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Cuando se observa el registro fósil, se ve claramente que algunos organismos presentan 

notables similitudes anatómicas, mientras que otros tienen marcadas diferencias. Hay 

una especie de árbol taxonómico de la evolución que se ha ido elaborando minuciosamente 

desde hace más de un siglo. Pero en la época actual, es posible buscar fósiles químicos, 

estudiar la bioquímica de organismos vivos, e incluso se empieza a saber algo de la 

bioquímica de organismos extinguidos, porque parte de esa materia orgánica puede ser 

recuperada pese a todo. Y aquí hay una correlación notable entre lo que dicen los 

anatomistas y los biólogos moleculares. A saber, que la estructura de los huesos de los 

chimpancés y los humanos es asombrosamente similar y, del mismo modo, sus moléculas 

de hemoglobina son asombrosamente similares. Sólo un aminoácido entre varios 

centenares diferencia la hemoglobina de chimpancés y humanos. 

De hecho, cuando observamos la vida en la Tierra de un modo más genérico, encontramos 

que todo es el mismo tipo de vida. No hay muchas clases diferentes; solo hay una, que 

utiliza unos cincuenta bloques de construcción biológica fundamentales. 

Así pues, con significantes excepciones, todos los organismos de la Tierra recurren a un 

tipo de molécula particular, llamada proteína, como catalizador o enzima para controlar 

el grado de funcionamiento y la dirección de la química de la vida. Todos los organismos 

de la Tierra emplean un tipo de molécula llamada ácido nucleico para codificar la 

información hereditaria y reproducirla en la siguiente generación. Todos los organismos 

de la Tierra poseen un libro de códigos idéntico para traducir el lenguaje del ácido 

nucleico al lenguaje de la proteína y, aunque hay algunas diferencias evidentes entre, 

digamos, el moho y yo, en lo esencial, estamos muy emparentados. La lección es: no hay 

que juzgar por la apariencia. Desde el punto de vista molecular, todos somos 

prácticamente iguales. 

Eso plantea interesantes preguntas sobre si tenemos idea de las variedades posibles de la 

vida y de lo que podría haber en otra parte. Estamos atrapados en un único modelo y no 

tenemos imaginación suficiente para intuir siquiera otras maneras en que pudiera darse 

la vida, cuando podrían existir miles o millones de formas………. 

 

Carl Sagan 

La diversidad de la Ciencia 

Una visión personal de la búsqueda de Dios. 
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ABREVIACIONES 
 

Glutatión S-Transferasa (GST) 
Metales Pesados (MP) 
Estrés Oxidativo (EO) 
Especies Reactivas de Oxígeno (ERO´s) 
Cadmio (Cd) 
Mercurio (Hg) 
Cloruro de cadmio (CdCl2 equivalente a Cd+2) 
Cloruro de mercurio II (HgCl2 equivalente a Hg+2) 
Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC)  
Agencia de Protección Ambiental de los EUA (USEPA) 
Reacciones de óxido-reducción (Redox) 
Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA)  
Enfermedad de Alzheimer (EA) 
Enfermedad de las Neuronas Motoras (MND) 
Superóxido dismutasa (SOD) 
Cloruro de Mercurio (HgCl2)  
Ácido Tiobarbitúrico (TBA)  
Malondialdehído (MDA) 
Catalasa (CAT) 
Glutatión peroxidasa (GPX) 
Glutatión reducido (GSH) 
Glutatión peroxidasa (GPx) 
Dinitroclorobenceno (DNCB) 
4-Hidroxi-2-nonenal (HNE) 
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) 
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RESUMEN 
 

Los metales pesados son un grupo de elementos que resultan altamente contaminantes en los 

ambientes en los que se encuentren. Los organismos expuestos a metales pesados pueden 

presentar diversas patologías, desde daños mutagénicos y celulares hasta el desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas y cáncer. Resulta, por tanto, importante, el desarrollo de 

proyectos de investigación destinados a encontrar una manera de contrarrestar la toxicidad 

ejercida por estas especies químicas. La comprensión de los mecanismos destinados a combatir su 

toxicidad se hace fundamental para esta empresa. En particular, los mecanismos antioxidantes 

desempeñan un papel muy importante en contra de la sobreproducción de especies reactivas de 

oxígeno, la forma más importante que tienen los metales pesados para ejercer daño celular. La 

enzima GST, presente en un gran número de especies, ha sido postulada como enzima de 

respuesta ante el estrés oxidativo inducido por metales pesados. Es por ello que en este proyecto 

de investigación se estudió la relación entre la exposición a metales pesados (Cd+2 y Hg+2) en 

distintos organismos (Hafnia alvei, Candida Parapsilosis, Penicillium sp y ratas de la cepa Wistar), 

la producción de especies reactivas de oxígeno que estos elementos provocaron y la actividad de 

la enzima GST como respuesta a este nivel de intoxicación. Se determinaron las concentraciones 

tolerantes e inhibitorias para los microorganismos de estudio, y se realizaron cinéticas de 

crecimiento para evaluar los tiempos óptimos de exposición y medición de los análisis 

bioquímicos. En el caso de las ratas de la cepa Wistar se utilizó un sistema de exposición vía oral 

por un periodo de 4 semanas. Para todos estos organismos, se cuantificaron las ERO´s a través del 

método de malondialdehído y se midió la actividad total de la enzima. En organismos como H. 

Alvei y C. Parapsilosis, expuestas a CdCl2 y HgCl2, se encontraron relaciones (Cd(T120h)-H. Alvei y 

Hg(T56h)-C. Parapsilosis) que indican la posible presencia del 4-hidroxi-2-nonenal (producto 

competidor del malondialdehído en la peroxidación de lípidos) y que explicaría la relación: 

aumento de actividad GST/decremento de ERO´s, observada en los resultados. En P. sp. y en los 

sistemas MP-Hígado de ratas Wistar-ERO´s-GST, se observó un aumento en la actividad enzimática 

que estableció la posibilidad de que la capacidad de respuesta de la enzima intervenga en 

mecanismos que actúen más allá de la respuesta a la producción de ERO´s. En ratas de la cepa 

Wistar, además, se encontró que el daño ocasionado por los MP utilizados puede variar en función 

del órgano objetivo, siendo el cerebro el órgano menos afectado bajo este esquema de 

intoxicación, debido, posiblemente, a la barrera hematoencefálica como estructura de protección 

al paso de MP. Los resultados se mostraron enriquecedores respecto al papel de la GST en la 

defensa contra metales pesados, que nutren la visión de la enzima como mecanismo de respuesta 

ante la exposición a estas especies químicas. Sea por su capacidad antioxidante o por mecanismos 

subyacente en los cuales interviene para la protección de las distintas especies estudiadas. Las 

perspectivas que pueden plantearse derivadas de este proyecto resultan interesantes en aras de 

continuar ampliando el conocimiento sobre este fenómeno.  
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ABSTRACT 
 

Heavy metals are a group of elements that are highly polluting in the environments in which they 

are found. Organisms exposed to heavy metals can present various pathologies, from mutagenic 

and cellular damage to the development of neurodegenerative diseases and cancer. It is therefore 

important to develop research projects aimed at finding a way to counteract the toxicity exerted 

by these chemical species. Understanding the mechanisms designed to combat its toxicity is 

essential for this undertaking. In particular, antioxidant mechanisms play a very important role 

against the overproduction of reactive oxygen species, the most important form of heavy metals 

to cause cell damage. The GST enzyme, present in a large number of species, has been postulated 

as a response enzyme to oxidative stress induced by heavy metals. For this reason, this research 

project studied the relationship between exposure to heavy metals (Cd+2 and Hg+2) in different 

organisms (Hafnia alvei, Candida Parapsilosis, Penicillium sp, and Wistar rats), the production of 

reactive oxygen species that these elements provoked, and the activity of the GST enzyme in 

response to this level of intoxication. Tolerant and inhibitory concentrations for the study 

microorganisms were determined, and growth kinetics were performed to evaluate the optimal 

times of exposure and measurement of biochemical analyses. In the case of Wistar strain rats, an 

oral exposure system was used for a period of 4 weeks. For all these organisms, the ROS was 

quantified through the malondialdehyde method, and the total activity of the enzyme was 

measured. In organisms such as H. Alvei and C. Parapsilosis, exposed to CdCl2 and HgCl2, 

relationships (Cd(T120h)-H. Alvei and Hg(T56h)-C. Parapsilosis) were found that indicate the 

possible presence of 4-hydroxy-2-nonenal (competitive product of malondialdehyde in lipid 

peroxidation) and that would explain the relationship: increase in GST activity/decrease in ROS, 

observed in the results. In P. sp. and the MP-Liver Wistar-ERO's-GST systems, an increase in 

enzymatic activity was observed, which established the possibility that the response capacity of 

the enzyme intervenes in mechanisms that act beyond the response to the ERO production. In rats 

of the Wistar strain, it was also found that the damage caused by the MPs used can vary 

depending on the target organ, with the brain being the least affected organ under this 

intoxication scheme, possibly due to the blood-brain barrier as a structure of protection to the 

passage of PM. The results were enriching regarding the role of GST in the defense against heavy 

metals, which nourish the vision of the enzyme as a response mechanism when exposed to these 

chemical species. Either because of its antioxidant capacity or because of the underlying 

mechanisms in which it intervenes for the protection of the different species studied. The 

perspectives that can arise from this project are interesting to continue expanding knowledge 

about this phenomenon. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

El aumento a la exposición de metales pesados (MP) debido a actividades antropogénicas como la 

minería del carbón, la fundición y los efluentes industriales, ha llegado a constituir una amenaza 

para la salud de los seres humanos y la estabilidad del medio ambiente y de los sistemas 

ecológicos. Lo anterior debido a su elevada toxicidad, nula biodegradabilidad, y acumulación en 

los diferentes sistemas biológicos. En el metabolismo, elementos como el mercurio (Hg), cadmio 

(Cd) y plomo (Pb) son capaces de generar un fenómeno denominado estrés oxidativo (EO), el cual 

constituye un incremento en los niveles de especies reactivas de oxígeno (ERO´s), las cuales, en 

altas concentraciones, son causa de deterioro de órganos y daño celular.1-4 

Las Glutatión S-Transferasas (GST´s) constituyen una familia de enzimas presentes en diversos 

organismos, distribuidos a lo largo del árbol filogenético.5-7 Éstas presentan una variedad de 

actividades metabólicas, entre las cuales destacan su participación como parte del mecanismo de 

desintoxicación de la fase II del metabolismo de los xenobióticos y como un posible agente 

antioxidante.6,7 Además, también han sido relacionadas en mamíferos y en otras especies como 

bioindicadores de daño en órganos como hígado, riñón y cerebro,8,9 y del estrés oxidativo, 

respectivamente.10,11  

Existen especies de organismos que han logrado adaptarse a ambientes contaminados con 

agentes tóxicos de naturaleza orgánica e inorgánica, desarrollando mecanismos de respuesta ante 

el estrés generado por la contaminación. Teniendo como base la idea anterior, en el presente 

estudio se busca establecer una relación entre la exposición a los MP mercurio y cadmio (Hg+2 y 

Cd+2) con la producción de ERO´s y la actividad total de la enzima Glutatión S-transferasa (GST) en 

organismos procariontes y eucariontes pertenecientes a diferentes niveles tróficos aislados de 

ambientes acuáticos contaminados de la región de Tuxtepec, Oaxaca (H. Alvei, C. Parapsilosis, y P. 

sp) así como en Rattus Norvegicus de la cepa Wistar. Organismos modelo utilizados como objeto 

de estudio. 

