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RESUMEN

El presente trabajo de Tesis se realizd con el objetivo de explorar la idea de
las proteinas de los cuerpos de inclusion como una posible respuesta al estrés
ocasionado por la exposicion a plomo. Se partié del conocimiento de que una
proteina que posea la capacidad de expresarse en diferentes organismos en
situaciones que representen condiciones adversas puede considerarse una
proteina de estrés. Bajo la concepcidn anterior este trabajo muestra los
resultados relacionados con el inicio del estudio del efecto de la exposicion a
plomo en cepas de bacterias aisladas de diferentes ambientes acuéticos
contaminados y no contaminados con metales pesados. En una segunda
etapa se estudiara la presencia de las proteinas de cuerpos de inclusion en

estos microorganismos.

Las bacterias poseen determinados sistemas de resistencia que les confieren
la capacidad de sobrevivir en ambientes adversos. Muchos de estos sistemas
se encuentran dentro de pldsmidos o material genético definido. Ejemplos de
lo anterior los constituyen las bacterias resistentes a cadmio, cobre cromo,
mercurio y otros metales. Sin embargo, para el caso del plomo no se han

reportado mecanismos que confieran a las bacterias resistencia a este metal.

En este trabajo se aislaron tres cepas provenientes de un ambiente
contaminado con metales pesados, un ambiente formado por aguas negras y
un ambiente libre de contaminantes. Las cepas fueron caracterizadas e
identificadas como Hafnia alvei, Bacillu pumillus (cepa Eco) y Bacillus pumillus
(cepa Playa de mono). Los nombres Eco y Playa de mono fueron empleados
para diferenciar a cada una de estas cepas bacterianas y hacen referencia
tanto a sus caracteristicas microscépicas como a los lugares de donde fueron

aisladas.
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RESUMEN

Se realizaron estudios microbiolégicos. coloniales y bioquimicos y los
resultados obtenidos demostraron que el comportamiento de las bacterias en
presencia del metal dependié del medio del cual las bacterias fueron aisladas.
Hafnia alvel, aislada de un medio natural contaminado con plomo (1.2 ppm) y
cromo (2.3 ppm), constituyo la cepa bacteriana que presenté mayor tolerancia
a la exposicion a concentraciones crecientes de plomo en el medio de cultivo.
Lo anterior se reflejé en su comportamiento a lo largo de todos los parametros

determinados en este trabajo.

Se iniciaron los estudios de determinacion de la presencia de las proteinas y
se observaron algunas de las bandas proteicas en las bacterias, mismas que
correspondieron al peso molecular de las proteinas de cuerpos de inclusion
(32 KDa). La presencia de las bandas proteicas varié en funcién de la cepay

la dosis de plomo utilizada.

Este trabajo constituye un aporte al conocimiento del efecto del plomo en tres
cepas bacterianas de las que no se tienen antecedentes sobre su
comportamiento ante la presencia de este agente téxico. Los resultados
obtenidos nos podran ayudar a comprender como el plomo puede ocasionar
dafios a las células bacterianas y como las células responderan ante el
rompimiento de su homeostasis ocasionado por la presencia de este metal.
Por ello este trabajo tiene el valor de constituir la primera parte de un estudio
gue pretende comprobar la hipotesis de que las proteinas de estrés (como las
gue se expresan en los cuerpos de inclusion) podrian constituir un mecanismo

de defensa bacteriano contra la intoxicacién con plomo.
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[. INTRODUCCION

1.1.- LA CONTAMINACION Y LOS METALES PESADOS.

El término contaminacion ambiental era desconocido como tal hasta hace
algunas décadas, actualmente se le reconoce como un término que engloba
todas las formas que el ser humano ha desarrollado para dafiar el medio en el
cual habita. Los agentes contaminantes son todos aquellos elementos,
compuestos o sustancias que no tienen un papel funcional en los seres vivos
y su clasificacion puede hacerse dependiendo de sus caracteristicas fisicas,
quimicas y biologicas. Entre los agentes que contaminan al medio ambiente
se encuentran los metales pesados. Se ha calculado que la contaminacion
mundial anual por metales pesados excede a la contaminacion combinada por

desechos radiactivos y organicos (Nriagu-Pacyna, 1988).

El impacto ambiental de los contaminantes metalicos en suelos y sedimentos
es estrictamente dependiente de la capacidad de formacion de complejos
entre éstos y los componentes del medio asi como su respuesta a las
condiciones fisicoquimicas y bioldgicas de su entorno. Los metales pesados
constituyen especies quimicas no biodegradables, por tal motivo una vez
presentes en el medio ambiente, pueden distribuirse en aire, agua y suelo.
Muchas veces los metales cambian su estado de oxidacion sedimentando en
los lodos, o incorporandose a los seres vivos. Los procesos de adsorcion y
formacién de complejos en medios naturales son responsables de que la
mayor parte de metales pesados se acumulen en los solidos en suspension
incorporandose, rapidamente, a los sedimentos donde se presentan los
mayores niveles de concentracion de estos contaminantes. Como resultado
de las interacciones anteriores, los sedimentos juegan un papel muy
importante en la regulacion de la calidad del agua. Por su parte las aguas
intersticiales en contacto directo con los sedimentos actian como fuente o
sumidero de estos contaminantes y en ellas se observan concentraciones

intermedias entre las aguas superficiales y los sedimentos (Vullo, 2003).
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[. INTRODUCCION

Debido a lo anterior, las caracteristicas fisicas o quimicas del agua podrian
sufrir un cambio perjudicial el cual influiria nocivamente en el desarrollo de la
vida en la biosfera (Manahan, 2007). El aire y la tierra cursan por la misma
situacion, debido a la existencia de los ciclos biogeoquimicos, los cuales

funcionan al interrelacionarse entre si.

Lo anterior implica que el problema de contaminacion ambiental y todos los
dafos que esta ocasiona conforman un tema de gran importancia, por lo cual

su estudio ha incrementado con el paso del tiempo.

La contaminacion ambiental es un fendmeno que afecta directa e
indirectamente la salud de las poblaciones al alterar el equilibrio de los
ecosistemas. Sin embargo actualmente se sabe que la mayoria de los
organismos pueden residir en areas donde la contaminacién ambiental es
superior a los limites establecidos como saludables ya que, muchos de ellos,
han adquirido la capacidad de adaptarse y desarrollar tolerancia a las
concentraciones existentes de los distintos contaminantes, entre ellos los
metales pesados. Lo anterior se encuentra determinado, en su mayoria, por
componentes genéticos que pueden conferir propiedades de tolerancia,
mismas que se manifiestan en forma de diferentes procesos celulares y
bioquimicos cuya finalidad es disminuir la concentracién de los elementos

toxicos.

Los mamiferos y las plantas constituyen sistemas biolégicos complejos que
estan organizados en diversos niveles, desde el molecular-celular hasta el
conformado por fluidos, tejidos y O6rganos. Todos constituyen sistemas
abiertos, los cuales intercambian materia y energia con su medio ambiente a
través de numerosas reacciones bioquimicas que se encuentran en un estado
estacionario dinamico dentro de la célula. Cuando este estado se pierde, como
consecuencia de la exposicion a diversos agentes toxicos (como los metales

pesados), la célula trata de disminuir la concentracién de los mismos.
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[. INTRODUCCION

Uno de los mecanismos de defensa celular mas estudiados relacionado con la
exposicion a metales pesados es la interaccion de éstos con macromoléculas
proteicas como las metalotioneinas (Silbergeld, 2000) y las fitoquelatinas
(Herranz, 2010).

Los microorganismos de vida libre, también pueden presentar tolerancia a
metales pesados. Uno de los ejemplos mas estudiados lo constituye Euglena
gracilis un protista de vida libre que puede desarrollar mecanismos de
tolerancia a concentraciones altas de cadmio, mercurio y plomo, entre otros
metales, ya que es capaz de desarrollar resistencia a concentraciones toxicas
de estos elementos, empleando diferentes mecanismos como la induccién de
fitoquelatinas (proteinas ricas en grupos sulfhidrilo) que pueden unir

concentraciones elevadas de cadmio (Navarro, 1995).

Lo anterior refleja la elevada preocupacion por la presencia de contaminantes
quimicos en el medio ambiente mismos que pueden incluir compuestos
organicos e inorganicos procedentes de fuentes industriales, agricolas y de

desechos urbanos.

En el presente trabajo nos enfocaremos al problema de contaminacion del
agua reflejado como el efecto del plomo sobre el metabolismo de bacterias

aisladas de diferentes efluentes de la Cuenca del Papaloapan, México.

1.2.- METALES PESADOS.

Se definen como “metales pesados” aquellos elementos quimicos que
presentan una densidad mayor a la del agua (1.8 g/ml) cuando estan en forma
elemental o cuyo niumero atémico es superior a 20 (excluyendo a los metales

alcalinos y alcalinotérreos).
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[. INTRODUCCION

Por lo general estos metales resultan toxicos a los seres vivos debido a que
no presentan ningun papel celular que contribuya al mantenimiento de la
integridad de las funciones que definen la vida. En general se trata de
elementos cuyo aumento en el medio ambiente es consecuencia de las
actividades (industrial y minera principalmente) del hombre, quien los extrae
del subsuelo o los produce en exceso desechandolos al ambiente de manera
no controlada. En menor porcentaje, el exceso de elementos metalicos puede
deberse a fendmenos geoldgicos (Ndzangou, 2005). La figura 1 muestra los
metales pesados mas estudiados los cuales originan perturbaciones y pérdida
del equilibrio natural. En menor porcentaje, el exceso de elementos metélicos
puede deberse a fendbmenos geoldgicos. En las dltimas décadas se ha
incrementado la contaminacién de la atmdsfera, los rios, los océanos y los
suelos por metales pesados como consecuencia de la actividad industrial, la
explotacion minera y el desecho de pilas alcalinas al medio ambiente
(Carabias, 1999).

o

Figura 1. Tabla periédica de elementos quimicos (los circulos sefialan los metales

pesados mas estudiados) (www.ptable.com, 2012).

Jade Alejandrina Galicia Apolinar
Lic. en Ciencias Quimicas 4


http://www.ptable.com/

[. INTRODUCCION

Particularmente, en la ciudad de San Juan Bautista Tuxtepec, localidad donde
se realizo este trabajo, se ha incrementado la contaminacion del importante
caudal del rio Papaloapan, el cual forma la segunda cuenca hidrolégica del
pais, mismo que atraviesa esta localidad. Lo anterior se debe a la alta actividad
industrial y la mala disposicién de los desechos organicos e inorgénicos.
Ademas, las aguas negras del arroyo Moctezuma (figura 2), el cual recoge los
desechos de casas habitacion y hospitales, llegan a este importante caudal,
aumentando el grado de contaminacion por incremento de sustancias toxicas.
Se han detectado metales pesados como mercurio (Hg), plomo (Pb) y cadmio

(Cd) en muestras de agua de este arroyo.

Figura 2. Arroyo Moctezuma localizado en la zona centro de San Juan Bautista

Tuxtepec, Oaxaca (acervo personal).

Debido al exceso de los metales pesados en la naturaleza, estos pueden
incorporarse a los organismos mediante absorcion ya sea por via cutanea,
respiratoria o gastrointestinal. Una vez dentro de la célula pueden competir con
metales esenciales y ocasionar alteraciones estructurales y funcionales en

muchas macromoléculas vitales (Calderon, 2008).

Segun Nieboer y Richardson (1980), los metales pueden dividirse en tres
clases de acuerdo con su reactividad con los grupos funcionales de las

biomoléculas. Estas clases se mencionan a continuacion.
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[. INTRODUCCION

+ Clase A: Metales gue reaccionan con el oxigeno (Oz), como el aluminio
(Al), el calcio (Ca), el estroncio (Sr) y el bario (Ba).

+ Clase B: Metales que reaccionan con el azufre (S), como el cobre (Cu),
el mercurio (Hg) y la plata (Ag).

% Clase C: Se encuentran los metales con afinidad intermedia como el
hierro (Fe): el cobalto (Co), el niquel (Ni), el zinc (Zn), el antimonio (As),

el cadmio (Cd), el plomo (Pb), y el cobre (Cu).

Para la mayoria de los seres vivos la exposicion a niveles bajos o elevados de
metales pesados (entre los que se pueden mencionar cadmio, mercurio,
cromo, niquel y plomo) puede resultar extremadamente tdxica. Estos metales
pueden formar iones metalicos con valencias de 1* a 3*. Estas especies son
las que resultan extremadamente toxicas y suelen entrar a la célula a través
de los mismos sistemas de captacion que utilizan los iones metalicos
fisiolégicamente importantes como calcio, magnesio, cobre y zinc (Moreno-
Sanchez, 1999).

1.3.-EFECTOS DE METALES PESADOS EN LAS CELULAS.

Los metales pesados (por ejemplo cadmio, mercurio, cromo y plomo)
desencadenan fendmenos citotdxicos debido a que por lo general este tipo de
elementos no son requeridos para ninguna funcién bioldgica (Valle, 1972). En
los organismos vivos, los efectos de la exposicibn a metales pesados se
pueden manifestar en cualquiera de los diferentes niveles de organizacion
bioldgica incluyendo macromoléculas, organelos subcelulares, células, tejidos,
sistemas y organismos completos. Lo anterior origina que entre los principales
dafios ocasionados por la exposicibn a metales pesados; ya sea como
contaminantes Unicos o formando mezclas, se encuentren: la alteracion de la
estructura y funcion de las proteinas, el estrés oxidativo y el dafio al material
genético (Walter, 2001; Gordon, 2000).
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[. INTRODUCCION

La intensidad del dafio depende, entre otros factores, de las caracteristicas
fisicoquimicas del metal en cuestion y de las propias del organismo afectado.
Entre las primeras se incluyen el estado fisico, las propiedades ionicas y
moleculares (entre las que se encuentran el tamafo del i6n, la geometria, el
estado de oxidacion y la electronegatividad) asi como la reactividad (misma
que se refleja como la tendencia a formar enlaces covalentes o enlaces
i6nicos; la formacion de complejos y su estabilidad, asi como la formacion de
radicales), la solubilidad y el tamafio de particula. De la misma manera influyen
algunos fendémenos biolégicos como la compartamentalizacion, la
biodisponibilidad, el tiempo de residencia biol6gica y la resistencia del huésped
(Nieboer, 1996).

Todo lo anterior ha determinado la relevancia del estudio del efecto de los
metales dentro de los diferentes niveles de organizacion celular incluyendo
microorganismos, plantas, animales y humanos. Como ejemplo de lo anterior,
se puede mencionar que cuando algunas sales de metales son ingeridas por
mamiferos, estas se absorben por el organismo preferentemente por las vias
digestiva y respiratoria, acumulandose facilmente y afectando principalmente
los sistemas gastrointestinal, nervioso, muscular y renal. A su vez se ha
observado que pueden existir diferentes formas de dafio originadas por
exposicién a metales pesados. Uno de los casos mas estudiados lo constituye
el riién, érgano donde los metales pueden dafar la estructura de los tabulos
proximales generando cambios morfolégicos que se caracterizan por la
degeneracion de las células epiteliales ocasionando, en la mayoria de los
casos, falla renal caracterizada por filtracion glomerular disminuida, fibrosis

intersticial y alteraciones vasculares severas (Figura 3).
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[. INTRODUCCION

Metales pesados
Absorben
Cisterna Sistema Sistema Rifidm

Nerrioso Musmmlar Gastrointestinal *

Dafioa los ibules
procrimales

Filtraciém glomerular disminuida l
Fibrosis interstcial Falla Degeneracion de
renal € células tubulares

Alteradones vasoulares severas

Figura 3. Dafio generado por metales pesados en el rifion. (Modificado de Diamond, 1998)

1.4.- RESPUESTA CELULAR ANTE LA PRESENCIA DE METALES
PESADOS.

A) HUMANOS, ANIMALES Y PLANTAS.

En general muchas de las respuestas que desencadenan las células
expuestas a metales pesados tienen como principal objetivo reducir la
concentracion de los mismos, en forma de iones libres, con el fin de prevenir
o limitar sus interacciones con macromoléculas biologicas sensibles. Uno de
los mecanismos de proteccién celular mas estudiada estéa relacionado con la
disminucién de la concentracion de los metales toxicos en forma de iones. Este
mecanismo se ha asociado con un fenémeno caracterizado por union de estos
elementos a pequefias moléculas de naturaleza diversa, cuya estructura les
confiere propiedades de quelacion. De la misma manera, los metales se

pueden unir a macromoléculas funcionales como las proteinas.
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En cualquiera de los casos se tiene como resultado ya sea la acumulacion
intracelular o la excrecion de complejos ibn-quelante. Se ha observado que
muchos de los compuestos quelantes adquieren esa caracteristica debido a
su composicion molecular, sin que necesariamente su funcién normal se
involucre en los procesos de detoxificacion. Por otro lado existen mecanismos
bien definidos cuyo papel es, precisamente, la proteccién celular. Bajo este
contexto varios estudios en células de mamiferos han demostrado que uno de
los mecanismos de defensa celular, mas comun durante la intoxicacion por
metales pesados, es su union con diversas proteinas. Como principales
ejemplos de este mecanismo de secuestro proteico se encuentran las
metalotioneinas (MT) (Figura 4) sintetizadas por células de animales y las
fitoquelatinas (FQ) (Figura 5) sintetizadas por plantas y algunos
microorganismos como las algas verdes. Ambas tienen la propiedad de ser
inducidas cuando hay presencia de iones como zinc o cadmio y ambas poseen
una via de sintesis celular, la cual se encuentra perfectamente regulada
(Moreno-Sanchez, 1999). Lo anterior no implica que solo existan dos
proteinas, ya que se han encontrado otras proteinas implicadas en diversos
mecanismos de defensa celular contra metales pesados, como se explica a

continuacion.

Figura 4. Motivo estructural de la Figura 5. Motivo estructural de la
metalotioneina dividida en dos dominios fitoquelatina. Se indican los angulos que
ay B (Tomado de Kagi y Kojima, 1987). conforman un plano peptidico y los grupos

sulfhidrilo (Tomado de Herranz, 2010).
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La via de sintesis de las metalotioneinas (MT) se induce a nivel transcripcional
y las células seleccionadas para tolerancia a metales pesados pueden
presentar amplificacion de los genes para estas proteinas. Lo anterior se
puede originar por una gran variedad de estimulos, entre los que se incluyen
ciertos metales, hormonas, toxinas y el estrés, siendo los primeros los
inductores méas potentes, la tabla 1 muestra algunos factores que inducen la
sintesis de metalotioneinas.

En mamiferos, la sintesis de la proteina se induce durante el desarrollo normal
y la diferenciacion, pero también puede inducirse por estrés oxidativo, mientras
gue este proceso en microorganismos depende de la especie. Por ejemplo en
los hongos el cobre parece ser el Unico metal inductor de metalotioneinas
(Ureia, 2007).

Tabla 1. Factores que inducen la sintesis de metalotioneinas (Tomado de Urefia, 2007).

Factores Ejemplos
lones metalicos Cd, Zn, Mg, Hg, Pb, Cr, Bi, Ni, Ag, Co.
Factores de estrés Temperaturas elevadas, exposicion a radiacion X y UV,

elevada presion parcial de Oz, falta de alimento, infeccion,
estrés fisico, hipotermia, alteracién de la salinidad.
Hormonas y mensajeros Glucocorticoides, progesterona, estrégeno, insulina,

secundarios glucagon, adenosina, Adenina Monofosfato ciclica (AMPc),
diacilglicerol.

Agentes inflamatorios Lipopolisacaridos, dextrano, endotonina.

Agentes citotéxicos Etanol, butirato, agentes alquilantes, &cidos grasos,

cloroformo, tetracloruro de carbono, formaldehido, etionina,
uretano, D-penicilamina, estradiol.

La biosintesis de las fitoquelatinas (FQ) se lleva a cabo en el citoplasma y se
inicia al adicionar unidades y-glutamil-cisteina a glutation. La presencia de
uniones y-carboximida implica que este enlace no se sintetiza directamente
via ARNm y por ello no se pueden usar los oligonucleotidos de su secuencia
para reconocer los genes que originan la sintesis. El proceso requiere de las
mismas enzimas que la sintesis de glutation. La y-glutamilcisteina sintetasa se
inhibe con butionina sulfoximina. En la segunda etapa de la biosintesis, el

glutation puede ser sustituido por homoglutation en algunas especies.
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La enzima (y-Glu-Cis)n-Gli sintetasa, o fitoquelatina sintetasa, adiciona
residuos y-Glu-Cis a la cadena ya formada, de este modo las células con mas
glutation que (y-Glu-Cis)2-Gli produciran mas (y-Glu-Cis)2-Gli, mientras que
aquellas que tienen (y-Glu-Cis)2-Gli en mayor proporcion que el glutation,
elaboran mas (y-Glu-Cis)s-Gli (Rauser, 1990). La figura 6 muestra la ruta de

biosintesis de las fitoquelatinas.

Glu + Cis
ATP = y-Glutamilcisteina
At sintetasa
ADP + Pi
y-Glu-Cis
(B-Ala) Gli = B
Glutation
ATP sintetasa
ADP + Pi

y-Glu-Cis—Gli (Y-Glu-Cis-B-Ala)
(Glutatién) . (Homoglutation)

Glutation ) )
Fitoguelatina

sintetasa

Y-Glu-Cis—y-Glu-Cis-Gli
(y-Glu-Cis)n-Gli

Figura 6. Biosintesis de fitoquelatinas (Modificado de Moreno-Sanchez, 1999).

Cuando los iones metalicos entran a la célula y no existen mecanismos para
eliminarlos, ocurriran los dafios celulares. Entre ellos se encuentra la
generacion de estrés oxidativo mismo que es desencadenado por un gran
namero de iones metdlicos. Estos pueden llevar a cabo reacciones tipo Fenton
y por ello dar origen a la produccion de especies reactivas de oxigeno. La
figura 7 muestra las reacciones por medio de las cuales se generan especies

reactivas de oxigeno a partir de iones metalicos.
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Figura 7. Reacciones en las que se generan especies reactivas de oxigeno a

partir de iones metalicos (Tomado de Birben, 2012).
Las metalotioneinas, son proteinas pequefas, con alto contenido de grupos
sulfhidrilo. Por esta razén se han convertido en buenos agentes quelantes de
iones metalicos, ya sea de los llamados biometales (Fe3*, Cu?*, Zn?*, Se**)
como de los metales toxicos (Cd?*, Cr*, As?*). Estas proteinas evitan la
participacion de los metales sefialados en reacciones tipo Fenton y Haber-
Weiss (Birben, 2012).

Dentro de los mecanismos antioxidantes proteicos se encuentran también las
proteinas con accion enzimatica directa sobre los radicales libres y proteinas
cuya funcién no incide dentro del metabolismo del estrés oxidativo, pero que
su naturaleza les confiere una participacion como defensas antioxidantes

indirectas.

Las proteinas que poseen actividad enzimatica se consideran la defensa
primaria contra los radicales libres (RL), puesto que se localizan
intracelularmente en los sitios de produccion de estas especies. Dentro de este
grupo se encuentran la Superéxido dismutasa, enzima que transforma al
radical superoxido (O27) a peroxido de hidrogeno (H2032); la Catalasa, que
transforma H202, en agua (H20) y oxigeno (Oz2) y la Glutatién peroxidasa, que
en conjunto con el glutation elimina al H202 transformandolo en agua y

oxidando consecuentemente al glutation.

Entre las proteinas que no presentan actividad catalitica se encuentran las

siguientes.
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La melatonina es una molécula que constituye el principal producto de la
glandula Pineal la cual participa dentro de muchas funciones fisiol6gicas
debido a su eficacia como depurador de radicales libres y antioxidante
indirecto (Reiter, 2001; Tan, 2002; Allegra, 2003; Reiter, 2003). Este
compuesto atraviesa facilmente las membranas biolégicas debido a su
pequefio tamafio y su lipofilicidad, llegando asi a todos los compartimentos de
la célula. La melatonina también ha demostrado ser un protector eficaz del
acido desoxirribonucleico (ADN) (Lépez-Burillo, 2003.), proteinas y lipidos en
la membrana celular (Melchiorri, 1995., Cuzzocrea-Reiter, 2001), asi como un
antagonista de un gran numero de radicales libres enddgenos y exdgenos

durante diversos procesos celulares (Zheng, 1995).

La albamina es la responsable de mas del 35% de la actividad antioxidante del
plasma. Su actividad se basa principalmente en la capacidad de unir iones de

metales de transicion (principalmente los cupricos y férricos).

La ferritina es el almacén principal del hierro y se encuentra en casi todas las
células del cuerpo humano. La ceruloplasmina es el almacén y transporte del
cobre celular. La funcién de estas proteinas, es evitar que los iones de los
biometales de transicion (Fe3* y Cu?*) participen en reacciones tipo Fenton,
gue promueven el estrés oxidativo, de acuerdo con las reacciones indicadas

en la figura 7.

Adicionalmente los organismos cuentan con defensas antioxidantes
exogenas. Dentro de estas se pueden mencionar un grupo de vitaminas
conocidas por las letras C, E, A y D. Estas moléculas actian neutralizando a
los radicales libres, retardando los sintomas de envejecimiento y previniendo
el desarrollo de enfermedades de tipo crénico degenerativo. Las

caracteristicas de cada una se mencionan en la tabla nimero 2.
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Tabla 2. Sistemas de defensa contra el dafio oxidativo (Tomado de Morales, 2009).

Sistemas antioxidantes

Antioxidantes

1. Antioxidantes preventivos
0 primarios. Suprimen la

formacion de radicales

libres por:

a) Descomposicion de
hidroper6xidos (o]

peréxido de hidrogeno.

b) Secuestro de iones
metalicos  cataliticos
por quelacién.

c) Remocidén o depuracion
de especies reactivas
de oxigeno (ERO)

2. Antioxidantes
“atrapadores” de radicales
libres. Atrapan radicales
para inhibir la cadena de
iniciacion o romper la
cadena de propagacion.

3. Enzimas reparadoras y de
sintesis de novo o
terciarios. Reparan el dafio
y reconstituyen las
biomoléculas.

Enzimas:

- Catalasa (Cat)

- Glutatién peroxidasa (GPx)
Proteinas:

- Transferrina, ferritina

- Ceruloplasmina

- Albumina

- Metalotioneinas
Enzimas:

- Superoxido dismutasa (SOD)

a) Hidrofilicos b) Lipofilicos
- Vitamina C - Vitamina E
- Acido drico - Vitamina A y
- Bilirrubina carotenoides
- Albumina - Melatonina
- Estrégenos

- Enzimas reparadoras de lipidos
- Enzimas reparadoras de proteinas
- Enzimas reparadoras de ADN

1) Vitamina C.

Es una lactona que actda como un antioxidante natural; tiene la capacidad de

donar dos electrones desde su doble enlace de tal forma que puede interactuar

con los radicales libres. También actia regenerando antioxidantes oxidados,

como el a-tocoferol y el B-caroteno. La figura 8 muestra la estructura de la

vitamina C.
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Figura 8. Estructura de la Vitamina C o acido L-ascérbico
(Tomado de Morales, 2009).

2) Vitamina E.

