Dentro de la clasificacidon general de
estas enzimas suelen haber subclasificaciones, denominando a los distintos subgrupos de enzimas
en clases, la cuales son designadas por los nombres de las letras griegas. Se han identificado
alrededor de quince clases de GST: Alfa (a), Mu (p), Pi (i), Sigma (o), Teta (6), Zeta ({), Omega (w),
y Kappa (k) encontradas en los mamiferos (clase perteneciente al reino animalia y al dominio
Eucaria); Beta (B), Teta (6), Zeta (), Nu (v), Rho (p) encontradas en bacterias; Delta (8), Epsilon
(€), Omega (w), Sigma (o), Theta (8) y Zeta (7) en insectos (clase perteneciente al reino animalia y
al dominio Eucaria); Phi (®), Zeta (7), Tau (t), y Teta (8) encontradas en plantas (reino
perteneciente al dominio Eucaria). (Sherrat & Hayes , 2002; Sheehan, Meade, Foley, & Dowd,
2001; Mannervik, Board, Hayes, Listowsky, & Pearson, 2005). En la tabla 1 se ilustra la presencia

de las diferentes clases en estos grupos de organismos.
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Estas caracteristicas transforman a la GST en una posible candidata de estudio como proteina
participante del proceso evolutivo. De hecho, algunos trabajos han utilizado las secuencias de
distintos tipos de GST's comparandolas y construyendo arboles filogenéticos tratando de
identificar los patrones de divergencia. En la figura 3 se muestra un arbol filogenético basado en

las distintas secuencias de GST’s reportadas (Sheehan, et al., 2001).

Tabla 1. Clases de GST en cuatro especies de organismos (Fuente: Mannervik, et al.; 2005; Sherrat & Hayes , 2002).

Grupos de organismos

Clase de Mamiferos Bacterias Insectos  Plantas  Organo/organelo predominante
GST

Alfa X Cerebro, higado

Beta X Citoplasma

Delta X No determinado

Epsilon X No determinado

Zeta X X X X Citosdlica (plétora, raiz, tallo)
Teta X X X X Pulmoén

Kappa X Peroxisomas

Mu X Testiculos, higado

Un X Citoplasma

Pi X Rifidn, testiculos

Rho X Citoplasma

Sigma X X Placenta

Tau X Citosolica (plétora, raiz, tallo)
Phi X Citosolica (plétora, raiz, tallo)
Omega X X Esofago

(X significa la especie en la cual la clase de GST es predominante)
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Figura 3. Posible patrén de divergencia en la superfamilia GST. Basados en los alineamientos secuenciales descritos
por Board, P.G.et al., Kanoaka, Y. etal. Y Snyder, M. J. et al. (Sheehan, et al., 2001).

Sin embargo, a pesar de la relacion cuasievidente entre la GST y el proceso evolutivo de las
especies, no existe un estudio concluyente para determinar cual es su papel en dicho proceso.
Relaciéon de la GST con la intoxicacidn con metales pesados.

Como se menciond anteriormente, uno de los mecanismos de accion por el cual los MP son
capaces de generar alteraciones en el organismo es a través de la generacion de EO dado por el
aumento en la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) en conjuncién con la
inhibicién de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD) o la unién a grupo
sulfhidricos, unién que eventualmente causa alteraciones metabdlicas (Agrawal, Flora,
Bhatnagar, & Flora, 2014; Almeida Lopes, y otros, 2017; Matovic, Buha, Ethukic-Cosic, & Bulat,
2015; Clarkson & Magos, 2006).

La GST ha mostrado un aumento en su actividad concordante al aumento de EO generado por la
exposiciéon a MP alli donde otras enzimas antioxidantes como la SOD o el glutatidon peroxidasa
(GPx) se han visto inhibidas. EIl mecanismo de accién de la GST en este proceso aun no esta del
todo establecido. Sin embargo, es posible que esta enzima catalice la actividad que tiene el GSH
sobre ERO’s como el H,0,, 0®, OH®. Un mecanismo similar al utilizado por la GPx. Empero, en
tanto que la GPx comprende una enzima de caracter antioxidante, la GST ha demostrado una

relacion dosis agente estresante-respuesta EO mayor que la primera (Zhang, Li, Liu, & Chen, 2016;
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Zhang Y., y otros, 2019; Zanette, y otros, 2011; Ku, et al., 2014). Esto debido posiblemente a que

la GST ha evolucionado para constituir un mecanismo de respuesta y de defensa contra el EO.