Lo anterior contribuirá a entender mejor el posible papel que esta enzima desempeña en el 

mecanismo de defensa de diferentes especies ante la exposición a MP. De esta manera el 

conocimiento generado dentro del grupo de investigación de la Universidad del Papaloapan 

dedicado al estudio del papel de esta enzima como un mecanismo de defensa contra la 

intoxicación con metales tóxicos en diferentes especies tróficas será favorablemente enriquecido. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ERO´s) 

Hace alrededor de unos 3.500 millones de años, las cianobacterias fotosintéticas comenzaron a 

inundar la atmósfera de la tierra con oxígeno molecular (O2).12 Hecho que facilitó la evolución de 

la vida en el planeta. Sin embargo, derivadas de esta molécula, surgieron también las especies 

reactivas de oxígeno, moléculas que alteran la homeostasis redox de las células y provocan el 

denominado estrés oxidativo. Este tipo de moléculas pueden formarse a partir de procesos 

fisiológicos normales, tales como la cadena de transporte de electrones (CTe-) en la respiración 

celular, o también debido a procesos patológicos y factores de presión externos. Desempeñan un 

papel importante en el proceso de muerte celular programada (apoptosis) y en mecanismos de 

defensa celular contra agentes patógenos. El término especies reactivas hace referencia a dos 

tipos de moléculas: los radicales libres y los no radicales.13 Los radicales libres y los no radicales 

comprenden las ERO´s, las especies reactivas de nitrógeno (ERN´s), así como también especies 

reactivas procedentes de otros elementos como cloro (ERCl´s) y Bromo (ERBr´s).14,15 No obstante, 

las ERO´s constituyen el grupo de moléculas más importante implicado en el metabolismo 

oxidativo.  

Radicales Libres: Los radicales libres son moléculas cuya última orbita contiene uno o más 

electrones desapareados, los cuales las tornan altamente reactivos y muy inestables, teniendo la 

capacidad para reaccionar con distintos tipos de moléculas inespecíficamente. Entre éstas se 

encuentran las integrantes de la estructura celular como proteínas, ADN y lípidos.16 Esta capacidad 

de reacción es inversamente proporcional a la vida media presentada por este tipo de moléculas, 

la cual llega a ser muy corta.17 La interacción por la cual los radicales libres reaccionan con 

diferentes tipos de moléculas es a través de reacciones oxido-reducción, es decir, reacciones en 

las que hay transferencia de electrones donde una de las especies participantes se reduce (gana 

electrones) y la otra se oxida (pierde electrones). La generación y propagación de las reacciones 

llevadas a cabo por los radicales libres suelen ser una serie de reacciones en cadena, las cuales se 

pueden clasificar de la siguiente forma: 1) reacciones de iniciación (formación de un radical libre a 

partir de no radicales), 2) reacciones de propagación (formación de un radical libre cuando 

reacciona una molécula estable con un radical libre) y 3) reacciones de terminación (reacción 

química entre dos radicales libres, en donde sus electrones desapareados son cancelados y se 

genera un producto estable). Ejemplos de radicales libres (RL) basados en oxigeno son el 

superóxido O2
● (radical más abundante y común a nivel celular. Se forma principalmente en la 

cadena de transporte de electrones y en la fagocitosis, para ser usado como defensa bactericida), 

y el radical hidroxilo 𝑂𝐻● (generado por la descomposición de peróxido de hidrógeno y poseedor 

de una alta reactividad).18  
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No radicales: Básicamente las moléculas no radicales pertenecientes a ERO´s son aquellas que no 

poseen electrones desapareados en su última capa electrónica pero que son capaces de producir 

radicales libres. Entre las moléculas no radicales de mayor importancia se encuentra el peróxido 

de hidrógeno (H2O2), el cual se puede llegar a descomponer en el radical hidroxilo 𝑂𝐻● debido a la 

débil unión O-O en su estructura. 18 

Por lo tanto, las ERO´s comprenden todos aquellos derivados de oxígeno, tanto radicales libres 

como no radicales, que participan activamente en reacciones de óxido-reducción de distintos 

procesos celulares. La producción de estas moléculas puede deberse a fuentes endógenas y 

exógenas. Dentro de las fuentes endógenas se pueden mencionar las siguientes:  18 

1. Mitocondria: En ella se lleva a cabo la respiración celular y el proceso de producción de 

ATP. Es considerada la mayor fuente de producción de radicales libres en el organismo 

generados en la CTe-. 

2. Peroxisomas: Organelo que presenta una gran cantidad de enzimas reductoras de O2 

(como la D-aminoácido oxidasa, y la ácido úrico oxidasa). También posee una elevada 

concentración de CAT, enzima que ayuda a transformar al H2O2 en H2O y O2. Sin embargo, 

el H2O2 no transformado por el sistema peroxisomal puede llegar a producir daño celular. 

3. Citocromo P-450: Encontrado en el retículo endoplasmático, participa activamente en la 

fase I del metabolismo de los xenobióticos y es capaz de generar RL a partir de la catálisis 

de reacciones que generan O2
●, mediante mecanismos dependientes de NADPH (que 

utilizan las enzimas NADPH oxidasas). 

4. Fagocitosis: Durante la fagocitosis se produce una gran cantidad de ERO´s (H2O2, O2
●, 𝑂𝐻●) 

en un proceso denominado “explosión oxidativa” (producido por la NADPH-oxidasa), 

destinado a ser la primera línea de defensa contra agentes patógenos. 

Las fuentes exógenas por otro lado pueden deberse a diversos factores de estrés, como la 

exposición a rayos X o radiación de alta energía, al ozono, al tabaco, a contaminantes del aire y 

productos químicos industriales.19,20 

Estos factores, en especial los exógenos, pueden inducir una sobreproducción de ERO´s, 

provocando EO. Este es un fenómeno generado cuando existe una producción excesiva de ERO´s, 

aunado a un mal desempeño del sistema antioxidante. Cuando esto sucede, las ERO´s pueden 

llegar a causar diferentes daños a nivel celular, como la oxidación de lípidos (peroxidación lipídica), 

de grupos sulfhídrilos de las proteínas, de bases púricas y pirimidínicas.21 

En el esquema de la Figura 1 se muestra la respuesta celular frente a la formación de ERO´S a 

través de distintos estímulos. Cuando es debido a factores fisiológicos, existe una respuesta 

regulada. En el caso de factores externos, un mal desempeño del sistema antioxidante puede 

derivar en EO y daño celular.22 
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2.2 SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 

Para combatir el EO generado por las ERO´s los organismos han desarrollado mecanismos de 

defensa especializados en funciones antioxidantes. Un antioxidante es toda aquella especie 

química capaz de retardar o prevenir la oxidación de un sustrato (lípidos, proteínas, ADN u otro 

tipo de moléculas). Estos mecanismos, o sistemas de defensa antioxidante, se encuentran 

formados tanto por especies enzimáticas como por no enzimáticas. Los antioxidantes no 

enzimáticos tienen como función capturar RL y generar moléculas menos nocivas para la célula 

mediante la adición de un electrón al RL, con el objetivo de estabilizarlo.18 Dentro de este grupo se 

pueden encontrar los mencionados a continuación. 

 Vitamina C: Encontrada a nivel intra y extracelular en la forma de ascorbato, actúa 

directamente sobre los radicales O2
●, 𝑂𝐻● y algunos hidroperóxidos lipídicos. Sin embargo, 

el ascorbato puede llegar a ser un potente prooxidante cuando se encuentran presentes 

excesivas concentraciones de iones hierro y cobre.19  

 

Figura 1. Respuesta celular ante la formación de ERO´s causada por estímulos fisiológicos y factores estresantes. 
Modificado de: Pourova, J., et al.22 
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Figura 2. Estructura química del GSH, formado por los aminoácidos glutamato, cisteína y glicina. Los enlaces en 
rojo representan los enlaces peptídicos. Propia autoría. 

 Glutatión: Abreviado como GSH, es un tripéptido constituido por los aminoácidos 

glutamato, cisteína y glicina (γ-glutamil-cisteinil-glicina) (Figura 2). Actúa sobre H2O2, O2
●, 

𝑂𝐻●, usualmente en conjunción con enzimas en donde el GSH es utilizado como ligante.  

 

 

 

 

Los antioxidantes enzimáticos, por otra parte, comprenden la primera línea de defensa ante las 

ERO´s. Se encargan de catalizar reacciones en las que se efectúa una transferencia de electrones 

de un sustrato hacia los RL. 18 

Dentro de los sistemas antioxidantes enzimáticos se pueden mencionar los siguientes:  

 Superóxido Dismutasa (SOD): Esta enzima tiene como función catalizar la dismutación del 

O2
● a H2O2, el cual es menos reactivo y puede llegar a ser degradado por otras enzimas 

como la CAT o la GPx.23,24  

 Catalasa (CAT): Es una hemoproteína que se concentra principalmente en los peroxisomas 

y en las mitocondrias, se encarga de catalizar la descomposición del peróxido de hidrógeno 

en agua y oxígeno.25 

 Glutatión peroxidasa (GPx): Es una selenoproteína que, en presencia de GSH como agente 

reductor, cataliza la reducción del H2O2 y otros hidroperóxidos orgánicos en agua y alcohol, 

respectivamente.26 

 Glutatión S-Transferasa (GST): Conocida por su participación en la segunda fase del 

metabolismo de los xenobióticos. Utiliza el GSH para catalizar reacciones con compuestos 

exógenos y endógenos. No forma parte del canon de enzimas antioxidantes, sin embargo, 

desde hace más de 20 años se identificó su participación en el metabolismo antioxidante.5 

Se puede afirmar, de acuerdo a lo anterior que los distintos sistemas de defensa antioxidante, 

sean enzimáticos o no, son constituyentes fundamentales en la supervivencia celular contra el EO. 
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2.3 GLUTATIÓN S-TRANSFERASA (GST) 

2.3.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES, CLASIFICACIÓN Y PRESENCIA DE GST EN 

DISTINTOS ORGANISMOS.  

Las GST´s comprenden una superfamilia de enzimas multifuncionales. Suelen clasificarse en tres 

grupos principales, de acuerdo a su presencia en los distintos componentes celulares: 

mitocondriales, citosólicas y microsomales. Las GST´s más estudiadas han sido las citosólicas. La 

estructura terciaria de la mayoría de estas es un dímero globular. El peso molecular de las 

subunidades de estas estructuras varía de 23 kD a 29 kD y cada una de ellas consta de dos 

dominios distintos: el dominio N-terminal, que es capaz de unirse al GSH, y el dominio C-terminal, 

el cual parece combinarse con diferentes compuestos electrofílicos, presentes en diferentes 

sustratos.27 

Dentro de la clasificación general de estas enzimas suelen haber subclasificaciones, denominando 

a los distintos subgrupos de enzimas en clases, la cuales son designadas por los nombres de las 

letras griegas: Alfa, Mu, Pi, etcétera. Se han identificado alrededor de quince clases de GST: Alfa 

(α), Mu (μ), Pi (π), Sigma (σ), Teta (θ), Zeta (ζ), Omega (ω), y Kappa (κ) encontradas en los 

mamíferos (clase perteneciente al reino animalia y al dominio Eucaria); Beta (β), Teta (θ), Zeta (ζ), 

Nu (ν), Rho (ρ) encontradas en bacterias; Delta (δ), Epsilon (ε), Omega (ω), Sigma (σ), Theta (θ) y 

Zeta (ζ) en insectos (clase perteneciente al reino animalia y al dominio Eucaria); Phi (Φ), Zeta (ζ), 

Tau (τ), y Teta (θ) encontradas en plantas (reino perteneciente al dominio Eucaria).7,28,29 En la 

Tabla 1 se ilustra la presencia de las diferentes clases en estos grupos de organismos. 