También conocida como a-tocoferol, es un antioxidante lipidico que actda in
vivo. Esta formada por un grupo de 8 vitAmeros. Su estructura consta de 2
partes primarias: un complejo cromano y una larga cadena lateral. Estos 8
vithmeros se dividen en 2 grupos fundamentales: 4 tocoferoles y 4
tocotrienoles. Esta vitamina bloguea la reaccion en cadena de oxidacion de los
lipidos y en concreto de los acidos grasos poliinsaturados que forman parte de
los fosfolipidos de las membranas celulares. Para llevar a cabo esta accién,
resulta esencial que su posicion se encuentre cercana a las membranas
celulares. El anillo cromano es el encargado de la funcion antioxidante
mientras que la cola es la que aporta las caracteristicas de liposolubilidad y es
la responsable de su posicidén a nivel de las membranas celulares. La figura 9

indica el anillo y la cola caracteristicos de esta vitamina.
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OH

CHs
R CHs CHs CHs

R Tocoferoles

R CHs CHs CHj

Figura 9. Estructura quimica de los tocoferoles y los Tocotrienoles
(Tomado de Morales, 2009)

3) Vitamina Ay carotenos.

Previenen el envejecimiento celular y la aparicion de cancer, ya que eliminan
los radicales libres y protegen al ADN de su accion mutagénica. El B-caroteno,
ademas de tener la caracteristica de convertirse, en parte, en vitamina A
dentro del organismo (pro-vitamina A), es también un potente antioxidante. La

figura 10 muestra su estructura.

Las vitaminas A, E y C figuran entre los principales antioxidantes asi como el

zinc, cromo y el selenio.
4) La vitamina D

Se produce mediante fotdlisis a partir de esteroles que existen en la
naturaleza. Parece tener un papel discreto pero no se debe despreciar que el
sistema de defensa antioxidante este formado por casi todas las moléculas
organicas e inorganicas que se encuentran presentes en la célula y que estas
a su vez tienen participacion en los procesos bioquimicos de los organismos
(figura 11) (Morales, 2009).
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N AN CH,0H

Figura 10. La vitamina A, conocida Figura 11. La vitamina Dz 0
también como retinol (Tomado de ergocalciferol (Tomado de
Morales, 2009). Morales, 2009).

B) MICROORGANISMOS

En microorganismos la presencia de metales pesados suele ejercer un efecto
inhibitorio en el crecimiento de los mismos pero posibilita la seleccion de
variantes resistentes al efecto téxico de los iones. En bacterias, por lo general,
los determinantes genéticos que confieren resistencia a los iones inorganicos
se localizan en plasmidos y no en el cromosoma (Cervantes, 1991., Silver-
Walderhaug, 1992). Estos plasmidos son elementos genéticos moviles que se
han encontrado en la mayoria de las especies bacterianas estudiadas hasta la
fechay constituyen un completo patrimonio genético que poseen las bacterias.
Las funciones codificadas por los plasmidos por lo comun representan
propiedades ventajosas para la sobrevivencia de las bacterias en situaciones
de emergenciay por ello se consideran elementos importantes en la evolucién
de estos microorganismos (Cervantes, 1994). Dependiendo del tamafio del
plasmido se pueden codificar desde unas cuantas proteinas hasta cientos de
ellas. Sin embargo, raramente codifican productos esenciales para el
crecimiento celular, tales como la ARN polimerasa o enzimas del ciclo de los
acidos tricarboxilicos. En cambio, los productos de sus genes generalmente
dan a las bacterias una ventaja selectiva solo bajo ciertas condiciones. Estos

elementos juegan un papel crucial en la evolucion y adaptacién bacteriana, ya
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gue constituyen mediadores de intercambio de material genético entre
poblaciones. La transferencia de la informacién genética contenida en el
plasmido de una bacteria donadora a una receptora se conoce con el nombre

de conjugacion (Loeza, 2004).

La resistencia o tolerancia experimentada por microorganismos es posible
gracias a la accion de diferentes mecanismos. El primero es la bioabsorcion
que se caracteriza por la retencion del metal mediante una interaccion
fisicoquimica del mismo con ligandos pertenecientes a la superficie celular.
Esta interaccidn se produce con grupos funcionales expuestos hacia el exterior
celular pertenecientes a partes de moléculas componentes de las paredes
celulares, como por ejemplo grupos carboxilo, amino, hidroxilo, fosfato y
sulfhidrilo (Vijayaraghavian, 2008). La bioacumulacion constituye el segundo
mecanismo, el cual involucra un sistema de transporte de membrana que
introduce al metal pesado presente en el entorno celular con gasto de energia.
Este consumo energético se genera a través del sistema enzimatico protén
ATP sintetasa (H*-ATPasa). Una vez incorporado el metal pesado al
citoplasma este secuestrado por la presencia de proteinas ricas en grupos
sulfhidrilos (entre ellas las metalotioneinas) o puede ser compartamentalizado
dentro de una vacuola (Cervantes, 2001). Como tercer mecanismo se
encuentra la biomineralizaciéon; en este caso el proceso aparece como
consecuencia del funcionamiento de una bomba que expulsa el metal toxico
presente en el citoplasma hacia el exterior celular en contracorriente a un flujo
de protones (H*) hacia el interior celular. Esto produce una alcalinizacion
localizada sobre la superficie celular externa y por lo tanto la precipitacién del
metal pesado (Vullo, 2003). El cuarto mecanismo lo constituye la
biotransformacioén, proceso que involucra un cambio quimico sobre el metal
pesado, (por ejemplo oxidacion o metilacion). Finalmente la quimioabsorcion
es el proceso que se relaciona con aquella clase de reacciones en donde los
microorganismos biomineralizan un metal, formando un depdsito primario; éste

funciona como nucleo de cristalizacion, con la subsecuente deposicion del
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metal de interés, promoviendo y acelerando asi el mecanismo de
mineralizacion mediado por microorganismo (Paez, 2009). La figura 12

muestra los mecanismos antes mencionados.

Figura 12. Mecanismos de tolerancia hacia metales pesados en microorganismos (Tomado
de Vullo, 2003).

1.5.- ALGAS Y METALES PESADOS: UN EJEMPLO DE MECANISMO DE
RESISTENCIA

Debido a que en este trabajo nos enfocaremos a los fenébmenos de toxicidad
y resistencia de bacterias a metales pesados (especificamente el caso del
plomo) a continuacién se hablara de las algas como sistemas que poseen
mecanismos de resistencia bien caracterizados y de los cuales algunos son

semejantes a los de las bacterias, razén por la cual son comentados.
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Los metales pesados zinc (Zn), cadmio (Cd) y mercurio (Hg) constituyen
contaminantes bien conocidos de aguas dulces y marinas. Las algas son
productores primarios muy importantes en los diferentes cuerpos de agua,
logrando esta produccion por el mantenimiento del equilibrio entre la
respiracion y la fotosintesis. Un desequilibrio por inhibicion en cualquiera de
estos procesos probablemente afectarq tanto a las algas como a otros
organismos en el medio ambiente acuatico, alterando asi el equilibrio de su

entorno.

Las algas son organismos tanto fototr6fos como autotrofos que varian en
tamarno, desde formas unicelulares menores a 1 ym de diametro, hasta formas
multicelulares marinas que llegan a medir 50 metros. Aunque la mayoria son
formas acuaticas, llegan a encontrarse en suelos, nieve, rocas 0 en
asociaciones con hongos, plantas y animales. Algunas clasificaciones incluyen
tanto organismos procariontes (por ejemplo algas verdes-azules; Cyanophyta,
cyanobacteria), como eucariontes (por ejemplo Chlorophyta, Rhodophyta,

Phaeophyta).

Diversos factores bioldgicos y fisicoquimicos pueden influir en la captacién y
toxicidad de metales pesados en las algas. Entre los factores que pueden
incrementar la captacion, y como consecuencia la toxicidad, se pueden
mencionar el aumento en la temperatura y la acidificacion del medio. Entre los
factores que reducen la captacion y la toxicidad se incluyen la presencia de
cationes monovalentes (K*, Na*) y divalentes (Ca?*, Mg?*, Mn?*, Fe?*), aniones
(acetato, fosfato, sulfato), productos extracelulares (&cidos organicos
polisacaridos, polipéptidos), sélidos suspendidos y en algunos casos, la
presencia de duplas de metales pesados (por ejemplo Zn/Cd y Ni/Cu) (De
filippis-Pallaghy, 1994).

La captacion de metales pesados varia enormemente entre las diferentes
especies de algas. Se han encontrado diferencias en la velocidad de

acumulacion de metales entre las algas del mar negro de acuerdo con su
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categoria taxonOmica: las algas verdes captan preferentemente Al, Cr y Fe;
las pardas As y Sr; y las rojas Ag, Cd, Cu, Hg, Mn, Pb, Se y Zn. La toxicidad
de los compuestos mercuriales (y de Cu) en las algas, es directamente
proporcional a su liposolubilidad (Florence, 1983), lo cual implica una

correlacion directa entre el proceso de captacion y la toxicidad.

Las microalgas producen diferentes sustancias organicas extracelulares ricas
en grupos amino, fosforilo, sulfhidrilo y carboxilo, mismos que proveen a la
superficie celular una gran variedad de sitios para el intercambio i6nico. De
esta manera disminuyen la toxicidad de altas concentraciones de metales
pesados. Se ha demostrado, por ejemplo, que los polisacaridos de
Phaeodactylum tricornutum acumulan cantidades importantes de Pb; que el
acido alginico de las algas pardas atrapa el Sr; que la pared celular de
Chlorella puede unir Pb, Cu, Cd, Ni, Zn, Au, Ag, Hg; y que Skeletonema
costatum retiene cantidades importantes de Cu (Ramos, 1992). El orden de
toxicidad de los metales pesados en las algas es: Hg > Cu > Cd > Ag > Pb >
Zn, variando la posicion del Cu y Cd en funcion de la especie (Trevors, 1986).
En la tabla 3 se resumen algunas de las funciones metabdlicas afectadas en

las algas por la exposicién a metales pesados.
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Tabla 3. Efectos téxicos de los metales pesados en algas (Modificado de Cervantes, 1999).

Efecto Metal Organismo
1. Aumento de la Ag, Hg Chlorella
permeabilidad de la
membrana plasmatica

2. Transporte de Cd Thalassiosira
nutrientes alterado

3. Inhibicion del Cu, Ankistrodesmus
transporte de Zn, Cd, Hg Euglena
electrones
fotosintéticos

4. Inhibicién de la Cu, Fitoplancton
fijacion de CO; Zn, Cd, Hg Euglena

Cd Laminaria

5. Disminucién del Cd, Cu Chlorella
contenido de Pb Skeletonema
pigmentos
fotosintéticos

6. Inhibicién de la Pb Skeletonema
respiracion Zn, Cd, Hg Euglena

7. Inhibicion de sintesis Cd Laminaria
de proteinas

8. Desarrollo Cd, Zn, Pb, Hg, Cu Chlorella
morfolégico anormal Zn Cladophora

Cd Euglena

9. Cambios Cd Algas dulceacuicolas
ultraestructurales: Cd Algas marinas
Hinchamiento Cdy Hg Ankistrodesmus
mitocondrial Hgy Zn Skeletonema

Granulacion
Multigranulacion

Tamafio del
cloroplasto
10. Perdida de flagelo Cd, Cu, Hg, Pb Euglena
11. Inhibicién del Zn, Cu, Cd Selenastrum
crecimiento Pb, Cd, Hg, Cu Chlorophyta
Cu, Cd, Hg, Cr Euglena
Cd Ochromonas
Cu Ectocarpus

Euglena gracilis, constituye un modelo Gtil y apropiado para llevar a cabo un
gran numero de estudios bioquimicos, incluyendo los mecanismos de toxicidad
y tolerancia a metales pesados, ya que puede producirse bajo condiciones
rigurosamente controladas o bien en medios minimos y ademas tiene un alto

grado de especializacion funcional (Vincenzo, 1980).

Jade Alejandrina Galicia Apolinar
Lic. en Ciencias Quimicas 22



[. INTRODUCCION

El estudio de la toxicidad de tres derivados de mercurio sobre el crecimiento
de Euglena gracilis Z, muestra que estos elementos quimicos acttan de dos
formas diferentes: a) inhibicion rapida del crecimiento para una concentracion
peculiar y b) inhibicion progresiva que se caracteriza por una fase de latencia
(Simeray, 1977). El Zn, Cd y el Hg son inhibidores potentes de la respiracion,
la fijacion del COz2, el desarrollo morfoldgico normal, la pérdida del flagelo y la

inhibicion del crecimiento (Luigi, 1981).

Los efectos que la exposicion a diferentes concentraciones de Hg, Cd y Pb
puede ocasionar en Euglena gracilis se han observado en procesos como
crecimiento celular, consumo y produccion de oxigeno asi como el contenido
de clorofila a y b. Se ha observado también que éste protista alcanza una
mayor densidad celular cuando crece en presencia de Cd?* en comparacion
con los otros dos metales. Lo anterior se observo al exponer euglenas al metal
por varias generaciones. De esta manera el protista adquiri6 una mayor
adaptacion al metal observada como una mayor densidad celular y una mayor
capacidad de absorcion a metales similares (Navarro, 1995). Lo anterior
sugiere la existencia de diferentes mecanismos de detoxificacion a metales
pesados. Una posible explicacion se basa en la idea de que estas células
presentan una membrana plasmatica con permeabilidad reducida a los iones
Cd?*, Pb%* y Hg?* o bien una via de salida activa para los mismos. Del mismo
modo, la mayor acumulacion de metales pesados sugiere el desarrollo de
mecanismos intracelulares tales como la compartamentalizacion y el aumento

de la sintesis de fitoquelatinas. (Devars, 1997).

Las algas presentan diversos mecanismos de resistencia a los metales

pesados (Reed, 1989). Algunos se mencionan a continuacion.

A) Secrecion de material extracelular, presumiblemente polisacaridos
guelantes de metales.

B) Retencion por unién a la pared celular.
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C) Disminucién en la cantidad de metal internalizado, en donde se ha
supuesto la existencia de un mecanismo de exclusion.
D) Detoxificacion interna de acuerdo a cada elemento.
e Plomo: se acumula en el nacleo
e Cobre: se acumula en la vacuola, el nucleo y es atrapado por
polifosfatos.
e Cadmio: se acumula en el nucleo y cloroplastos.
e Aluminio y Cadmio: son atrapados intracelularmente por
polifosfatos en algunas microalgas eucariontes.
E) Transformacion:

e Reduccion quimica de Hg?* para generar Hg® volatil. Se ha
observado que cepas de Chlorella resistentes a mercurio
volatilizan mas del doble de este metal que las cepas sensibles.
Lo anterior mediante actividad enzimatica inducida por la luz.

e Biometilacion de As, Cd, Hg, Pb, Se, y Sn.

F) Capacidad de sintetizar metalotioneinas (MT) o fitoquelatinas
(FQ) cuando se encuentran expuestas a concentraciones toxicas

de metales pesados.

Como ejemplo de lo anterior el fitoflagelado de vida libre Ochromonas danica,
expuesto a concentraciones variables de cobre, no presenta un efecto
significativo en su metabolismo ni estructura, mientras que con cadmio, al
aumentar la concentracion del metal, se observo una disminucion tanto del
crecimiento como la movilidad celular. Se encontr6 ademas que en presencia
del segundo metal, la célula sintetiza citrato y una glicoproteina la cual tiene
una funcién protectora contra metales. Esta glicoproteina es similar a las

metalotioneinas en cuanto a composicion de aminoacidos y peso molecular.
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A lo largo del desarrollo de los péarrafos anteriores se ha tratado el tema de la
contaminacion por metales pesados de manera general, tomando en cuenta
sus caracteristicas y a la vez los efectos que estos causan cuando se
encuentran presentes en concentraciones elevadas dentro de los
ecosistemas. Con base en lo anterior se puede afirmar que los
microorganismos, las plantas y otros organismos superiores pueden
desencadenar fenomenos de toxicidad o resistencia ante la presencia de los

mismaos.

A continuacion se hablara de manera particular acerca del plomo como
contaminante en el ambiente y su gran impacto negativo, derivado de su

relacion con la industrializacion.

El apéndice 1 narra la historia del plomo y cémo llegé a convertirse en uno de
los principales agentes causales de enfermedad y muerte en todo el mundo.

1.6.- CONTAMINACION E INTOXICACION POR PLOMO.
CONTAMINACION POR PLOMO.

El plomo es uno de los metales que méas contaminan el medio ambiente como
resultado del alto impacto que este elemento ha tenido en la actividad humana
a lo largo de su historia. Debido a que éste elemento no puede ser
biodegradado se acumula en la atmésfera, el agua, y los alimentos, llegando
a los organismos vivos que se encuentran cerca o lejos de las zonas
contaminadas (Mahalley, 1997). La acumulacion ambiental con este metal se
ha acelerado debido a su amplio uso tanto en la industria de la pintura como

en el uso de gasolinas con plomo.

El plomo como un téxico ambiental y ocupacional se ha constituido como uno
de los principales agentes causales de dafio a érganos vitales ya que tiene la
capacidad de afectar una cantidad elevada de procesos metabdlicos (Oberley,
1995; Van Den Heuvel, 2001).
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Entre las caracteristicas principales del plomo se encuentran las siguientes:
metal con numero atémico 82, peso molecular 207.19 g/mol, gravedad
especifica 11.34, dos estados de valencia (+2 y +4) con los que puede formar
compuestos organicos e inorganicos. El plomo puede unirse al carbono
formando una serie de compuestos como tetraetilo y tetrametilo de plomo que
son utilizados como antidetonantes en las gasolinas. Como resultado de la
evaporacion de la gasolina se han encontrado cantidades elevadas de ambos
compuestos en el ambiente. Estos tienen la capacidad de descomponerse
dejando el plomo libre como uno de los productos tanto en el liquido residual

como en el aire.
INTOXICACION POR PLOMO

El plomo puede absorberse por diferentes vias y una vez dentro del organismo,
transformarse en plomo inorganico con valencia +2 (Pb?*) preferentemente.
La toxicidad inducida por este i6n se ha explicado de diferentes maneras; las
mas estudiadas son la competencia con los metales esenciales como el calcio
y el zinc; la alta afinidad por los grupos tiol de las proteinas; la produccion de
especies reactivas de oxigeno (Hus, 1997), y la induccién de lipoperoxidacion
(Othman, 1998; EI-Missiry, 2000; EI-Sokkary, 2003; Othman, 2004). A

continuacion se detalla cada una de ellas.
a) Competencia por metales esenciales.

El calcio es el cation divalente que frecuentemente puede ser sustituido por el
plomo debido a que ambos presentan caracteristicas similares como la
electronegatividad, la valencia y el radio i6nico. Lo anterior puede explicar
algunos de los efectos del plomo, mismos que se enlistan en seguida
(Calderén, 2008).

a) El plomo tiene la capacidad de entrar al organismo por la via digestiva

utilizando preferentemente los transportadores de calcio.
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b) El plomo puede entrar por canales y salir por transporte activo de un

gran namero de células de la misma forma como lo hace el calcio.

c) El plomo puede acumularse en el hueso sustituyendo al calcio en las

sales de fosfato.

d) El plomo puede activar sistemas dependientes de calcio como la
calmodulina (proteina regulatoria que une calcio) de manera mas

intensa y prolongada que el mismo calcio.

e) El plomo puede inhibir enzimas como la &- Aminolevulinico
deshidratasa al sustituir al zinc y bloquear la entrada del calcio en

algunos canales.
b) Afinidad por proteinas.

Los mecanismos de dafio dependen de la interaccion del plomo con
macromoléculas (proteinas, lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos
complejos), y como consecuencia de ello se presenta el aumento o
disminucién de metabolitos, ya que se afectan funciones de la célula mediante
la ausencia o acumulacion (generando toxicidad) de los mismos. Se ha
observado que la union del metal a las macromoléculas se puede realizar en
tres formas: por union electrostatica, estereoespecifica o0 covalente. A

continuacion se menciona un ejemplo de interaccion covalente.

Durante la intoxicacion por plomo en mamiferos se genera la induccién de
cuerpos nucleares en el revestimiento de células de tabulo proximal de rifidn
de animales expuestos al metal. Estos se presentan como complejos formados
por asociaciones plomo-proteina descritos como “cuerpos intranucleares que
presentan un cuerpo denso rodeado de microfibrillas”. El analisis quimico de
las inclusiones indica una constante relacion plomo-proteina, lo que sugiere
una union ordenada de plomo por “proteinas de inclusion” (Navarro, 2004). Los
cuerpos de inclusion pueden, por tanto, funcionar como un almacén o depdsito

de plomo intracelular temporal que funciona como un almacén o depésito de
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plomo intracelular temporal (Goyer, 1970).
c) Induccién de dafio oxidativo

Cuando el plomo se encuentra a altas concentraciones se puede acumular en
membranas de células con alta densidad de carga, como los eritrocitos. En
estas células el metal puede producir una reaccion tipo Fenton, generando
radicales libres e iniciando procesos de oxidacion de lipidos en los acidos
grasos insaturados y poliinsaturados, extendiéndose mediante reacciones en
cadena de dafio oxidativo. La mayor proporcion de dafio oxidativo inducido por
la exposicién a este metal se puede explicar por los mecanismos indirectos,
ya que el plomo al reducir la actividad de varias enzimas (acido ©o-
Aminolevulinico sintetasa, 8-Aminolevulinico deshidratasa y ferroquelatasa)
pertenecientes a la via de sintesis del grupo hemo (molécula para la formacion
de hemoglobina y citocromos), genera condiciones de oxidacion y auto-
oxidacion con produccion de especies reactivas de oxigeno y produce en
conjunto un insulto oxidativo que, dependiendo de los mecanismos de
defensa, resultara en una mayor o menor presencia de dafo. La figura 13
muestra un esquema detallado de los diferentes efectos que podria generar la

exposicion a plomo en los seres vivos.
d) Dafio alos mecanismos de defensa

El plomo, directa o indirectamente, también puede modificar los mecanismos
de defensa. Dentro de la categoria de los antioxidantes proteicos como ya se
ha mencionado anteriormente, encontramos proteinas tanto con accion
enzimatica, como las que no la tienen. Las que poseen accién enzimatica, se
consideran como la defensa primaria contra los radicales libres, puesto que se
localizan intracelularmente en los sitios de produccion de estas especies
(Morales, 2009). Existen evidencias en algunos sistemas de que el metal
inhibe tanto a la enzima antioxidante Superoxido dismutasa como a la

Catalasa, provocando una menor defensa antioxidante global.
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La exposicion a plomo provoca ademas la disminucion de cofactores reducidos
como glutation y un gasto excesivo de vitaminas antioxidantes, con lo cual se

reduce la capacidad antioxidante exégena y se incrementa el dafio oxidativo

(Calderén, 2008).

Figura 13. Efectos directos e indirectos de la exposicién a plomo en los seres vivos
(Tomado de Hande, 2000).
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e) Incremento en la expresion de enzimas.

Se ha observado que el plomo incrementa la actividad de proteinas quinasas
(Markovac, 1998., Long, 1994) y la fosforilacion oxidativa. También ha sido
recientemente implicado en la activacion de factores de transcripcion que
incrementan la expresion de la enzima Glutation S-transferasa (GST)
(Ainbinder, 1997). El incremento de actividad de GST y contenido de glutation
(GSH) en rifidn seguido de la exposicion a plomo puede representar una
respuesta adaptativa. La importancia de esta enzima se da debido a que la
Glutatibn S-transferasa cataliza la conjugacion del GSH con una amplia
variedad de compuestos hidrofobicos, electrofilicos y toxicos. Esta familia de
enzimas se encuentran generalmente en todos los organismos y su principal
funcién es la detoxificacion de compuestos acompafada principalmente por
tres tipos de reacciones: (I) Transformacién, donde enzimas como la citocromo
P450 monooxigenasa introduce grupos funcionales en los sustratos, formando
especies solubles en agua, (Il) Conjugacion, donde enzimas como las UDP-
glucosil transferasa y las GST quienes unen al producto con compuestos como
el glutation dando como resultado un compuesto menos téxico y mas soluble,
(1l Compartamentalizacion, en la cual ATPasas especificas reconocen los
complejos con GSH transportdndolos a través de la membrana para su
eliminacién o transformacién adicional (Marrs, 1996).

Se ha observado que el plomo puede ocasionar, en personas expuestas al
mismo, cuadros como: disfuncion renal, cirrosis hepética, dafio al sistema
nervioso central y anemia (Sheffield, 2001., Sawicka-Kapusta, 2004). El rifidn
presenta lesiones toxicoldégicas marcadas a causa de la disminucién de
glutation o a la produccion incrementada de malondialdehido (MDA) como

consecuencia de la exposicion a plomo.
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En base a esta observacion se propuso que el estrés oxidativo es uno de los
mecanismos por los cuales el plomo causa toxicidad celular (Hermes-Lima,
1991., Donaldson, 1993., Stohs, 1995). Esta hipdtesis se deriva de la
disminucién observada de GSH y el incremento de productos de peroxidacion
de lipidos que se observa después de la exposicion de sistemas bioldgicos a
concentraciones de plomo (Ribarov, 1981., Lawton, 1991., Nakagawa, 1991.,
Sugawara, 1991., Sandhir, 1994). Estos resultados dependen de la dosis y el

tipo de intoxicacion.

Por otro lado, en microorganismos la presencia de metales pesados posibilita
la seleccién de variantes resistentes al efecto toxico de los iones. En bacterias,
los determinantes que confieren esta resistencia se encuentran en plasmidos;
estos representan propiedades ventajosas para la sobrevivencia debido a que
ellos constituyen un completo patrimonio genético que poseen las bacterias.
Por otra parte la resistencia o tolerancia de los microorganismos también
puede ser posible gracias a la accién de diferentes mecanismos como la
bioadsorcién, bioacumulacion, biomineralizacion, quimioabsorcion vy
biotransformacion. Cada uno de estos mecanismos tiene como finalidad el

generar especies menos toxicas de iones o complejos metalicos.
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En la introduccién de este trabajo se ha hablado de los metales pesados en
general y del plomo en particular. Se ha puesto énfasis sobre la interaccién de
este metal en células de humanos, animales, y microorganismos expuestos
al mismoy a su vez de los mecanismos de toxicidad y de defensa que pueden

presentar las células.

En la siguiente seccion se hablara sobre los antecedentes que se relacionan
con el presente trabajo, mismos que incluyen el efecto de la exposicion a
metales y los mecanismos de defensa que presentan las bacterias en general
y se pondra énfasis, en particular, sobre los conocimientos que se han

generado en relacion a los efectos del plomo en bacterias.
2.1 TOXICIDAD DE METALES PESADOS EN BACTERIAS.

La captacion y toxicidad de los metales pesados en bacterias esta influida por
factores fisicoquimicos y biolégicos asi como por el tiempo de exposicién y la

concentracion del metal o metales.

Algunos de los factores que intervienen en la toxicidad de los metales pesados
al estudiar cultivos bacterianos en medios liquidos o sélidos se mencionan a

continuacion.

e Forma del metal en agua, misma que puede ser soluble o en particulas
como ién complejo, quelato en forma coloidal, precipitado o adsorbido.

e Presencia de otros metales, por ejemplo cationes en forma de sales de
calcio y magnesio que afectan la toxicidad de Cu, Zn, Cd y Hg, ya sea
por sinergismo o0 antagonismo.

e Factores que modifican el metabolismo de las bacterias, entre los que
se encuentran temperatura, pH, oxigeno disuelto, luz y salinidad.

e Otros factores ambientales, por ejemplo la densidad de la poblacion
bacteriana, la cual desencadena fendmenos de competencia y

desarrollo de factores de sobrevivencia.
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Cuando las bacterias se encuentran en contacto con agentes toxicos, (entre
ellos los metales pesados) se pueden desencadenar dos fenémenos. Por un
lado la densidad de la poblacion puede disminuir (como resultado de la
toxicidad y la falta de expresion de factores génicos) y por otro, gran nimero
de células podran sobrevivir al desarrollar algan mecanismo de defensa. Se
ha reportado que la mayoria de los mecanismos por los cuales las bacterias
son capaces de tolerar cantidades toxicas de metales pesados se relacionan
con los procesos de entrada y salida de los agentes toxicos a las células
(Cervantes, 1999).