Metales pesados

En la literatura cientifica suele considerarse MP a aquellas sustancias que presentan
determinadas caracteristicas de densidad (> 4 g/cm3), peso atémico (por encima de 20) y/o
efectos bioquimicos tdxicos para el medio ambiente y la salud. Sin embargo, a pesar de que su
nombre lo indica, la clasificacion de MP no se restringe Unicamente a los elementos que
presentan esta “naturaleza metdlica”, puesto que aunque el termino ha prevalecido, la familia de
los MP se ha expandido hasta considerarlos como un grupo de sustancias en la que se pueden
incluir metales, semimetales (As), no metales (Se) e incluso compuestos como el metilmercurio
(Londofio-Franco, Londono-Muiioz, & Munoz-Garcia, 2016)

Su presencia en el medio ambiente implica severas consecuencias en la salud de los seres vivos.
Estos pueden encontrarse en el aire, suelo, en productos alimenticios y sobretodo en ecosistemas
acudticos contaminados por via natural o antrépica (Singh, Sharma, & Marshal, 2010; Li, Kang,
Pan, Zeng, & Zhang, 2015). Dependiendo de la especie quimica, pueden provocar distintas
patologias. Los MP considerados mas téxicos son el Hg, Pb, Cd, Cr y As.

De acuerdo con (Agrawal et al., 2014), algunas patologias relacionadas con la exposicién crénica
a estos son:

+ Mercurio: Asociado con varios trastornos como necrosis tubular renal, asma, dermatitis,
esclerosis lateral amiotrdfica, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson.

+ Plomo: Inhibicién de la biosintesis del grupo hemo (grupo presente en distintas proteinas,
entre las que destaca la hemoglobina), alteracion de vias dependientes del calcio en donde
el plomo “imita el comportamiento” de este inhibiendo su participacién.

+ Cadmio: Edema pulmonar, capacidad de cruzar la barrera placentaria y alcanzar el tejido
fetal ejerciendo efectos dafiinos, neurotoxicidad, polineuropatia periférica (PNP), efectos
en enfermedad de las neuronas motoras (MND) (Rehman, Fatima, Waheed, & Akash,

2018).
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#+ Arsénico: enfermedades de la piel (hiperqueratosis, hiperpigmentacion, cancer de la piel),

hipertensidn, trastornos gastrointestinales, diabetes mellitus, trastornos neuroldgicos.

En la tabla 2 se muestran los limites permisibles para MP establecidos por la Norma Oficial

Mexicana (NOM-001-SEMARNAT-1996, 2003) en fuentes acuaticas y de suelo.

Mercurio y cadmio

El mercurio es un metal liquido a temperatura ambiente, el cual puede hallarse tanto en derivados
inorganicos como derivados orgdnicos. Elementalmente, puede emitir vapores tdxicos y su
inhalacion puede causar intoxicaciones agudas y crénicas. Sin embargo, suele encontrarse
también en forma molecular, como sulfuro o metilmercurio, este tltimo es una de las formas mas
toxicas y mas facilmente bioacumulables del metal. Entre sus consecuencias se encuentran el
dafio al sistema nervioso y al cerebro en estado fetal (Reyes, Vergara, Torres, Diaz, & Gonzalez,
2016).

A la par con el Hg, el Cd es otro metal reconocido como una especie altamente téxica, que puede
danar drganos como cerebro, higado, rifién, pulmones y testiculos. Los efectos nocivos generados
por el Cd en estos 6rganos suelen estar implicados con las ERO’s, pues hay evidencia de la
produccién de radicales libres en animales después de una sobrecarga aguda de Cd, el cual suele
provocar procesos de intoxicacion generando nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, aparicion de

tumores, entre otros (Patra, Rautray, & Swarup, 2011)
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Tabla 2. Limites maximos permisibles de concentracion de metales pesados en agua y suelo. Fuente:

Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996.

Metales Rios (uso en riego Embalses Aguas costeras Suelo (uso en riego
agricola/urbano/ naturales y (explotacion agricola) en ppm
proteccion de vida artificiales (Uso en pesqueray
acuatica) en ppm riego agricola/uso navegacién/recrea
publico urbano) en cién/estuarios) en
ppm ppm
Cadmio 0.2/0.1/0.1 0.2/0.1 0.1/0.2 /0.1 0.05
Cromo 1.0/0.5 /0.5 1.0/0.5 0.5/1.0/0.5 0.5
Mercurio 0.01/0.005 0.01/0.005 0.01/0.01 /0.01 0.005
/0.005
Plomo 0.5/0.2 /0.2 0.5/0.2 0.2/0.5/0.2 5

En trabajos previos realizados en la Universidad del Papaloapan se encontraron en la region de
Tuxtepec fuentes acudticas con presencia de MP como Hg, Cd, Pb y Cr (0.0072, 0.75, 1.2y 2.3
ppm respectivamente). Concentraciones superiores a las permitidas en este tipo de ecosistemas.
Ademas de ello en dichos lugares se lograron aislar organismos capaces de crecer en esos
ambientes contaminados. Tales organismos son: Hafnia alvei, candida parapsilosis, Penicillium sp

y Euglena gracilis (Galicia, 2013).