El que una enzima pertenezca o no a una u otra clase se encuentra en función de distintos 

criterios, entre los cuales destacan: La secuencia de aminoácidos, la especificidad por el sustrato, 

las propiedades cinéticas y la estructura, entre otros.7,30,31,27 La secuencia de aminoácidos suele ser 

el criterio principal a considerar para la clasificación de las distintas clases, sin embargo no existen 

criterios claramente establecidos con respecto a la extensión de la similitud de la secuencia 

requerida para colocar una GST en una clase particular. En general se acepta que las GST que 

comparten más del 60% de identidad pueden establecerse dentro de una misma clase y aquellas 

con menos del 30% de identidad se asignan a clases separadas. Se suele poner mucho énfasis en la 

estructura primaria del extremo N terminal porque, dentro de las clases, esta región tiende a 

conservarse mejor que otras, ya que incluye una parte importante del sitio activo (esta región 

contiene un residuo de tirosina, serina o cisteína catalíticamente esencial que interactúa con el 

grupo tiol de GSH).7 
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Tabla 1. Clases de GST en cuatro especies de organismos (Fuente: Mannervik, 2005; Sherrat, 2002.)28,29 

(X significa la especie en la cual la clase de GST es predominante) 

Algunos trabajos han utilizado las secuencias de distintos tipos de GST´s comparándolas y 

construyendo árboles filogenéticos tratando de identificar los patrones de divergencia. En la 

Figura 3 se muestra un árbol filogenético basado en las distintas secuencias de GST´s reportadas.32 

En el extremo izquierdo se muestran las biomoléculas precedentes a las primeras GST´s. Conforme 

se avanza hacia el extremo derecho se observa el surgimiento en el tiempo de las diferentes clases 

de esta enzima.  

 

 

 

 

 

 Grupos de organismos 

Clase de 

GST 

Mamíferos Bacterias Insectos Plantas Órgano/organelo 

predominante 

Alfa X    Cerebro, hígado 

Beta  X   Citoplasma  

Delta   X  No determinado 

Épsilon   X  No determinado 

Zeta X X X X Citosólica (plétora, raíz, tallo)  

Teta X X X X Pulmón  

Kappa X    Peroxisomas 

Mu X    Testículos, hígado 

Un  X   Citoplasma  

Pi X    Riñón, testículos  

Rho  X   Citoplasma  

Sigma X  X  Placenta 

Tau    X Citosólica (plétora, raíz, tallo) 

Phi    X Citosólica (plétora, raíz, tallo)   

Omega X  X  Esófago 
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Figura 3. Posible patrón de divergencia en la superfamilia GST. Basados en los alineamientos secuenciales descritos por Board, 

P.G.et al., Kanoaka, Y. et al. Y Snyder, M. J. et al.32  

En la Figura 4 se muestra la comparación de algunas estructuras cristalinas para las clases Alfa 

(humano), Pi (humano), Mu (rata) y Theta (humano). A pesar del bajo nivel general de identidad 

de secuencia en todas las clases, todas las estructuras siguen un pliegue canónico similar, y cada 

subunidad consta de dos dominios distintos. En las GST, el dominio 1 (N-terminal) está altamente 

conservado y proporciona la mayor parte del sitio de enlace de GSH. Este dominio está conectado 

al dominio 2 (C-terminal) por una secuencia corta que sirve como enlazante (Figura 5).7 

Figura 4. (a) Clase Alfa humana, (b) clase Pi humana, (c) clase Mu de rata, (d) clase theta humana. Las subunidades se distinguen 
por el color (verde y azul). Los residuos de tirosina o serina catalíticamente esenciales se representan en el modo de relleno del 
espacio y se resaltan en amarillo, mientras que el ligando con el que la enzima se co-cristalizó se muestra en rojo, lo que 
identifica la ubicación del sitio activo. Las características específicas de las estructuras Alfa y Mu se muestran en negro. Fuente: 
Sheehan et al.7 
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Las secuencias y las estructuras tridimensionales conocidas de estas enzimas sugieren que estas 

proteínas comparten una ascendencia común, aunque los detalles precisos de su evolución aún no 

se encuentran esclarecidos en su totalidad.  

2.3.2 VERSATLIDAD METABÓLICA DE LA ENZIMA GST 

La GST es una proteína que presenta una amplia gama de actividades metabólicas, pues participa 

en varios procesos de desintoxicación y prevención. Como se mencionó anteriormente, la principal 

actividad de la GST se localiza dentro de la fase II del metabolismo de los xenobióticos. Además, 

participa dentro del metabolismo de leucotrienos y prostaglandinas; dentro de diversos 

mecanismos de prevención del proceso de carcinogénesis; juega un papel dentro de la vía de 

transducción de señales y actualmente se ha postulado como bioindicador de daño en órganos 

como hígado y riñón.5,33-37 Es así que esta enzima ejerce un papel muy relevante en distintos 

procesos metabólicos debido, a su carácter multifuncional.  

En este trabajo estudiaremos su papel dentro de los fenómenos de intoxicación con dos MP (Cd y 

Hg) y la relación entre la generación de ERO´s y la actividad de la enzima. Los resultados derivados 

de este estudio nos ayudarán a seguir analizando su posible papel como bioindicador de estrés 

ocasionado por la intoxicación por MP en organismos de diferentes niveles taxonómicos y abrirá 

las puertas para futuros estudios de carácter: estrés MP-organismos adaptados. 

Figura 5. Estructuras tridimensionales de subunidades GST individuales. (a) clase Sigma de calamar, (b) clase Omega humana, (c) 
clase Beta bacteriana (Proteus mirabilis) y (d) Fasciola hepática clase Mu. El dominio N-terminal 1 es de color azul, mientras que 
el dominio C-terminal 2 es rojo. Los residuos catalíticamente esenciales (tirosina en a y d; cisteína en b y c) son de color amarillo 
y se presentan en modo de relleno de espacio, mientras que los ligandos con los que la proteína se co-cristalizó se muestran en 
verde. Las hebras de enlace que conectan los dos dominios se muestran en violeta. Fuente: Sheehan et al.7 
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Figura 6. Estructuras representativas de moléculas electrófilas que pueden servir como sustratos: a) Haluro 
de arilo, b) epóxido, c) cetona α, β-insaturada, d) haluro de alquilo, e) alqueno, f) y g) compuestos con grupos 
nitro. Propia autoría. 

2.3.2.1 FASE II DEL METABOLISMO DE XENOBIÓTICOS 

Posiblemente la función más reconocida de la Glutatión S-Transferasa es su participación en el 

metabolismo de los xenobióticos. La enzima GST forma parte de la fase II de esta vía metabólica, 

en donde cataliza la reacción de unión del GSH, utilizado como ligante, con una amplia gama de 

sustratos electrófilos principalmente hidrofóbicos.38 

Las reacciones de desintoxicación comprenden los primeros cuatro pasos de síntesis del ácido 

mercaptúrico, con la conjugación a GSH que sirve para hacer los sustratos más solubles y permitir 

que sean eliminados de la célula. Después de la exportación, los productos de conjugación se 

convierten en ácidos mercaptúricos y se excretan a través de la orina o la bilis. Algunos de estos 

compuestos pueden ser epóxidos, aldehídos y cetonas α, β-insaturadas, haluros de alquilo, de 

arilo, compuestos con grupos nitro, entre otros, los cuales establecen un enlace tioéter entre el 

átomo de azufre del GSH y su carbono electrofílico. En este sentido, la enzima contribuye a la 

supervivencia de la célula por desintoxicación de componentes externos.29 La Figura 6 muestra 

algunos sustratos que puede unir la enzima con el glutatión para posteriormente ser expulsados 

de las células. 

 

 

 

 

 

 

 

Muchos compuestos pueden inducir tanto la síntesis como la actividad de la GST, incluidos 

pesticidas, bifenilos policlorados (BPC), metales e hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA). 

Estos pueden ser sustratos directos de esta enzima, o alternativamente, se pueden metabolizar a 

través de la monooxigenación del citocromo P-450 a compuestos que pueden servir como 

sustratos de GST.39 

 

 

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

f) 

g) 
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Figura 7. Reacción bioquímica catalizada por la enzima Glutatión S-transferasa, usando como 
sustrato al 1-cloro-2,4-dinitroclorobenceno (DNCB). Propia autoría. 

Se ha indicado en párrafos superiores que existen muchas isoformas de GST, posiblemente por su 

gran variedad de actividades metabólicas, las cuales han podido ayudar a un gran número de 

especies en los procesos de desintoxicación por sustancias exógenas. Es por ello que uno de los 

problemas a los que se han enfrentado quienes han estudiado el o los papeles de este grupo de 

enzimas es cómo medir su actividad.  Este problema se ha resuelto al medir la actividad total de la 

enzima GST, la cual engloba todas las isoformas reportadas. Para llevar a cabo lo anterior se 

descubrió que el 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB), es un sustrato reconocido por todas las formas 

de la enzima, por lo cual su uso se ha empleado para cuantificar la actividad. El DNCB cuando se 

conjuga con GSH genera S-(2,4-dinitrofenil) glutatión, un compuesto que permite realizar un 

ensayo espectrofotométrico a 350 nm. La Figura 7 muestra la reacción general de la enzima 

usando DNCB como sustrato y a GSH como ligante. 40-44 

 

                              

 

 

Las GST´s citosólicas representan la familia enzimática de mayor importancia. Esta familia 

comprende las clases alfa, beta, delta, épsilon, zeta, theta, mu, nu, pi, sigma, tau, phi y omega.45 

Muchas de ellas (theta, mu, omega, sigma, delta, pi y alfa) han sido estudiadas a través de la 

medición de su actividad en distintos organismos utilizando como sustrato el DNCB.10,11,40-44 

La clase Theta utiliza el grupo hidroxilo del residuo serina localizado cerca del dominio N-terminal 

para activar el átomo de azufre del GSH. En tanto, las clases Alpha, Mu, Pi y Sigma realizan esta 

función con el grupo hidroxilo de tirosina. El aminoácido hidroxilado dona hidrógenos para el 

azufre, lo cual baja el pKa del tiol en el complejo Enzima-GSH. Esto genera la ionización del 

complejo a un pH fisiológico.46  

El mecanismo de reacción por el cual se lleva a cabo la unión del GSH al DNCB está establecido por 

una sustitución nucleofílica aromática. Esta es un tipo de reacción en la que el nucleófilo desplaza 

a un buen grupo saliente, como un haluro, en un anillo aromático. Esto ocurre fácilmente cuando 

en las posiciones orto y para hay grupos tractores de densidad electrónica fuertes, tales como 

grupos nitro. Específicamente para la reacción entre GSH y DNCB la enzima GST cataliza la unión 
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Figura 8. Diagrama de reacción para la adición nucleofílica de GS- a 1-cloro-2,4-dinitrobenceno. Modificada de: 
Armstrong, R.N.33 

del GSH desprotonado (GS-) con el sustrato, estabilizando el estado de transición de la formación 

del complejo intermedio, donde el nucleófilo (GS-) se adiciona a la posición del grupo saliente (Cl-), 

el cual a continuación es eliminado, recuperándose así la aromaticidad.33 El mecanismo se ilustra 

en la Figura 8.  

 

 

 

 

2.3.2.2 RELACION GST - INTOXICACIÓN CON METALES PESADOS. 

Dentro del proceso de desintoxicación que emplea la GST en distintas especies químicas se puede 

vislumbrar la relación que guarda contra la intoxicación por MP. Como se ha mencionado con 

anterioridad, uno de los mecanismos de acción por el cual los MP son capaces de generar 

alteraciones en el organismo es a través del aumento en la producción de ERO´s, por medio de la 

inhibición de enzimas antioxidantes como la SOD o la unión a grupo sulfhídrilos de péptidos y/o 

proteínas, unión que eventualmente causa alteraciones metabólicas. 1,2,47,48  

Así pues, se ha demostrado que la GST tiene una capacidad de respuesta ante el EO generado por 

la exposición a MP. El mecanismo de acción de la GST en este proceso aún no está del todo 

establecido. Sin embargo, es posible que esta enzima catalice la actividad que tiene el GSH sobre 

especies reactivas como el H2O2, O2
●, 𝑂𝐻●. Un mecanismo similar al utilizado por la GPx. Empero, 

en tanto que la GPx comprende una enzima de carácter antioxidante, la GST ha demostrado una 

relación dosis agente estresante-respuesta EO mayor que la primera.49-52 Esto debido 

posiblemente a que la GST ha evolucionado para constituir un mecanismo de respuesta y de 

defensa contra el EO.   
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2.3.2.3 GST Y SU PAPEL EN EL CÁNCER  

La GST desempeña un papel dual en el metabolismo que involucra los procesos carcinogénicos. 