2.2 MECANISMOS DE ENTRADA Y SALIDA DE METALES EN CELULAS
BACTERIANAS.

Las células bacterianas contienen varios sistemas transportadores de
membrana con mudltiples funciones vitales como el ingreso de nutrientes, la
excrecion de sustancias toxicas y el mantenimiento de la homeostasis.
(Scatamburlo, 2004). Una caracteristica particular de estos sistemas es su
ubicuidad. Existen sistemas que solo se expresan en algunas cepas de una
misma especie bacteriana, aun cuando la mayoria de los sistemas se
encuentren dentro del genoma de todos los individuos pertenecientes a dicha

especie (Saier, 1998).

Las bombas de eflujo representan a los transportadores de membrana
involucrados, generalmente, en la extrusion de sustancias toxicas desde el
interior de las células hacia el medio externo. Estas proteinas se encuentran
presentes en microorganismos Gram-positivos, Gram-negativos y eucariotas.
Los sistemas de eflujo estdn agrupados en familias de proteinas
transportadoras basadas en homologia de las secuencias de aminoécidos, el

tamafo y las estructuras secundarias (Scatamburlo, 2004).

Filogenéticamente las bombas de eflujo pertenecen a cinco superfamilias

enlistadas a continuacion (Marchetti, 2011).
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1) Familia de la seccion de union a ATP (ABC, por sus siglas en inglés, ATP
Binding Cassette).

2) Superfamilia del facilitador mayor (MFS, major facilitator superfamily).

3) Familia de extrusion de multifarmacos y téxicos (MATE, multidrug and toxic-

compound extrusion).

4) Familia de resistencia pequefia a multifarmacos (SMR, small multidrug

resistance).

5) Familia de resistencia a division por nodulacién (RND, resistance nodulation

division).

ABC y MFS constituyen las familias con mayor nimero de miembros y se
piensa que pueden tener un origen comun. Las bombas de la superfamilia ABC
constituyen transportadores primarios presentes en las células eucariotas,
eubacterias y archaeabacterias (Sanders, 1997). Estas poseen gran

importancia en el transporte de metales pesados.

El proceso de entrada de metales en las células bacterianas se encuentra
influido por factores como la composicion de la membrana celular, los

transportadores, los componentes orgénicos y el pH.

Entre los mecanismos que han sido reportados en diferentes bacterias se

pueden citar los siguientes.

a) ATP sintetasas (ATPasas) transportadoras de iones metélicos en
Escherichia coli. Estas proteinas se clasifican en dos clases dependiendo del

i6n a transportar.

Clase 1.- Para As (V): La Bomba Pst-ATPasa, miembro de la super-familia de
ATPasas transportadoras ABC. Los sistemas de transporte tipo ABC (ATP
Binding Cassette), utilizan la energia proporcionada por la hidrélisis del ATP

para transportar sustratos a través de las membranas celulares. Tipicamente,
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estos sistemas son especificos para ciertos ligandos como iones inorganicos,
aminoécidos, glucidos o polipéptidos (Higgins, 1992). En procariotas se han
identificado diversos sistemas de transporte ABC, y en cada caso, los analisis
de la estructura de los componentes relacionados funcionalmente ponen de
manifiesto que forman una familia de proteinas homodlogas. Todos estos
sistemas proteicos estdn compuestos por sistemas con una organizacion
estructural similar, incluyendo al menos una proteina periplasmica de union al
ligando y un componente translocador. Este Ultimo consta de un elemento
transmembranal localizado en la membrana citoplasmética y de un elemento
asociado a la cara interna de la misma membrana la cual contiene algin
dominio (o seccion) de union al ATP (Fath y Kolter, 1993). La figura 14 muestra
los sistemas de transporte ABC para As (V), Zn (II) y Cu (I) en la bacteria

Escherichia coli.

Clase 2.- Para Sb (lll) y As (lll). ArsA-ATPasa y transportadores de Poliol GIpF,
(también presentes en eubacterias, arqueas, hongos, plantas y animales)
(Rosenberg, 1987).

Figura 14. ATPasas transportadores de iones metalicos en Escherichia coli (Tomado de
Rosenberg, 1987).
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b) ATPasas tipo P (P-ATPasa) de bacterias que transportan metales. Estas

presentan las siguientes caracteristicas.

e Su funcién normal la constituye el transporte de sustratos cargados, a
través de la membrana.

e Presentan ocho dominios transmembranales.

e El aminoacido aspartato es necesario para llevar a cabo la fosforilacion

en el ciclo de translocacion.

Estas enzimas también son conocidas como ATPasas tipo P de transporte de
metales blandos que se encuentran generalmente en forma de sales. Estos
sistemas enzimaticos se dividen en dos grupos. El primer grupo se encuentra
constituido por ATPasas translocadoras de Cu (ll)/ Ag (l), quienes incluyen a
CopA que es responsable del transporte de Cu?* en Escherichia Coli,
Enterococcus hirae y Helicobacter pylori. El segundo grupo esta formado por
ATPasas tranlocadoras de Zn (I1)/Cd (11)/Pb (Il). Este grupo incluye Znt A, una
ATPasa de tipo P responsable del transporte de Zn?* y Cd?* en E. coli y CadA
también ATPasa de tipo P responsable de la resistencia al Cd?* en
Staphilococcus aureus (Beard y Rensing, 1997) (Figura 15).

c) ATPasas tipo P (P-ATPasa) transportadoras de iones H*, K*, Na*, Ca®* y
Mg?*.

Muchos de estos transportadores comparten un origen filogenético coman. Un
ejemplo se muestra en la figura 15, donde se puede observar la relacion
general entre las bombas transportadoras de metales con estados de
oxidacion | y Il. EI mayor porcentaje de homologia se establece entre
transportadores con el mismo estado de oxidacion, el cual se encuentra en las
cepas pertenecientes a la misma bomba transportadora, por ejemplo la de Zn
(1), Pb (1) y Cd (II). De igual manera se distingue una mayor relacion entre las
ATPasas tipo P que conforman la bomba de Cu (I) y Ag (l). Entre ambas
bombas existe un porcentaje de relacion del 11%.

Jade Alejandrina Galicia Apolinar
Lic. en Ciencias Quimicas 36



[I. ANTECEDENTES

Figura 15. Arbol filogenético de ATPasas tipo P microbianas transportadoras de metales
(Tomado de Rosenberg, 1987).

2.3.- RESISTENCIA A METALES PESADOS EN BACTERIAS.

Existen en las bacterias algunos plasmidos que codifican la resistencia a los
iones de metales téxicos, incluyendo Ag?*, AsO2%, AsO4+?, Cd?*, Co?*,CrO4?,
Hg?*, Ni%*, Pb?*, TeOs?, Ti** y Zn?*. La funcién de los sistemas de resistencia
se basa en la energia dependiente del flujo de iones téxicos. Algunos sistemas
de flujo estan constituidos por ATPasas y otros por antiportadores
quimiosmoticos  catidén/proton. Los determinantes cromosOomicos de
resistencia a algunos metales téxicos son conocidos. La distincién entre los
plasmidos y los genes de los cromosomas se ha disipado, lo cual indica que
para algunos metales (por ejemplo mercurio y arsénico) los determinantes
plasmidicos y cromosomicos resultan ser basicamente los mismos (Silver,
1996). Otros sistemas, como las ATPasas de transporte de cobre, solo se

conocen a partir de los genes cromosomicos.
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La funcion de la resistencia del sistema al metal depende de la energia de
salida de iones téxicos. Algunos sistemas de salida de metales estan

constituidos por ATPasas y/o antiportadores cation/ proton (Cn*/H™).

En los parrafos siguientes se mencionan algunos casos reportados

relacionados con la resistencia bacteriana a diferentes metales pesados.
a) Resistencia a Cadmio

El cadmio es un importante contaminante ambiental y un téxico potencial para
bacterias, algas y hongos. El cadmio es muy dafiino para los organismos ya
que cuando se encuentran expuestos a €l éste origina severa inhibicién de la
mayoria de los procesos fisioldgicos como el crecimiento y el desarrollo, a la
par también puede causar aberraciones en la division celular (Trevors, 1986).
Los mecanismos de toxicidad del cadmio y la resistencia son variables
dependiendo de la cepa. La forma en que se presenta el metal en el medio
ambiente juega un papel importante, ya que de ello dependeran los efectos y/o
respuestas en los microorganismos. Los intervalos de concentracion de

cadmio pueden ser usados para designar la resistencia en los organismos.

En relacion a los determinantes genéticos de resistencia en algunas bacterias
se encuentran plasmidos. Las bacterias Gram-negativas poseen diferentes
mecanismos de resistencia entre los que se encuentran la activacion de
plasmidos que vuelven a las bacterias resistentes al metal. Un ejemplo lo
constituye el plasmido pGU100 aislado de Pseudomonas putida a partir del
suelo, el cual confiere la resistencia por un mecanismo que implica una
captacion disminuida, aparentemente debida a la expulsiébn acelerada del
metal (Horitsu, 1986). En otras bacterias los plasmidos que codifican la
resistencia al metal ya se encuentran contenidos en las células. Otro
mecanismo de resistencia bacteriana a cadmio, no conferido por plasmidos,
se basa en la sintesis de proteinas ricas en cisteina capaces de captar al

metal, dichas proteinas se han encontrado también en P. putida.
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Estas macromoléculas son similares a las metalotioneinas presentes en
células animales, las cuales son capaces de capturar iones, disminuyendo asi

su efecto téxico (Higham, 1984).

La figura 16 muestra los sistemas de captacion y flujo de salida del Cd?* en
Staphylococcus aureus. En este caso el plasmido resistente a Cd?* puede
controlar el flujo de salida del metal mediante el intercambio de metal por
protones (Silver, 1996).

Figura 16. Captacion y flujo de salida del cadmio en Staphylococcus aureus
(Tomado de Trevors, 1986).

b) Resistencia a Cobre

Se han reportado mecanismos de resistencia a cobre (Cu) en bacterias y
hongos. El cobre es un micronutriente esencial y un metal pesado. La
presencia de concentraciones altas de iones cupricos en el medio ambiente
promueve la seleccion de microorganismos que poseen determinantes
genéticos para la resistencia al mismo. Algunos ejemplos de posibles

mecanismos de resistencia reportados se encuentran en cromosomas y
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plasmidos. Los genes relacionados con el metabolismo del cobre residen en
los cromosomas mientras que los genes de resistencia se localizan en
plasmidos. Lo anterior se puede observar en la Figura 17. Los mecanismos de
resistencia bacteriana a cobre se relacionan con la reducciéon del transporte
del mismo y, por otra parte, con el eflujo de iones cupricos o la complejacion
de cobre por algunos componentes celulares. La tolerancia a cobre en hongos
ha sido relacionada con diversos mecanismos como los que involucran
envolvimiento y atrapado del metal por los componentes de la pared celular,
alteracion de la salida del cobre, quelacion extracelular o precipitacion por
metabolitos excretados y la complejacion intracelular por metalotioneinas y

fitoquelatinas (Cervantes, 1994).

Figura 17. Proteinas involucradas en el transporte de cobre, como mecanismo de
resistencia en Pseudomonas sp. y Escherichia coli (Tomado de Silver, 1994)
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c) Resistencia a Cobalto, Zinc y Niquel

Los cationes divalentes cobalto, zinc y niquel son nutrientes esenciales para
algunas bacterias ya que estas los requieren a concentraciones del orden
nanomolar (por lo cual son micronutrientes). Algunas concentraciones micro o
milimolar de Co?*, Zn?* y Ni?* resultan téxicas. Estos cationes son
transportados hacia el interior de las células por constituyentes expresados
para cationes divalentes como los sistemas de transporte de Mg?*.

La reduccién quimica de Co?*, Zn?* y Ni* en células bacterianas no ocurre,
por lo cual el exceso de estos iones podra ocasionar fendmenos de estrés. Sin
embargo los mecanismos basicos de resistencia a estos iones pueden llevarse
a cabo mediante procesos como la complejacion intracelular tanto en
eucariotas y como en procariotas. Todos los sistemas de flujo de cationes en
bacterias estan caracterizados por la presencia de plasmidos e inducidos por
diferentes acoplamientos de energia y por diferentes tipos de proteinas
presentes en el transporte y la regulacion (Nies, 1992). Los determinantes de
resistencia mas estudiados son los plasmidos de Alcaligenes eutrophus CH34;
cepa que contiene dos plasmidos: pMOL28, para resistencia a niquel y a
cobalto, y pMOL30 el cual proporciona resistencia a zinc, cadmio y cobalto
(Mergeay, 1985).

d) Resistencia a Niquel

Las bacterias resistentes al niquel han sido aisladas de ecosistemas
contaminados por metales pesados en aguas residuales, minas y aguas de
refrigeracion de industrias. Algunas de las bacterias identificadas en estos
sitios son: Ralstonia groupand, Ralstonia eutropha, Achromobacter
Denitrificans, Alcaligenes xylosoxydans, Klebsiella oxytoca, Hafnia alvei 5-5 y
Ralstonia metallidurans. Algunas de estas bacterias se han estudiado en
detalle. Hafnia alvei 5-5, fue aislada de los suelos bajo arboles
hiperacumuladores de niquel y seleccionados mediante cultivo de

enriguecimiento aerdbico disefiado para enterobacterias resistentes a niquel.
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Esta bacteria es muy resistente a concentraciones altas del metal (30 mM) en
forma de Ni y NiCl2. Los determinantes de resistencia se encuentran en el
plasmido pEJH501. Este es transferible también a las bacterias niquel-
sensibles: Escherichia coli H11 y Serratia marcescens. Por otro lado Ralstonia
metallidurans es un quimiolitétrofo facultativo que alberga un plasmido
pMOL28 (180 Kb) el cual posee un operon responsable de la resistencia
inducible a cobalto y a niquel, que codifica para un sistema de flujo de salida

dependiente de energia (Jeong, 2003).
e) Resistencia a Mercurio

El fendbmeno de resistencia se debe a la reduccion del mercurio inorganico
(Hg?*) a la forma metalica, menos toxica y volatil, (Hg®). Esta transformacioén
se lleva a cabo mediante una ruta metabdlica en la cual los microorganismos
se deshacen del i6n téxico. Se han clonado y secuenciado los genes
plasmidicos que confieren la resistencia a este metal en Pseudomonas vy
Shigella Sp. Se ha observado que los sistemas bacterianos emplean un mismo
mecanismo de resistencia el cual consiste en la reduccién enzimatica del Hg?*
a Hg® mediante una enzima llamada reductasa mercurica, la cual es codificada
por el gen merA. Todos los sistemas de resistencia también codifican proteinas
gue se encargan de transportar especificamente al Hg hacia el citoplasma de
la célula bacteriana donde se encuentran las enzimas reductasas (Silver,
1992).

Los determinantes mer inician con un gen regulatorio, mer R que es transcrito
a partir de la cadena opuesta con respecto a los demas genes mer. La proteina
MerR se une como un homodimero al sitio adyacente operador/promotor del
operon mer (Summers, 1992), funcionando tanto como un represor (en
ausencia de Hg) como en forma de inductor (en presencia de Hg). En los
determinantes mer, la region operador/promotor es seguida por los genes
implicados en el transporte de Hg al interior de las células. En el caso del

transposon Tn501 y del plasmido pDU1358, los genes son merT y merP,
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quienes codifican para una proteina de la membrana interna y una proteina
periplasmica que une mercurio, respectivamente. También se encuentra el gen
merA el cual codifica la sintesis de la enzima reductasa mercurica, una enzima
homodimérica que contiene FAD y que es dependiente de NADPH. El
funcionamiento del sistema se basa en que un par de cisteinas de la proteina
periplasmica MerP unen al i6n mercurio (Hg?*) del exterior y lo transfieren a
otro par de cisteinas de la proteina membranal MerT; ésta lo pasa a las
cisteinas de la reductasa que, a su vez, lo transfieren finalmente al sitio activo
de la enzima. En este modelo, el Hg?* intracelular nunca se encuentra libre,
sino que es transferido de un par de cisteinas a otro, protegiéndose asi el
ambiente citoplasmico de la toxicidad del i6n. La figura 18 muestra el
mecanismo de resistencia bacteriana a mercurio. El esquema muestra una
célula bacteriana que posee los productos de los genes mer, los cuales
contienen grupos sulfhidrilo que captan al ion metalico. La proteina MerP del
espacio periplasmico transporta inicialmente al ibn mercurico al citoplasma,
donde MerT lo une y lo lleva a la reductasa MerA que, finalmente, lo convierte

en mercurio metalico (Hg®), forma volatil e inerte (Tomado de Moreno, 1999).

Figura 18. Mecanismo de resistencia bacteriana a mercurio (Tomado de Moreno,
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f) Reduccion de cromo hexavalente

El amplio uso industrial de los derivados del cromo, ha ocasionado que estos
compuestos sean considerados como serios contaminantes ambientales. En
la naturaleza el cromo se encuentra principalmente en dos estados de
oxidacion: la forma trivalente Cr (Ill) que es relativamente inocua, y la forma
hexavalente Cr (VI), considerada una especie téxica. EI Cr (lll) a nivel
extracelular es relativamente inocuo debido a su insolubilidad. En contraste,
en el interior de la célula el Cr (lll) es altamente toxico debido a su capacidad
para unirse al ADN y a las proteinas. El Cr (VI) usualmente se encuentra como
ion cromato (CrO42 ) o i6n dicromato (Cr207%). Cualquiera de las dos formas
atraviesa facilmente las membranas plasmaticas al ser capturados
erroneamente por el sistema de transporte de sulfato. En el ambiente, el Cr
(VI) puede ser reducido a Cr (lll), ya sea de manera abidtica o0 mediante
enzimas llamadas cromato reductasas (figura 19). Varias cromato reductasas
han sido identificadas en bacterias. En diversas especies bacterianas se ha
demostrado que el cromo (VI) en forma de cromato entra activamente a las
células a través del sistema de transporte del sulfato. La analogia quimica
entre el cromato y el sulfato ha sido enfatizada por el hecho de que el cromato
es un inhibidor competitivo del transporte del sulfato en todas las especies
bacterianas que han sido estudiadas. En contraste, el ion cromo (lll) atraviesa
las membranas con muy baja eficiencia debido a que forma compuestos
insolubles en soluciones acuosas acidas. La cromato reductasa mejor
caracterizada es la enzima ChrR de la bacteria Gram-negativa Pseudomonas
putida, que pertenece a la familia de las flavoproteinas reductasas
dependientes de NAD(P)H. Esta familia posee 243 proteinas homélogas que
unen al cofactor FMN. Los miembros de este grupo estan ampliamente

distribuidos, sugiriendo un origen evolutivo muy antiguo para estas proteinas.
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Figura 19. Transporte y toxicidad del Cromato en la célula bacteriana. A) Captacion del Cr
(VD) [(CrO42)] através del sistema de transporte del sulfato (SO42). B). Las membranas
biolégicas son impermeables al Cr (Ill), por lo que este resulta inocuo extracelularmente. C)
reduccion intracelular de Cr (VI) a Cr (lIl). D) estrés oxidativo causado por la generacién de
especies reactivas de oxigeno como consecuencia de la reduccion de cromo (VI). E) Dafio
ocasionado por la interaccién del Cr (lll) con las proteinas o F) Con el ADN. (Modificado de
Ramirez, 2009).

2.4 RESISTENCIA A PLOMO EN BACTERIAS

Este metal es cominmente méas encontrado en la superficie terrestre pero, en
relacion con las bacterias, ha sido menos estudiado que otros metales. Bajo
este esquema se ha reportado que el plomo en grandes cantidades se
acumula en la corteza terrestre en forma de sales organicas. Estas al
encontrarse presentes en los ecosistemas en forma de soluciones salinas son
absorbidas por las comunidades microbianas y de esta manera el plomo puede

encontrarse en el medio ambiente cambiando las condiciones normales del

Jade Alejandrina Galicia Apolinar
Lic. en Ciencias Quimicas 45



[I. ANTECEDENTES

ecosistema.

Pseudomonas marginalis presenta un mecanismo extracelular de exclusion el
cual se cree puede ser la excrecion de un exopolimero. Otros mecanismos de
resistencia a plomo envuelven la acumulacién celular en granulos densos en
el citoplasma, los que han sido observados en Bacillus megaterium
(Beveridge, 1989) (esta acumulacion intracelular no es comunmente
observada en mecanismos de resistencia a metales). No han sido aislados
plasmidos que confieran resistencia al plomo en estas bacterias pero si se ha
observado que bajo estrés por el metal, estos microorganismos pueden
desarrollar resistencia al utilizar mecanismos directos, mismos que incluyen
bombas de eflujo dependientes de ATP y secuestracion celular del metal
(Roane, 1998).

2.5 IONES METALICOS GENERADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN
BACTERIAS

La supervivencia de las células depende de su capacidad para detectar
alteraciones en el medio y responder a ellas. Los cambios fisicos o quimicos
del medio pueden desencadenar efectos negativos en la célula, y la
supervivencia de ésta exige una respuesta rapida a dichos cambios. Estas
alteraciones del medio o estrés pueden ser mas importantes en
microorganismos debido a que el medio externo de estos es altamente variable
y las condiciones como temperatura, osmolaridad o nutrientes no son siempre

constantes.

El estrés oxidativo se produce por la exposicidon de un organismo a oxigeno o
a otras moléculas altamente oxidantes en ocasiones generadas por el propio
metabolismo (Aruoma y Halliwell, 1998). El estrés oxidativo puede ser

consecuencia de la propia respiracion aerdbica de la célula (Halliwell y Gutte-
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-ridge., 1984). El oxigeno es una molécula altamente reactiva que puede ser
reducida parcialmente para generar especies reactivas de oxigeno (ROS).
Estas por tanto son producidas por diversos procesos celulares, algunos de

los cuales se mencionan a continuacion.

a) Procesos metabdlicos normales, como la respiracién aerébica o la -
oxidacion de los 4cidos grasos.
b) El sistema inmune, para la destruccion de potenciales competidores.

c) Substancias quimicas externas.

La toxicidad de las ROS es debida a su capacidad de dafar diferentes
componentes celulares. Por ejemplo, las ROS producen roturas de la doble
hélice o modificaciones quimicas en las bases nitrogenadas del ADN (Storz.,
1987). También afectan a lipidos, formando peréxidos lipidicos, y a proteinas,
donde las cadenas laterales de los aminoacidos son oxidadas perdiendo la

molécula proteica su funcion (Wolf., 1986).

Las especies reactivas de oxigeno mas comunes son el anion superoxido
(O2), el radical hidroxilo (OH-), el oxigeno singulete (O') y el peroxido de
hidrogeno (H202). El anién superdoxido no es por si solo un radical muy
reactivo, pero da lugar a otras ROS que si son altamente reactivas y téxicas.
Por lo cual es importante que la célula posea mecanismos para eliminarlo. La
destruccion del anién superoxido tiene lugar a través de las reacciones
mostradas en la figura 20, en las que intervienen las enzimas superéxido

dismutasa y catalasa.

Figura 20. Reacciones mediante las cuales se tiene lugar la destruccion del
anion superéxido (Tomado de Rodriguez., 2002).
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El peroxido de hidrogeno (H202) es generado por la destruccién del anién
superoxido a través de la superoxido dismutasa y por medio de la reaccién de
algunas oxidasas. La enzima catalasa destruye H202 para generar agua. El
peréxido de hidrogeno no es un radical libre porque no posee ningun electrén
desapareado, pero puede atravesar facilmente la membrana y dar lugar al
radical hidroxilo (HO") por los siguientes mecanismos:

e Por descomposicién espontanea de H202 a HO- .

e Porlareaccion de Fenton, en la cual, gracias a la presencia de un metal,
se genera HO: a partir de H202. Algunos de los metales que pueden
participar en esta reaccién son hierro o cobre, entre otros.

e Por la reaccion de Haber-Weiss, que tiene lugar entre las formas
oxidadas de Fe3* o Cu?' y el anién superdxido, generando la forma

reducida de los metales; estos, via Fenton, generan el radical HO- .

La generacion de especies reactivas de oxigeno (conocidas como ROS), en
algunos casos, es catalizada por iones metalicos, especialmente el cobre y el
hierro entre otros. Estos metales constituyen nutrientes esenciales y juegan
papeles importantes en diferentes procesos biolégicos, entre ellos ser
cofactores de enzimas o actuar como donadores o aceptores de electrones,

segun su estado i6nico, en gran variedad de reacciones bioquimicas.

Sin embargo, una acumulacién excesiva de los metales puede tener efectos
toxicos, ya que generan ROS por las reacciones antes descritas. Esto significa
que la célula ha de desarrollar mecanismos que acumulen niveles suficientes
de estos metales para permitir las reacciones bioquimicas normales, pero sin

gue esta acumulacion favorezca la produccion de ROS (Dix., 1994).
2.5.1 DEFENSA CONTRA ESTRES OXIDATIVO EN Escherichia coli.

Para protegerse contra el dafio causado por estrés oxidativo las células
poseen enzimas antioxidantes, asi como moléculas antioxidantes de bajo

peso molecular y actividades reparadoras del dafo.
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Algunas de estas actividades se expresan a bajos niveles durante el
crecimiento normal de la célula, mientras que otras se expresan Unica o
preferentemente en respuesta a estrés oxidativo. Las bacterias y las algas
constituyen dos ejemplos de microorganismos en los que se realizo la primera
caracterizacion en detalle de muchos de estos mecanismos de detoxificacion

de metales pesados.

Se ha reportado que en E. coli algunas de las actividades de defensa
inducibles por Oz~ estan reguladas por los factores de transcripcion SoxRS,
por ejemplo la superdxido dismutasa dependiente de manganeso (sodA), la
endonucleasa IV reparadora de ADN (nfo), lafumarasa C (fumC) y la aconitasa
(acnA) (Hidalgo y Demple, 1996). La activacion de SoxRS también lleva a un
aumento de los niveles de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (zwf), que
incrementa el poder reductor de la célula. Paralelamente, SOoxXRS aumenta los
niveles del represor Fur (fur), lo cual disminuye la entrada de hierro y asi
reduce la formacién de HO- (Carmel-Harel, 2000). SoxRS también confiere
resistencia a diferentes drogas y otras especies reactivas de nitrdgeno
(Nakajima, 1995).