Hafnia alvei

Hafnia alvei pertenece al dominio Bacteria. Se trata de una bacteria gram negativa, no
esporulada, aerdbica facultativa y movil gracias a flagelos peritricos. Es perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae y al género Hafnia. Originalmente fue asignada al género Enterobacter debido
a las similitudes en sus perfiles bioquimicos, sin embargo, gracias a un estudio de hibridacion de
ADN que reveld que tenia una proporcion de union de sélo 20% con Ent. Cloacae fue,
posteriormente, reasignada a su propio género, constituyendo la Unica especie de este (Okada &

Gordon, 2013). Hafnia ha sido estudiada como un microorganismo resistente a MP en suelos y
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efluentes. En el primero se determind la presencia de esta junto con otras especies de bacterias
en muestras de suelo contaminadas por MP a causa de una fabrica industrial quimica. Lo que
sugiere una elevada capacidad de resistencia de Hafnia a estas especies quimicas (Chihching &
otros, 2008). En tanto que en el segundo estudio se evalud la resistencia y capacidad de
asimilacidon de metales como Pb, Cd y Cr por una cepa aislada de efluentes de curtiembre, la cual

mostré una mayor sensibilidad hacia Cr (Marzan & otros, 2017)

Candida Parapsilosis

Cdndida parapsilosis es una levadura perteneciente al género Candida, al reino Fungiy al dominio
Eukarya. Fue aislada por primera vez en 1928 a partir de muestras de piel y uiias de las manos de
enfermeras y otros profesionales del drea de salud, por lo que se ha establecido que esta levadura
forma parte de la flora comensal humana normal (Trevifio-Rangel, Gonzalez-Gonzalez, Garza-
Gonzdlez, & Gonzdlez, 2012). Pertenecientes también al mismo género se encuentran C.
oleophila, C. glabrata y C. albicans. No se ha estudiado la respuesta de Candida parapsilosis ante
el EQ, sin embargo, en las tres especies de candida también mencionadas se ha observado una
alta resistencia al H,0,, molécula perteneciente a las ERO’s (Jamieson, Stephen, & Terriére, 1996;
Wang & otros 2018; Liu & otros, 2012). Ademas, en cepas de Cdndida glabrata se estudid la
generacion de ERO’s inducidas por fluconazol y se evalué la susceptibilidad y resistencia a éste en
la fase de crecimiento estacionario, ademdas de la medicion de la activaciéon de enzimas

antioxidantes como Glutatién peroxidasa (GPx), SOD y GST (Mahl & otros, 2015).

Penicillium sp

Penicillium sp es un organismo perteneciente al dominio Eukarya, al reino Fungi y al género
Penicillium. Los estudios sobre GST en hongos son escasos y para el género Penicillium los escases
es mas marcada. Las enzimas GST fungicas mas caracterizadas son diferentes de las clases
comunmente encontradas en mamiferos, plantas, insectos o bacterias (McGoldrick, O'Sullivan, &
Sheehan, 2005). Sin embargo, en algunos trabajos se ha medido la actividad total de la enzima

GST en organismos que forman parte del mismo género. Para Penicillium chrysogenum (una cepa

145

€¢ J1L £ 0y22.13( ‘owslinpua.dwg ‘UgIIDINPF U3 UPIID.10GD]0I AP SIUOIID]A.1 ‘0JUINUIIOUOD [9p DLIDUIAIISIPBINN pp



importante que se utiliza para la produccién industrial de antibidticos B-lactdmicos-penicilina),
fue clonado un nuevo gen de GST conocido como PcgstB y la actividad de esta enzima fue medida
a través de la reaccion del ligante GSH con el sustrato 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB) (Yuan &
otros, 2007). En otro trabajo se evalué el efecto de Penicillium digitatum (inducido por limoneno)
en la generacién de moho verde en citricos mediante la regulacion de la homeostasis de las ERO’s.
La medicidn de la actividad de la enzima GST en este estudio mostré una relacion inversa con el
contenido de ERO’s aumentando su actividad transcurridas 5 horas, pero disminuyendo esta
después de 7 horas. Encontrando que a mayor actividad de GST, menor contenido de ERO’s en

las esporas y viceversa (Taoa, Chena, Wua, Wanga, & Lia, 2019).