Por un lado, debido a su participación en la fase II del metabolismo de los xenobióticos, contribuye 

activamente en la desintoxicación de moléculas carcinógenas. Estas moléculas son transformadas 

en la primera fase de esta ruta metabólica, generalmente por el citocromo P-450, en compuestos 

electrofílicos, los cuales pueden llegar a reaccionar con macromoléculas como el ADN. En pos de 

impedir esta reacción el GSH puede actuar como sitio nucleófilo alternativo (competitivo) a los 

sitios nucleófilos del ADN, evitando así la perdida de estructura y función de este. Esto ocurre en la 

fase II del metabolismo de xenobióticos en donde la reacción entre el GSH y los compuestos 

electrófilos derivados de metabolitos carcinógenos es catalizada por la GST. Los tejidos con bajo 

nivel de GSH o GST pueden tener una capacidad reducida para desintoxicar las moléculas 

potencialmente carcinógenas, lo que resulta en un mayor daño citogenético, y en el aumento del 

riesgo de cáncer.53,54  

Por otra parte, la GSTP, más específicamente la GSTP1, se ha detectado a niveles elevados en una 

variedad de cánceres humanos y líneas celulares y tumores resistentes a los medicamentos. 

Además de ello varios estudios que emplean enfoques genéticos demuestran una asociación de 

GSTP1 con el desarrollo del cáncer. 54 

Esto implica una dualidad por parte de la GST en el metabolismo del cáncer, pues, por una parte, 

la mayoría de las familias y clases de la GST contribuyen en la desintoxicación de compuestos 

carcinogénicos, colaborando en la prevención del cáncer, mientras que, por otra, formas como la 

GSTP1, se ha relacionado con la promoción de la enfermedad.  

2.3.2.4 PARTICIPACIÓN DE LA GST EN EL METABOLISMO DE LEUCOTRIENOS Y PROSTAGLANDINAS.  

Los leucotrienos son compuestos biológicamente activos que funcionan como mediadores de 

diversos procesos inflamatorios, como la quimiotaxis (habilidad de las células para determinar la 

dirección de su locomoción a lo largo de un gradiente de concentración de sustancias atractantes 

o repelentes) de los leucocitos, el aumento de la permeabilidad vascular, la constricción del 

músculo liso y el aumento de la secreción de moco. La proteína más importante que participa en 

la biosíntesis de estos compuestos es la leucotrieno C4 (TLC4) sintetasa, la cual cataliza la 

producción de LTC4 a partir de LTA4 y GSH. Sin embargo, se han encontrado clases de GST, como 

la GST II microsomal, que también pueden catalizar esta reacción, con menos especificidad, pues 

puede reaccionar con otros sustratos distintos de LTA4, como el DNCB, pero que puede funcionar 

como una proteína de apoyo o respuesta a la síntesis de leucotrienos.34  

Las prostaglandinas (PG) son un conjunto de sustancias de carácter lipídico derivadas del ácido 

araquidónico, algunas como las prostaglandinas D2, E2 y F2 (PGD2, PGE2 y PGF2 respectivamente) 

actúan como hormonas locales y se unen a varios receptores de superficie celular acoplados a 
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proteínas G vinculados a sistemas de segundo mensajero. La estimulación de estos receptores 

regula diversas actividades, como la contracción o la relajación de los músculos vasculares, la 

estimulación o la inhibición de la secreción de hormonas y neurotransmisores, y produce efectos 

variables en la reabsorción de agua tubular renal. La PG F2 también estimula la proteína cinasa 

activada por mitógenos (MEK por sus siglas en inglés), presumiblemente a través de un receptor 

de la superficie celular.55 Se ha descrito la participación de GST´s citosólicas o membranales 

implicadas en la biosíntesis de PG. Varias clases alfa catalizan la reducción de la prostaglandina H2 

(PGH2) a la PGF2. Además de ello, la clase sigma de GST puede catalizar la isomerización de PGH2 

a PGD2 o PGE2.36  

2.3.2.5 ACTIVIDADES NO CATALÍTICAS DE GST 

La enzima GST es también capaz de expresarse de manera no catalítica. Participando en rutas 

metabólicas diversas y asistiendo para el correcto desarrollo de estas, cuando las enzimas 

canónicas de estas rutas no pueden ejercer su labor. Esta expresión está dada por su unión con un 

amplio número de ligandos sin la intervención de un sustrato. Puede participar por ejemplo en las 

vías de transducción de señales mediante la interacción con proteínas cinasas que actúan en esta 

vía. También es capaz de unirse a distintos ligandos receptores de hormonas que incluyen a la 

hormona tiroidea y hormonas esteroidales, en donde las clases alfa y mu presentan una mayor 

actividad, y unirse a ácidos biliares de naturaleza lipofílica que no son un sustrato para la reacción 

de conjugación.36, 54 

Es así que la enzima GST constituye una proteína con una versatilidad metabólica importante, que 

incluye actividades catalíticas que comprenden una capacidad de respuesta ante agentes externos 

y condiciones de estrés y también actividades no catalíticas importantes en la biosíntesis de 

moléculas importantes en distintas rutas bioquímicas.  
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3. ANTECEDENTES 

3.1 METALES PESADOS  
El término metales pesados (MP) no tiene una definición específica acuñada por instituciones 

como la IUPAC (Unión Internacional de Química Pura y Aplicada) o la USEPA (Agencia de 

Protección Ambiental de los EUA). En la literatura, sin embargo, suele considerarse MP a aquellas 

sustancias que presentan determinadas características de densidad, masa atómica y/o efectos 

bioquímicos. Así pues, los MP pueden ser considerados como un grupo de elementos (metales, 

semimetales (As), incluso no metales (Se)) y compuestos (metilmercurio), con alta densidad (> 4 

g/cm3), y peso atómico por encima de 20, a los que además se atribuyen diferentes efectos de 

contaminación, toxicidad y/o ecotoxicidad. Algunos de estos elementos son: aluminio (Al), bario 

(Ba), berilio (Be), cobalto (Co), cobre (Cu), estaño (Sn), hierro (Fe), manganeso (Mn), cadmio (Cd), 

mercurio (Hg), plomo (Pb), arsénico (As), cromo (Cr), molibdeno (Mo), níquel (Ni), plata (Ag), 

selenio (Se), talio (Tl), vanadio (Va), oro (Au) y zinc (Zn).56 Pueden encontrarse naturalmente en la 

corteza terrestre, pero las actividades antropogénicas han causado cambios drásticos en sus ciclos 

geoquímicos. Algunos, como el Zn, Cu, Fe, Mn y Co, son requeridos en el cuerpo humano,57 sin 

embargo, pueden llegar a ser tóxicos en ingestas elevadas. En tanto, otros como el Hg o Pb, no 

parecen presentar ningún beneficio en el metabolismo celular del ser humano, siendo capaces, 

por otro lado, de provocar deterioros en él mediante una bioacumulación, por períodos 

prolongados de tiempo.58 

La exposición a estos elementos puede darse debido a procesos industriales, agrícolas, artesanales 

y naturales, ante la presencia de productos que los contienen, como pigmentos, aleaciones e 

incluso alimentos contaminados. Sin embargo, la fuente predominante de exposición para la 

especie humana es el consumo de agua potable contaminada. De ello pueden derivarse patologías 

como trastornos cardiovasculares, daño neuronal, lesiones renales, y riesgo de cáncer y diabetes.4 

3.1.1 METALES PESADOS Y MEDIO AMBIENTE 

La contaminación ambiental es un problema que debe resultar trascendental para toda la 

sociedad y población global del siglo XXI. Específicamente se deben atender los casos de 

contaminación por MP en el ámbito alimenticio, en la movilización de estos por aire y suelo y, 

sobre todo, en la exposición por medio de agua contaminada (ya sea por vía antrópica o natural) 

debido a que estas formas afectan severamente la salud pública.  

Ciertos estudios han reportado la presencia de MP (Hg, As, Pb, Cd, Zn, Ni y Cr), como consecuencia 

del uso de aguas contaminadas en siembras de hortalizas de lechuga, repollo, calabaza, brócoli y 

papa. Además, también se han encontrado metales en diferentes concentraciones en peces, 

carnes y leche, como resultado de la bioacumulación y movilidad desde el ambiente a las fuentes 

hídricas. 59,60 



 

Página | 33  
 

2022 MAESTRÍA EN CIENCIAS QUÍMICAS 

Los efectos de toxicidad, la movilidad, distribución o disponibilidad biológica dependen, en gran 

medida, de la especie química de la cual se esté tratando, así, se ha encontrado que Cd, Hg, Pb y 

As son cuatro de los elementos que por su impacto en la salud deben ser cuidadosamente 

evaluados y monitoreados. En la Figura 9 se ilustran las fuentes de contaminación y la exposición a 

distintos tipos de metales pesados.61 

 

 

                

En la Tabla 2 se muestran los límites permisibles, de acuerdo al tipo de metal, para distintas 

fuentes de exposición de MP en humanos.62 Se puede observar que el Hg es uno de los elementos 

más tóxicos. Debido a su toxicidad inherente a bajas concentraciones. 

 

 

 

Figura 9. Fuentes de contaminación por metales pesados en aire, suelo, agua y plantas.  
Modificado de: Reyes, Y. et al. 2016.61 
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Tabla 2. Límites máximos permisibles de concentración de metales pesados (Hg, As, Cd y Pb) en agua, suelo y alimentos de 
consumo humano. Fuente: Codex, 1995; UE, 2016.62 

 

3.1.1.1 PRESENCIA DE METALES PESADOS EN ECOSISTEMAS ACUÁTICOS DE LA REGIÓN DEL 

PAPALOAPAN.  

Particularmente en la región del Papaloapan, específicamente en el municipio de San Juan 

Bautista Tuxtepec, Oaxaca, en un estudio realizado previamente en la Universidad del Papaloapan, 

se encontró la presencia de concentraciones elevadas de MP como Pb, Cr, Cd y Hg en distintas 

fuentes hídricas (mostradas en la Tabla 3). De igual forma, en dicho estudio se aislaron organismos 

que fueron capaces de crecer y desarrollarse en estos ambientes contaminados, tales como H. 

Alvei, C. Parapsilosis y P. sp,63 microorganismos que por esta razón se convirtieron en objetos de 

estudio de esta investigación. 

 

Fuente Hg As Cd Pb 

Agua para consumo humano 0.001 mg/L 0.05 mg/L 0.01 mg/L 0.05 mg/L 

Agua Marina y 
de estuarios  

0.0001 mg/L 0.05 mg/L 0.05 mg/L 0.01 mg/L 

Agua para uso 
Agrícola 

0.001 mg/L 0.1 mg/L 0.01 mg/L 0.05 mg/L 

Agua para uso 
Pecuario 

0.01 mg/L 0.2 mg/L 0.05 mg/L 0.05 mg/L 

Hortalizas 
de fruto 

(cucurbitáceas) 

--- --- 0.05 mg/Kg 0.1 mg/Kg 

Hortalizas de 
Hoja 

--- --- 0.1 mg/Kg 0.3 mg/Kg 

Legumbres --- --- --- 0.2 mg/Kg 

Raíces y 
Tubérculos 

--- --- 0.1 mg/Kg 0.1 mg/Kg 

Carne de 
vacuno, porcino 

y ovino 

--- --- 0.05 mg/Kg 0.1 mg/Kg 

Carne de aves --- --- --- 0.1 mg/Kg 

Leche --- --- --- 0.02 mg/Kg 

Cereales en 
grano (excepto 

trigo) 

--- 1 --- 0.2 mg/Kg 

Peces 0.5 mg/Kg 2 mg/Kg --- --- 

Peces 
Depredadores 

1 mg/Kg --- --- --- 
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Tabla 3. Determinación de MP en fuentes hídricas de la región de San Juan Bautista, Tuxtepec, Oaxaca. 

Fuente Hídrica Concentración (ppm) de MP en muestras 
de agua  

Río Papaloapan Pb: 1.2 Cr: 2.3 Cd: 0.75 

Río Sumatra  Hg: 0.0072 Pb: Trazas Cd: Trazas 

Plan de Águila Pb: Trazas Hg: Trazas 

San Isidro, Naranjal Pb: 0.85 

 

3.1.2 METALES PESADOS Y SU EFECTO EN EL METABOLISMO 

Una vez que los MP tóxicos ingresan dentro de los sistemas biológicos, son capaces de bloquear 

las actividades vitales de los organismos. Sea por la ingesta en alimentos o aguas contaminadas, 

los MP son capaces de bioacumularse en diversos órganos del cuerpo, siendo el hígado, riñón, 

corazón y cerebro los más susceptibles.  