SoxR es una proteina de 17 kDa que se expresa constitutivamente, mientras
gue SoxS tiene 13 kDa y sus niveles son regulados por SoxR. El control del
regulén soxRS tiene lugar en dos pasos (Nunoshiba, 1992). Bajo condiciones
de estrés oxidativo la proteina SoxR es convertida a la forma activa, activando
a su vez la transcripcion de soxS. El consiguiente aumento en los niveles de
SoxS lleva a la expresion de genes implicados en actividades antioxidantes.
SoxR es un homodimero con dos centros hierro-azufre [2Fe-2S]* o [2Fe-2S]**
y este parece ser el mecanismo de activacion de SoxR (Gaudu, 1997). La
naturaleza del oxidante que reacciona con el centro [2Fe-2S] en SoxR no esta
clara. Oz~ podria ser un candidato, pero la generacion de Oz~ va acomparfada
del consumo de moléculas reductoras celulares, de modo que podria ocurrir
que la actividad de SoxR estuviera regulada por alteraciones en los niveles de

NADPH, la flavodoxina reducida o la ferrodoxina reducida (Liochev, 1994).
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SoxR es rapidamente reducido cuando el estrés oxidativo desaparece, pero el
mecanismo de la reduccion se desconoce. La actividad SoxR también parece
ser modulada por el ensamblaje de los centros [2Fe-S]. La exposicion aerdbica
a monotioles como el glutatiéon conlleva la destruccion del centro [2Fe-2S] de
SoxR in vitro. Por el contrario, la presencia de ditioles como ditiotreitol o el
enzima ditidlico tioredoxina promueve el ensamblaje del centro a la
apoproteina SoxR (Ding y Demple., 1998). La tabla 4 muestra la actividad
antioxidante en Escherichia coli.

No todas las actividades enziméaticas implicadas en la respuesta a superoxido
estan reguladas por SoxRS. Asi, la superdxido dismutasa citosolica producto
de sodB y la superoxido dismutasa periplasmatica dependiente de Cu-Zn
(sodC) protegen contra estrés oxidativo causado por O2"y no estan reguladas
por SoxRS (Fridovich, 1995).

Las bacterias no producen todo el tiempo todas las proteinas que son capaces
de elaborar, en lugar de esto, ellas se adaptan a su medio ambiente y
sintetizan solo aquellos productos genéticos esenciales para sobrevivir en
diversas circunstancias. Por lo cual normalmente llevan a cabo un control de
la expresidén genética regulando los niveles de la transcripcion. En ellas, los
genes con funcion relacionada se encuentran generalmente adyacentes uno
al otro y estan regulados en forma coordinada, (cuando uno se expresa se

expresan todos).

La regulacion coordinada de los genes agrupados se consigue mediante la
produccion de un mRNA policistrénico (un mRNA largo conteniendo la
informacion de muchos genes). La expresion de los genes estructurales no
solamente se ve influenciada por la presencia o ausencia del inductor, también
esta controlada por un gen regulador especifico. El gen regulador puede estar

cerca o lejos de los genes gue estan siendo regulados.
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El gen regulador codifica para una proteina especifica, un producto
denominado represor por tanto, las bacterias son capaces de "sentir" su medio
ambiente y expresar el juego de genes necesario y mas apropiado para el
medio ambiente en particular regulando la transcripcion de ciertos genes
(Murray, P., 2002).

Tabla 4. Genes, enzimas, antioxidantes y reguladoresen Escherichia coli (Tomado de
Fridovich, 1995).

Gen Actividad Regulador

sodA Superoxido dismutasa dependiente de manganeso SoxRS
nfo Endonucleasa IV SoxRS

fun C Fumarasa C SoxRS

ancA Aconitasa SoxRS
zwf Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa SoxRS
fur Represor Fur de entrada de Fe SoxRS/OxyR

sodB Superoxido dismutasa citosdlica

sodC Superéxido dismutasa periplasmatica

katG Catalasa (hidroperoxidasa I) OxyR
grxA Glutaredoxina 1 OxyR
grxB Glutaredoxina 2

grxC Glutaredoxina 3

trxA Tioredoxina 1

trxC Tioredoxina 2

trxB Tioredoxina reductasa OxyR

gorA Glutation reductasa OxyR

gshA Y- Glutamil-cisteina sintasa

gshB Glutation sintasa

ahpC Alquil hidroperéxido reductasa OxyR

ahpF Alquil hidroperéxido reductasa OxyR
tpx Tioredoxina peroxidasa

bcp Tioredoxina peroxidasa

xthA Endonucleasa I

katE Hidroperoxidasa Il
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2.5.2 DEFENSA CONTRA PEROXIDO DE HIDROGENO EN E. COLI.

El tratamiento de E. coli con H202 provoca la sintesis de unas 30 proteinas e
induce la actividad del factor de transcripcion OxyR. Este actla sobre el
promotor de al menos nueve genes, cuyos productos son necesarios para la
proteccion contra el estrés oxidativo (Storz, 1990). Algunos de estos genes son
los que codifican para la hidroperoxidasa o catalasa (KatG), la glutaredoxina |
(grxA), la glutation reductasa (gorA) y el represor Fur (fur) (tabla 4). La
actividad OxyR también confiere resistencia a HOCI, solventes organicos y

otras especies reactivas de nitrogeno (Dukan y Touati, 1996).

Otras enzimas que protegen contra H202 pero que no son inducidas por OxyR
son las endonucleasas Ill reparadora de ADN (xthA), la ADN polimerasa |

(polA) y la hidroperoxidasa Il (katE).

OxyR es un activador transcripcional tetramérico que existe en dos formas,
reducida y oxidada. Solo la forma oxidada activa la transcripcion. Cuando
OxyR esta en su forma reducida los residuos C199 y C208 se encuentran en
la forma libre tidlica; cuando OxyR se halla oxidada las dos cisteinas forman
un enlace disulfuro (Zheng., 1998). Una mutacion en cualquiera de las dos
cisteinas impide que el factor transcripcional responda a H20:. Asi la oxidacién
directa de OxyR por H20:2 y la consecuente formacion del puente disulfuro es
el mecanismo por el cual E. coli induce la expresiébn de actividades

antioxidantes en respuesta a dicho agente.
2.6 LA IMPORTANCIA DE LA GST EN LAS BACTERIAS

La familia de enzimas Glutation S-transferasa (GST) son parte de la fase Il de
detoxificacion de compuestos toxicos hidrofobicos por catalisis de la
conjugacion de glutation (GSH) a el centro hidrofilico de las sustancias toxicas.
Estas proteinas son enzimas conocidas por su capacidad de catalizar la
conjugacion de GSH con una gran cantidad de sustancias electrofilicas

provenientes o no de la fase | del metabolismo de los xenobi6ticos en
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mamiferos. Muchos miembros de la familia GST son selectivamente inducidas
por estrés biotico o abiotico. Estas enzimas juegan un importante papel en la
regulacion de la homeostasis en reacciones 6xido-reduccion en metabolismos

endogenos.

Las GST constituyen una familia con gran cantidad de proteinas y es por eso
que han sido subdivididas en un gran numero de especies asociadas con
diferentes funciones y propiedades enziméticas. Las GST fueron divididas en
al menos cuatro grandes familias de proteinas llamadas GST citosélicas, GST
mitocondriales, GST microsomales y proteinas bacterianas resistentes a
fosfomicina. Las GST que estan agrupadas en diferentes clases, usualmente
cuentan con diferencias generales de los perfiles del sustrato, mientras que
los miembros de la misma clase tienen pocas diferencias en el reconocimiento

del sustrato.

Todas las GST citosélicas tienen el mismo plegado proteico, mismo que
comprende los dos dominios. El dominio N-terminal adopta la topologia a/f y
provee la unién del sitio GSH (sitio G). El dominio C-terminal es toda una
estructura a-helicoidal y provee los elementos estructurales para el
reconocimiento de una amplia gama de cosustratos hidrofébicos (sitio-H). El
sitio H se encuentra adyacente al sitio G y define la especificidad del sustrato

de la enzima.

Como en los organismos eucariontes, las bacterias son caracterizadas por
multiples genes GST de extensas divergencias secuenciales y funciones
bioldgicas desconocidas. En las bacterias han sido identificadas cuatro clases
diferentes de GST: beta, chi, theta y zeta. La mayoria de las GST bacterianas
identificadas hasta la fecha pertenecen a la clase beta especificamente y las
estructuras cristalinas de varios representantes de esta clase han sido
determinadas y caracterizadas como GST Proteus mirabilis (PmGST) y GST
Ochrobactrum anthropi (OaGST) (Skopelitou, 2012).
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La figura 21 muestra el arbol filogenético construido a partir de todas las clases
de GST conocidas en bacterias.

Figura 21. Arbol filogenético construido usando miembros representativos de todas las clases de
GST conocidas en bacterias (Tomado de Skopelitou, 2012).

2.5.1 LA CLASE BETA

Como ya se mencion6 la super familia de las glutation transferasas se
compone de un amplio grupo de enzimas cuya caracteristica comun es
catalizar el atague nucleofilico del GSH en el grupo electrofilico de una amplia
gama de compuestos téxicos hidréfobos. Las GST también participan en otros
mecanismos de reaccion y son capaces de unirse a un gran namero de

compuestos endogenos y exdgenos no cataliticamente.
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Han sido descritas GST en una variedad de bacterias incluyendo especies
como Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Burkholderia y Rhodococcus. Ademés de las funciones de conjugacion de
GSH en la resistencia a antibiéticos, estas enzimas son capaces de unirlos. La
determinacion de la estructura tridimensional de la enzima caracterizada para
P. mirabilis reveld6 una mezcla disulfuro entre un residuo de cisteina
conservada y el grupo tiol del GSH, similar a la observada la clase omega de
mamiferos. Diversos analisis de secuencias sugieren que un numero de GST
bacterianas que contienen cisteina formen una nueva clase de GST: la clase
beta. La comparacion de las estructuras de P. mirabilis con las de la clase teta
de las plantas y la clase delta de los insectos revel6 importantes diferencias
en la interface dimérica: las de la clase beta cierran el paquete de enzimas y
estan dominadas por las interacciones polares en la estructura bacteriana,
mientras que las clases delta y teta tienen que abrir en forma de V y la interface
estd dominada por interacciones hidrofébicas. Los sitios directos a la
mutagénesis han demostrado que ningun residuo de cisteina, tirosina o serina
son esenciales cataliticamente al extremo N-terminal, pero la histidina 106 y
lisina 107 en el extremo C-terminal pueden contribuir a la interaccion con GSH.
Puede haber mas de una clase de GST en bacterias, ya que la mutagénesis
dirigida al sitio y alineamientos de secuencias sugieren que la GST de
Ochrobacterium anthropi contiene restos de serina conservadas en el sitio

activo al igual que las clases teta y zeta.

Muy poco se sabe acerca del sitio-H de las enzimas bacterianas. Por ejemplo,
se demostré6 que una Unica variacion amino-acido aumenta la actividad
enzimatica hacia varios sustratos. Esto sugiere que las variaciones
individuales amino-acidos en GST bacterianas pueden ser explotadas para
generar enzimas con mayor afinidad a sustratos seleccionados para ser

utilizados con fines de biorremediacion (Sheeman, D., 2001).
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Se ha encontrado relacion entre los fendmenos de estrés oxidativo y la
actividad Glutation S-Transferasa como respuesta a la intoxicacion por plomo
y de acuerdo a esto en el presente trabajo de investigacion se exploran ambos
aspectos en las diferentes cepas bacterianas aisladas de efluentes

contaminados.
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Una de las lineas de investigacion que se llevan a cabo en la Universidad del
Papaloapan Campus Tuxtepec se relaciona con el Proyecto General
‘Fendmeno de la intoxicacién con plomo y las proteinas de cuerpos de
inclusion (PCI)”, mismo que involucra un gran numero de estudios cuya
finalidad es la de demostrar dos hipoétesis. La primera se relaciona con la
posibilidad de que las PCI (Apéndice II) constituyan una posible respuesta al
estrés generado por la exposicion a metales pesados como el plomo y la
segunda investigar si las mismas podrian utilizarse, en un futuro, como

bioindicadores de dafio renal por exposicién a metales pesados (Figura 22).

Figura 22. Proyecto general “Fendmeno de la intoxicacion con plomo y proteinas de

cuerpos de inclusién”.

Para explorar cada una de las dos posibilidades se han llevado a cabo varios
protocolos de experimentacion en roedores, microorganismos y humanos,

mismos que se muestran en la figura 14.

El presente trabajo de tesis incide dentro de la propuesta de las PCI como
posibles proteinas de estrés que en células procariotas podrian participar en

el fenébmeno de resistencia a plomo en bacterias.
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Se sabe que los agentes contaminantes desencadenan eventos metabdlicos
de respuesta en los organismos. Estos dependen de factores relacionados con
el sistema vivo y con las propiedades fisicoquimicas de los agentes téxicos.
Bajo este contexto, se sabe que el plomo es un metal que no es biodegradable
por los organismos vivos y por ello el estudio de posibles mecanismos de
tolerancia resultan importantes e interesantes desde el punto de vista

evolutivo, bioquimico y biotecnologico.
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Las bacterias aisladas de efluentes contaminados pueden desarrollar
mecanismos de resistencia contra diversos agentes toxicos, como los metales
pesados, por lo cual la exposicién a plomo podria resultar menos dafiina para

estos microorganismos.
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V. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el efecto ocasionado por la exposicion a plomo en cepas bacterianas

aisladas de ambientes contaminados.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Aislar y purificar las cepas bacterianas presentes en diferentes efluentes
de agua del rio Papaloapan el cual atraviesa la ciudad de San Juan Bautista

Tuxtepec, Oaxaca.

2.- Crecer las bacterias aisladas en medios de cultivo preparados con

diferentes concentraciones de plomo.
3.- Seleccionar cepas bacterianas resistentes al plomo.

4.- Estudiar el efecto del plomo en las cepas seleccionadas por medio de
estudios microbiologicos y bioquimicos como crecimiento, morfologia celular y
colonial, actividad de la enzima Glutation S-transferasa (GST), generacion de

especies reactivas de oxigeno y electroforesis.

5.- Establecer una posible relacién entre la exposicion a plomo, la actividad de
GST y el estrés oxidativo en bacterias aisladas de efluentes contaminados y

no contaminados con metales pesados.

6.- Establecer una posible relacién entre la exposicion a plomo, el estrés
oxidativo y las proteinas de los cuerpos de inclusion en bacterias aisladas de

efluentes contaminados y no contaminados con metales pesados.
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VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1 AISLAMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS.
6.1.1 RECOLECCION DE MUESTRAS

La recoleccion de las muestras de agua se llevo a cabo utilizando material
estéril (frascos con tapa) tomando las muestras en la parte media y en los
laterales del afluente, colocando los recipientes hasta que el volumen fuera el
marcado por el frasco. Las muestras se taparon y se colocaron en refrigeracion
hasta su posterior uso. Tres zonas fueron seleccionadas, de acuerdo a las
necesidades de este proyecto: a) zonas industriales de la ciudad de Tuxtepec
(Papelera, Ingenio azucarero y Cervecera), b) un arroyo contaminado cercano
al seguro social y c) arroyos de comunidades rurales (Plan de Aguila, Naranjal

y Orguideas) cercanos a Tuxtepec Oaxaca.

Tabla 5. Lugares donde se llevara a cabo la recolecciéon de muestras de

Muestra Lugar de recoleccién Ubicacién
a .
) Papaloapan 1 Zona centro medio, Tuxtepec, Oaxaca.
a
) Papaloapan 2 Zona Centro Norte, Tuxtepec, Oaxaca.
a
) Papaloapan 3 Zona Centro Sur, Tuxtepec, Oaxaca.
a .
) Playa de mono 1 Localidad Playa de Mono Norte, Tuxtepec,
Oaxaca.
a .
) Playa de mono 2 Localidad Playa de Mono Sur, Tuxtepec, Oaxaca.
a .
) Sumatra 1 Colonia San Rafael Norte, Tuxtepec, Oaxaca.
a :
) Sumatra 2 Colonia San Rafael Sur, Tuxtepec, Oaxaca.
b .
) Papaloapan 1 Zona seguro social, Tuxtepec, Oaxaca.
b .
) Arroyo Moctezuma (AN) Zona seguro social, Tuxtepec, Oaxaca.
b .
) Arroyo Moctezuma Zona Seguro Social, Tuxtepec, Oaxaca.
(Eco)
c L : a .
) Plan de 4guila 1 Comunidad Plan de Aguila Norte, Chiltepec,
Oaxaca.
©) Plan de aguila 2 Comunidad Plan de Aguila Sur, Chiltepec,
Oaxaca.
c . : ; . :
) Orquideas Comunidad San Isidro Naranjal Norte, Chiltepec,
Oaxaca.
c . . . . .
) Naranjal Comunidad San Isidro Naranjal Sur, Chiltepec,
Oaxaca.
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Las muestras se recolaron por duplicado dos veces al afio (meses de marzo y
agosto) y se clasificaron de acuerdo a la zona y a la regién donde fueron

tomadas como se indican en la tabla 5.

6.1.2 ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA PARA LA
DETERMINACION DE METALES PESADOS.

Esto se realizdé con la ayuda del Dr. Francisco Avelar, Investigador de la
Universidad Autonoma de Aguascalientes. Las muestras de agua se trataron
con &cido nitrico 1N, para preservarse antes de su procesamiento en un

espectrofotometro de absorcion atdbmica con lampara de plomo.

6.2 CULTIVO DE MICROORGANISMOS.

Alicuotas de diferentes muestras se sembraron en los medios agar para
métodos estdndar (ACS) y agar nutritivo (AN) hasta lograr la obtencién de
colonias puras mediante técnicas microbiolégicas como diluciones vy
resiembras en medios liquidos y sélidos. La figura 23 muestra la técnica de

sembrado por estria, misma que se utilizé a lo largo de esta parte experimental.

Figura 23. Sembrado de colonias bacterianas en placa (Método de siembra.
www.blogspot.mx, 2012).
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La seleccion de colonias resistentes a plomo se llevé a cabo en placas que
contenian agar nutritivo mas concentraciones crecientes de plomo (0.32 mM,
0.629 mM ,1.95 mM, 5.66 mM y 6.59 mM). Posterior a la exposicion se
realizaron analisis macro y microscopicos, seleccionando 4 colonias
completamente puras que resultaron tolerantes al metal. Dentro de las
caracteristicas macroscopicas se analizaron la forma, color, tamafio y brillo de
las colonias. Para la determinacion microscopica se utilizo la tincion de Gram
(la cual se describe en el apéndice lll) aplicada a los frotis bacterianos (ver
figura 24).Se analizé la morfologia microscépica (cocos, bacilos y espirilos) y

la tincion de Gram.

Figura 24. Extendido de frotis bacteriano (Velarde Hernandez. www.blogspot.com, 2012).

6.3 CARACTERIZACION  MICROBIOLOGICA DE  COLONIAS
BACTERIANAS SENSIBLES Y RESISTENTES A PLOMO MEDIANTE
PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Esta parte se llevo a cabo bajo la colaboracion de la Q.B.P. Miriam Juarez
Juarez Jefe del Departamento de Control sanitario de la Unidad Profesional

Interdisciplinaria de Biotecnologia del Instituto Politécnico Nacional (UPIBI-
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IPN). La identificacion del género de las bacterias de interés se llevo a cabo

realizando pruebas bioquimicas, las que se explican a continuacion.

6.3.1. CALDO ROJO DE FENOL CON SACAROSA.

La capacidad de las bacterias de fermentar carbohidratos es utilizada como un
criterio para su identificacion. El medio provee los requerimientos nutricionales
para el crecimiento de los microorganismos y contiene Rojo de Fenol como
indicador de pH. Es utilizado para la diferenciacién de cultivos puros en base

a su capacidad para fermentar la sacarosa.

6.3.2. AGAR DE HIERRO TRIPLE AZUCAR (TSI).

Es un medio diferencial en tubos que sirven para un doble fin: 1) determinacion
de la fermentacion de los hidratos de carbono, y 2) determinacién de la
produccion de &cido sulfhidrico. Un organismo puede utilizar diversos
sustratos incorporados en el medio; los diferentes sustratos metabolizados son
utilizados para la diferenciacion entre varios grupos, géneros o especies,

sobre todo en Enterobacteriaceae (Mac Faddin, 1980).

6.3.3. VOGUES-PROSKAUER (VP).

Determina la capacidad de algunos organismos de producir un compuesto final
neutro, el acetilmetilcarbinol (acetoina), a partir de la glucosa. La prueba se
utiliza para diferenciar Escherichia coli de los grupos de Klebsiella vy
Enterobacter. La molécula de acetoina se forma por la descaboxilacién de dos

moléculas de &cido piravico.

La glucosa es metabolizada hasta acido piravico, por la via de la glucdlisis. A
partir del acido piravico, una bacteria puede seguir muchas vias. La produccion
de acetoina es uno de los ciclos para la degradacion de la glucosa en las
bacterias. La reaccién de Voges-Proskauer para la acetoina se usa sobre todo
para separar a la Escherichia coli de los grupos Klebsiella-Enterobacter, aun
cuando otros miembros de las Enterobacterias son capaces de producir una

reaccion de VP positiva (Smith; et al, 1968).
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6.3.4. ROJO DE METILO (RM).

Se basa en el empleo del indicador del pH rojo de metilo para determinar la
concentracion de iones hidrégeno (pH) presentes cuando un organismo
fermenta la glucosa (Wilson., Miles., 1964). La concentracion de hidrogeniones
depende de la relacion gaseosa entre CO2 y Hz, que a su vez representa un
indice de los diferentes ciclos del metabolismo de la glucosa que muestran
diversos organismos. Las diferentes formas de fermentacidon se deben a
variaciones en las enzimas vinculadas con el metabolismo del acido piravico
que se encuentra en el organismo (Doelle, 1969). Esta prueba sirve para
comprobar la capacidad de un organismo de producir y mantener estables los
productos acidos terminales de la fermentacion de la glucosa y vencer la

capacidad amortiguadora del sistema.

6.3.5. CITRATO DE SIMMONS (CS).

Determina si un microorganismo es capaz de utilizar el citrato como Unica
fuente de carbono para el metabolismo y el crecimiento. EI microorganismo
utiliza las sales de amonio como Unica fuente de nitrdgeno, las cuales son

degradadas hasta amoniaco.

Algunas bacterias pueden suministrar energia en ausencia de fermentaciéon o
produccion de acido lactico empleando el citrato como Unica fuente de
carbono. Normalmente, el metabolismo del citrato comprende la condensacion
de acetilo con la coenzima A y oxalacetato para entrar en el ciclo de Krebs. El
metabolismo del citrato por la mayoria de las bacterias es rapido a través del
ciclo del acido tricarboxilico o el ciclo de fermentacion del citrato. En las
bacterias, el desdoblamiento del citrato comprende un sistema enzimatico sin
la intervencion de la coenzima A. Esta enzima se denomina citritasa (citrato
oxalacetato-liasa) o citrato desmolasa. La enzima requiere un cation bivalente
para su actividad, que es suministrado por el magnesio o el manganeso
(Sokatch, 1969).
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6.3.6. MALONATO.
Esta prueba determina la capacidad de un microorganismo de utilizar el

malonato de sodio como Unica fuente de carbono con la resultante alcalinidad.

El malonato es un inhibidor enzimatico. Quastel y Wooldridge fueron los
primeros en demostrar la capacidad del acido malénico (malonato) de interferir
en la oxidacién del &cido succinico en acido fumarico, inhibiendo la accion
catalitica de la enzima succinato-deshidrogenasa. El &cido maldnico inactiva
la enzima por un proceso denominado inhibicibon competitiva. La enzima
succinato-dehidrogenasa transfiere el hidrégeno a un compuesto aceptor
adecuado en la conversion del acido succinico en acido fumérico. Sin
embargo, esta reaccién puede ser inhibida por un compuesto organico que
estructuralmente es similar al sustrato normal, el acido succinico. El acido
maldnico es estructuralmente analogo al acido succinico y compite por su lugar

en la enzima (Pelczar., Reid, 1965).

6.3.7. DESAMINACION DE LISINA (LIA).

Este ensayo determina la capacidad de las bacterias para desaminar o
descarboxilar a la lisina. Las pruebas de las descarboxilasas se emplean
fundamentalmente para determinar grupos bacterianos entre las
Enterobacteriaceae. Ayuda a la diferenciacion entre los géneros:
Edwardssiella (+), Salmonella (por lo general +), y Arizona (+) del Citrobacter
(-). También se logra observar diferenciacion de las especies: Enterobacter
aerogenes (+) Enterobacter hafniae (+) del Enterobacter cloacae (-) y
Enterobacter agglomerans (-) (Mac Faddin, 1980).

6.3.8. MOVILIDAD, INDOL, ORNITINA (MIO).
Por su composicion, es posible detectar 3 reacciones en un mismo tubo:

movilidad, presencia de ornitina descarboxilasa e indol.

Método de siembra por picadura. La movilidad se demuestra por un

enturbiamiento del medio o por crecimiento que difunde mas alla de la linea
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de inoculacion. La ornitina es el sustrato para la deteccion de la enzima ornitina
descarboxilasa, el purpura de bromocresol es el indicador de pH. El indol se
produce a partir del triptéfano por los microorganismos que contienen la

enzima triptofanasa.

6.3.9. MOVILIDAD, INDOL, SULFUROQOS (SIM).

Se utiliza para determinar tres factores: produccion de sulfuro de hidrégeno,
detecciéon de indol y movilidad. Determina si la bacteria a través de la accién
de diversas triptofanasas puede degradar el triptofano a indol. Evallta si hay
produccion de H2S a partir de aminoécidos azufrados. Indica si la bacteria es

movil.

6.3.10. PRUEBA DE LA CATALASA.
Determina la presencia de la enzima catalasa, que se encuentra en la mayoria

de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromos.

La enzima catalasa se encuentra bacterias que contienen citocromos; la
excepcion principal es el Streptococcus. Por lo general, los organismos que no
poseen el sistema citocromo carecen también de la enzima catalasa y por lo
tanto no pueden descomponer el peroxido de hidrogeno. La mayoria de las
bacterias anaerobias (por ejemplo, especies de Clostridium) poseen la enzima
peroxidasa en lugar de la catalasa. Tanto las catalasas como las peroxidasas
entran en la clasificacion enzimatica general de “hidroperoxidasas”. La
catalasa es una hemoproteina; el grupo prostético esta formado por cuatro
atomos de hierro trivalente (Fe3*-férrico) moléculas que retienen su estado

oxidado durante la actividad enzimética (Cantarow., Schepartz, 1962).

6.3.11. PRUEBA DE LA OXIDASA.
La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo
oxidasa que cataliza la oxidacion del citocromo quien es reducido por el

oxigeno molecular. Se produce agua o peroxido de hidrogeno segun la
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especie bacteriana. El oxigeno es el aceptor final de electrones en la cadena
de transporte de electrones.

Todas las bacterias aerébicas obtienen su energia por la respiracion, proceso
responsable de la oxidacion de diversos sustratos. El oxigeno molecular oxida
un sustrato con la intervencion del sistema de transporte de electrones. El
oxigeno es el aceptor de hidrogeno final, produciendo a partir del hidrogeno,
segun la especie bacteriana y su sistema enzimético (Frobisher., 1957).

6.3.12. HIDROLISIS DE ALMIDON.
Determina la capacidad de un microorganismo para secretar la enzima amilasa

para la degradacion de almidén en moléculas mas pequenas.

6.3.13. LICUEFACCION DE LA GELATINA.

Determina la capacidad de un microorganismo de producir enzimas de tipo
proteolitico (gelatinasas) que a su vez son detectadas por la digestion o
licuefaccion de la gelatina.

Se incorpora gelatina a diversos medios para determinar la capacidad de un
organismo de producir enzimas de tipo proteolitico que, a su vez son
detectadas por la digestion o licuefaccion de la gelatina presente. Las
proteinas que se producen naturalmente son demasiado grandes para entrar
en una célula bacteriana; por lo tanto, para que una célula utilice las proteinas
primero debe ser catabolizada en componentes mas pequefios. Las enzimas
exocelulares de tipo proteolitico, gelatinasas, son secretadas por ciertas
bacterias para desdoblar a las proteinas, y esta capacidad ayuda a la

identificacion bacteriana (Mac Faddin., 1980).