Euglena gracilis

Euglena gracilis es un protista flagelado unicelular, perteneciente al género Euglena y al dominio
Eukarya. Se ha tomado como organismo modelo para la investigacidon en biologia de células
eucariotas ademas del estudio de la ecotoxicidad o genotoxicidad de diversos factores de estrés
ambiental, tales como contaminantes organicos, nanoparticulas o metales pesados (Folti'novd &
Grones, 1997; Li & otros 2009; Hua, y otros, 2015; Sdnchez-Thomas, Moreno-Sanchez, & Garcia-
Garcia, 2016). Por ejemplo, la capacidad acumulativa del Zn*? (13-65.4 ppm o 200-1,000 uM) de
Euglena gracilis klebs y su efecto en la acumulacién de Cd*?, fue evaluada, encontrando que un
aumento de zinc intracelular brinda una mayor proteccién contra la toxicidad del Cd*? y una
mayor acumulacién de este. Posicionando a Euglena gracilis como un organismo potencialmente
participante en procesos de biorremediacidon de sistemas acudticos contaminados con Cd*?
(Sdnchez-Thomas, et al., 2016). Esta capacidad de E. gracilis para eliminar MP depende
parcialmente de la formacion de complejos con la cisteina (Cys) del glutatién reducido (GSH), a
través de la formacion del complejo metal-grupo tiol. Se ha demostrado que la exposicién de
cepas de Euglena gracilis (Z y SMZ) a cadmio (alrededor de 100 uM por 8h) incrementa la
biosintesis de GSH (Santiago-Martinez, y otros, 2015; Watanabe & Suzuki, 2004). Este dato
constituye un hecho importante, dado que el GSH es el ligante utilizado por la enzima GST en el

proceso de desintoxicacion celular.
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Rattus norvegicus (wistar)

El estudio con rattus norvegicus (ratas Wistar) fue incluido para generar un panorama mas
completo respecto a la influencia de la enzima GST en distintas especies del arbol filogenético.
Las ratas de la cepa Wistar, desarrolladas en el Instituto Wistar en 1906 para su uso en la
investigacion bioldgica y médica, son una cepa de ratas que sirven como organismo modelo para
el entendimiento de diversos procesos bioquimicos llevados a cabo en mamiferos. El grupo de
investigacion de Bioquimica de la Universidad del Papaloapan ha estudiado la enzima GST y su
relacion con MP. Navarro-Moreno (1999), realizd un estudio in vivo en ratas de la cepa Wistar
expuestas a 500 ppm de Pb durante siete meses via oral. Los resultados mostraron una relacion
directamente proporcional entre la actividad de la GST y la exposicion a Pb en rifidn, orina y suero.
Por ello se propuso que el incremento de la actividad enzimatica podria implicar una relacién
directa con la formacién de las ERO’s. Hernandez (2013), establecié un modelo experimental in
vivo fundamentado quimiométricamente, en donde se reforzé la propuesta por Navarro de la
relacion entre la actividad enzimatica de la GST con el aumento de las ERO’s como consecuencia
de la intoxicacion con Pb en ratas Wistar macho. Méndez (2016) estudié la actividad de la GST in
vivo en ausencia y presencia de Pb en el rifidn y un posible tratamiento con diferentes
antioxidantes. Observé que el dafio renal por la intoxicacién con Pb aumentd la concentracion de
las ERO’s a la par con el aumento en la actividad de la GST. El tratamiento con extractos naturales,
ricos en antioxidantes externos (Aloe vera y Blue Berry) ayudaron a disminuir el aumento de las
ERO’s ocasionado por exposicidon al metal, asi como a reestablecer la actividad de la GST vy
finalmente a disminuir los dafios renales. Cruz (2016) realizé estudios de la actividad de la GST in
vivo en presencia y ausencia de Hg en el rifidn y los efectos de un tratamiento con micronutrientes
(Se y Zn) y el agente quelante acido dimercapto succinico (DMSA). Observd que la actividad de la
GST incrementd en presencia de Hg junto con un aumento de las ERO’s y una disminucidn de la
actividad de algunas enzimas del sistema antioxidante celular como la CAT, y la SOD. El
tratamiento con los micronutrientes Se y Zn activd las defensas antioxidantes enzimaticas y la
remocion del Hg con el DMSA, redujo los dafos renales y la actividad de la GST se reestablecié.
Raymundo, (2016) estudid la dinamica molecular de la interaccién de la GST con el GSH vy el

sustrato DNCB, observando los residuos involucrados en la catdlisis enzimatica, el efecto
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estructural ocasionado por el Pb y el establecimiento de un posible modelo tedrico-experimental
de la actividad de la GST y la inhibicién por Pb en experimentos in vitro.

La justificacion de este trabajo versa en que debido a su multifuncionalidad metabdlica, su
presencia y conservacién en diversos organismos, su compartimentalizacidon (microsoma, citosol
y mitocondria), aunado a la implicacion que parece mostrar en el EO, realizar un estudio en busca
de elucidar la posible relaciéon que tiene la GST como mecanismo de defensa antioxidante con el
proceso evolutivo de las especies que seran estudiadas es justificado por el hecho de que dicho
estudio puede proveer nuevas evidencias sobre el funcionamiento de esta enzima en distintas
especies y brindar un poco de luz sobre el papel de esta en el proceso evolutivo. Trabajos en los
cuales se han establecido analisis de distintas enzimas a través de estudios bioquimicos justifican
también la metodologia a seguir en este proyecto, la cual estd enfocada en desarrollar
experimentos bioquimicos complementados con herramientas de la biologia evolutiva, con la
finalidad de realizar un trabajo y analisis mds completo.