A nivel global, se han reportado casos, como el ocurrido en Japón en la década de los cincuenta, 

en donde poblaciones como la ubicada en las riberas del río Jintsu, se vio afectada por el consumo 

de arroz proveniente de cultivos contaminados con Cd procedente de los vertimientos de las 

minas. Esta ingesta produjo una enfermedad conocida como Itai-Itai, u osteoartritis, cuyo principal 

efecto es la afectación del tejido óseo.64 Otro caso relevante se dio en la población infantil de 

Torreón, Coahuila, en el Norte centro de México, donde se reportaron casos por envenenamiento 

de Pb proveniente de actividades industriales que incorporan este metal a la cadena alimenticia y 

al agua.65 

Los MP son considerados especies químicas persistentes, en el sentido de que no pueden ser 

degradados mediante procesos biológicos o antropogénicos. Una vez que estos han entrado en los 

ecosistemas acuáticos pueden ser transformados y distribuidos entre varias especies con distintas 

características. Así pues, los MP pueden encontrarse en animales (terrestres y/o acuáticos), 

plantas, hongos y bacterias; reinos entre los cuales existen especies adaptadas y resistentes a 

estos factores.66,67  

En mamíferos, sin embargo, la presencia de MP ha sido relacionada con procesos mutagénicos y 

de carcinogénesis, estos, a su vez, han sido relacionados con la participación de ERO´s (especies 

químicas altamente reactivas capaces de causar daño en órganos y células). Los MP participan en 

reacciones de óxido-reducción (redox), en las cuales se producen las ERO´s. Estas especies pueden 

participar en la activación de factores de transcripción que son sensibles a reacciones redox, o 
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bien estar implicadas en el proceso de señalización mitogénica68 (proceso en el cual intervienen 

factores que actúan estimulando la división celular). 

Otras patologías que pueden ser ocasionadas con la exposición crónica a MP son:1  

 Arsénico: enfermedades de la piel (hiperqueratosis, hiperpigmentación, cáncer de la piel), 

hipertensión, trastornos gastrointestinales, diabetes mellitus, trastornos neurológicos.  

 Plomo: Inhibición de la biosíntesis del grupo hemo (grupo presente en distintas proteínas, 

entre las que destaca la hemoglobina), alteración de vías dependientes del calcio en donde 

el plomo “imita el comportamiento” de este inhibiendo su participación. 

 Mercurio: Asociado con varios trastornos como necrosis tubular renal, asma, dermatitis, 

esclerosis lateral amiotrófica (ELA), enfermedad de Alzheimer (EA) y enfermedad de 

Parkinson. 

 Cadmio: Edema pulmonar, capacidad de cruzar la barrera placentaria y alcanzar el tejido 

fetal ejerciendo efectos dañinos, neurotoxicidad, polineuropatía periférica (PNP) y efectos 

en la enfermedad de las neuronas motoras (MND).4 

 

3.1.3 METALES PESADOS Y ERO´s  

El EO, es decir, el aumento en la producción de ERO´s a causa de condiciones ambientales, agentes 

de presión externos, y un desbalance en la relación sistema antioxidante/agentes oxidantes, es 

considerado uno de los mecanismos subyacentes de toxicidad inducida por MP.1,2,47 Los MP son 

capaces de alterar la actividad de algunas enzimas, como la Paraoxonasa sérica 1 (PON1), una 

enzima antioxidante sintetizada en el hígado y que fluye a través del plasma sanguíneo. La PON1 

se transporta en asociación con partículas de lipoproteínas de alta densidad (HDL) ejerciendo un 

efecto protector contra la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y, en 

consecuencia, previniendo enfermedades cardiovasculares y aterosclerosis.69 Los MP también son 

capaces de disminuir la actividad de enzimas como la Superóxido dismutasa (SOD), lo que provoca 

la disminución en la eficiencia de la respuesta antioxidante del organismo,1 y unirse a los grupos 

sulfhídrilo, lo que eventualmente conduce a la perturbación de las vías enzimáticas y del 

metabolismo.48 Así pues, gran parte del mecanismo del aumento en las ERO´s puede explicarse en 

virtud de que este se genera en respuesta a un sistema antioxidante que no es capaz de 

metabolizar dichas ERO´s debido a la interacción que tienen los MP con algunas enzimas de 

carácter antioxidante.  
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3.1.4 MERCURIO 

El Hg es un metal líquido a temperatura ambiente, el cual puede formar tanto compuestos 

orgánicos como inorgánicos. Elementalmente, puede emitir vapores tóxicos y su inhalación puede 

causar intoxicaciones agudas y crónicas. Sin embargo, suele encontrarse también en forma 

molecular, como sulfuro o metilmercurio, este último es una de las formas más toxicas y más 

fácilmente bioacumulables del metal. Entre sus consecuencias se encuentran el daño al sistema 

nervioso y al cerebro en estado fetal.61 

3.1.4.1 MERCURIO Y ESTUDIOS CON ERO´s 

Estudios realizados con Hg respecto a su papel en el EO han mostrado que este presenta una alta 

incidencia en la generación de ERO´s, debido a su capacidad de inhibición en ciertas enzimas.  

Un estudio realizado en ratas de dos meses de edad en donde se evaluó la inducción de ERO´s 

utilizando cloruro de mercurio (HgCl2) como un agente inductor de EO, develaron un incremento 

de ERO´s del grupo de ratas expuestas a HgCl2 con respecto al grupo control (grupo de ratas no 

expuestas a agentes tóxicos), además de la disminución en la actividad de enzimas como la SOD. 

En este trabajo uno de los métodos de medición de la generación de ERO´s fue el de la evaluación 

de la peroxidación lipídica a través de la reacción del ácido tiobarbitúrico (TBA por sus siglas en 

inglés) con el Malondialdehído (MDA).1    

Otros trabajos han buscado establecer la capacidad de ciertas enzimas, como la PON 1, para 

combatir la producción de ERO´s generada a través de la contaminación por MP como el Hg y Cd.2 

En dicho trabajo se empleó el proceso de peroxidación lipídica (TBA-MDA) para delimitar el grado 

de producción de ERO´s. Este constituye uno de los métodos más utilizados en la medición de la 

relación metal-producción de ERO´s.70,71  

No sólo en mamíferos se ha establecido un nivel de producción de ERO´s. En especies marinas, 

como el pez cebra, se evaluó la toxicidad del HgCl2 (una de las formas inorgánicas que presenta el 

Hg, las cuales representan el mayor porcentaje de presencia del metal transmitido en el agua) y su 

papel en el EO y en la alteración de enzimas como la Catalasa (CAT), la Glutatión peroxidasa (GPX) 

y la Glutatión S-transferasa (GST) (Esta última medida utilizando como sustrato DNCB). Se observó 

que a mayor concentración de HgCl2 (16 µg/L) aumentaba la concentración de ERO´s, medida a 

través del método TBA-MDA, a la par de que disminuía la actividad de GPX. Sin embargo, también 

se observó que aumentaban la actividad de las enzimas CAT y GST. Estableciendo una respuesta al 

EO generado.49 

En organismos como el Perinereis aibuhitensis, un poliqueto marino denominado comúnmente 

lombriz coreana, muy apreciado en la pesca de recreo, y que puede servir como bioindicador de la 

exposición y contaminación por MP, se midió la actividad de enzimas como SOD y GPX a diferentes 
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concentraciones de HgCl2. Para ambas enzimas se encontró que al aumentar la concentración del 

agente tóxico su actividad disminuyó.72 En Cyprinus carpio, una carpa producida en países como 

México, Japón, China e India y consumida en muchos otros, se evaluó la relación entre el EO 

inducido por Hg+2 (HgCl2) y la toxicidad presentada por esta especie. Se estudiaron muestras de 

sangre, cerebro, hígado y branquias, en donde se encontró que el efecto del tóxico sobre la 

actividad enzimática de SOD, CAT y GPX dependía del órgano de estudio. El daño por EO se midió a 

través de la evaluación del proceso de peroxidación lipídica (TBA-MDA).73  

Así pues, se puede observar que el Hg constituye, dentro del grupo de MP, uno de los principales 

precursores de la generación de ERO´s. Y que es un potente agente contaminante para diferentes 

especies de mamíferos, así como también para la mayoría de las especies que habitan ecosistemas 

acuáticos.   

 

3.1.5 CADMIO 

A la par con el Hg, el Cd es otro metal reconocido como una especie altamente tóxica, que puede 

dañar órganos como cerebro, hígado, riñón, pulmones y testículos. Los efectos nocivos generados 

por el Cd en estos órganos suelen estar implicados con las ERO´s, pues hay evidencia de la 

producción de radicales libres en animales después de una sobrecarga aguda de Cd, el cual suele 

provocar procesos de intoxicación generando nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, aparición de 

tumores, entre otros.3 

3.1.5.1 CADMIO Y ESTUDIOS CON ERO´S 

Es bien aceptado que el EO juega un papel importante en la intoxicación aguda por Cd. Este es 

capaz de generar aniones superóxido (O2
●), peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo 

(𝑂𝐻●), mismos que han sido detectados por espectros de resonancia de espín electrónico.3 

En ratas, un estudio reveló que el Cd es altamente acumulable en el plexo coroideo (estructura 

vascular del encéfalo encargada de formar el líquido cefalorraquídeo). Dicha acumulación ha sido 

explicada en función de la expresión de metalotioneínas (MT). Estas son proteínas que son 

inducidas por MP esenciales como el Cu y el Zn (ya que participan dentro del metabolismo de 

estos elementos), poseen un alto grado de afinidad a metales tóxicos como el Cd, debido al grupo 

tiol de las cisteínas que presentan en su estructura.74 De forma similar, también se ha observado 

un aumento en la peroxidación lipídica en varias áreas del cerebro como el cerebelo y la corteza 

después de la exposición al Cd, presumiblemente, debido al EO y a la producción de ERO´s.75 En el 

caso del riñón, se ha observado que las MT son las vías con las cuales el Cd entra al órgano a 

través del complejo cadmio-metalotioneína (Cd-MT).76 Estudios realizados por otros grupos de 
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investigación han demostrado que la exposición a Cd en algunos animales y en plantas puede 

inducir la expresión de las MT, lo cual indica que estas proteínas podrían jugar un papel dentro de 

los mecanismos de defensa celulares para abatir los efectos de la exposición a este agente 

contaminante. 

 

En la Figura 10 se puede observar un esquema del mecanismo de toxicidad neuronal causada por 

Cd. Como se mencionó, un aumento en la exposición de Cd incrementa la generación de 

peroxidación lipídica, con el consecuente daño cerebral microvascular. De la misma manera puede 

inducir la síntesis de la proteína y usarla como un quelante de liberación prolongada del metal 

tóxico. Esto la convierte en un factor que, en el caso del cadmio, podría tener efectos positivos, 

pero también negativos en lo relacionado con el proceso de intoxicación por el metal mencionado. 

En el caso de los organismos vegetales, estos suelen estar expuestos a la producción y acción 

continua de partículas dañinas y condiciones de EO. Durante este se observa un aumento de la 

producción de ERO´s, lo que provoca daños en los tejidos e incluso la muerte. En plantas, la 

toxicidad del Cd ha sido ampliamente estudiada y se ha establecido que el EO constituye el 

principal mecanismo de fitotoxicidad descrito hasta el momento.77  

Figura 10. Esquema que ilustra las vías de la toxicidad neuronal causada por la exposición al cadmio. Modificado de: 
Akash, M.S.H et. al.4 
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Para Conocarpus erectus L., una especie importante en la conservación del suelo y control de la 

erosión, se estudió el efecto de la salinidad con respecto a la acumulación de Cd y sus efectos 

tóxicos. En el estudio se encontró que tanto el Cd por sí solo, así como un aumento en la salinidad, 

provocaba una disminución en la biomasa de los brotes y las raíces, el contenido de agua en las 

hojas y el contenido de pigmentos, acentuándose el efecto en la combinación Cd + salinidad. 