6.3.14. MEDIO DE CULTIVO CON 7% de NaCl.
Cada microorganismo tiene requerimientos de actividad de agua que permiten
su proliferaciéon. Algunas bacterias, hongos y las levaduras son capaces de

crecer mejor en medios con una actividad de agua baja.
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La variacién en la concentracién del soluto no solo altera la disponibilidad de

agua, sino también la presion osmotica, que es la concentracion

6.4 CINETICA DE CRECIMIENTO BACTERIANO.

El crecimiento de la poblacion microbiana se siguié midiendo los cambios en
el nimero de células. Esto se realizo colocando tubos de caldo nutritivo mas
el sembrado inicial de bacterias en la incubadora a 37°C procediendo a la toma
de alicuotas en tiempos determinados después del sembrado (tiempo cero) de
las bacterias en caldo nutritivo, esto pudo medirse directamente al microscopio

mediante muestras liquidas en la cAmara de conteo Petroff-Hausser.

6.5 ENSAYOS CON PLOMO.

Se evalud el efecto de la exposicion a diferentes concentraciones de plomo
(0.32, 0.629, 1.95, 5.66, 6.59 mM) sobre el crecimiento de las bacterias en
medio liquido, al igual se mantuvieron las cepas sin exposicién a Pb. Las
pruebas se realizaron por triplicado. El crecimiento se evalu6 midiendo la
concentracion de proteinas totales mediante la técnica de Lowry la que
constituye un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas.
A la muestra se le agreg6 un reactivo capaz de formar un complejo colorido
con las proteinas, siendo la intensidad del color directamente proporcional a la
concentracion de las mismas, segun la ley de Lambert-Beer.

Este método consta de dos etapas:

1) Los iones Cu2+, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando
complejos con los atomos de nitrogeno de los enlaces peptidicos. Estos
complejos Cu?*-proteina tienen un color azul claro. Ademas, provocan el
desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose
los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda etapa de
la reaccion. El Cu?* se mantiene en solucion alcalina en forma de su complejo

con tartrato.
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2) La reduccién, en medio bésico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, se da por
los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las
proteinas, donde el cobre actia como catalizador. El principal constituyente
del reactivo de Folin- Ciocalteau es el acido fosfomolibdotingstico, de color
amarillo, que al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo

de color azul intenso.

6.5.1 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.

Esta se llevo a cabo en placas con agar nutritivo y en tubos (transparentes)
con caldo nutritivo, en los cuales se adicionaron las concentraciones
crecientes de plomo antes mencionadas, esta determinacién se realiz6 con la
finalidad de observar cual es la concentracion méaxima tolerada durante el
crecimiento bacteriano, ya que esta ayudara a confirmar la resistencia de las
cepas a las diferentes concentraciones de plomo y ademas permitira

establecer las concentraciones toleradas en estudios posteriores.

6.5.2 SELECCION DE COLONIAS SENSIBLES Y TOLERANTES A PLOMO.

Se realiz6 la seleccion de las colonias bacterianas de acuerdo al crecimiento
mostrado en la prueba de concentracion minima inhibitoria. Las colonias que
presentaron crecimiento se aislaron y sembraron en caldo nutritivo para
procurar su preservacion. A las muestras anteriores se les realiz6 la técnica

de Lowry para la cuantificacién de proteinas totales.

6.6 EXAMEN MICROSCOPICO.
Este se realizd después de la exposicion a plomo en las colonias

seleccionadas mediante un frotis y la Tincion de Gram para observar las

Jade Alejandrina Galicia Apolinar
Lic. en Ciencias Quimicas 70



VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL

caracteristicas morfolégicas (ver figura 4) en un microscopio Optico marca
Olympus (modelo: CX41RF/SP-320), a un aumento de 100X.

6.7 ENSAYOS BIOQUIMICOS.

6.7.1. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTATION S-
TRANSFERASA (GST).

Las muestras de bacterias tomadas a diferentes tiempos se centrifugaron a
4000 rpm durante 15 min. Se deseché el sobrenadante y el precipitado fue
disuelto en un amortiguador de fosfatos 20 mM, EGTA 0.1 mM y KCI 5mM a
pH 7.4. Se midi6 la concentracion de proteinas totales por el método de Lowry.
La proteina se ajusté a 1 mg/ml y se realizd6 el ensayo en un medio que
contendria fosfato de potasio 0.1 M pH 6.5, al cual se le agreg6 glutation
reducido 1mM, el sustrato 2,4-dinitroclorobenceno 1mM y la enzima
(suspension bacteriana). Se midié el incremento de absorbancia a 350 nm
cada 20 segundos por un tiempo total de tres a cinco minutos en un

espectrofotometro ultravioleta/visible (Habig y Jakoby, 1981).

6.7.2. MEDICION DE LAS ESPECIES REACTIVAS AL ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS).

Este método se utilizo para determinar el grado de lipoperoxidacion de células
bacterianas por medio de la produccion de TBARS. Este se basa en la reaccion
de dos moléculas de acido tiobarbiturico (TBA) con una de MDA, produciendo
dos moléculas de agua y un complejo colorido, el cual se midié

espectrofotométricamente a 535 nm.

Se suspendieron 200ul de la muestra lavada y centrifugada en 800ul de PBS
(8.1 g de NaCl, 2.302 g de NaHPO4y 0.194 g de NaH2PO4 aforar en 1 litro de
agua a pH 7.4), 25ul de butirilhidroxitolueno (BHT) Y 350ul de acido
tricloroacético (TCA) al 30%. La mezcla se coloc6é en hielo 2.5 horas, se

centrifugd a 4000 rpm durante 10 min. A 100ul del sobrenadante se le agregé
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EDTA 0.1 M mas 250ul de TBA al 1%, se colocé a ebullicién durante 15 min,
se procedi6é a leer en un espectrofotdmetro ultravioleta-visible de doble haz,
marca Perkin Elmer (modelo Lambda 25L600-00BB) (Navarro, 1999).

6.7.3. ELECTROFORESIS.

La palabra electroforesis, proviene de los prefijos griegos electro que significa
electron y phoresis traslacion. La electroforesis se utiliza para lograr la
separacion de moléculas al paso de una corriente eléctrica continua y para
lograr la migracién y separacion de moléculas, al aplicar un campo eléctrico.
La separacion se basa en la diferencia de peso en la molécula. De manera que
la migracién neta es directamente proporcional al peso de las proteinas
constituyentes de la molécula.

Se prepararon geles en condicion desnaturalizante al 12% (ver preparacion en
la tabla 6) y se usaron marcadores de peso molecular pretefiidos (marca
BenchMark™ Prestained). Las muestras se ajustaron de 1 a 5 mg/ml, para
colocarlas en los pozos. Se corrié de 60 a 100 Volts, por un periodo de 1 a 2
horas o hasta que el frente salid. Los geles se tifieron con azul de Coomassie
para posteriormente destefiirse con solucién para destefiir (bajo metanol y alto

metanol) hasta hacer visibles las bandas proteicas y proceder a hacer su

analisis.
Tabla 6. Preparacién de los geles para electroforesis.
Solucién Gel separador Gel condensador
1 Gel 2 Geles 1 Gel 2 Geles
H20 2.025 4.05 1.425 2.85
Sep B/ D cond 1.875 (sol B) 3.75 (sol B) 0.625 (sol D) 1.25 (sol D)
A 3.0 6.0 0.250 0.5
C 0.075 0.15 0.00625 0.0125
Persulfato 0.54375 1.09 0.175 0.35
Temed 0.00375 0.0075 0.0025 0.005
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Solucién A: Acrilamida 30%; Bis-acrilamida 0.8%.

Solucién B: Tris-HCI 1.5M pH 8.8 (100ml: 18.2 g Tris-HCI).

Solucién C: SDS 10%

Solucion D: Tris-HCI 0.5M pH 6.8 (100 ml: 6.1 g Tris-HCI)

Persulfato de amonio al 1%. Preparar al momento y usar la cantidad.
Temed: directo del frasco.

Solucion fijadora: Metanol 40%-acido acético 10%.

Solucién para destefiir: Bajo metanol (metanol 30%) mas Acético 7.5%.
Alto metanol: (metanol al 50%) mas Acético 7.5%.

Tincion: Coomassie R-250 0.2%/MeOH 50%

Amortiguador de corrida: 14.4 g de glicina, 3.0 g de Tris-HCI, 10.0 ml de

solucion C en 100 ml de agua.

Amortiguador de la muestra: 5.0 ml de glicerol, 2.5 ml de solucién D, 1.0 ml de
solucion C, 100 ul de B-mercaptoetanol, 0.1 mg de azul de bromofenol en 100

ml de agua.
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VII. RESULTADOS

7.1 AISLAMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS Y ANALISIS
MICROSCOPICO DE LAS MUESTRAS

Se aislaron un total de 13 colonias bacterianas de las cuales nueve
(clasificadas entre las muestras tipo a y b) se tomaron de zonas industriales
en donde muy posiblemente existe presencia de metales pesados

contaminando los efluentes.

Tabla 7. Muestras, lugar de recoleccion y ubicacion. Los nimeros 1, 2 y 3 significan la region
del efluente donde fueron tomadas, 1 tomadas en la orilla izquierda del rio, 2 tomadas de la
zona centro del rio y 3 tomadas en la orilla derecha del rio Papaloapan de san juan bautista,

Muestra Lugar de recoleccién Ubicacién
a .
) Papaloapan 1 Zona centro medio, Tuxtepec, Oaxaca.
a
) Papaloapan 2 Zona Centro Norte, Tuxtepec, Oaxaca.
a
) Papaloapan 3 Zona Centro Sur, Tuxtepec, Oaxaca.
a .
) Playa de mono 1 Localidad Playa de Mono Norte, Tuxtepec,
Oaxaca.
a .
) Playa de mono 2 Localidad Playa de Mono Sur, Tuxtepec, Oaxaca.
a .
) Sumatra 1 Colonia San Rafael Norte, Tuxtepec, Oaxaca.
a .
) Sumatra 2 Colonia San Rafael Sur, Tuxtepec, Oaxaca.
b .
) Arroyo Moctezuma Zona seguro social, Tuxtepec, Oaxaca.
(AN)
b .
) Arroyo Moctezuma Zona Seguro Social, Tuxtepec, Oaxaca.
(Eco)
) Plan de aguila 1 Comunidad Plan de Aguila Norte, Chiltepec,
Oaxaca.
c L. . o .
) Plan de &guila 2 Comunidad Plan de Aguila Sur, Chiltepec,
Oaxaca.
c . . . . .
) Orquideas Comunidad San Isidro Naranjal Norte, Chiltepec,
Oaxaca.
c . . : : .
) Naranjal Comunidad San Isidro Naranjal Sur, Chiltepec,
Oaxaca.
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Las cuatro restantes (clasificadas como c) se tomaron de zonas alejadas del
centro de la ciudad de Tuxtepec, donde se piensa que aun no se presenta
contaminacion del agua. La tabla 7 muestra el tipo de muestra asi como el

lugar de su recoleccion y la ubicacion del mismo.

De las 13 muestras analizadas por técnicas de tincidbn y microscopia se
identificaron tres colonias Gram (-) dos de las cuales fueron bacilos y una
cocos. Las colonias restantes resultaron ser Gram (+); de ellas, cuatro colonias
fueron cocos y nueve se identificaron como bacilos. Todas las colonias
mostraron caracteristicas estructurales diferentes ya que se encontraron
duplas, tétradas, aglomerados asi como diferentes tamafios celulares. La tabla
8 resume los resultados del andlisis microscépico de las 13 muestras.

Tabla 8. Analisis microscoépico y colonial de las muestras de agua de afluentes del rio
Papaloapan y lugares cercanos a la zona.

MUESTRAS ANALISIS MICROSCOPICO
Tincion de Gram | Forma Caracteristicas de la colonia
a) Papaloapan 1 ) Bacilos En duplas y aisladas, colonia
pura.
a) Papaloapan 2 ) Cocos En duplas y cadenas, colonia
Bacilos pura.
a) Papaloapan 3 (+) Cocos Duplas, tétradas y
Bacilos aglomeradas
a) Playa de mono 1 (+) Cocos Tétradas y aglomeradas.
Bacilos
a) Playa de mono 2 (+) Cocos En cadenas
(+) Bacilos
a) Sumatral (+) Bacilos Aisladas, colonia pura.
a) Sumatra 2 ) Bacilos Aisladas, colonia
(+) Cocos contaminada.
b) Arroyo Moctezuma +) Cocos Aisladas, colonia pura.
(AN)
b) Arroyo Moctezuma (+) Cocos Aisladas, colonia pura.
(Eco)
c) Plande aguila 1 (+) Bacilos Duplas y cadena.
c) Plan de aguila 2 (+) Bacilos Aglomeradas
C) Orquideas (+) Bacilos Aislados, colonia pura.
c) Naranjal (+) Bacilos Diferentes tamafnos
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7.2 ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA PARA DETERMINACION DE
METALES PESADOS.

Los datos de la tabla 9 sefialan las concentraciones de metales pesados
determinados en las muestras de agua tomadas de diferentes ambientes. Se
observé que en tres muestras no se logro detectar la presencia de metales
pesados [Playa de mono (1y 2), Plan de Aguila 2 y Orquideas] lo cual indica
probablemente que estas aguas se encuentran presuntamente sin la presencia

de estos metales.

Se demostro la presencia de cromo en las muestras de agua Papaloapan 1y
Papaloapan 3 con una concentracion de 2.1 a 2.3 ppm. Sumatra y Naranjal en

un intervalo de trazas hasta 1.2 ppm.
Tabla 9. Determinacion de metales pesados de las muestras de agua procedentes

de diferentes zonas del Distrito Tuxtepec, Oaxaca. ND significa no determinado

Muestras Determinaciéon de metales en las
muestras de agua (ppm)

a) Papaloapan 1 Plomo: 1.2
Cromo: 2.3
a) Papaloapan 2 Cadmio: 0.75
a) Papaloapan 3 Plomo: 1.2
Cromo: 2.1
a) Playa de mono1 | e
a) Playa de mono2 | -
a) Sumatra 1 Mercurio: 0.00072
a) Sumatra 2 Plomo: trazas
Cadmio: trazas
b) Arroyo Moctezuma ND
(AN)
b) Arroyo Moctezuma ND
(Eco)
C) Plan de aguila 1 Plomo: Trazas
Cadmio: trazas
C) Plan de &guila2 | -
C) Orquideas | -
C) Naranjal Plomo: 0.85
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Uno de los elementos que se ha reportado como mas dafiino para los seres
vivos es el mercurio (Chavez, 1988; Santos, 1997; Goering, 2000) Este
elemento fue determinado en aguas del rio Sumatra alcanzando una
concentracion de 0.00072 ppm. En el caso del cadmio, este metal se
determind en las muestras Papaloapan 2, Sumatra 2 y Plan de aguila en un
intervalo de trazas hasta 0.75 ppm. El plomo se encontr6 en las zonas

Papaloapan 1, Papaloapan 3, Sumatra 2, Plan de Aguila 1 y Naranjal.

Los resultados anteriores demuestran que en zonas cercanas a industrias se
encontraron los cuatro metales pesados a diferentes concentraciones, lo cual
quiere decir que esta agua se encuentran contaminadas por metales pesados
provenientes, muy probablemente, de las industrias que se encuentran
cercanas a las mismas (industria cervecera e industria papelera). En la zona
del arroyo Moctezuma, el cual se clasifica como un arroyo de aguas negras,
no se determind la presencia de metales pesados, sin embargo se podria
suponer su existencia debido a que este rio atraviesa lugares industriales, la
zona del hospital y zonas urbanas. Finalmente en la zona clasificada como no
contaminada se determiné la presencia de plomo y cadmio procedentes,
probablemente, de las actividades humanas llevadas a cabo dentro de los rios

gue pasan por la comunidades.

7.3 SELECCION DE COLONIAS QUE CRECIERON EN MEDIOS CON
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PLOMO.

Para iniciar la seleccion de las colonias, las 13 iniciales fueron sometidas a
crecimiento en medios de cultivo sélido en presencia de 1.95 mM de plomo,
siendo esta concentracion tomada como criterio de seleccién (ya que esta
concentracion del metal es soluble en el medio de cultivo). La tabla 10 indica
gue solo cuatro colonias crecieron a esta concentracion de plomo. Todas las

colonias presentaron forma de bacilo, tres Gram (+) y una Gram (-).
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Estas cuatro colonias microbianas seleccionadas se clasificaron como cepas
bacterianas resistentes a plomo y se eligieron 3 debido a que AN y Eco
presentaron las mismas caracteristicas y fueron aisladas del mismo efluente,
en contraste Bacillus pumillus (Playa de mono) fue aislado de un ambiente
completamente diferente. Lo anterior ayudé a la seleccion de cepas para poder
asi, en los resultados presentados mas adelante, hacer una comparacion entre

las cepas.

Tabla 10. Seleccion de colonias tolerantes a plomo en placa de acuerdo a sus caracteristicas.

Muestras Forma Gram Color de | Tamafio de [Pb]
colonia la colonia

a) Papaloapan 1 Bacilo ) Beige 2mm 1.95 mM
(opaca)

a) Playa de mono Bacilo (+) Beige Imm 1.95 mM
(opaca)

b) Arroyo Bacilo (+) Beige 2mm 1.95 mM
Moctezuma (AN) (opaca)

b) Arroyo Bacilo (+) Beige 2mm 1.95 mM
Moctezuma (Eco) (opaca)

7.4 CARACTERIZACION BIOQUIMICO-MICROBIOLOGICA DE COLONIAS
BACTERIANAS RESISTENTES A PLOMO.

La caracterizacion se realiz6 a las colonias bacterianas que presentaron
crecimiento en presencia de plomo. En la tabla 11 se puede observar que la
colonia denominada Papaloapan 1 (zona centro medio, Tuxtepec, agua
contaminada con Pb y Cr) presento resultados diferentes en comparacion con
las colonias Arroyo Moctezuma (AN) (Zona cercana al seguro social, metales
pesados no determinados), Playa de mono (Localidad de playa de mono
norte, sin deteccion de metales pesados) y Arroyo Moctezuma (Eco) (Zona
cercana al seguro social, metales pesados no determinados). Estos resultados

permitieron diferenciar la existencia de dos especies diferentes.
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Arroyo Moctezuma (AN y Eco) y Playa de mono presentan los mismos
resultados en las pruebas realizadas por lo cual se cree que podria tratarse de
la misma especie. Fisicamente la diferencia que se puede observar es que las
cepas mencionadas fueron aisladas a partir de diferentes afluentes de agua o
que posiblemente se trate de una bacteria de origen comun quiz4 de origen
humano, ya que en el seguro social se han detectado bacterias provenientes

de desechos de muestras de pacientes.

Tabla 11. Resultados pruebas bioquimicas.

Colonias Papaloapan 1 Arroyo Playa de Arroyo
Moctezuma mono Moctezuma
(AN) (Eco)

Gram () (+) (+) (+)
Agar de hierro triple +) AIA AIA AIA
azucar (TSI)
Movilidad, Indo, Inmovil Movil Movil Movil
Sulfuros (SIM)
Movilidad Indoal, Inmovil Movil Movil Movil
Ornitina (MIO)
Desanimacion de la +) (+) (+) (+)
lisina (LIA)
Caldo rojo fenol mas “) (+)/sg (+)/sg (+)/sg
sacarosa (CRFL)
Rojo de metilo (RM) ) (+) (+) +)
Descaboxilacién de la +) ) ) Q)
ornitina
Catalasa (+) (+) () (+)
Citrato-Simmons (+) ) ) )
(C-S)
Almidén () @) () ()
Caldo maltosa (+) (+) () (+)
Oxidasa () ) ©) ()
Licuefaccion de la ) ) ) )
gelatina
Medio de cultivo mas (+) (+) (+) (+)
7.1 de NaCl
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La tabla 12 muestra las imagenes de los resultados obtenidos durante la realizacién de las pruebas bioquimicas.

Tabla 12. Imagenes de las pruebas bioquimicas.

COLONIAS TSI SIM MIO LIA CRFL RM

Papaloapan 1

Arroyo
Moctezuma (An)
Playa de mono

Arroyo
Moctezuma (Eco)
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COLONIAS ORNITINA

CATALASA | C-S ALMIDON

MALTOSA GELATINA

NaCl 7%

Papaloapan 1

Arroyo
Moctezuma
(An)

Playa de
mono

Arroyo
Moctezuma
(Eco)

TSI= Agar de hierro triple azlcar
MIO = Movilidad, Indol, Ornitina

CRLF = Caldo rojo fenol mas sacarosa
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SIM = Movilidad, Indol, Sulfuros
LIA = Desaminacién de la lisina

RM = Rojo de metilo

C-S = Citrato-Simmons
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De acuerdo a los resultados obtenidos durante la realizacion de las pruebas
bioguimicas y utilizando el manual Bergey’s se logré determinar el género y la
especie de las bacterias estudiadas. Los resultados se presentan en la tabla
13. En ella se puede ver la existencia de bacilos con Gram tanto positivos como
negativos, los cuales pertenecen a las familias Enterobacteriaceae y
Bacillaceae. De los bacilos pertenecientes a la familia Bacillaceae se
presentan tres colonias bacterianas con las mismas caracteristicas
morfologicas y bioquimicas. Analizando los datos anteriores se decidio trabajar
con las cepas que presentaron mayor crecimiento a las 24 horas de sembrado
en placas de agar nutritivo mas plomo (pruebas presentadas mas adelante),
mismas gue fueron Playa de mono y Arroyo Moctezuma (Eco). No se descarta
que las bacterias sean las mismas, lo que se puede pensar es que tienen
diferente susceptibilidad al plomo y esto puede deberse a que se aislaron de

diferentes ambientes.

Tabla 13. Determinacién bacteriana a partir de resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas.

Colonia
Papaloapan 1 Playa de Arroyo Arroyo
mono Moctezuma (AN) Moctezuma
(Eco)
Gram () () () ()
Forma Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
Familia Enterobacteriaceae Bacillaceae Bacillaceae Bacillaceae
Género Hafnia Bacillus Bacillus Bacillus
Especie alvei pumillus Pumillas pumillus
Jade Alejandrina Galicia Apolinar
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7.5 MEDICION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

En la grafica 1 se observa que la colonia bacteriana identificada como Hafnia
alvei (aislada de la zona centro medio, Tuxtepec, Oaxaca) presento, despues
del sembrado inicial, un estado de latencia de aproximadamente 8 horas con
una poblacion inicial promedio de 1000 células, alcanzando su fase
exponencial a las 23 horas con un nimero maximo de aproximadamente 4.4
x 103 células. Posteriormente la densidad celular comenz6 a decrecer (fase de

muerte).
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Grafica 1. Cinética de crecimiento de Hafnia alvei (Gréfica representativa
de 2 repeticiones).

En la gréfica 2 se observa que Bacillus pumillus (Playa de mono) presentd un
estado de latencia de 3 horas después de su sembrado inicial (con una
poblacion promedio de 0.26x10°2 células) y alcanzd su fase exponencial a las
23 horas con un nimero aproximado de 3.2 x 10° células, posteriormente
comenzo la fase de muerte debido a que se observa un decaimiento en el

numero de células.
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La cepa presenta una cinética diferente a la primera bacteria.
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Gréfica 2. Cinética de crecimiento de Bacillus pumillus (Playa de mono)
(Gréafica representativa de 2 repeticiones).

En la gréfica 3 se observa que la colonia bacteriana Bacillus pumillus (Eco,
aislada de una zona cercana al Seguro Social) present6 un estado de latencia
de 8 horas después de su sembrado inicial (con una poblaciéon promedio de
0.9x10° células) y alcanzé su fase exponencial a las 23 horas con un nimero
aproximado de 2.7 x 102 células, posteriormente comenzé la fase de muerte

observandose un decaimiento en el nimero de células.
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Grafica 3. Cinética de crecimiento de Bacillus pumillus (Eco) (Gréafica
representativa de 2 repeticiones).

La grafica 4 muestra que las 3 cepas poseen un periodo de latencia parecido
y aproximado de 10 horas a partir del cual comienza el crecimiento celular. La
comparacién de las cinéticas de crecimiento de las tres cepas puede
observarse en la grafica 4. En ella se puede observar que Hafnia alvei y
Bacillus pumillus (aislado del arroyo contaminado y denominado como Eco)
presentan un comportamiento parecido pero la densidad celular es diferente
ya que Hafnia alvei muestra fases log, estacionaria y de muerte. Bacillus
pumillus (aislado de playa de mono) muestra un comportamiento diferente a
de las otras 2 cepas mostrando una fase log muy larga, escasa fase
estacionaria y muerte celular. El nUmero de células alcanzado por esta cepa

es mayor en relacion con las otras 2.
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7.5 Bacillus pumillus (Playa
A de mono)

A
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Grafica 4. Comparacion de la cinética de crecimiento de las colonias (Hafnia alvei
en color naranja, Bacillus pumillus en color verde y Bacillus pumillus (Eco) en color
negro (Grafica representativa de 2 repeticiones).

7.6 CRECIMIENTO DE BACTERIAS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
PLOMO

Para realizar este estudio se utilizaron las 3 cepas seleccionadas como
resistentes y se expusieron a concentraciones crecientes del metal. En la
seccidn 7.3 se observo que las colonias crecieron a una concentraciéon de 1.95
mM de Pb. A partir de este dato se establecieron 2 concentraciones por debajo
y 2 concentraciones por arriba mismas que se eligieron por ser

concentraciones solubles y no precipitar en el medio de cultivo.

a) Medio de cultivo liquido

En la tabla 14 se reporta el crecimiento maximo de las bacterias a diferentes
concentraciones de plomo en tubos con caldo nutritivo, donde el crecimiento

celular se determiné mediante la turbidez. A las 24 horas se observé que en
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comparacion con los tubos en el tiempo inicial, los tres primeros tubos
comienzan a ponerse turbios por lo cual se confirmo el crecimiento bacteriano,
a las 48 horas se observo turbidez hasta la cuarta concentracion. 5.66 mM fue
la maxima concentracion a la cual se observaron cambios en la turbidez de los
tubos correspondientes a las 2 cepas de Bacillus (ver tabla 14). Posiblemente
en el tubo con la ultima concentracion no se logrd distinguir el crecimiento
debido a que en esta concentracion el color del medio se aprecia ligeramente

opaco, lo cual pudo afectar las observaciones realizadas.

En el caso de Hafnia alvei, el crecimiento se logré hasta la concentracion de
6.59 mM a partir de las 48 horas, lo cual puede indicar que esta bacteria pudo
utilizar algin mecanismo de defensa mismo que le ayud6 a resistir esta
concentracion del elemento téxico. La tabla 15 muestra las imagenes del
crecimiento de las 3 diferentes bacterias en concentraciones crecientes de

plomo.

Tabla 14. Concentracion maxima de Pb a la cual crecieron las diferentes cepas

Pb (mM) Colonia Tiempo
Hafnia alvei Bacillus Bacillus Pumillus (Horas)
(Papaloapan 1) pumillus (Arroyo Moctezuma
(Playa de | (Eco))
mono)
0.32 + + + 24
0.629 + + + 24
1.95 + + + 24
5.66 + + + 48
6.59 + X X
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Tabla 15. Crecimiento de las bacterias en caldo nutritivo mas concentraciones
crecientes de plomo.