Los objetivos cubiertos en este trabajo fueron llevar a cabo un estudio dosis-respuesta evaluando,
de manera microbioldgica, el efecto de diferentes concentraciones de Hg y Cd sobre el
crecimiento de las especies Hafnia alvei, Candida parapsilosis, Euglena gracilis, Penicillium sp y
Rattus norvegicus de la cepa Wistar. Asi como eterminar las concentraciones en donde se observe
inhibicién y tolerancia a los metales Hg y Cd en las especies Hafnia alvei, Candida parapsilosis,

Euglena gracilis, Penicillium sp y Rattus norvegicus de la cepa Wistar.

Metodologia

La metodologia descrita a continuacidn aborda la forma en la que se llevard a cabo el estudio del
presente proyecto de manera que se cumplan con los objetivos planteados. La tabla 3 muestra
las especies que seran objeto de estudio en este trabajo. Cuatro de ellas se encuentran
distribuidas en el dominio Eucaria y una en el dominio Bacteria, tal y como se muestra en la figura

4.
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Tabla 3. Especies a utilizar para la realizacién del estudio bioquimico.

Bacteria Levadura Alga Hongo Mamifero
Hafnia alvei Candida Euglena gracilis Penicillium sp Ratas Wistar
parapsilosis
Archaea Eukarya
Bacteria
Bacteria verde Myxomyeota
Spirochoates  filamentoza Ent imalas

Grem
positive

Fungi

Methanosarcina
Methanobacterivm Haléfilos

Plantas
Ciliophora
Flagelados

Proteobacteria

Methanococus
Ciancbacteria

| Planctomyces Thermoproteus
Pyrodicticum
Bacteroides

Cytophaga

Tricomonadas

Microsporidias

Thermotoga

Aquifex Diplomonadas

Figura 4. Arbol filogenético que comprende las especies establecidas en los tres dominios,
Bacteria, Arquea y Eucaria. Los organismos de estudio comprenden el dominio Bacteria (Hafnia
alvei) y Eucaria (Candida parapsilosis, Euglena gracilis, Penicillium sp y ratas Wistar).

Determinacion de las concentraciones tolerantes e inhibitorias de Hg y Cd en las especies de
estudio.
Las concentraciones de Hg y Cd con las cuales se observe inhibicidén y tolerancia en el crecimiento

de las especies de estudio se determinaran con el propdsito de establecer cuales de estas se
emplearan para realizar la cuantificacion de la actividad de la GST y de las ERO’s bajo la premisa
de que evaluando concentraciones en las que no se genere inhibicién con respecto a las cuales si,
se podrd monitorear mejor la respuesta de la enzima al EO. Las concentraciones base utilizadas
de HgCl; y CdCl; comprenderan un intervalo de 0.05uM a 6.59mM. Estas elegidas debido a las
observaciones llevadas a cabo en un estudio previo, realizadas por el grupo de bioquimica de la

Universidad del Papaloapan. (Galicia, 2013)
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Hafnia alvei y candida parapsilosis

La determinacién de las concentraciones de Hg y Cd para Hafnia alvei y Candida Parapsilosis se
realizard bajo un procedimiento similar. Ambos organismos serdn sembrados por los métodos de
estria y expansion (Figura 5) para observar la morfologia colonial y microscépica y para evaluar la
inhibicidn del crecimiento radial de ambos organismos, respectivamente. En la evaluacion de la
inhibicién del crecimiento radial se utilizaran discos de papel filtro estériles embebidos en
concentraciones crecientes de HgCl, y CdCl,, los discos seran depositados y organizados en el
sembrado del microorganismo. Después de 24h se medira el didmetro del halo de inhibicién de
crecimiento. El procedimiento se efectuara por triplicado y los medios de cultivo utilizados para
H. alvei y C. Parapsilosis seran agar nutritivo (AN) y agar papa dextrosa (PDA), respectivamente.
Una vez realizada la determinacion y elegidas las concentraciones de MP a utilizar, se hara una
estandarizacion por medio de los métodos de cinética de crecimiento y unidades formadoras de
colonias (UFC) y en base a los resultados se determinaran las concentraciones a utilizar para los

experimentos de medicidn de actividad de GST y cuantificacion de ERO’s.

Penicillium sp.

, Sembrado por expansion
Sembrado por estria

Figura 5. Representacion de las técnicas de sembrado por estria y por expansion.

Para Penicillium sp el sembrado serd generado por los métodos de picadura y microcultivo. El
primero utilizado para observar el efecto de las diferentes concentraciones en el crecimiento del
hongo en el medio de cultivo PDA (medio especifico para el crecimiento de hongos) (Faddin, 1985;

Ito, 2001), al cual se le afiadiran las diferentes concentraciones de metales pesados a evaluar. Una
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vez que se seleccionen las concentraciones en donde se observe inhibicion y tolerancia se llevara
a cabo una estandarizacion por medio del conteo de UFC (Faddin, 1985), para después por medio
del método de micro cultivo evaluar los efectos microbioldgicos, asi como la determinacién de

ERO’s y la actividad de la GST.