También se encontró que para ambos casos existió un aumento en la producción de ERO´s y de la 

peroxidación de lípidos.78  

Los organismos acuáticos también se encuentran expuestos a la contaminación por Cd. En el caso 

de Procambarus clarkii (cangrejos de agua dulce que pueden servir de indicadores del impacto de 

los MP en el ambiente), se realizó un estudio exponiendo a estos organismos a distintas 

concentraciones de Cd con distintos tiempos de exposición, evaluando el daño causado por la 

peroxidación lipídica (medida a través del método TBA-MDA) en el hepatopáncreas y la respuesta 

de su sistema antioxidante a través de la medición de la actividad de enzimas como SOD, CAT y 

GST (utilizando como método de medición para esta última la reacción entre el GSH y el DNCB). 

Para las enzimas SOD y CAT sólo se observó un aumento significativo de la actividad con respecto 

a la relación dosis-tiempo de exposición a raíz de que este alcanzó las 48 horas (SOD) y las 72 

horas (CAT). En tanto para la GST, se observó un aumento concordante con la relación dosis-

tiempo de exposición a partir de las 24h, alcanzando un incremento en la actividad de hasta un 

60% con respecto a la actividad de GST medida del organismo control.50  

En base a lo comentado anteriormente, se torna evidente que tanto el Cd como el Hg pueden 

inducir EO por el aumento de las ERO´s en distintos tipos de especies. Aliciente a esto es el hecho 

de que sean además una fuente de contaminación cuya presencia en distintos medios ambientes 

hacen de ellos un objeto de estudio necesario.  

3.2 ANTECEDENTES DE LA GLUTATION S-TRANSFERASA  

Dentro de la naturaleza existen enzimas que se encuentran formando familias de proteínas que se 

distribuyen en los diferentes organelos celulares de distintas especies. Ello es debido a su gran 

importancia biológica dentro de procesos tan impresionantes como la evolución. La enzima 

Glutatión S-transferasa (GST) constituye un ejemplo de este tipo de enzimas y es por ello que se 

ha convertido en un objetivo de investigación del grupo de Bioquímica de la Universidad del 

Papaloapan. Esta familia enzimática cuenta con una variedad sustancial de estructuras y funciones 

metabólicas. Dos de sus funciones más importantes son su participación dentro del proceso 

celular de desintoxicación y su posible papel dentro del metabolismo antioxidante.5,7 Este tipo de 

proteínas pueden encontrarse en sistemas eucariontes y procariontes, ya sea en el citoplasma, en 

los microsomas o en las mitocondrias.30  
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Desde la década de 1960, se han aislado y caracterizado múltiples clases de GST. En relación con 

su actividad, esta fue reportada por primera vez en 1961 al determinarla en el citosol de células 

hepáticas. Las isoformas de GST tienen actividades que podrían determinarse dependiendo del 

compartimiento en el que se encuentren. Por ejemplo, las localizadas en el citoplasma son más 

importantes en el metabolismo de los fármacos y las sustancias xenobióticas, en tanto que las 

GST´s microsomales son importantes en metabolismo endógeno de leucotrienos y 

prostaglandinas.38,79 Diez años después del descubrimiento de la enzima en mamíferos, esta fue 

descubierta en plantas, en donde se observó su relación con el proceso de desintoxicación de 

sustancias exógenas como los herbicidas.80 En bacterias Gram negativas e incluso en algunos 

organismos del dominio arquea, como la familia de Halobacteriaceae, también se ha encontrado y 

estudiado. Es en bacterias también, que, además de las familias de enzimas GST citosólicas, 

microsomales y mitocondriales, se ha identificado una cuarta familia (FosA, Fos B y FosX), exclusiva 

para estos organismos, y que comprende proteínas de resistencia a la fosfomicina (un antibiótico 

bactericida).31,81 

3.2.1 GST Y SU PAPEL EN EL ESTRÉS OXIDATIVO 

La enzima GST ha sido vinculada con una gran variedad de actividades metabólicas, entre las 

cuales se encuentran la participación de esta en la fase II del metabolismo de los xenobióticos, así 

como en el metabolismo de leucotrienos y prostaglandinas. Ha sido establecida como un posible 

mecanismo de prevención del proceso de carcinogénesis a partir de la inactivación de moléculas 

como benzopirenos o nitrosaminas metiladas (Figura 11). De la misma manera se ha determinado 

su participación en la vía de transducción de señales. Aunado a esto también se ha postulado 

como bioindicador de daño en órganos como hígado y riñón.33-37  

 

 

 

 

 

 

Recientemente, se le ha conferido otra función metabólica importante dentro del metabolismo 

oxidativo como una enzima de respuesta ante el estrés. Por ejemplo, en mamíferos y plantas se ha 

demostrado que el peróxido de hidrógeno (H2O2), molécula precursora de radicales libres, es 

capaz de inducir la síntesis de la enzima. Dicha inducción parece representar una respuesta 

Benzopirenos N- Nitrosoamina metiladas 

Figura 11. Estructuras de los Benzopirenos y Nitros aminas metiladas. Moléculas 
potencialmente carcinogénicas. Propia autoría. 
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adaptativa de parte de los organismos, teniendo en cuenta que estas enzimas participan en la 

desintoxicación de los metabolitos tóxicos que contienen grupos carbonilos, peróxidos y epóxidos, 

producidos dentro de la célula a causa del EO.5 

En ostras de Crassostrea gigas se midió la respuesta de la GST ante la exposición a diésel y 

distintas concentraciones de salinidad (puesto que las respuestas bioquímicas en moluscos 

bivalvos se emplean comúnmente en estudios ambientales como biomarcadores de 

contaminación acuática). Las ostras expuestas únicamente a distintas concentraciones de salinidad 

no generaron un aumento significativo ni en la actividad de la GST ni en los niveles de MDA, sin 

embargo, el efecto provocado por el diésel cuando se administraba junto con este indujo un 

incremento tanto en los niveles de MDA como en la actividad de la enzima formando parte de un 

mecanismo dosis-respuesta. En algunos casos (salinidad 25 ppt y diésel 1 mL/L) la actividad de la 

GST se mantuvo elevada incluso una semana después de depuración en agua limpia.51 

En el bagre amarillo (Pelteobagrus fulvidraco) se evaluó el efecto del triclosán (un agente 

antibacteriano de amplio espectro, detectado universalmente en ecosistemas acuáticos en los 

últimos años) en el sistema de desintoxicación de este organismo, tanto para la fase I como para la 

fase II. Para la fase II se midió, entre otros aspectos, la actividad de la enzima GST y los niveles de 

MDA, en donde se detectó un aumento en la actividad de la GST poco relacionada con el aumento 

de MDA.52 

3.2.1.1 ANTECEDENTES DIRECTOS POR EL GRUPO DE BIOQUÍMICA DE LA UNIVERSIDAD DEL 

PAPALOAPAN 

El grupo de investigación de Bioquímica de la Universidad del Papaloapan ha estudiado la enzima 

GST y su relación con MP. Navarro en 1999, realizó un estudio in vivo en ratas de la cepa Wistar 

expuestas a 500 ppm de plomo durante siete meses vía oral. Los resultados mostraron una 

relación directamente proporcional entre la actividad de la Glutatión S-transferasa y la exposición 

a plomo en riñón, orina y suero. Debido a ello se propuso que el incremento de la actividad 

enzimática podría implicar una relación directa con la formación de las ERO´s.82 Hernández en 

2013, estableció un modelo experimental in vivo fundamentado quimiométricamente, en donde 

se reforzó la propuesta por Navarro de la relación entre la actividad enzimática de la Glutatión S-

transferasa con el aumento de ERO´s, como consecuencia de la intoxicación con plomo en ratas 

Wistar macho.83 Méndez en 2016, estudió la actividad de la GST in vivo en ausencia y presencia de 

plomo en el riñón y un posible tratamiento con diferentes antioxidantes. Observó que el daño 

renal por la intoxicación con plomo aumentó la concentración de ERO´s y también aumentó la 

actividad de la GST. El tratamiento con extractos naturales, ricos en antioxidantes externos (Aloe 

vera y Blue Berry) ayudaron a disminuir el aumento de ERO´s ocasionado por exposición al metal, 

así como a reestablecer la actividad de la GST y finalmente a disminuir los daños renales.84 Cruz en 

2016, realizó estudios de la actividad de la GST in vivo en presencia y ausencia de Hg en el riñón y 
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los efectos de un tratamiento con micronutrientes (Selenio y zinc) y el agente quelante ácido 

dimercapto succínico (DMSA). Observó que la actividad de la GST incrementó en presencia de Hg, 

(no así las ERO´s) y una disminución de la actividad de algunas enzimas del sistema antioxidante 

celular como la CAT, y la SOD. El tratamiento con los micronutrientes selenio y zinc activó las 

defensas antioxidantes enzimáticas celulares y la remoción del Hg con el agente quelante DMSA, 

redujo los daños renales y la actividad de la GST se reestableció.85 Raymundo, también en 2016, 

estudió la dinámica molecular de la interacción de la GST con el ligante glutatión reducido (GSH) y 

el sustrato DNCB, observando los residuos involucrados en la catálisis enzimática, el efecto 

estructural ocasionado por el Pb y el establecimiento de un posible modelo teórico-experimental 

de la actividad de la GST y la inhibición por Pb en experimentos in vitro.86 Zilli, 2020, realizó 

estudios en ratas hembras expuestas a Pb y tratadas con hormonas. Se encontró que la exposición 

al metal por sí sólo, no generaba un aumento, ni de la actividad GST ni de las ERO´s. En cambio, el 

tratamiento Pb + hormonas, desencadenaba un aumento de la actividad enzimática en órganos 

como el cerebro y riñón, y un incremento de ERO´s en cerebro.230 De la misma manera, se 

realizaron estudios de susceptibilidad a Pb en roedores pre-expuestos a este metal por cuatro 

meses. Se encontró que en los organismos expuestos vía a oral a Pb o Hg después de la pre-

exposición al primero, las ERO´s y la actividad de la GST aumentaban en órganos como el riñón y 

cerebro, principalmente.231 Finalmente se ha comenzado a ampliar el estudio de la enzima en 

microorganismos como bacterias, algas, hongos y levaduras en presencia de los metales Pb, Cr, Cd 

y Hg debido a que son cuatro de los metales que se encuentran involucrados en la contaminación 

ambiental y el daño a los seres vivos. 

La importancia que representa la GST en el metabolismo oxidativo es tal, que existen estudios 

enfocados en optimizar aún más sus propiedades, tales como el sitio de unión con el GSH, la 

estabilidad térmica y la estabilidad oxidativa. Todo ello a través de la evolución dirigida.87  

3.2.2 PAPEL DE LA GST EN DIFERENTES ESPECIES. 

La enzima Glutatión S-Transferasa es una proteína presente en una numerosa variedad de seres 

vivos. Su presencia ha sido determinada en organismos de clases como mamíferos e insectos, ha 

sido encontrada también en peces, aves, plantas, bacterias e incluso ha sido determinada su 

presencia en organismos del dominio arquea.31,88 Lo anterior le proporciona un valor taxonómico y 

evolutivo importante debido a que, posiblemente, pudo ayudar a la sobrevivencia de muchas 

especies a lo largo del tiempo. 

Dentro de la inmensa gama de organismos existentes, se encuentran aquellos que se han podido 

adaptar a diversas condiciones de estrés como el oxidativo. La presencia y capacidad de respuesta 

de la GST ha sido estrechamente relacionada con la capacidad de algunos organismos de 

desarrollarse en medios contaminados y bajo condiciones de EO.  
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En este trabajo se proponen cuatro organismos en los cuales la relación anterior no ha sido 

examinada o determinada. No obstante, se han reportado trabajos en los cuales algunas de estas 

especies, o algunos otros microorganismos emparentados, se han relacionado con algunos MP, 

con el EO o con la presencia y/o actividad de la enzima.  