Hafnia alvei | Bacillus pumillus | Bacillus pumillus
(Papaloapan 1) (Playa de mono) (Arroyo M.(Eco))

Inicial

SN R v

: /

<— |ndica donde es visible el crecimiento de las bacterias.

b) Medio de cultivo solido

Se realiz6 el crecimiento de bacterias a concentraciones crecientes de plomo
en placa con agar nutritivo; en la tabla 17 se puede observar que a las 24 horas
Hafinia alvei y el Bacillus pumillus (Eco) presentaron crecimiento hasta la
concentracion 1.95 mM, mientras que el Bacillus pumillus (playa de mono)
crecié hasta la concentracion de 5.66 mM. A las 48 horas las colonias Hafnia
alvei y Bacillus pumillus (Eco) siguieron creciendo lo cual se manifesté como
el aumento del tamafio de la colonia. En estas dos bacterias se inhibi6 el
crecimiento cuando fueron expuestas a 5.66 y 6.59 mM del toxico. Bacillus
pumillus (Playa de mono) siguio6 creciendo hasta las 48 horas, inhibiéndose su

crecimiento a la concentracion de 6.59 mM.
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La tabla 16 muestra el crecimiento de

concentraciones de plomo durante 48 horas de exposicion.

las tres bacterias a diferentes

De los resultados observados en placa de agar podemos constatar que uno

de los efectos de la exposicion a plomo podria ser el retraso del creciemiento

celular. Los datos observados en las concentraciones mas altas del metal

(5.66 y 6.58 mM) podria deberse a que el toxico no se distribuyd

uniformemente en la placa.

Tabla 16. Crecimiento bacteriano en placas con agar nutritivo mas

concentraciones crecientes de Pb (n=3).

Pb (mM) Colonia Tiempo
Hafnia alvei Bacillus pumillus Bacillus Pumillus (Horas)
(Papaloapan 1) (Playa de mono) (Arroyo Moctezuma
(Eco))
0.32 + + + 24
0.629 + + + 24
1.95 + + + 24
5.66 X + X 48
6.59 X X X
(+) Indica crecimiento bacteriano y (x) que las bacterias no crecen.
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Tabla 17. Crecimiento macroscopico de las diferentes cepas bacterianas en placas con agar
nutritivo mas concentraciones crecientes de plomo.

Tiempo Hafnia Bacillus (Playa de Bacillus (Eco)
(horas) mono)

Inicial

24

S V| ¥

<4 |ndica el crecimiento de las bacterias

7.6.1 Andlisis microscopicos de las colonias resistentes a plomo.

Hasta este punto, se observé que las cepas Hafnia alvei y Bacillus pumillus
pueden crecer en presencia de diferentes concentraciones de plomo. Para
analizar un posible efecto del metal en la morfologia colonial y estructural de
las bacterias expuestas al metal se realizo el analisis microscopico de la tincion
de Gram y la morfologia de las colonias que mostraron crecimiento en tubos y
cajas con medio nutritivo mas concentraciones crecientes de Pb. Se observé

gue Hafnia alvei y Bacillus pumillus (Eco) no presentan cambios en la tincion

Jade Alejandrina Galicia Apolinar
Lic. en Ciencias Quimicas 90



VII. RESULTADOS

de Gram ni tampoco en sus caracteristicas morfolégicas, sin embargo Bacillus
pumillus (Playa de mono) no presenté cambios en la tincion de Gram pero si
presentd cambio en su tamafio celular, mismo que se observé como se indica
en la figura 25B y que se manifestd al exponer a las células a una
concentracion alta del toxico. De la misma manera presentdé una variacion
colonial no observada en las cepas restantes. La tabla 18 muestra las
caracteristicas morfologicas y microscopicas de las colonias que presentaron
resistencia al plomo constatando que las bacterias conservan su estructura
celular y composicion de pared, por lo cual sus caracteristicas de tincion no se
ven alteradas, aunque si su tamafio en cada caso al exponerse a
concentraciones altas de metal. La figura 25 muestra las caracteristicas
coloniales y resalta el cambio de coloraciéon de la colonia perteneciente a
Bacillus pumillus (Playa de mono) cuando fue expuesta a una concentracion

alta de Plomo.

Tabla 18. Caracteristicas de las colonias seleccionadas como resistentes a diferentes
concentraciones de plomo (Pb).

Colonia [Pb] Morfologia Tinciéon de | Caracteristicas
Gram

Papaloapan 1 1.95mM Bacilo Gram (-) En duplas y

(Hafnia) aglomerados.

Bacillus pumillus 1.95mM Bacilo Gram (+) Aglomerados

(Arroyo Moctezuma
(Eco))

Bacillus pumillus 5.66mM Bacilo Gram (+) Aglomerados, cambio
(Playa de mono) de tamafio, alargadas

e hinchadas.

Las bacterias de la especie Bacillus pumillus (Playa de mono) al ser expuestas
a diferentes concentraciones de plomo, y en dos medios de cultivo diferentes
mostraron cambios coloniales macroscopicos en la coloracion ya que el color

crema normal cambi6 a color café intenso, tal como se observa en la figura 25.
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Figura 25. Crecimiento de Bacillus pumillus en diferentes medios con diferentes
concentraciones de plomo: A) Bacillus pumilus (Playa de mono) crecido en medio agar
cuenta estandar en presencia de 0.32 mM de plomo. B) Bacillus pumilus (Playa de
mono) crecido en agar cuenta estandar en presencia de 0.629 mM de plomo. C)
Bacillus pumilus (Playa de mono) crecido en agar nutritivo en presencia de 0.32 Mm
de plomo. D) Bacillus pumilus (Playa de mono) crecido en agar nutritivo en presencia
de 0.629 mM de plomo.

Figura 26. Andlisis microscoépico de los frotis bacterianos de
Bacillus pumillus A) Bacterias sin exposicion a plomo,
observadas a 100X B) Bacterias expuestas a 5.66 mM de plomo
observadas a 100X.
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Bajo estas condiciones las bacterias del género Bacillus pumillus provenientes
de un ambiente sin contaminacion presentaron cambios en su tamafio, ya que
las células se observaban mas grandes o posiblemente hinchadas, debido
posiblemente a un fenbmeno osmaotico ocasionado por la exposicion a plomo
(Fotografia B, figura 26) al compararlas con las mismas bacterias sin

exposicion a plomo (Fotografia A, figura 26).

7.7 ENSAYOS BIOQUIMICOS

7.7.1 EFECTO DE LA EXPOSICION A PLOMO EN LA CONCENTRACION
DE PROTEINAS TOTALES

Con la finalidad de conocer el efecto del plomo en las proteinas totales que
conforman a las bacterias en estudio se realizé la medicidén de estas para las
cepas Hafnia alvei aislada del rio Papaloapan, Bacillus pumillus obtenido de
Playa de mono y Bacillus pumillus recolectado del Arroyo Moctezuma
(denominado Eco), en ausencia y presencia de concentraciones variables de
plomo y a dos tiempos diferentes (correspondientes a diversos estadios de la

curva de crecimiento de cada una).

a) Hafnia alvei aislada del rio Papaloapan

En la grafica 5 se observa que en funcion del tiempo en las bacterias no
expuestas a plomo la concentracion de proteinas totales tiende a aumentar en
funcién del tiempo. En la gréfica 6 se observa que la concentracién de
proteinas totales en bacterias expuestas a 0.32mM de Pb a las 24 horas
disminuy6 18.37%. Se debe recordar que esta especie crece en ambientes en

donde hay presencia de plomo y cromo.
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Grafica 5. Concentracion de proteinas
totales en Hafnia alvei (Papaloapan 1)
sin exposicién a Pb (n=3) en funcién del
tiempo.

Gréfica 6. Concentracion de proteinas
totales en Hafnia alvei expuesta a 0.32
mM de Pb (n=3) en funcién del tiempo.

En la gréfica 7 se presenta el contenido de proteinas en bacterias expuestas a
plomo a una concentracion de 0.629mM y se observa que la concentracion de
proteinas a las 24 horas después de la exposicion al metal no aumentd. Cuando
las bacterias expuestas a 1.95 mM de plomo incrementa 5.16% la
concentracion de proteinas a las 24 horas a partir del sembrado inicial (Grafica
8). Esto podria indicar que a las 2 concentraciones anteriores el plomo no tiene

un efecto significativo inhibitorio en estas bacterias.
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Grafica 7. Concentracion de proteinas Grafica 8. Concentracion de

totales en Hafnia alvei expuesta a
0.629 mM de plomo en funcion del
tiempo.

Proteinas totales en Hafnia alvei
expuesta a 1.95 mM de plomo en
funcién del tiempo.
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Cuando Hafnia alvei es expuesta a 5.66 y 6.59 mM de Pb se puede observar
que a las 24 horas el contenido de proteinas disminuye 16.67%, en
comparacion con la concentracion de proteinas en el tiempo inicial en ambos
casos. Lo anterior se puede observar en la graficas 9 y 10. Este
comportamiento denota que estas bacterias muestran resistencia a las 3
primeras concentraciones de plomo y que a partir de 5.66 mM de Pb el efecto

comienza a ser inhibitorio.
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Grafica 9. Concentracion de proteinas Grafica 10.  Concentracion  de
totales en Hafnia alvei expuesta a 5.66 proteinas totales en Hafnia alvei
mM de Pb en funcion del tiempo (n=3). expuesta a 6.59 mM de Pb en funcion

del tiempo (n=3).

b) Bacillus pumillus aislado de la zona Playa de mono.

Esta bacteria se aisl6 de un ambiente acuatico libre de metales pesados.
Durante la exposicion de Bacillus pumillus (Playa de mono) a diferentes
concentraciones de Pb se pudo observar que estas presentaron un
comportamiento diferente al de Hafnia alvei. La grafica 11 muestra la
concentracion de proteinas totales en funcion del tiempo (horas) de Bacillus
pumillus sin exponer a plomo, en ella se observa que a las 24 horas la
concentracion de proteinas totales aumenta 37.5% reflejando el crecimiento
normal de las bacterias de esta especie. Al exponer a Bacillus pumillus a 0.32
mM de plomo, se observdé una disminucion promedio de 30% en la

concentracion de proteinas totales a las 24 horas en comparacién con la
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concentracion inicial. La grafica 12 muestra la concentracion de proteinas

totales en Bacillus pumillus expuesta a 0.32 mM de plomo.
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Gréfica 11.Concentracion de proteinas
totales en Bacillus pumillus (Playa de
mono) sin exposicién a Pb en funcién
del tiempo (n=3).
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Grafica 12. Concentracion de proteinas
totales en Bacillus pumillus (Playa de
mono) expuesto a 0.32 mM de Pb en
funcion del tiempo (promedio de 2
mediciones).

Cuando Bacillus pumillus crecié en presencia de 0.629 mM de plomo se

observé una disminucion de la concentracion de 47.36% de proteinas totales

al transcurrir el tiempo tal como se observa en la gréfica 13; mientras que

cuando la concentracion del metal fue de 1.95 mM el contenido de proteinas

totales no se vio afectado. Lo anterior se representa en la gréafica 14.
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Gréfica 13. Proteinas totales en Bacillus
pumillus (Playa de mono) expuesto a
0.629 mM de Pb en funcién del tiempo
(n=3).
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Grafica 14. Proteinas totales en Bacillus
pumillus (Playa de mono) expuesto a
1.95 mM de Pb en funcién del tiempo
(n=3).
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Al igual que en el caso anterior cuando Bacillus pumillus se expuso a 5.66 mM
de plomo se observo que la concentracion de proteinas totales no disminuyo.
La grafica 15 muestra este comportamiento, mismo que se presenta en la
grafica anterior. Hasta este momento no se tiene una idea del porqué de estos
resultados, ya que ningun autor lo ha publicado previamente, sin embargo se
puede afirmar que probablemente Bacillus pumillus este resistiendo hasta las
24 horas las concentraciones de 1.95 y 5.66 mM de Pb cuando es sembrado
en medio liquido. De manera sorprendente la grafica 16 muestra el efecto que
la exposicion a 6.59 mM de metal tiene en esta bacteria ya que presentd una
disminucién de 36.37% de la concentracibn de proteinas totales en
comparacion con la concentracion inicial. Este efecto es similar al observado

en la grafica 11.
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Grafica 15. Concentracién de proteinas Grafica 16. Concentracion de Proteinas
totales en Bacillus pumillus (Playa de totales en Bacillus pumillus (Playa de
mono) expuesto a 5.66 mM de Pb en mono) expuesto a 6.59 mM de Pb en
funcién del tiempo (n=3). funcién del tiempo (n=3).

c) Bacillus pumillus aislado del Arroyo Moctezuma (Eco)

Esta bacteria se aisl6 de un ambiente acuatico contaminado. Se analizé el
efecto de la exposicion a diferentes concentraciones de plomo en la
concentracion de proteinas totales en esta bacteria. Durante la medicion de la
concentracion de proteinas totales del Bacillus sin exposiciébn a plomo se

observé que la concentracion de las mismas aumenté conforme transcurrié el
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tiempo observandose a las 24 horas un incremento de 35.72%. La gréafica 17

muestra los resultados.

Al exponer a las bacterias a las diferentes concentraciones de plomo se pudo
constatar un comportamiento muy similar entre estas bacterias y las aisladas

de Playa de mono. Esto se detalla a continuacion.

En bacterias expuestas a 0.32 mM de plomo se observé lo contrario de la
gréafica anterior debido a que conforme paso el tiempo la concentracion inicial
de proteinas disminuyé un 40% aproximadamente a las 24 horas. Este
comportamiento se puede ver en la grafica 18.
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Grafica 17. Proteinas totales en Bacillus Grafica 18. Proteinas totales en
pumillus  (Eco) sin exposicién a Pb en Bacillus pumillus (Eco) expuestas a
funcién del tiempo (n=3). 0.32 mM de Pb en funcién del tiempo

(n=3).

Al aumentar la concentracion a 0.629 mM no se observé la disminucion de la
concentracion de proteinas (Grafica 19). De forma contraria cuando las
bacterias se expusieron a 1.95 mM de plomo la concentracién de proteinas
aument6 del tiempo inicial a las 24 horas denotando el nulo efecto de esta

concentracion de metal. La grafica 20 muestra los resultados obtenidos.
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Gréfica 19. Concentracion de proteinas Gréfica 20. Concentraciones de
totales en Bacillus pumillus (Eco) proteinas totales en Bacillus pumillus
expuestas a 0.629 mM de Pb en funcién (Eco) expuestas a 1.95 mM de Pb en
del tiempo (n=3). funcién del tiempo (n=3).

Cuando las bacterias se sometieron a 5.66 mM del toxico se observé un
comportamiento similar al presentado en la grafica anterior, ya que la
concentracion de proteinas aumenté a las 24 horas (Grafica 21). En
comparacién a lo anterior cuando se expusieron a 6.59 mM de plomo la
concentracion de proteinas disminuy6 15.39% a las 24 horas (Gréfica 22).
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Gréfica 21. Proteinas totales en Bacillus Grafica 22. Proteinas totales en Bacillus
pumillus (Eco) expuestas a 5.66 mM de pumillus (Eco) expuestas a 6.59 mM de
Pb en funcién del tiempo (n=3). Pb en funcién del tiempo (n=3).
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Estos resultados muestran que aunque las 2 cepas de Bacillus pumillus tienen
diferente cinética de crecimiento, el efecto de las diferentes concentraciones
de plomo es el mismo en ambas. Hafnia alvei presenta un comportamiento

diferente al de los Bacillus esto se puede apreciar en la tabla 19.

Tabla 19. Efecto de la exposicién a plomo en las cepas estudiadas.

Concentracion Hafnia alvei Bacillus pumillus | Bacillus pumillus
(Playa de mono) (Moctezuma, Eco)

Sin Plomo Aumento Aumento Aumento

0.32 mM de Pb Disminuye Disminuye Disminuye

0.629 mM de Pb No afecté Disminuye Disminuye

1.95 mM de Pb No afectd No afecto No afectd

5.66 mM de Pb Disminuye No afect6 No afecté

6.59 mM de Pb Disminuye Disminuye Disminuye

Aunqgue los resultados se muestran hasta las 24 horas, para todas se realizd
la medicion hasta las 48 horas, mostrando una tendencia mayoritaria a

disminuir la concentracion de proteinas totales.

7.7.2 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTATION S-
TRANSFERASA (GST)

Como se ha mencionado en la parte tedrica de esta Tesis la actividad de la
enzima Glutation S-Transferasa se considera como un indicador de toxicidad.
En esta seccion se presentan los resultados obtenidos al medir la actividad de
la enzima en bacterias expuestas a diferentes concentraciones de plomo y

diferentes tiempos.
a) Hafnia alvei

La actividad de GST en las bacterias sin exponer a plomo permanece

constante ya sea al inicio o0 a las 24 horas de crecimiento. Este resultado se
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muestra en la grafica 23 y representa el comportamiento normal de enzima.
La actividad de la enzima fue estudiada en presencia de dos concentraciones
bajas de plomo. Cuando Hafnia alvei es expuesta a las concentraciones de
plomo 0.32 y 0.629 mM la actividad GST se ve incrementada
aproximadamente tres veces pasando de una actividad de 160 a 520
nmol/mg/min. La gréfica 24 muestra estos resultados.
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Gréfica 23. Actividad GST en la cepa Gréfica 24. Actividad GST en la cepa
Hafnia alvei sin exposicion a Pb (n=3 y Hafnia alvei méas concentraciones
n=2 respectivamente). crecientes de plomo (n=3).

Posteriormente se ensayd la actividad de la enzima expuesta a ambas
concentraciones al inicio y a las 24 horas. En la gréfica 25 se observa la
actividad de Hafnia alvei expuesta a 0.32 mM de plomo en funcion del tiempo.
Se observo que la actividad de GST aument6 aproximadamente 5 veces a las
24 horas. La actividad de la enzima GST expuesta a 0.629 mM aument6 cerca
de 7 veces a las 24 horas (Gréfica 26). Lo anterior representa el efecto que la
exposicién al metal tiene en la actividad de esta enzima, y se puede afirmar
gue al aumentar la concentracion de plomo aumenta la actividad de la enzima
GST de la bacteria Hafnia alvei aislada de un ambiente contaminado con

plomo y cromo.
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Gréafica 25. Actividad GST en la cepa Grafica 26. Actividad GST en la
Hafnia alvei mas 0.32 mM de Pb (n=3 cepa Hafnia alvei mas 0.629 mM de
y n=2 respectivamente). Pb (n=3 y n=2 respectivamente).

b) Bacillus pumillus aislada de Playa de mono

El comportamiento de la actividad enzimatica en una bacteria aislada de un
medio libre de metales pesados se detalla a continuacion. La gréfica 27 da
cuenta de la actividad de Bacillus pumillus en condiciones normales (sin
exposicion a plomo) en funcion del tiempo. A las 24 horas la actividad GST
aumenta aproximadamente el doble. El efecto de diferentes concentraciones
de plomo sobre la actividad de la enzima se muestra en la grafica 28 en donde
se observa que la actividad de la GST aumenta casi tres veces cuando se
expone la bacteria a 0.32 mM de plomo, pero cuando se expone a 0.629 mM
la actividad disminuye en comparacion con la actividad anterior pero sigue
elevada al compararla con la actividad de la bacteria sin exposicion a plomo.
El efecto observado en este caso podria ser de tipo activacién e inhibicion

respectivamente.
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Grafica 27. Actividad GST en la cepa Gréfica 28. Actividad GST en la cepa
Bacillus pumillus (Playa de mono) sin Bacillus pumillus (Playa de mono) mas
exposicion a Pb (n=3 y n=2 concentraciones crecientes de plomo
respectivamente). (n=3).

En relacién con el tiempo de crecimiento, cuando Bacillus pumillus (Playa de
mono) se expuso a 0.32 mM se observo que la actividad GST aument6 3 veces
a las 24 horas mientras que cuando la concentracion del metal fue de 0.629
mM se observé que la actividad de la enzima aumento en menor grado que en

el caso de la concentracion anterior. Las gréficas 29 y 30 muestran estos

resultados.
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Grafica 29. Actividad GST en la cepa Grafica 30. Actividad GST en la
Bacillus pumillus (Playa de mono) cepa Bacillus pumillus (Playa de
mas 0.32 mM de Pb (n=3 y n=2 mono) méas 0.629 mM de Pb (n=3y
respectivamente). n=2 respectivamente).
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c) Bacillus pumillus aislado del arroyo Moctezuma (Eco)

En este caso se trata de bacterias aisladas de un medio contaminado. La
grafica 31 muestra que la actividad GST de la bacteria Bacillus pumillus (Eco)
aumenta 7 veces a las 24 horas cuando las células no estan expuestas a
plomo. La gréafica 32 nos muestra que al exponer a 0.32 mM no hay un efecto
en la actividad de la enzima GST sin embargo al exponer a 0.629 mM la
actividad aumenta 3 veces en comparacion con la actividad en el tiempo inicial.
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Gréfica 31. Actividad GST en la cepa Grafica 32. Actividad GST en la cepa
Bacillus pumillus (Eco) sin exposicion a Bacillus pumillus (Eco) expuesta a
Pb (=3 y n=2 respectivamente). concentraciones crecientes de plomo.

En funcién del tiempo, al medir la actividad GST en presencia tanto de 0.32 y
0.629 mM, esta aumenta 1 y 3 veces respectivamente a las 24 horas (Grafica
33y 34).
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Grafica 34. Actividad GST en la cepa Bacillus
pumillus (Eco) mas 0.629 mM de Pb en funcidn
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Gréfica 33. Actividad GST en la cepa
Bacillus pumillus (Eco) méas 0.32 mM de Pb

en funcion del tiempo (n=3 y n=2
respectivamente). del tiempo (n=3 y n=2 respectivamente).
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Al realizarse la comparacion entre las cepas se observé que las bacterias sin

exposicion a plomo se comportan de diferente manera debido a que Hafnia

alvei presenta menor actividad de la enzima GST y las cepas de Bacillus

pumillus presentaron mayor actividad, ver gréfica 35.
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Gréfica 35. Comparacion de las 3 cepas sin exposicion a plomo (n=3)

Se expusieron las bacterias a 0.32 mM de plomo y se observé que la bacteria

Bacillus pumillus (Playa de mono) muestra una mayor actividad de la enzima

GST en comparacién con las bacterias Hafnia alvei y Bacillus pumillus (Eco)

como se presenta en la grafica 36.
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Grafica 36. Comparacion de las 3 cepas expuestas a 0.32 mM de plomo (n=3).
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En la grafica 37 se muestra la comparacion entre las tres cepas cuando estas
fueron expuestas a 0.629 mM de plomo observandose una mayor actividad de
la enzima GST en la bacteria Hafnia alvei en comparacion con Bacillus
pumillus (Eco) quien presenta menor actividad, seguida por la bacteria Bacillus

pumillus (Playa de mono).
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Grafica 37. Comparacion de las 3 cepas expuestas a 0.629 mM de plomo (n=3).

7.7.3 MEDICION DE LAS ESPECIES REACTIVAS AL ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS).

Uno de los efectos tdxicos de la exposicidon a plomo es la generacion de estrés
oxidativo por aumento de las especies reactivas de oxigeno. En este ensayo
se determind la produccion de estas especies como especies reactivas al
acido tiobarbiturico.

a) Hafnia alvei

En la gréfica 38 se puede observar la concentracion de especies reactivas al
acido tiobarbitarico en funcién del tiempo sin exposicion a plomo. En
condiciones normales la concentracion de TBARs tiende a aumentar conforme
aumenta el tiempo, tomando como tiempo inicial el tiempo cero es decir
cuando las bacterias hacen contacto con el medio. Cuando la bacteria se
expone a 0.32 y 0.629 mM del metal se observa un incremento en la
concentracion de TBARs proporcional a la concentracién de plomo utilizada.

Lo anterior se puede ver en la grafica 39.
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Grafica 38. Especies reactivas al acido
tiobarbitUrico en Hafnia alvei sin exponer
a plomo.
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Grafica 39. Especies reactivas al acido
tiobarbitdrico en la bacteria Hafnia alvei en
presencia de concentraciones crecientes
de plomo (n=3).

En funcion del tiempo, las gréficas 40 y 41 muestran la concentracion de

TBARSs en la bacteria Hafnia alvei expuesta tanto a 0.32 mM como a 0.629 mM

de plomo. A las 24 horas un incremento aproximadamente de una vez de

especies reactivas al 4cido tiobarbiturico respectivamente en comparacion con

el tiempo inicial.
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Gréfica 40. Especies reactivas al
acido tiobarbittrico en Hafnia alvei en
presencia de 0.32 mM de plomo
(n=3).
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Gréfica 41. Especies reactivas al
acido tiobarbitarico en Hafnia alvei
crecidas en medio mas 0.629 mM de
plomo (n=3).
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b) bacillus pumillus

La grafica 43 muestra el efecto dosis-respuesta de la exposicion a 0.32 y 0.629
mM de Pb. Los incrementos encontrados fueron aproximadamente del doble

de TBARSs respectivamente en comparacion con la bacteria sin exponer.

Al determinar la concentracion de TBARs en la bacteria sin exponer a Pb se
observa un incremento de estos compuestos en funcion del tiempo. La grafica
42 presenta los resultados en funcién del tiempo en donde se observa que a
las 24 horas hay un aumento de la mitad de especies reactivas en comparacion

a la concentracion al tiempo inicial.
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Grafica 42. Especies reactivas al &cido Gréfica 43. Especies reactivas al acido
tiobarbitirico en la bacteria Bacillus tiobarbitarico en la bacteria Bacillus pumillus
Pumillus (Playa de mono) sin exposicion a (Playa de mono) mas concentraciones
plomo. crecientes de plomo.