Euglena gracilis

Euglena gracilis sera sembrado en un matraz en el medio Hutner (medio acido organotréfico
suplementado con glutamato y malato como fuentes de carbono) bajo agitacién constante por
24h. Después de transcurrido ese tiempo se procederd a contar el nimero de organismos
mediante una cdmara de Neubauer, determinando el nimero de euglenas por mililitro.
Posteriormente se ajustara la cantidad de microorganismos para sembrarse en medios de cultivo
suplementados con las diferentes concentraciones de los metales pesados Hg y Cd. Transcurridas
24h se tomaran alicuotas para contar los microorganismos y hacer los cdlculos matematicos
necesarios para determinar el efecto de cada metal sobre el crecimiento de las algas. Se realizara
pues una cinética de crecimiento evaluando los tiempos dptimos para realizar la cuantificacién

de la actividad de la GST y las ERO’s.

Rattus norvegicus de la cepa wistar

En el caso de las ratas Wistar se utilizaran soluciones de HgCl, y CdCl, (25 mg y 50mg/Kg de peso,
respectivamente) basado en trabajos precedentes en donde se ha determinado la dosis a la cual
se observa un efecto negativo general en los animales de experimentacion bajo esas condiciones
(Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951; Habig, 1974)

Resultados y discusidn preliminar

La actividad desempenada en el proyecto actualmente consta de la determinacion de las
concentraciones inhibitorias y tolerantes de Hg y Cd para los organismos H. alvei y C parapsilosis.
Enlatabla 4y 5 se muestra la asignacidn de las distintas concentraciones utilizadas en el intervalo

establecido y los valores del diametro de inhibiciéon obtenidos para cada concentracion,
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respectivamente. En las tablas subsecuentes (6, 7, 8 y 9) se relacionan las concentraciones de MP

utilizados con respecto al didametro de inhibicién resultante de la exposicion.

Tabla 4. Asignacidn para las concentraciones de HgCl, y CdCl, utilizadas en el método de crecimiento radial para H. alvei y C.
Parapsilosis

Asignacion [HgCl,] Asignacion [CdCl;]
1 6.59mM 1 6.59mM
2 5.66mM 2 5.66mM
3 1.95mM 3 1.95mM
4 0.75mM 4 0.75mM
5 0.67mM 5 0.67mM
6 0.33mM 6 0.60mM
7 0.24mM 7 0.33mM
8 0.12mM 8 0.24mM
9 0.10mM 9 0.12mM
10 0.05mM 10 0.05mM
11 3uM 11 10umMm
12 0.5uM 12 5umM

13 0.1pM 13 0.1pM
14 0.05uM 14 0.05uM
15 0.01pM

La etiqueta fue establecida en orden decreciente, asignando el nimero 1 a la concentracién de
HgCl, y CdCl, mas alta (6.59mM), y el nimero 14 y 15 para las concentraciones mas bajas (0.05uM
y 0.01uM, respectivamente).

La tabla 5 muestra los valores de los didmetros de inhibicién obtenidos para las distintas
concentraciones de HgCl, y CdCl, utilizadas. Esta se distribuye en dos columnas principales,
correspondientes a los microorganismos estudiados, seguido de cuatro columnas por
microorganismo, dos de ellas pertenecientes a las concentraciones y las otras dos a los didmetros
de inhibicién resultantes. En las columnas pertenecientes a las concentraciones se muestra la

asignacion seguida de la concentracion establecida (nUmero: concentracion).
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[HgCl2]

6.59mM

5.66mM

1.95mM

0.75mM

0.67mM

0.33mM

0.24mM

0.12mM

0.10mM
10:
.05mm
11: 3pM
12: 0.5pM
13: 0.1pM
14:
0.05uM
15:
0.01uM

Tabla 5. Didmetros de inhibicién generados por las concentraciones de HgCl, y CdCl,
C. parapsilosis

Halo

inhibicion

2.26 cm

2.06 cm

1.56 cm

1.23 cm

1.13cm

0.93cm

0.93 cm

lcm

lcm

0.65 cm

[CdCl3]

6.59mM
5.66mM
1.95mM
0.75mM
0.67mM
0.60mM
0.33mM
0.24mM
0.12mM
10:
.05mM
11: 10pM
12: 5uM
13: 0.1pM

14:
0.05um

Halo

inhibicion

3cm

2.76 cm

2.23cm

1.33cm

1.33cm

1.53cm

1.05cm

[HgCl2]

1:
6.59mM

5.66mM
1.95mM
0.75mM
0.67mM
0.33mM
0.24mM
0.12mM
0.10mM
10:
.05mM
11: 3um
12: 0.5pM
13: 0.1pM
14:
0.05puM

15:
0.01um
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H. alvei

Halo

inhibicion

1.96cm

1.96cm

1.30cm

1.06 cm

0.96cm

0.80cm

0.65cm

0.60cm

[CdCI3]