3.2.2.1 Candida Parapsilosis 

Candida Parapsilosis es una levadura perteneciente al género Cándida, al reino Fungi y al dominio 

Eukarya. Fue aislado por primera vez en 1928 a partir de muestras de piel y uñas de las manos de 

enfermeras y otros profesionales del área de salud, por lo que se ha establecido que esta levadura 

forma parte de la flora comensal humana normal.89 Pertenecientes también al mismo género se 

encuentran Candida Oleophila, Candida Glabrata y Candida Albicans.  

C. Glabrata es un patógeno fúngico común en el tracto gastrointestinal que ha desarrollado una 

alta resistencia a las ERO´s. Uno de los mecanismos claves en la defensa contra microorganismos 

es la destrucción de estos al someterlos a una exposición de especies reactivas de oxígeno 

producidas, por ejemplo, por el complejo NADPH oxidasa en células fagocíticas (tipo de célula 

inmunitaria que puede rodear y destruir microorganismos, ingerir material extraño y eliminar 

células muertas). Este complejo tiene la capacidad de catalizar la producción de aniones 

superóxidos (O2
●) y por consiguiente la formación de radicales libres. Los microorganismos como C. 

Glabrata deben contar, por tanto, con un sistema antioxidante capaz de contrarrestar la explosión 

oxidativa destinada a eliminarlas. Este sistema está constituido por enzimas de carácter 

antioxidante como la SOD, la CAT, y enzimas que utilizan el glutatión para catalizar distintas 

reacciones (Glutatión Peroxidasa (GPx) y Glutatión Reductasa (GR)).90  

C. Glabrata y C. Albicans, por ejemplo, han demostrado ser resistentes al H2O2, llegando a resistir 

dosis de este veinte veces mayor que la dosis letal para Saccaromyces Cerevisiae (S. Cerevisiae es 

un organismo que ha sido fundamental para la comprensión de la respuesta del EO eucariótico de 

múltiples facetas). La resistencia mostrada por C. Glabrata y C. Albicans ha sido relacionada con la 

capacidad de inducción de estos organismos para la enzima CAT.91 

Trabajos realizados con C. Oleophila la han propuesto como agente de control biológico contra las 

enfermedades postcosecha de frutas como la manzana. En ellos se ha encontrado que la 

resistencia al calor, al EO y al estrés ácido y su eficacia como biocontrol pueden aumentar después 

de la exposición a 1M de NaCl y a 5 mM H2O2 .92,93  

Se ha evaluado la inducción de ERO´s generada por fluconazol en cepas de C. Glabrata 

susceptibles y resistentes a éste en la fase de crecimiento estacionario y se ha medido la 

activación de enzimas antioxidantes como Glutatión peroxidasa (GPx), SOD y GST. La medición de 

la actividad de la enzima GST fue llevada a cabo a través de la formación del S-(2,4-dinitrofenil)-
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glutatión, es decir, a través de la reacción del GSH y el DNCB, y se encontró que las cepas 

susceptibles mostraron una mayor actividad de GST con respecto a las resistentes. Sin embargo, la 

actividad al momento de la exposición a fluconazol disminuyó para las cepas susceptibles, en 

tanto que para las resistentes se vio aumentada. Además de ello, el daño oxidativo provocado por 

el fluconazol fue medido a través de la cuantificación de MDA (lípidos), carbonilo (proteínas) y 8-

oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodG) (DNA), junto con la medición indirecta de óxido 

nítrico.94  

3.2.2.2 Penicillium sp 

P. sp es un organismo perteneciente al dominio Eukarya, al reino Fungi y al género Penicillium. 

Forman parte del mismo género también Penicillium Citrinum, Penicillium Chrysogenum y 

Penicillium Digitatum. En estos organismos ha sido estudiado el EO desde distintas perspectivas. P. 

Citrinum ha sido propuesto como un organismo con alto potencial antioxidante.95 Para P. 

Chrysogenum (una cepa importante que se utiliza para la producción industrial de antibióticos β-

lactámicos-penicilina), fue clonado un nuevo gen de GST conocido como PcgstB. Los estudios 

sobre GST en hongos son relativamente raros y para este género aún más. Las enzimas GST 

fúngicas más caracterizadas son diferentes de las clases comúnmente encontradas en mamíferos, 

plantas, insectos o bacterias,96 sin embargo, la actividad para las GST de P. Chrysogenum se midió 

a través del método de la reacción del ligante GSH con el sustrato DNCB.27 

En otro trabajo se evaluó el efecto de P. Digitatum (inducido por limoneno) en la generación de 

moho verde en cítricos mediante la regulación de la homeostasis de ERO´s. En dicho trabajo se 

encontró que el crecimiento de esporas de Penicillium aumentaba la aparición del moho. También 

se determinó que la exposición de P. Digitatum a limoneno (0.25 µM) después de 5 horas reducía 

las ERO´s presentes en las esporas con respecto a los grupos control. Además de ello, el contenido 

de ERO´s, tanto para el grupo control como para el expuesto a limoneno, disminuía de 0 a 5 horas, 

pero aumentaba nuevamente transcurridas 7 horas. Aunado a esto, la medición de la actividad de 

la enzima GST (una de las enzimas antioxidante medidas además de la CAT y la SOD) mostró una 

relación inversa con el contenido de ERO´s aumentando su actividad transcurridas 5 horas, pero 

disminuyendo esta después de 7 horas. Encontrando que a mayor actividad de GST, menor 

contenido de ERO´s en las esporas y viceversa.97 

3.2.2.3 Rattus Norvegicus (Wistar) 

En mamíferos, el estudio del EO, capacidad antioxidante y/o contaminación por MP suele llevarse 

a cabo en modelos de ratas. La especie R. Norvegicus, en particular las ratas de la cepa Wistar, 

desarrolladas en el Instituto Wistar en 1906 para su uso en la investigación biológica y médica, son 

una cepa de ratas que sirven como organismo modelo para el estudio y entendimiento de diversos 

procesos bioquímicos llevados a cabo en mamíferos. Una amplia variedad de investigaciones sobre 
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el efecto de sustancias exógenas y dañinas al organismo, como aquellas generadoras de EO se han 

llevado a cabo con estas cepas. Se han evaluado en ratas Wistar, por ejemplo, el daño renal 

inducido por arsénico e intensificado a través de la aplicación de imidacloprid (un insecticida 

usado en el manejo de insectos y plagas en la agricultura y el control de pulgas en perros y gatos). 

El daño celular fue determinado a través de la medición de los niveles de MDA por el método 

MDA-TBA y por el producto de la oxidación avanzada en proteínas (AOPP) en el tejido renal. 

Además de ello se midió también la actividad de distintas enzimas antioxidantes como la CAT, 

SOD, GPx, GR y GST. Esta última determinada a través de la formación del complejo GSH-DNCB. Se 

encontró pues que el imidacloprid potencia el daño renal inducido por arsénico, provocando un 

aumento en la peroxidación lipídica y la oxidación de proteínas.98  

Otro compuesto evaluado a través de ratas Wistar, en este caso hembras, fue el diepóxido de 4-

vinilciclohexeno (un químico ocupacional reportado que agota los folículos ováricos en roedores). 

Para este compuesto se evaluaron biomarcadores de inflamación, alteración endocrina, apoptosis 

y daño oxidativo. El 4-vinilciclohexeno indujo un desequilibrio hormonal en las ratas, además de 

aumentar el nivel de MDA ovárico y uterino, y las actividades de CAT, GPx y GST.99 

Otro estudio hecho en ratas Wistar embarazadas mostró la primera evidencia de que la exposición 

materna al tricloroetileno (TCE), compuesto asociado con la disminución del peso al nacer y al 

parto prematuro, aumenta los marcadores de EO en la placenta, como el de la actividad de la GST-

Pi (clase predominante en la placenta, medida a través de la reacción de GSH con DNCB). 

Estableciendo un posible mecanismo de acción del TCE en la restricción de crecimiento fetal.100 

En cuanto a MP, existen trabajos dedicados a evaluar la toxicidad de estos en diversos órganos. Se 

ha trabajado con ratas Wistar sometidas a CdCl2 vía intragástrica por 30 días, evaluando su 

toxicidad en tejidos cardiacos y eritrocitos. Proporcionando evidencias de que el desequilibrio 

inducido por Cd en el sistema oxidante-antioxidante es contribuyente de diversas enfermedades 

cardiacas. Entre los factores que se analizaron en este trabajo se encuentran análisis morfológicos 

de eritrocitos y tejido cardiaco, evaluación del daño al ADN, daño en tejidos cardiacos y plasma 

por la peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas y análisis de antioxidantes en sangre y 

tejido (GSH, CAT, SOD y GST). Se encontraron morfologías anormales para eritrocitos y daños 

histológicos en el tejido, promoción de apoptosis en cardiomiocitos (células del músculo cardíaco 

capaces de contraerse de forma espontánea e individual), y disminución del sistema antioxidante 

de las ratas expuestas a Cadmio.101 

Aunado a este y otros trabajos se pueden citar también los estudios hechos con MP como el Pb 

realizados por el grupo de investigación de bioquímica de la Universidad del Papaloapan, 

utilizando también como cepas de estudio a ratas Wistar.82-86 
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Así pues, se puede concluir que las ratas Wistar constituyen en mamíferos un modelo de estudio 

óptimo para el análisis de diversos procesos bioquímicos (entre ellos el EO provocado por 

intoxicación con MP). 

3.2.2.4 Hafnia Alvei 

A diferencia de las tres especies citadas anteriormente, H. Alvei no pertenece al dominio Eukarya 

sino al de Bacteria. Se trata de una bacteria gram negativa, no esporulada, aeróbica facultativa y 

móvil gracias a flagelos perítricos. Perteneciente a la familia Enterobacteriaceae y al género 

Hafnia. Originalmente fue asignada al género Enterobacter debido a las similitudes en sus perfiles 

bioquímicos, sin embargo, gracias a un estudio de hibridación de ADN que reveló que tenía una 

proporción de unión de sólo 20% con Ent. Cloacae fue, posteriormente, reasignada a su propio 

género, constituyendo la única especie de este.102 Se ha encontrado a H. Alvei en diferentes nichos 

ecológicos, a nivel ambiental se ha aislado de ambientes acuáticos, suelos y alimentos. Además, 

forma parte de la microbiota normal de mamíferos, aves, reptiles y peces. En el ser humano en 

específico, H. Alvei ha sido identificada como especie entérica y ocasionalmente ha sido implicada 

tanto en infecciones intestinales como extraintestinales.103 

En cuanto a las condiciones ambientales de crecimiento, esta especie es capaz de proliferar en 

distintos tipos de entornos. H. Alvei es capaz de hacer uso de diferentes fuentes de carbono para 

su desarrollo y subsistir en intervalos de temperatura que comprenden los 4–20 °C (temperaturas 

encontradas en las cadenas de alimentos de conservación y los ambientes acuáticos de los peces) 

y los 37–42 °C (temperatura corporal de los humanos y las aves). 104 

Hafnia ha sido estudiada como un microorganismo resistente a MP en suelos y efluentes.105,106 En 

el primero se determinó la presencia de esta junto con otras especies de bacterias en muestras de 

suelo contaminadas por MP a causa de una fábrica industrial química. Lo que sugiere una elevada 

capacidad de resistencia de Hafnia a estas especies químicas.105 En tanto que en el segundo 

estudio se evaluó la resistencia y capacidad de asimilación de metales como Pb, Cd y Cr por una 

cepa aislada de efluentes de curtiembre, la cual mostró una mayor sensibilidad hacia Cr.106  

La capacidad de crecimiento de H. Alvei en ambientes contaminados por MP y la facultad que 

posee en la captación de estos la convierten en un organismo atractivo para el estudio del efecto 

de estas especies químicas y su relación con el EO y la actividad de la enzima GST, hasta ahora no 

explorada.  
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4. JUSTIFICACIÓN 
 

Los MP como el Hg o el Cd constituyen una frecuente fuente de contaminación en la mayoría de 

los ecosistemas. En un amplio espectro de concentraciones pueden causar numerosos desórdenes 

metabólicos, por lo que su monitorización representa un factor importante en la prevención de 

patologías derivadas de las bajas o altas exposiciones a estas especies químicas por períodos de 

tiempo variables.  