El efecto de la exposicion a plomo en esta bacteria, en funcién de la
concentracion y el tiempo, fue similar al encontrado en Hafnia alvei, aun
cuando se aislaron de ambientes acuaticos diferentes. En la grafica 44 se
presenta el efecto de la exposicion a plomo en Bacillus pumillus (Playa de
mono) expuesta a 0.32mM de plomo en funcion del tiempo. A las 24 horas se
observé un incremento del doble en comparacion con la concentracion inicial.
De la misma manera, en la grafica 45 se puede observar el aumento de nueva
cuenta de las especies reactivas de oxigeno cuando la bacteria crecio en

presencia de 0.629 mM observandose un incremento mayor en comparacion
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con la concentracion anterior.
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Gréafica 44. Especies reactivas al Gréfica 45. Especies reactivas al acido
acido tiobarbitdrico en la bacteria tiobarbitlrico en la bacteria Bacillus
Bacillus Pumillus (Playa de mono) Pumillus (Playa de mono) expuesta a
expuesta a 0.32 mM. 0.629 mM.

c) Bacillus pumillus (ECO)

Bacillus pumillus fue aislada de un medio altamente contaminado. Al medir la
concentracion de TBARs en condiciones normales, se puede detectar un
aumento en las mismas en funcién del tiempo. La grafica 46 presenta estos
resultados. En la grafica 47 se puede apreciar el efecto del plomo en la
generacion de TBARs en la bacteria Bacillus pumillus (Eco) expuesta a dos
concentraciones de plomo. En un medio con 0.32 mM del metal, se pudo
determinar un incremento de uno de tres veces con respecto a las bacterias
sin exponer a plomo y al someterlas a 0.629 mM se observé un aumento de

una vez de las especies reactivas de oxigeno.
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Grafica 46. Especies reactivas al acido Gréafica 47. Especies reactivas al acido
tiobarbiturico en la bacteria Bacillus pumillus tiobarbitdrico en la bacteria Bacillus pumillus
(Eco) sin exposicion a plomo plomo (n=3). (Eco) en presencia de concentraciones
crecientes de plomo (n=3).
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Al estudiar el efecto del toxico en dos tiempos de crecimiento celular diferentes
se observo que cuando la bacteria se expuso a 0.32mM de plomo, las especies
reactivas al 4cido tiobarbitUrico no presentaron una alteracion significativa. La
grafica 48 muestra estos resultados. Cuando la bacteria se enfrenta a 0.629
mM de metal, las TBARs incrementan tres veces a las 24 horas en
comparacién con la concentracion del tiempo inicial. Lo anterior se presenta

en la gréfica 49.
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Grafica 48. Especies reactivas al acido  Grafica 49. Especies reactivas al acido
tiobarbitdrico en la bacteria Bacillus pumillus ~ tiobarbitlrico en la bacteria Bacillus
(Eco) expuestas a 0.32 mM de plomo en pumillus (Eco) expuestas a 0.629 mM
funcion del tiempo (n=3). de plomo (n=3).
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Con la finalidad de estudiar de manera comparativa el efecto de la exposicién
a plomo en las tres cepas de bacterias, se realizé una comparacion entre las

mismas; observandose que las bacterias sin exposicion a plomo presentaron
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niveles basales de TBARs similares. Hafnia alvei tiende a ser la cepa con
menor concentracion de especies reactivas de oxigeno mientras que la cepa
de Bacillus pumillus (Eco) tiene una tendencia a presentar mayor

concentracion de estas especies. La grafica 50 ilustra lo anterior.
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Gréfica 50. Comparacion de especies reactivas acido
tiobarbiturico en las tres cepas, sin exposicion a plomo.

Cuando las bacterias se expusieron a 0.32 mM de plomo se pudo apreciar que
la bacteria Bacillus pumillus (Playa de mono) mostré un mayor aumento en la
concentracion de especies de oxigeno en comparacion con las bacterias

Hafnia alvei y Bacillus pumillus (Eco) como se presenta en la grafica 51.
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Grafica 51. Comparacion de especies reactivas de oxigeno en las
tres colonias bacterianas expuestas a 0.32 mM de plomo.
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En la grafica 52 se presenta la comparacion entre las tres cepas cuando éstas
fueron expuestas a 0.629 mM de metal. Se observo que la que presenté mayor
concentracion de especies reactivas de oxigeno fue de nueva cuenta Bacillus
pumillus (Playa de mono), seguida por la bacteria Bacillus pumillus (Eco)
siendo Hafnia alvei la que presenta menor concentracion es esta

comparacion.
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Grafica 52.Comparacion de especies reactivas al acido tiobarbiturico
en las tres colonias bacterianas expuestas a 0.629 mM.

El aumento de especies reactivas de oxigeno (EROS fue mayor en la cepa
aislada de un ambiente libre de metales pesados, representando siempre un

mayor nivel de TBARS a nivel basal, expuesto a plomo y en funcién del tiempo.
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VII. RESULTADOS

ENSAYOS BIOQUIMICOS.

La siguiente composiciéon de graficas muestra los resultados bioquimicos

encontrados en cada cepa estudiada a las diferentes concentraciones de

plomo.
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7.7.4 ELECTROFORESIS

Como se menciond en la introduccion de este trabajo, esta investigacion forma
parte de un proyecto general en el que se ha planteado a las proteinas de los
cuerpos de inclusibn como una posible respuesta al estrés por exposicion a
metales pesados. Estas proteinas se localizan en la zona cercana a los 30 kDa
y poseen un punto isoeléctrico acido. Como estudio inicial se realizaron
algunos barridos electroforéticos de las cepas estudiadas bajo los diferentes
esquemas de intoxicacion. La figura 27 muestra las bandas proteicas que
presenta la bacteria Hafnia alvei (aislada del arroyo Moctezuma) y se hace una
proyeccion de la region aproximada de 30 kDa, la cual resulta la regién de
interés. Se muestra también las proteinas de cuerpos de inclusion detectadas
en homogeneizado de rifiones de roedores expuestos a plomo, y la regién
donde originalmente se han detectado estas proteinas. Se pudo observar que
en comparacion con el estandar y la muestra de homogeneizado de rifion de
roedores, las muestras obtenidas de las cepas bacterianas presentan las

bandas en la misma region, presentandose algunas mas intensas que otras.

Figura 27. Corrimiento electroforético de Hafnia alvei crecida en concentraciones
crecientes de plomo en funcién del tiempo, la flecha indica la region de interés.
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En el gel se pueden distinguir las siguientes muestras.

A) Estandar comercial de pesos moleculares de 10 a 82 kDa.

B) Hafnia sin exposicion a plomo en el tiempo inicial.

C) Hafnia sin exposicion a plomo después de las 24 horas de su sembrado
inicial.

D) Hafnia mas 0.32 mM de plomo en el tiempo inicial.

E) Hafniamas 0.32 mM de plomo después de las 24 horas de su sembrado
inicial.

F) Hafnia méas 0.629 mM de plomo en el tiempo inicial.

G) Hafnia mas 0.629 mM de plomo después de las 24 horas de su
sembrado inicial.

H) Hafnia mas 1.95 mM de plomo en el tiempo inicial.

I) Hafnia mas 1.95 Mm de plomo después de las 24 horas de su sembrado
inicial.

J) Estandar comercial.

K) Proteinas aisladas de cuerpos de inclusién (PCI) de homogenizado de
riion de rata expuesta a plomo de manera crénica (7 meses).

La figura 28 muestra el corrimiento electroforético de la bacteria Bacillus
pumillus (aislada del afluente conocido como Playa de mono), a partir de estas
se realiz6 una proyeccion de la region del gel que mostro la presencia de las
bandas proteicas obtenidas en las muestras de dicha bacteria en presencia de
diferentes concentraciones de plomo a dos tiempos. Se logré observar la
presencia de las bandas de interés con baja intensidad, en especial la

correspondiente a Bacillus expuesta a 0.32 mM a las 24 horas.
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Figura 28. Corrimiento electroforético de Bacillus pumillus (Playa de mono)
crecido en ausencia y presencia de plomo a diferentes tiempos en funciéon del
tiempo.

En el gel se pueden distinguir las siguientes muestras.

A) Estandar comercial de pesos moleculares de 10 a 82kDa.

B) Bacillus (Playa de mono) sin exposicion a plomo en el tiempo inicial.

C) Bacillus (Playa de mono) sin exposicién a plomo después de las 24
horas de su sembrado inicial.

D) Bacillus (Playa de mono) mas 0.32 mM de plomo en el tiempo inicial.

E) Bacillus (Playa de mono) mas 0.32 mM de plomo después de las 24
horas de su sembrado inicial.

F) Bacillus (Playa de mono) mas 0.629 mM de plomo en el tiempo inicial.

G) Bacillus (Playa de mono) mas 0.629 mM de plomo después de las 24
horas de su sembrado inicial.

H) Bacillus (Playa de mono) mas 1.95 mM de plomo en el tiempo inicial.

[) Bacillus (Playa de mono) mas 1.95 Mm de plomo después de las 24
horas de su sembrado inicial.

J) Proteinas aisladas de cuerpos de inclusion (PCI) de homogenizados de
rion de ratas expuestas a plomo de manera cronica (7 meses).
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En la figura 29 se observa el corrimiento electroforético de la bacteria Bacillus
pumillus (aislado del rio Papaloapan (Eco)) mas concentraciones crecientes
de plomo. En las muestras C, E y G la intensidad de la banda baja a las 24
horas (como se muestra en la figura con las flechas). Estos resultados son

diferentes a los observados en Hafnia y Bacillus aislado playa de mono.

t ot

Figura 29. Corrimiento electroforético Bacillus pumillus (Eco) mas
concentraciones de plomo en funcién del tiempo.

En el gel se pueden distinguir las siguientes muestras.

A) Estandar comercial de pesos moleculares de 10 a 82 kDa.

B) Bacillus (Eco) sin exposicion a plomo en el tiempo inicial.

C) Bacillus sin exposicion a plomo después de las 24 horas de su
sembrado inicial.

D) Bacillus (Eco) mas 0.32 mM de plomo en el tiempo inicial.

E) Bacillus (Eco) mas 0.32 mM de plomo después de las 24 horas de su
sembrado inicial.

F) Bacillus (Eco) mas 0.629 mM de plomo en el tiempo inicial.

G) Bacillus (Eco) mas 0.629 mM de plomo después de las 24 horas de su
sembrado inicial.

H) Bacillus (Eco) mas 1.95 mM de plomo en el tiempo inicial.

I) Bacillus (Eco) mas 1.95 Mm de plomo después de las 24 horas de su
sembrado inicial.

J) Proteinas aisladas de cuerpos de inclusién (PCI) de homogenizado de
riion de rata expuesta a plomo de manera crénica (7meses)
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Al realizar la comparacién de la zona de interés en las 3 cepas se pudieron
observar las zonas en donde se tienen los diferentes comportamientos
presentados por las tres bacterias. Al examinar la figura, se pueden detectar
las diferencias marcadas en la intensidad de las bandas, mismas que se
seflalan mediante las flechas y que corresponden a las bacterias sin
exposicién a plomo C), expuestas a 0.32 mM de plomo E) y expuesta a 0.629

mM G) todas a las 24 horas.

t t t

Figura 30. Comparacion de geles de las bacterias 1) Hafnia alvei, 2) Bacillus
pumillus (playa de mono) y 3) Bacillus pumillus (Eco).

Finalmente la figura 31 muestra el corrimiento proteico de las tres colonias
bacterianas expuestas a la concentracién 5.66 mM de plomo. De manera
sorprendente solo en el caso de Hafnia alvei se logran distinguir las bandas de
interés a los 2 tiempos siendo el tiempo inicial cuando la banda es mas clara.

En los dos Bacillus no se detectaron bandas.
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Figura 31. Corrimiento electroforético en Hafnia alvei, Bacillus
pumillus (Playa de mono) y Bacillus pumillus (Eco) expuestas a
5.66mM de plomo en funcién del tiempo.

En el gel se pueden distinguir las siguientes muestras.

A) Estandar comercial de pesos moleculares de 10 a 82 kDa.

B) Hafnia expuesta a 5.66 Mm de plomo en el tiempo inicial.

C) Hafnia expuesta a 5.66 mM de plomo 24 horas después del sembrado
inicial.

D) Bacillus (Playa de mono) mas 5.66 mM de plomo en el tiempo inicial.

E) Bacillus (Playa de mono) mas 5.66 mM de plomo después de las 24
horas de su sembrado inicial.

F) Bacillus (Eco) mas 5.66 mM de plomo en el tiempo inicial.

G) Bacillus (Eco) mas 5.66 mM de plomo después de las 24 horas de su
sembrado inicial.

Proteinas aisladas de cuerpos de inclusion (PCIl) de homogenizado de rifién
de rata expuesta a plomo de manera crénica (7 meses).
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En el rio Papaloapan, el cual cruza la ciudad de San Juan Bautista Tuxtepec
Oaxaca, se ha determinado la presencia de metales pesados como plomo,
mercurio, cadmio y cromo a niveles que pueden considerarse alarmantes,
mismos que fueron determinados como parte inicial de este trabajo. De la
misma manera se ha observado que las aguas residuales provenientes de
desechos industriales, familiares y hospitalarios llegan a contaminar al rio
Papaloapan (Rios de Meéxico, 2000., Gomez-Anguiano, 2007), quién
constituye la fuente de vida de la localidad de San Juan Bautista Tuxtepec.
Resulta importante indicar lo anterior debido que se ha reportado, por varios
autores, que diversas formas de vida microscépica, entre ellas la bacteriana,
poseen la capacidad de desarrollar ciertos mecanismos de defensa mismos
que podran conferir tolerancia a diversos agentes toxicos, entre ellos los
metales pesados al activarse algunos de los procesos que determinan este
fenomeno. Roane ha expresado la existencia de algunos mecanismos de
defensa de algunas bacterias contra la intoxicacion con plomo, entre ellos la
existencia de mecanismos de salida basados en exopolimeros, acumulacion
celular en granulos densos en el citoplasma, sin embargo no han sido aislados
plasmidos que confieran resistencia al plomo en bacterias pero si se ha
observado que bajo estrés por el metal, estos microorganismos pueden
desarrollar resistencia al utilizar mecanismos directos, mismos que incluyen
bombas de eflujo dependientes de ATP y secuestro celular del metal (Roane,
1998). Se sabe que estos mecanismos a veces son inducidos por el ambiente
en el cual se desarrollen las bacterias, por lo cual éste resulta ser un factor
esencial para el desarrollo de la defensa y la tolerancia hacia especies como

los metales pesados.

Este trabajo de Tesis tuvo como parte inicial el aislamiento de diversas cepas
bacterianas provenientes de tres zonas. La primera zona estuvo caracterizada
por la presencia de metales pesados, la segunda por aguas residuales

contaminadas y la tercera en una zona libre de contaminantes.
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De las trece colonias aisladas, de los diferentes puntos de muestreo, tres
fueron seleccionadas por su resistencia a la misma concentracion de plomo
en el medio de cultivo y se caracterizaron bioquimica y microbiol6égicamente.
Estas bacterias correspondieron a los géneros Hafnia y Bacillus. De ésta
ultima, aun cuando se determind que las dos colonias pertenecian a la misma
especie, el comportamiento de cada una de ellas en todos los parametros
determinados fue diferente, lo cual indica que se trata de dos colonias con
diferente susceptibilidad al plomo. Lo anterior podria deberse a que dentro de
una misma especie podrian existir miembros que expresen mas una u otra
caracteristica, la cual podria conferirles propiedades diferentes y con ello

representar la gran variabilidad genética que las bacterias pueden expresar.

Se ha reportado que Hafnia alvei se encuentra distribuida ampliamente en la
naturaleza ya que se trata de una bacteria entérica que se aloja en el intestino
de algunos mamiferos, entre ellos los humanos. Al encontrarse en el medio
ambiente (agua y tierra) es capaz de infectar vertebrados, aves y diferentes
alimentos. En los animales pude ocasionar septicemia, necrosis hepatica,
neumonia y hemorragias. En los humanos la bacteria genera procesos de
septicemia, dafio respiratorio y gastroenteritis (Janda, 2006). El género
Bacillus se encuentra preferentemente en el suelo y posee la capacidad de
formar esporas por lo cual se puede adaptar facilmente a una gran variedad
de condiciones ambientales. Junto con B. cereus y B. subtilis, B. pumilus es
considerado como el mayor componente de las comunidades bacterianas
marinas. Se ha reportado que Bacillus pumilus es altamente resistente a
condiciones medioambientales extremas como baja disponibilidad de
nutrientes, desecacion, irradiacion, presencia de peréxido de hidrégeno y otros
desinfectantes quimicos. Ademas de lo anterior, esta bacteria puede producir
compuestos antagonistas contra hongos y bacterias patdégenas (Parvathi,
2009).

El crecimiento bacteriano denota las caracteristicas de desarrollo de las

bacterias y muestra los tiempos a los cuales las mismas van cursando por las
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diferentes etapas de crecimiento. Existen factores externos que pueden
afectar las curvas de crecimiento como la temperatura, el pH, las condiciones
de salinidad, etc (Prescott, 2002). En este trabajo se observé que el
crecimiento de las tres cepas se comporté de dos formas diferentes. Bacillus
pumilus (Playa de mono) presento una fase log de mas de 10 horas junto con
un mayor crecimiento celular, seguida inmediatamente de una fase de muerte,
con disminucién en el numero de células. Hafnia alvei y Bacillus pumilus (Eco)
presentaron una cinética de crecimiento parecida, en donde la cepa aislada
del medio contaminado con metales pesados presentdé mayor numero de
células que la cepa aislada del medio contaminado por aguas negras. Lo
anterior podria estar reflejando que las cepas provenientes de los medios
contaminados aun cuando crecen menos conservan su capacidad de
reproduccion celular a una tasa de crecimiento menor a comparacion con la
cepa proveniente de un medio no contaminado. Resulta interesante observar
qgue, aun cuando se ha expresado anteriormente, las dos cepas de Bacillus
pumilus presentan diferencias marcadas en relacion a su curva de crecimiento,
quizd debido a que aun cuando naturalmente son resistentes a varias
condiciones de estrés, entre ellas existen también diferencias en relacion a su

crecimiento en diferentes medios acuosos.

El estudio reportado por Roane en 1998 indica que las bacterias aisladas del
suelo y expuestas a plomo retrasan su crecimiento hasta 10 semanas, lo que
podria indicar que este fue el tiempo en el cual las bacterias lograron tolerar la
presencia del plomo y comenzar a reproducirse al sintetizar exopolimeros.
Posteriormente Bar en 2007 reporté que la exposicion a 0.2 mM de plomo en
Klebsiella pneumonie no afecta el crecimiento de la bacteria en comparacion
con las bacterias no expuestas al metal (Bar, 2007). En el caso de las bacterias
aisladas en este trabajo, el tiempo que tardaron las bacterias en comenzar a
crecer en los medios de cultivo mas concentraciones crecientes de plomo fue
de 24 y 48 horas en funcién de la concentracién del metal. En el medio liquido

se observo, de manera interesante, que Hafnia alvei crecid en el medio liquido
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se observo, de manera interesante, que Hafnia alvei crecio en presencia de
0.32, 0.629 y 1.95 mM de plomo a las 24 horas y en 5,66 y 6,59 mM a las 48
horas. Sin embargo las cepas de Bacillus pumillus crecieron solo en presencia
de las cuatro concentraciones iniciales. Ello podria indicar que Hafnia alvei,
podria ya estar adaptada o capacitada para soportar el plomo por provenir de
un medio contaminado con el elemento. Sin embargo, cuando se llevé a cabo
el mismo experimento en condiciones solidas, se observo que la cepa de
Bacillus pumillus proveniente de un ambiente sin contaminar logra crecer hasta
la concentracion de 5.66 mM de plomo, reflejando posiblemente un efecto de
captacion intracelular de metal. Lo anterior podria explicar el hecho de que en
esta cepa se observg, mediante el andlisis microscopico y colonial, un cambio
en el tamafio de las células y la formacién de colonias con un tono café, lo cual
se relaciona con la exposicion al metal. Se ha reportado que cuando las células
de algunos mamiferos son intoxicadas con metales como el plomo, las células
cursan por un proceso de hinchamiento, el cual refleja la posible entrada de
agua a las células como un mecanismo de defensa contra el metal, de la
misma manera se han observado mitocondrias “hinchadas” por exposicion a
plomo (Goyer, 1968; Goyer, 1969, Mahaffey, 1977). Debido a que las bacterias
presentan sistemas de entrada y salida de iones, podria ser que el plomo entre
a las mismas y genere un fendmeno osmoético que ocasione la entrada de agua
y ello se refleje como el cambio de tamafio observado y la tonalidad adquirida
por las colonias al ser sembradas en el medio sélido. En relacién a lo anterior,
se ha reportado que Bacillus subtilis puede formar complejos de peptidoglicano
con los cuales logra unir iones metélicos de sodio, manganeso, niquel y calcio
(Matthews, 1979).

El efecto de la exposicion de plomo sobre el crecimiento de las células se
determind en funcion de la concentracion total de proteinas a un tiempo fijo
para todas las cepas. Este procedimiento se pude utilizar como un criterio de

crecimiento celular (Prescott, 2002).
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En general en las tres cepas se observd un aumento en el contenido total de
proteinas en funcion del tiempo. Cuando las bacterias se expusieron a
concentraciones crecientes de plomo el crecimiento disminuyé pero no se
inhibié aun en la cepa de Hafnia alvei crecida a la concentracion mas alta de
plomo reflejando, de nuevo, que posiblemente el hecho de crecer en un

ambiente contaminado le proporciono alguna ventaja sobre las demas cepas.

La presencia de agentes toxicos en bacterias genera procesos de adaptacion
algunos de los cuales se encuentran bien determinados. Algunos ejemplos son
los mecanismos reportados para cobre, arsénico, cadmio, cobalto, mercurio,
niquel y plata en cepas de bacterias como Pseudomonas, E. coli,
Cyanobacterias, Synecoccoccus, entre otras (Silver, 1993; Cervantes, 1994;
Silver, 19962, 1996b; Nies, 1992, Trevors, 1986, Nies, 1995, 1999, 2003;
Cervantes, 2001, Losi, 1994), muchos de ellos codificados por plasmidos
(Silver, 1998). Entre estos mecanismos se encuentran desde los procesos de
transformacion de metales hasta la participacién de bombas de tipo ATPasas
(Summers, 1978, Robinson, 1984, Moreno-Sanchez, 1999).

Muchos de estos procesos son generados debido a que uno de los
mecanismos de toxicidad de los metales es la generacidn de estrés oxidativo.
Existen multiples reportes que sefialan que el plomo puede generar estrés
oxidativo en una gran variedad de células de diferentes organismos. Ejemplos
de lo anterior lo constituyen estudios en animales de laboratorio, en donde se
encontré que la exposicion al metal se relacioné con la presencia del metal en
funcién del tiempo (Whittaker, 2011). En especies diferentes de musgo se
observé que la exposicion a plomo generd estrés oxidativo (Sun, 2011).
Bokara reporté en 2008 el incremento de las enzimas antioxidantes como
efecto de la exposiciéon a plomo en cerebro de ratas expuestas. En el mismo
afio Benedet describi6 el posible papel de algunos metales en la generacién
de la lipoperoxidacion en higado (Benedet, 2008). También se ha investigado
la generacion de estrés por plomo en 6rganos como higado y cerebro (Lujan,
2007).
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La generacion de estrés oxidativo en diferentes células puede condicionarlas
a padecer algunas patologias como es el cancer (Sun, 1990). En
microorganismos se ha observado que la exposicion a metales podria generar
fendmenos de estrés. Uno de los resultados de este trabajo se relaciona con
lo anterior, ya que se observé que el plomo aumenta la generacion de especies
reactivas al &cido tiobarbitdrico cuando las células son expuestas a éste. En
condiciones normales las tres cepas presentaron niveles semejantes de
especies reactivas. Cuando Hafnia alvei fue expuesta a las concentraciones
de 0.32 y 0.629 mM de plomo en el medio de cultivo, las especies reactivas
aumentaron 20 y 50 unidades respectivamente, en Bacillus pumilus (Playa de
mono) las especies reactivas aumentaron 100 y 120 veces y en Bacillus
pumilus (Eco) el aumento fue de 50 a 100 veces respectivamente.
Posiblemente Hafnia alvei presentd niveles bajos de especies reactivas de
oxigeno debido a que al estar en contacto con el metal de manera natural, el
efecto del mismo no resulté tan grande como en las cepa de Bacillus pumilus
aislada de un ambiente sin contaminacion. Los valores encontrados en la cepa
de Bacillus pumilus proveniente de aguas residuales mostré niveles
intermedios de especies reactivas de oxigeno debido, probablemente a que en
estas aguas se encuentren metales o compuestos toxicos generadores de
estrés oxidativo. En bacterias como E.coli se han reportado genes que
codifican para enzimas antioxidantes, mismas que se inducen por agentes
toxicos. Entre estas enzimas se pueden mencionar las relacionadas con el
metabolismo del glutation, la Superdxido dismutasa dependiente de
manganeso, la citosdlica y la periplasmica, tioredoxinas, hidroperoxidasas y
deshidrogenasas. Lo anterior podria indicar que en bacterias si se podrian
generar fendmenos de estrés oxidativo por metales. Aunado a lo anterior, se
ha reportado que el plomo puede generar por si mismo las especies reactivas

de oxigeno al catalizar la reaccion de Fenton.

Dentro de este trabajo y en base a los resultados obtenidos se ha podido

establecer una relacién entre el efecto de la exposicion a plomo en bacterias
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y sus efectos en el crecimiento celular, la morfologia colonial y microscépica y
la generacion de estrés oxidativo. Al proseguir con los estudios bioquimicos se
encontré una relacién entre la exposicion a plomo, el estrés oxidativo y la

actividad de la enzima Glutation S-transferasa.

Al igual que algunas otras proteinas la enzima Glutation S-transferasa es una
enzima que se encuentra ampliamente distribuida en muchos seres vivos,
incluyendo mamiferos, plantas y microorganismos. El papel principal de la
enzima es el de participar, en las células hepaticas de los organismos
superiores, dentro de la fase Il del metabolismo de los xenobidticos. En esta
etapa, la enzima une compuestos hidrofilicos (provenientes de las reacciones
catalizadas por el citocromo P450 de la fase 1) a glutation con lo cual resultan
facilmente eliminados a nivel renal por orina. Sin embargo en bacterias su
funcién es desconocida aunque se ha propuesto que podrian tener la funcion
de unién de ciertos antibidticos o estar implicadas en procesos de
bioremediacién (Sheeman, 2011). Lo que si se sabe es que de la familia GST,
en bacterias predomina la clase 13, misma que se encuentra en varias especies
microbianas. En este estudio, se analizo la actividad de la enzima en las tres
cepas bacterianas a concentraciones crecientes de plomo y se encontrd que
las cepas en ausencia de plomo existen actividades de la enzima diferentes.
En Hafnia alvei la actividad de GST es menor en comparacion con las cepas
de Bacillus pumillus. De estas la cepa aislada de las aguas residuales presenta
una actividad mayor. Una de las funciones que se le han atribuido a esta
enzima es que podria utilizarse como un indicador de toxicidad. Este hecho
nos podria ayudar a entender que, como se ha demostrado anteriormente, el
plomo origina menos especies reactivas de oxigeno en Hafnia alvei, lo cual
estaria indicando un menor dafio oxidativo en estas bacterias mismo que
estaria reflejandose en una actividad baja de la enzima. Cuando las cepas son
expuestas a plomo se observa que la actividad de la enzima en las cepas
aisladas de ambientes contaminados aumenta al aumentar la concentracion

de plomo y en la cepa proveniente del ambiente libre de contaminantes existe
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un doble efecto del plomo sobre la actividad enzimatica, ya que con la primera
concentracion presenta un aumento de actividad y en presencia de una
concentracion mas elevada presenta una disminucibn de la misma
posiblemente por algun efecto directo del metal sobre la estructura proteica.
Se ha reportado que el plomo al generar especies reactivas de oxigeno podria
activar ciertos factores de transcripcion, mismos que reflejan su actividad al
inducir la sintesis de algunas proteinas. Esta hipotesis podria estudiarse
empleando como modelo alguna de las cepas aisladas en este trabajo, ya que
se ha encontrado una posible relacion entre la intoxicacion con plomo, la

generacion de especies reactivas de oxigeno y la actividad de la enzima GST.