6.59mM
5.66mM
1.95mM
0.75mM
0.67mM
0.60mM
0.33mM
0.24mM
0.12mM
10:
.05mM
11: 10pM
12: 5uMm
13: 0.1pM

14:
0.05um

Halo

inhibicion
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Inhibicion de crecimiento radial de hafnia alvei expuesta a HgCl, y CdCl,

Hafnia alvei mostré una capacidad de tolerancia variable de acuerdo a la especie metdlica a la
que fue expuesta. En Hg se comenzd a ver inhibida a los 0.12mM (32.6ppm) de la solucién de
HgCl, (tabla 6). En tanto que para CdCl,, incluso la mas alta concentracién de esta especie
(6.59mM=1208ppm) no provocd la inhibicidn del crecimiento del organismo (tabla 7). Estos datos
revelan la alta capacidad de tolerancia de este microorganismo con respecto a la exposicion de
distintas concentraciones de Hg y Cd. Dichas concentraciones, expresadas en ppm, superan
ampliamente los limites permisibles para MP establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-

001-SEMARNAT-1996, en fuentes acudticas y de suelo, mostrados en la tabla 2.

Tabla 6. Halos de inhibicidn generados por HgCl, en Hafnia alvei.

H. alvei/HgCl, Concentraciones 1-5 Concentraciones 6-10 Concentraciones 11-15

Asignacion i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Didametro de inhibicién 1.9 19 13 10 0.9 08 06 06 -- - S [ [N [T
(cm) 6 6 0 6 6 0 5 o0

Halo de inhibicion

Tabla 7. Halos de inhibicién generados por CdCl, en Hafnia alvei
H. alvei/cdcl, Concentraciones 1-5 Concentraciones 6-10 Concentraciones 11-15
Asignacion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Diametro de inhibicién
(cm)
Halo de inhibicion

La evidencia anterior sugiere que este microorganismo debe poseer un mecanismo de defensa
altamente calificado para combatir la toxicidad generada por estos MP. En bacterias, por ejemplo,

un mecanismo de defensa contra la exposicién a Hg esta basado en la reduccidon enzimatica del
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Hg inorganico (Hg*?) a su forma metdlica, menos téxica y volatil (Hg®), catalizada por la reductasa
mercurica. El proceso se lleva a cabo a través de la captura y transferencia del Hg*? por parte de
las cisteinas de proteinas encargadas de llevar el metal a la reductasa. El primer paso es la captura
del metal en el exterior por las cisteinas de la proteina periplasmica (MerP), la cual transfiere el
Hg*? a otro par de cisteinas de la proteina membranal (MerT), quienes a su vez lo transfieren a las
cisteinas presentes en la reductasa y las cuales son las encargadas de conducir el Hg*? al sitio
activo de la enzima. Asi, en este proceso se procura que el Hg*? no se encuentre libre, protegiendo
el citoplasma de la toxicidad del metal (Moreno-Sanchez & Cervantes, 1999). En el caso del Cd,
las bacterias gramnegativas (a la cuales pertenece H. alvei) tienen mecanismos basados en
sistemas de transporte especializados en las cuales intervienen un transportador de la membrana
interna, un transportador de la membrana externa, y un polipéptido que atraviesa a ambas
membranas y que sirve de puente para asegurar que los cationes sean expulsados al exterior de
la célulay no sélo al espacio peripldsmico. Se ha establecido también que este proceso ocurre por
un sistema antiportador Cd/H*. (Diels, Dong, van der Lelie, Baeyens, & Mergeay, 1995; Nies, 1995;
Nies & Silver, 1995). Otro mecanismo de resistencia al Cd se basa en la sintesis de proteinas ricas
en cisteinas capaces de capturar los iones del metal (Higman, Sadler, & Scawen, 1984).
Inhibicion de crecimiento de candida parapsilosis expuesta a HgCl, y CdCl;

Candida Parapsilosis mostré una tendencia similar a Hafnia alvei en el sentido de presentar una
tolerancia mayor para Cd que para Hg. Para C. parapsilosis/Hg se comenzaron a observar sutiles
halos de inhibicién de aproximadamente 0.65cm de diametro a una concentracién de HgCl, de
0.05mM (13.5ppm), estos halos incrementaron con respecto al aumento de la concentracion de
HgCl, (tabla 8). En tanto, en lo que respecta a C. parapsilosis/Cd la inhibicidn se presenté a
concentraciones por encima de los 0.24mM (55ppm) (tabla 9). Aun asi, ambas concentraciones
en las que el crecimiento del microorganismo apenas comenzé a verse inhibido superan los
limites permisibles para MP definidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996
(tabla 2).
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Tabla 8. Halos de inhibicién generados por HgCl, en Candida Parapsilosis.

C. Parapsilosis/HgCl, Concentraciones 1-5 Concentraciones 6-10 Concentraciones 11-15

Asignacion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Diametro de inhibicion 22 20 15 12 1.1 0. 0. 1 1 o
(cm) 6 6 6 3 3 93 93 65

Halo de inhibicion

Tabla 9. Halos de inhibicion generados por CdCl, en Candida Parapsilosis.

C. Parapsilosis/CdCl, Concentraciones 1-5 Concentraciones 6-10 Concentraciones 11-15

Asignaciéon i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Didmetro de inhibicién 3 27 22 13 13 1.5 1.0 - - -
(cm) 6 3 3 3 3 5

Halo de inhibicion

Candida Parapsilosis es una levadura perteneciente al reino fungico, algunos de los mecanismos
bioldgicos implicados en la supervivencia de este tipo de organismos a la exposicién a MP son la
transformacién de especies metadlicas (reacciones oxido-reduccion), la precipitacion extracelular,
la impermeabilidad o la biosorcién a paredes celulares (Moreno-Sanchez & Cervantes, 1999). La
formacién de complejos entre el metal y diversas moléculas también constituye otro mecanismo
relevante en el procesamiento de MP. Por ejemplo: las fitoquelatinas (FQ) o cadistinas, que

inducidas en los hongos por la presencia de MP con capaces de formar complejos con estos (Grill,
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Loeffler, Winnacker, & Zenk, 1989). Otras proteinas muy importantes ricas en cisteinas que
pueden formar complejos proteina-MP son las metalotioneinas (MT) cuyo disefio bioldgico
permite captar distintos metales. Levaduras como S. cerevisiae, C. glabrata y S. pombe por
ejemplo, presentan un mecanismo predominante de captacion de Cd basado en la formacién del
complejo MT-Cd (Yu, Santhanagopalan, Sewell, Jensen, & Winge, 1994).

Ademads de estos mecanismos mencionados, tanto para hafnia como para candida, en este
trabajo se propone también a la enzima GST como posible factor de defensa contra los MP,
debido a que ha exhibido la facultad de responder ante el EO, mecanismo subyacente de toxicidad
de los MP. Esta respuesta puede deberse al hecho de que esta enzima contiene varias cisteinas
en su estructura, las cuales, como ya se menciond, son aminodcidos que ejercen un papel
importante en los mecanismos de desintoxicacion de MP. Otra posibilidad es el uso del GSH por
parte de la GST como agente quelante y/o antioxidante en la reconstitucién del equilibrio redox
desplazado por la presencia intracelular de MP (Tapia, 2002). Puesto que en el metabolismo de

xenobidticos la enzima utiliza al GSH como ligante de las reacciones de desintoxicacion.

Conclusiones parciales

En ambos organismos se vislumbra la elevada tolerancia que parecen presentar ante la exposicion
a Hg y Cd, acentuandose dicha tolerancia para esta ultima especie quimica. Se puede observar
gue, independientemente de la fuente, los microorganismos hasta ahora estudiados (hafnia alvei
y candida parapsilosis) mostraron soportar concentraciones de Hg y Cd mucho mayores que las
concentraciones nocivas consideradas para seres humanos.

Por tanto, el siguiente paso con respecto al estudio de estas especies consiste en la eleccidn de
las concentraciones a utilizar para realizar el posterior analisis de la actividad de la enzima GST y
la cuantificacion de ERO’s. Para ello se seleccionaran las concentraciones de Hg y Cd que
generaron mayor y menor inhibicion, asi como una concentracién intermedia (mostradas en la

tabla 10).
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Tabla 2. Concentraciones seleccionadas para el analisis de la actividad de la GST y la cuantificacion de ERO’s en las especies C.
parapsilosis y H. alvei.

Organismo HgCl, 1 HgCl» 5  HgCl, 10  cdCl, 1 cdcl,4  cdcl, 7

C. parapsilosis 6.59mM 0.67mM 0.05mM 6.59mM 0.75mM 0.33mM

Medio: PDA (1321ppm) (134ppm) (10ppm) (740ppm) (84ppm) (37ppm)

Organismo HgCl, 1 HgCl. 4  HgCl, 8  CdCL X cdCl,X  CdCl; X
H. alvei Medio: 6.59mM 0.75mM 0.12mM
AN (1321ppm) (150ppm) (24ppm)

No obstante, dado que H. alvei no presentd inhibicion alguna con CdCl, en el rango de
concentraciones estipulado, se procedera a preparar una serie de concentraciones mas altas de
CdCl, para determinar aquellas que seran utilizadas para la mediciéon de GST y ERO’s. De igual
forma se evaluaran los efectos producidos por las concentraciones de la tabla 5 en las especies
Penicilium sp y Euglena gracilis. En el caso de las ratas Wistar, estas seran expuestas a HgCl, y
CdClI; por los métodos ya sefialados para su estudio.

Todas estas actividades mencionadas estan dirigidas en el marco de las labores a realizar a partir

de los resultados plasmados en los avances de este trabajo.
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