Dentro de los mecanismos que ayudan a los organismos a protegerse contra
la gran variedad de agentes toxicos que se encuentran en el medio ambiente
se encuentran las proteinas. A lo largo de este trabajo se han mencionado
proteinas que tienen una actividad antioxidante o que forman sistemas
compuestos por bombas de eflujo o transportadores de iones, los que se han
ido adaptando a lo largo del tiempo y que han adoptado la funcién de
detoxificacion cuando las células se enfrentan a condiciones extremas o que
generan cualquier tipo de estrés. El grupo de investigacion conformado por la
Dra. Leticia Guadalupe Navarro Moreno y sus colaboradores han demostrado
la existencia de proteinas de bajo peso molecular (aisladas de nucleos de
células de tubulo proximal de ratas expuestas de manera cronica a plomo por
via oral, a las que se les ha dado el nombre de PCI) compuestas por
aminoacidos &cidos, con punto isoeléctrico cercano a 6, con capacidad de
asociarse y disociarse en presencia de agentes quelantes y plomo
respectivamente, con diferente comportamiento en funcion del 6rgano
estudiado y que pueden ser inmuno detectadas en animales intoxicados con
cromo y en muestras de suero y orina de humanos expuestos
ocupacionalmente al metal (Navarro, 2004, 2009). Como se ha mencionado a
lo largo de este escrito, una de las ideas del estudio de estas proteinas se

relaciona con el fenédmeno del estrés ocasionado por exposicion a metales.
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Bar en 2007 reportd la existencia de bandas proteicas en dos cepas
microbianas aisladas de tierras contaminadas y expuestas a plomo (Bar,
2007). Los resultados obtenidos al llevar a cabo los ensayos de electroforesis
en las tres cepas demuestran que la banda correspondiente a las proteinas de
los cuerpos de inclusion aisladas a partir de los animales intoxicados se pudo
detectar en las cepas en funcién del ambiente del cual fueron aisladas y la
concentracion de plomo utilizada. Solo a concentraciones bajas y en las cepas
sin exponer a plomo se observaron las bandas correspondientes al peso
molecular de las PCI. Estas bandas fueron detectadas a tiempos iniciales de
intoxicacion, sin embargo a las 24 horas la intensidad de las bandas disminuy6
en las cepas de Bacillus pumillus, no asi en la de Hafnia alvei. A
concentraciones altas de plomo solo las bandas detectadas en Hafnia
permanecen. Podria ser que las proteinas de los cuerpos de inclusion
estuvieran involucradas dentro del fendmeno de intoxicacion de las cepas
aisladas en este trabajo. Sin embargo para poder asegurar lo anterior se
requiere iniciar estudios inmunolégicos y proteébmicos mismos que ayudaran a

afirmar o a refutar esta idea.
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El medio ambiente en el cual se desarrollen las bacterias determinard,
generalmente, su sensibilidad a la exposicion a plomo en un medio de cultivo.
Esto se puede deber a que si en el afluente del cual fueron aisladas las
bacterias contenia metales pesados, éstas al estar en contacto con los mismos

poseian muy probablemente mecanismos previos de tolerancia a plomo.

Hafnia alvei y Bacillus pumilus presentan diferente sensibilidad a la exposicion
a plomo. Las dos especies de Bacillus pumilus aisladas expresaron distinta
tolerancia al metal debido a que pertenecen a diferentes subespecies 0 a que

se aislaron de diferentes ambientes.

Los estudios microbiolégicos y bioquimicos indicaron que las tres cepas
bacterianas, en ausencia y en presencia de plomo, presentaron diferente
comportamiento en relacion con la curva de crecimiento, la concentracion total
de proteinas, la generacién de especies reactivas al &cido tiobarbiturico
(TBARS), la actividad de la enzima Glutation S-transferasa (GST) y la

presencia de bandas en la region de las proteinas de los cuerpos de inclusion.

Se puede establecer una relacion entre las cepas bacterianas aisladas, el
estrés oxidativo generado por la exposicién a plomo y la actividad de la enzima
Glutation S-Transferasa.

La cepa de Bacillus pumilus aislada de aguas no contaminadas expresoé algun
mecanismo de defensa mismo que le ayuddé a tolerar la exposicién a plomo.
Este mecanismo pudo ser introducir agua dentro de la célula para disminuir la
concentracion de plomo, reflejandose como hinchamiento de las células y

cambio de coloracién de las colonias en medio sélido.

Las bandas proteicas encontradas en las cepas presentaron una region que
correspondio a la banda de proteinas de inclusion. La presencia de estas
bandas dependié de la cepa, la concentracion de metal y el tiempo de
exposicion Hafnia alvei mostr6 mayor intensidad de las bandas y logro

conservarlas a concentraciones elvadas de plomo.
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En base a estas observaciones se podria establecer una posible relacion entre
la exposicion al metal y la presencia de bandas de proteina correspondientes

a las proteinas de los cuerpos de inclusion.

Jade Alejandrina Galicia Apolinar
Lic. en Ciencias Quimicas 130



X. PERSPECTIVAS

1.- Realizar el estudio de especie de las bacterias correspondientes al mismo
género que presentan diferente sensibilidad hacia la exposicion a plomo.

2.- Corroborar la especie de las cepas encontradas mediante andlisis de ADN
0 RNA.

2.- Llevar a cabo el andlisis del efecto de la exposicion a plomo en cepas
comerciales correspondientes a las aisladas dentro de este trabajo, con la
finalidad de comparar los efectos del toxico en especies naturales y especies

gue nunca han estado en contacto con el metal.

3.- Llevar a cabo estudios de medicion de actividades enzimaticas
relacionadas con el estrés oxidativo (Glutation peroxidasa, Catalasa, Glutation
oxidasa) y contenido de glutation para poder correlacionar el dafio ocasionado

por plomo con dicho fenémeno.

4.- Profundizar el estudio sobre los procesos que confieren tolerancia a plomo

en las bacterias.

5.- Establecer estudios de tolerancia cruzada para determinar si la resistencia
a plomo conferida a las bacterias les permite tolerar la exposicién a otros
metales pesados.

6.- Llevar a cabo los estudios inmunol6gicos para determinar la presencia de

proteinas de cuerpos de inclusion en bacterias resistentes y sensibles a plomo.

7.- Comparar los resultados obtenidos con los datos que se tienen dentro del
proyecto general de estudio de las proteinas de los cuerpos de inclusién para
iniciar las correlaciones necesarias y establecer si estas proteinas se pueden

clasificar dentro de las proteinas de estres.
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XI. PARTICIPACION EN CONGRESOS Y ESTANCIAS

3° Congreso de Estudiantes, Universidad Autonoma del Estado de Morelos,
Facultad de Ciencias, 19 al 23 de abril del 2010.

| Congreso Internacional de Docencia e Investigacion en Quimica, Universidad
Auténoma Metropolitana, Division de Ciencias Basicas e Ingenieria y el Area
Quimica, 27 al 29 de octubre del 2010.

[l Simposium de Quimica Universidad del Papaloapan, 10 y 11 de marzo de
2011.

Il Simposium Nacional de Detecciébn de Microorganismos, Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla, 7 de abril del 2011.

Il Congreso Internacional de Docencia e Investigacion en Quimica,

Universidad Autbnoma Metropolitana, 3 al 7 de octubre del 2011.

3ra. Reunién Regional y 1ler. Congreso Latinoamericano de Ciencias
Microbiologicas: Resistencia Antimicrobiana. Tecnolégico de Monterrey
Campus Puebla y la Asociacion Poblana de Ciencias Microbiologicas A.C., 11
Y 12 de noviembre del 2011.

Seminario Estudiantil UNPA, Universidad del Papaloapan Campus Tuxtepec,
11 de abril del 2012.

Estancias Profesionales realizadas en la Unidad Profesional Interdisciplinaria
de Biotecnologia del Instituto Politécnico Nacional, donde se llevaron a cabo
las técnicas necesarias para el aislamiento e identificacion de bacterias a partir

de pruebas bioquimicas, del 01 de agosto al 15 de septiembre del 2011.

XVIII Reunidn de la rama de Bioenergética y Biomembranas de la Sociedad
mexicana de Bioquimica. Del 20 al 25 de Octubre de 2013 en Jurica,

Querétaro.
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APENDICE |

UNA HISTORIA COMO OTRA CUALQUIERA: EL TETRAETILPLOMO

Texto modificado del original en: http://es.globedia.com/plomo-gasolina-forma-
parte-vidas

Gasolina: Plomo en nuestras vidas.

Lamentablemente la historia se repite de innumerables formas... corrupcion,
manipulacion de la informacion, violacion de los derechos humanos
elementales incluso en paises "libres" y se destapa un escéndalo para nacer
otro en cualquier otro lugar... seguimos sin revelarnos para exigir
enérgicamente a los tribunales constitucionales mas transparencia y menos
influencia politica, en la que al final rebuscando, se encuentran grandes
corporaciones que mueven a muchas marionetas. Hacia finales de la década
de los afos cuarenta, un estudiante de la Universidad norteamericana de
Chicago llamado Clair Patterson estaba intentando encontrar un método de
medicion para determinar la edad de la Tierra que en aquella época rompia la
cabeza de algunos cientificos.

Todas las muestras de rocas de aquellos experimentos, terminaban
contaminadas. Casi todas aquellas muestras contenian unas 200 veces mas
plomo del que debia haber de forma natural. Patterson tardaria muchos afios
en averiguar que la razén de aquello era causa de un inventor de Ohio
conocido por Thomas Midgley, hijo. Este Midgley era ingeniero y se interesé
mucho en las aplicaciones industriales de la quimica. En 1912 trabajaba para
el General Motors Research Corporation en Dayton (Ohio) e investigd sobre
un compuesto, el tetraetileno de plomo, y descubrié que reducia de forma
significativa el fendmeno conocido como trepidacion o golpeteo del motor al
combustionar.

En aquellos primeros afos del siglo XX ya era conocida la peligrosidad del
plomo y se podia encontrar este metal pesado en un monton de productos de
consumo alimentario. Las latas de conservas se sellaban con plomo y los

depdsitos de agua se recubrian igualmente. Los de nuestra generacion aun
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hemos conocido las casas de nuestros abuelos con tuberias de este metal
toxico. Hasta se rociaba la fruta con arseniato de plomo que era utilizado como
pesticida. Estaba presente también en la composicion de los tubos de la pasta
dentifrica, algo que hacia que se acumulase restos de este metal en la
dentadura humana (estudios que a lo largo de los afios, han ayudado a
esclarecer los efectos tan nocivos del plomo en nuestras vidas).

Pero nada tuvo unos efectos tan nefastos para LA SALUD HUMANA y en la
dispersion de este veneno en la atmdsfera como en los ecosistemas de la toda
la Tierra, como su uso como aditivo en los combustibles.

El plomo es neurotéxico. Si ingieres mucho, puede dafar el celebro y afectar
al sistema nervioso central de una forma irreversible. No hay antidotos ni
medicamentos que puedan reducir las dosis almacenadas en el organismo que
no existe forma conocida en la actualidad para que puedan ser eliminadas.
Entre los sintomas detectables relacionados con esta exposicién excesiva al
contaminante, es la ceguera, el insomnio, la insuficiencia renal, la pérdida de
audicion, el cancer, la pardlisis y las convulsiones. Produce alucinaciones
bruscas y aterradoras, que perturban por igual a victimas manipulantes de este
producto como a observadores, que suelen ir seguidas de estado de coma 'y
muerte.

Y no hace falta incorporar demasiado toxico de este en el organismo para notar
sus efectos. Quieren hacernos creer que somos los responsables de esta
situacion cuando son las administraciones ineficaces, y las leyes que no se
aplican, las responsables de los usos inadecuados y suicidas ante las
tecnologias nada verificadas de sus productos no controlados éticamente
hacia una sociedad que no conoce, que no sabe, que cree a pies juntillas que
los gobiernos y sus politicos velan por su salud... por su bienestar. Pues NO...
NO es del todo asi.

En aquella época el plomo era facil de extraer y de trabajar, y era
vergonzosamente rentable producirlo a escala industrial. Una vez mas en la
historia social podemos ser testigos de los pocos escrupulos y de los pocos

remordimientos que se tuvo para incorporarlo a los combustibles por el
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pelotazo econdmico que suponia frente a los carburantes mezclados con
alcohol menos rentables comercialmente hablando, y menos impactantes
sobre el medio ambiente.

Asi que en 1923, tres grandes empresas estadounidenses, General Motors,
Du Pont y Standard Oil de Nueva Jersey (hoy EXXON) crearon una empresa
conjunta, la Ethyl Gasoline Corporation (mas tarde sélo Ethyl Corporation) para
fabricar y distribuir el plomo tetraetilico, tanto como el mundo estuviese
dispuesto a comprar, y eso ha resultado a lo largo del tiempo, muchisimo mas
de lo imaginable en aquel momento. Le llamaron "etilo" a aquel componente,
porque les parecido un nombre mas amistoso y menos téxico que "plomo" y lo
introdujeron para el consumo publico el 1 de febrero de 1923.

Los trabajadores de aquellas fabricas casi de inmediato empezaron a acusar
sus efectos, a tambalearse y la confusibn mental caracteristica del recién
envenenado. La empresa de inmediato se sumergié en una politica de
manipulacion de la realidad inflexible y serena, que les resultaria rentable
durante decenios. En las primeras semanas los delirios irreversibles se fueron
extendiendo y murieron unas 15 personas, y otros tantos enfermaron en
muchos casos de gravedad. EI nimero exacto de afectados no se conocio ni
se conoce en nuestros dias ya que la empresa consigui6 silenciar las noticias
y a los medios de comunicacién a su alcance.

Cuando empezaron a circular los rumores sobre los peligros de este producto,
el inventor Thomas Midgley, decidié ofrecer unas demostraciones a los
periodistas pero ya estuvo afectado por los efectos nocivos cuando investigaba
y no se acercaba al producto o a las instalaciones donde se fabricaba, si podia
evitarlo.

También Midgley es el responsable de descubrir y poner en aplicacion los
gases clorofluorocarbonos, los famosos CFCs. Y raramente se ha aplicado un
producto tan rapida y lamentablemente por los efectos que después hemos
podido comprobar por su efecto sobre la capa de ozono en la estratosfera.
Estos gases empezaron a fabricarse a principios de los afios treinta y se les

encontraron miles de aplicaciones, incluyendo su capacidad de destruccion
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tan desmesurada: un solo kilo de CFC puede capturar y aniquilar 70.000 kilos
de ozono atmosférico. Estos gases perduran al menos 1 siglo como media, y
no cesan de causar deterioro. Actian por otra parte como grandes esponjas
del calor. Una sola molécula de CFC es aproximadamente diez mil veces mas
eficaz intensificando el efecto invernadero que una molécula de diéxido de
carbono. En resumen, estos clorofluorocarbonos podrian convertirse en uno
de los peores inventos del siglo XX. Aunque Midgley no llegé a enterarse de
todo esto, ya que muri6é antes de que se descubriera.

Volviendo a los experimentos de Patterson, que intentaba averiguar el hecho
de que hubiera tanto plomo en la atmésfera después de 7 afios de
experimentos, se qued6 asombrado al enterarse de lo poco que se sabia sobre
los efectos del plomo en los humanos... cosa nada sorprendente si tenemos
en cuenta que durante cuarenta afios todos los estudios sobre los efectos del
plomo los habian costeado en exclusiva los fabricantes de aditivos de plomo.
En uno de los estudios, un médico que no estaba especializado en patologia
quimica, emprendié un programa que pedia a voluntarios que aspirasen o
ingiriesen elevadas cantidades de plomo. Luego les examinaban la orina y las
heces. No se sabia que el plomo no se excreta como producto de desecho. Se
acumula méas bien en los huesos y en la sangre eso es lo que lo hace tan
peligroso y entonces las autoridades sanitarias no examinaron ni los huesos
ni la sangre de los voluntarios.

Y en consecuencia entonces creemos que con la influencia de las grandes
corporaciones implicadas se dio el visto bueno sanitario al plomo. Pero
Patterson no se dio por vencido y siguié persiguiendo al plomo comprobando
que aproximadamente el 90% de este metal pesado presente en el medio
provenia de los tubos de escape de los automodviles, pero no podia
demostrarlo.

El problema es el de siempre, el que los afectados son los que tienen que
demostrar contra aquellos que producen y se enriquecen, comprando las
voluntades abogados y gabinetes que inundan de informes amafnados todos

los despachos a los que tienen acceso, pasando aflos hasta que se puedan
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obtener pruebas. Y las vidas que se lleva todo ello por delante nunca cuentan...
siempre se llega demasiado tarde.

Lo que Patterson descubrié fue que antes de 1923 casi no habia plomo en la
atmoésfera y que los niveles plomo habian ido aumentando constante y
peligrosamente desde entonces. A partir de aguel momento fue la obsesion de
este hombre que convirtié su vida en la mision de que se retirase el plomo de
la gasolina.

Aquello resultaria una campafia infernal contra los intereses de la Ethyl, una
empresa poderosa con muchos amigos en puestos elevados (entre sus
directivos habian figurado el magistrado del Tribunal Supremo Lewis Powell y
Gilbert Grosvenor de la National Geografhic Society).

Patterson se encontr6 con la sorpresa de que retiraron sus fondos para
continuar sus investigaciones o que le resultaban dificiles de conseguir. El
Instituto Americano del Petréleo cancel6 su contrato de investigacion que tenia
con él y lo mismo hizo el servicio de Salud Publica de Estados Unidos, un
organismo oficial supuestamente neutral.

Patterson fue convirtiéendose cada vez en un problema para su institucion, y
los miembros del consejo de administracion del Instituto Tecnoldgico de
California fueron objeto de repetidas presiones de directivos de la industria del
plomo para que le hiciesen callar o prescindiesen de él.

Segun decia en el afio 2000 Jamie Linconl Kitman en The Nation, ejecutivos
de Ethyl se ofrecieron a financiar una catedra en el instituto "si se mandaba a
Patterson hacer las maletas". Se llegé al absurdo de excluirle de una comisién
del Consejo Nacional de Investigacién que se cred en 1971 para investigar los
peligros del envenenamiento con plomo atmosférico, a pesar de ser por
entonces indiscutiblemente el especialista mas destacado del pais en plomo
atmosférico.

Para gran honra suya, Patterson se mantuvo firme a las presiones y amenazas
que recibio de forma constante. Finalmente gracias a sus esfuerzos, se aprob6
la Ley de Aire Limpio de 1970 y acabaria consiguiendo que se retirase del

mercado toda la gasolina plomada en los Estados Unidos en 1986. Casi
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inmediatamente se redujo en un 80% el nivel de plomo en la sangre de los
estadounidenses. Pero como el plomo es para siempre, los habitantes
actuales del pais tienen cada uno de ellos 625 veces mas plomo en la sangre

del que tenian los que vivieron en el pais hace un siglo.

La cantidad de plomo en la atmdsfera sigue aumentando también, de una
forma completamente legal, en unas cien mil toneladas al afio, procedentes
sobre todo de la mineria, la fundicién y las actividades industriales. Estados
Unidos prohibié también el plomo en la pintura de las casas para interior "44
afios después que la mayoria de los paises de Europa”, como indica la
Macgrayne. Resulta notable que no se prohibiese la soldadura de plomo en
los envases de alimentos en el pais hasta 1993, pese a su toxicidad alarmante.
En cuanto a la Ethyl Corporation, aun es fuerte, a pesar de que la General
Motors, la Standard Oil y Dupont no tengan ya acciones de ella (se las
vendieron a una empresa llamada Albert Marle Paper en 1962). Segun
Macgrayne, Ethyl seguia sosteniendo aun en febrero de 2001 "que la
investigacién no ha conseguido demostrar que la gasolina plomada constituya
una amenaza para la salud humana ni para el medio ambiente".

En su portal de la red de Internet, hay una historia de la empresa en la que no
se menciona siquiera el plomo (ni tampoco a Thomas Midgley) y sélo se dice
del producto original que contenia "cierta combinacion de sustancias
quimicas". Ethyl no fabrica ya gasolina plomada, aunque, de acuerdo con su
balance de la empresa del afio 2001, todavia hubo unas ventas ese afio de
plomo tetraetilico (o TEL, como le llaman ellos) por el importe de 25 millones
en el 2000 (de un total de ventas de 795 millones de ddlares) més que los 24
millones de 1999, pero menos que los 117 millones de 1998. La empresa
comunicé en su informe que habia decidido "maximizar los ingresos generados
por TEL, aunque su utilizacion siga descendiendo en el mundo”. Ethyl
comercializa TEL en todo el mundo mediante un acuerdo con Associated Octel

LTD, de Inglaterra.
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En cuanto al otro azote que nos legé Thomas Midgley, los CFC se prohibieron
en 1974 en EEUU, pero son diablillos tenaces y, los que se soltaron a la
atmosfera antes de eso (en desodorantes pulverizadores capilares, por
ejemplo), es casi seguro que seguiran rondando por ahi y devorando ozono
mucho tiempo aun. Y lo que es peor, seguimos introduciendo cada afio
enormes cantidades de CFC en la atmdsfera. Segun Wayne Biddle, aun salen
al mercado anualmente 27 kilos de CFC por un valor de 1.500 millones de
dolares. ¢Quién lo esta haciendo? Nosotros... es decir, muchas grandes
empresas siguen produciéndolo en sus fabricas del extranjero. En los paises
del Tercer Mundo no estara prohibido hasta el afio 2010.

Clair Patterson murié en 1995. No gano el premio Nobel por su trabajo. Los
gedlogos nunca lo ganan. Ni tampoco se hizo famoso, lo que es mas
desconcertante. Ni siquiera consiguidé que le prestasen demasiada atencion
pese a medio siglo de trabajos coherentes y cada vez mas laboriosos. Sin
duda podria afirmarse que fue el gedlogo mas influyente del siglo XX. Sin
embargo, ¢,quién ha oido hablar de alguna vez de Clair Patterson? La mayoria
de los textos de geologia no lo mencionan. Dos libros recientes de divulgacion
sobre la historia de la datacion de la Tierra, se las arreglan incluso para escribir
mal su nombre. A principios de 2001, un critico que hacia una valoracion de
uno de esos libros en la revista "Nature", cometié el error adicional, bastante
asombroso de creer que

Patterson era una mujer.

Lo cierto es que, pese a todo, gracias al trabajo de Clair Patterson, en 1953 la
Tierra tenia al fin una edad en la que todos podian estar de acuerdo. El Unico
problema era que resultaba ser mas vieja que el universo que la contenia.

Extraido de... Una breve historia de casi todo.
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APENDICE I
EL PLOMO, CUERPOS Y PROTEINAS DE INCLUSION (P.C.L.).

Se presentan cambios ultraestructurales especificos asociados con dafio renal
ocasionado por intoxicaciones con plomo como son la formacion de cuerpos
de inclusion citoplasmicos y nucleares. Estos cambios fueron reportados por
primera vez por Blackman (Blackman S.S., 1936) en las células epiteliales
renales de nifios intoxicados con dicho metal. Muchos investigadores han
reportado la presencia de cuerpos de inclusion particularmente en animales
de laboratorio (Murakami, R., Kawamura, R., Nishii, S. y H. Katsunuma, 1983).
Ademas se encontraron cuerpos de inclusion en biopsias renales de dos
trabajadores con exposiciones menores de 1 afio al metal pero no en otros con
antecedentes de exposiciones mas largas (Cramer, K., Goyer RA, Jagenburg,
R. y MH Wilson, 1974). Se sabe que los cuerpos de inclusion no estan
limitados al epitelio tubular proximal, estos se han observado en el peritoneo
tras la administracion intraperitoneal de plomo a ratas de laboratorio (Wapnir,
RA, Moak, S.A., Kifshitz, F. y Teichberg, S., 1979) astrocitos (Goyer, R.A. y
Rhyne, B.C., 1973), células de neuroblastoma (Klann, E. y Shelton, KR, 1989)
y osteoclastos (Van Mullen, P.J. y Stadhouders A.M., 1974). Los cuerpos de
inclusién nucleares inducidos por plomo puede distinguirse de otros por sus
caracteristicas de tincion y su ultraestructura; estos cuerpos son eosinofilicos
y son acido-rapido cuando se tifien por la técnica de Ziehl-Nielsen. Ademas,
estos cuerpos de inclusion son aproximadamente esféricos y tipicamente
consisten en un nucleo denso en electrones con una red fibrilar en la periferia
(Richter GW, Y. Kress y Cornwall CC, 1968). Estas inclusiones estan formadas
por 10 o 20 componentes individuales de aproximadamente 25 um de diametro
cada uno y se disponen como ya se mencion0 en un patron esférico. Estos
cuerpos de inclusidn nucleares pueden ser aislados de los rifiones y
desglosados por agentes tales como urea, sulfato de laurilo y EDTA; este
altimo también funciona de forma eficaz en sistemas in vivo (Moore JF y RA

Goyer, 1974). Otras investigaciones han revelado que la formacién de los
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cuerpos de inclusion nuclear esta precedida por la sintesis de cuerpos de
inclusion citoplasmicos que tienen una estructura muy similar ya que tienen
caracteristica fibrilar y un nucleo denso (Choie D.D. y Richter G. W., 1972). Se
ha propuesto que los cuerpos de inclusion juegan un papel protector
importante en las células ya que se les ha considerado como los responsables
del mantenimiento de concentraciones relativamente bajas de plomo libre
tanto en el citoplasma como en el ndcleo disminuyendo los efectos toxicos del

plomo libre presente en las células.

Con la idea de los dafios ocasionados por la contaminacién por plomo tanto
en células procariontes, como eucariontes y la presencia de los cuerpos de
inclusion en el citoplasma de la misma y tomando en cuenta también a su vez
el hecho de que estos cuerpos densos de inclusion no se han reportado en
bacterias, el presente trabajo de investigacién pretende describir el efecto de
la exposicion a plomo en bacterias aisladas de efluentes contaminados en la
zona del rio Papaloapan en la ciudad de Tuxtepec, Oaxaca, con la finalidad de

contribuir a estudios posteriores de investigacion.
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APENDICE Il
“TINCION DE GRAM”

Una tincion diferencial requiere mas de un tipo de colorante y se utiliza para

distinguir entre varios tipos de células bacterianas.

Cristal violeta o violeta de genciana: colorante basico
Lugol de Gram: mordiente

Alcohol- acetona: decolorante

YV V V VY

Fuscina (safranina): colorante de contraste

Esta tincion tipicamente consiste de tres pasos principales: primero un
colorante primario, el cual se utiliza para tefiir a todas las células en la tincién;
seguido por la decoloracién, la cual remueve el colorante solo de ciertos tipos
de células y finalmente un colorante de contraste, el cual tifie las células recién
decoloradas pero no tiene efecto sobre las células que adn retienen el
colorante primario. La reaccion de la tincion de Gram se basa en la cantidad
de peptidoglucano que se encuentra en las paredes celulares de estas
bacterias. Las bacterias Gram positivas tienen muchas capas de
peptidoglucano, las cuales a su vez, sostienen moléculas de &cido teitoico. El
acido teicoico reacciona con el cristal violeta y el yodo utilizado en este proceso
de tincion. Un complejo de las moléculas cristal violeta-yodo-acido teitoico es
muy dificil de remover. Como la pared celular de las células Gram positivas
retiene estos compuestos, es mas dificil decolorar una célula Gram positiva
gue una Gram negativa. Una mezcla de alcohol remueve el cristal violeta de
la célula Gram negativa, pero no de la Gram positiva. Esta mezcla de alcohol
también disuelve mucho de la capa exterior de lipopolisacaridos de la pared
celular de la pared Gram negativa, lo cual acelera la remocion del colorante
primario cristal violeta de estas células. Cuando otro colorante, usualmente
safranina, se aflade, a las células Gram positivas mantienen su color azul-
violeta mientras que las Gram negativas absorben el color de la safranina. Al

final del procedimiento de tincion, las células Gram positivas seran del color
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del cristal violeta, o colorante primario, y las células Gram negativas seran del

color de la safranina que es el colorante en contraste.
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