Cuando se habla de los efectos de la exposición a MP no esenciales se pueden mencionar una gran 

variedad de fenómenos, entre los cuales se encuentra el daño a macromoléculas esenciales como 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos mediante un proceso subsecuente a la aparición de ERO´s. 

Ante dicho problema, se han tratado de establecer bioindicadores de esta condición, siendo las 

enzimas las macromoléculas más estudiadas. 

La enzima GST es una enzima que puede ser abordada en el estudio de exposición o daño por MP 

no esenciales, debido a que se le ha relacionado con los procesos dependientes de ERO´s 

generados por una amplia gama de agentes tóxicos. Una de las formas para estudiar este posible 

papel es la determinación de la actividad de la enzima en organismos de distintas especies. 

En este trabajo se estudió el efecto de la exposición a CdCl2 y HgCl2 (por separado y en relación) en 

organismos aislados de ambientes contaminados de la región de Tuxtepec en la actividad total de 

la enzima GST, con la finalidad de establecer una relación entre la dosis del metal, la generación de 

ERO´s y la actividad de la enzima Glutatión S-transferasa para poder establecer su posible papel 

como proteína indicadora de daño oxidativo generado por la intoxicación con MP. 

5. HIPÓTESIS 
 

La exposición a los MP HgCl2 y CdCl2 aumentará la generación de ERO´s, mismas que 

desencadenarán un incremento en la actividad de la enzima Glutatión S-transferasa en las 

especies H. Alvei, C. Parapsilosis, P. sp y R. Norvegicus de la cepa Wistar. 
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6. OBJETIVOS 

6.1 GENERAL:  

Determinar la relación que guarda la actividad de GST con la generación de ERO´s como 

consecuencia de la exposición a los MP Hg y Cd en las especies H. Alvei, C. Parapsilosis, P. sp y R. 

Norvegicus de la cepa Wistar. 

6.2 ESPECÍFICOS:  
1.- Llevar a cabo un estudio dosis-respuesta, evaluando el efecto de diferentes concentraciones de 

Hg y Cd sobre el crecimiento de las especies R. Norvegicus de la cepa Wistar, y, de manera 

microbiológica, H. Alvei, C. Parapsilosis y P. sp,   

2.- Determinar las concentraciones en donde se observe inhibición y tolerancia a los metales Hg y 

Cd en las especies H. Alvei, C. Parapsilosis, P. sp y Rattus Norvegicus de la cepa Wistar.  

3.- Determinar la actividad in vivo de la GST en condiciones normales de crecimiento y desarrollo 

para las especies: H. Alvei, C. Parapsilosis, P. sp y Rattus Norvegicus de la cepa Wistar.  

4.- Determinar la actividad in vivo de la GST en presencia de las concentraciones en las cuales Hg y 

Cd causen tolerancia e inhibición para las especies: H. Alvei, C. Parapsilosis, P. sp y Rattus 

Norvegicus de la cepa Wistar. 

5.- Cuantificar las ERO´s para las especies: H. Alvei, C. Parapsilosis, P. sp y Rattus Norvegicus de la 

cepa Wistar en condiciones normales de crecimiento. 

6.- Cuantificar las ERO´s para las especies: H. Alvei, C. Parapsilosis, P. sp y Rattus Norvegicus de la 

cepa Wistar en presencia de las concentraciones en las cuales Hg y Cd causen tolerancia e 

inhibición. 
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7. METODOLOGÍA 

A continuación, se describe la metodología seguida para el estudio propuesto en este proyecto. La 

Tabla 4 muestra las especies que fueron objeto de estudio en este trabajo. Tres de ellas 

distribuidas en el dominio Eucaria y una en el dominio Bacteria como se muestra en la Figura 12.  

Tabla 4. Especies a utilizar para la realización del estudio bioquímico. 

Bacteria Levadura Hongo Mamífero 

Hafnia alvei 
 

Candida 
Parapsilosis  

Penicillium sp Ratas Wistar 

 

                       

 

 

 

 

 

 

 

 

7.1 DETERMINACIÓN DE LAS CONCENTRACIONES TOLERANTES E 

INHIBITORIAS DE Hg Y Cd EN LAS ESPECIES DE ESTUDIO. 

La determinación de las concentraciones de Hg y Cd para la realización de los ensayos de 

inhibición y tolerancia en el crecimiento de las distintas especies de estudio se llevó a cabo con la 

finalidad de establecer las concentraciones de metales posteriormente empleadas en la 

cuantificación de la actividad de la GST y de las ERO´s. Las concentraciones base utilizadas de HgCl2 

y CdCl2 comprendieron un intervalo de 0.05µM a 6.59mM. Estas se tomaron como base de inicio 

debido a las observaciones llevadas a cabo en un estudio previo, realizadas dentro del grupo de 

investigación de Bioquímica de la Universidad del Papaloapan.107 

Figura 12. Árbol filogenético que comprende las distintas especies establecidas en los tres 
dominios, Bacteria, Arquea y Eucaria. Los organismos de estudio comprenden el dominio 
Bacteria (Hafnia alvei) y Eucaria (Candida Parapsilosis, Penicillium sp y ratas Wistar). 
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Figura 13. Representación de las técnicas de sembrado por estría y por expansión. Propia 
autoría. 

 

7.1.1 Hafnia Alvei & Candida Parapsilosis  

Tanto para la bacteria H. alvei como para la levadura C. Parapsilosis se llevó a cabo el mismo 

proceso de determinación de las concentraciones de Hg y Cd. Ambos se sembraron por los 

métodos de estría y expansión (Figura 13). El primero con la finalidad de observar tanto la 

morfología colonial como microscópica de los microorganismos. El segundo método empleado 

para evaluar la inhibición del crecimiento radial de ambos organismos. Se utilizó un asa de 

Digralski para llevar a cabo el sembrado, a partir de un volumen conocido (100µL) del organismo 

sembrado en medios de cultivo específicos. Para la evaluación de la inhibición del crecimiento 

radial se utilizaron discos de papel filtro estériles embebidos en concentraciones crecientes de 

HgCl2 y CdCl2, los discos se depositaron en el sembrado del microorganismo. Después de 24h se 

midió el diámetro del halo de inhibición de crecimiento y en base a los resultados se determinaron 

las concentraciones a utilizar para realizar los experimentos de medición de actividad de GST y 

cuantificación de ERO´s. El procedimiento se efectuó por triplicado y los medios de cultivo 

utilizados para H. alvei y C. Parapsilosis fueron Mueller-Hinton (M-H) y Sabouraud, 

respectivamente. El primero es un medio utilizado internacionalmente para procedimientos de 

evaluación de resistencia y crecimiento bacteriano.108,109 El segundo, por otro lado, es un medio 

cuyas características permite el crecimiento y enriquecimientos de las características del 

organismo a evaluar.  

El procedimiento descrito anteriormente se basó en el método de difusión de discos para el 

estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos, descrito por el Comité Europeo de Pruebas de 

Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST por sus siglas en inglés).110 Una vez realizado este y 

elegidas las concentraciones de MP a utilizar, se hizo una estandarización por medio de los 

métodos de cinética de crecimiento y unidades formadoras de colonias (UFC) con el fin de 

determinar los tiempos de crecimiento óptimos para la evaluación de la actividad de la enzima 

GST y la cuantificación de ERO´s.46 

 

 

 

 

 

 

 

Sembrado por estría Sembrado por expansión 
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7.1.2 Penicillium sp. 

Para P. sp el sembrado se generó por el método de picadura, utilizado para observar el efecto de 

las diferentes concentraciones en el crecimiento del hongo en el medio de cultivo Sabouraud, al 

cual se le añadieron las concentraciones de MP a evaluar. Una vez seleccionadas las 

concentraciones de inhibición y tolerancia se llevó a cabo una estandarización por medio del 

conteo de UFC,46 para después evaluar los efectos microbiológicos, la determinación de ERO´s y la 

actividad de la GST. Preparando para lo anterior, medios de cultivo con distintas concentraciones 

de los respectivos metales.  

7.1.3 Rattus Norvegicus de la cepa Wistar 

En el caso de los animales empleados, se contó con trabajos precedentes que sirvieron de base 

para determinar la dosis de MP utilizados. Se realizaron los controles usando animales que no 

fueron expuestos a MP. 

Se utilizaron ratas con un peso corporal promedio de 270 y 300 gramos para CdCl2 y HgCl2, 

respectivamente. Los roedores fueron alimentados de forma normal y se agruparon en cajas de 

crecimiento en un ambiente con control de la temperatura. En el caso de la exposición a Hg, esta 

se realizó administrando una solución de HgCl2 con una concentración de 25mg/Kg de peso en 

agua de bebida por un periodo de 1, 2, 3 y 4 semanas. Para llevar a cabo la intoxicación con 

cadmio, la exposición vía oral fue llevada a cabo bajo el mismo esquema, a una concentración de 

50mg/Kg de peso de CdCl2 bajo el mismo intervalo de tiempo que con HgCl2.111 Una vez terminado 

el periodo de intoxicación los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico a una 

relación de 1 mL por Kg de peso. Posteriormente se extrajeron los órganos riñón, hígado y cerebro 

y se embebieron en un amortiguador 0.1 mM de fosfatos a pH de 7.4 hasta ser procesadas para la 

realización de las mediciones bioquímicas. 

7.2 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS. 

El tratamiento de las muestras se llevó a cabo homogenizando estas en un amortiguador de 

fosfatos 0.1M y pH de 7.4 con la finalidad de mantener integra la enzima GST evitando su 

desnaturalización por un cambio brusco de pH. Para el caso particular de las muestras obtenidas 

en ratas, se prepararon los homogenados correspondientes teniendo en cuenta las siguientes 

consideraciones: el cerebro se utilizó completo, en el hígado se usaron los lóbulos principales y en 

el caso del riñón se usó la corteza.28,29 

Una vez tratadas las muestras, se efectuaron los análisis bioquímicos correspondientes. 
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7.3 CUANTIFICACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA TOTAL POR 

EL MÉTODO DE LOWRY (MODIFICADO POR NAVARRO-MORENO, 1999) 

El método de Lowry (1951) es un método colorimétrico de valoración cuantitativa de las proteínas. 

Este se encuentra divido en dos etapas. En la primera se lleva a cabo una reacción de complejación 

entre el Cu+2 y los nitrógenos de los enlaces peptídicos de las proteínas, formando un complejo de 

color azul claro en un medio básico, la complejación provoca el desdoblamiento de la estructura 

tridimensional de la proteína, exponiendo los residuos fenólicos de tirosina que van a participar en 

la segunda etapa de la reacción. El Cu+2 se mantiene en solución básica en forma de su complejo 

con tartrato, mientras que se lleva a cabo la segunda etapa a través de una reacción de reducción, 

también en medio básico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, cuyo principal constituyente es el ácido 

fosfomolibdotúngstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos fenólicos de los 

residuos de tirosina, presentes en la mayoría de las proteínas, da lugar a un complejo de color azul 

intenso, cuya intensidad es proporcional a la concentración de proteínas, según la ley de Lambert-

Beer (A= εlc). En esta etapa el cobre actúa como catalizador de la reacción.112 En la Figura 14 se 

muestra el mecanismo de reacción de la reacción del método de Lowry. 

El procedimiento de medición se llevó a cabo de la siguiente forma: 

 

Se colocaron en un tubo de ensaye 790 μL de agua destilada, 10 μL de la muestra, 100 μl de 

desoxicolato de sodio (C24H39NaO), 2 ml de una solución compuesta por sulfato de cobre 

(CuSO4●5H2O) al 0.5%, solución A (equivalente a 2 gramos de hidróxido de sodio (NaOH) y 0.134 

gramos de tartrato de sodio potasio (KNaC4H4O6● 4H2O)), y 100 μL del reactivo de Folin-Ciocalteau 

Figura 14. Mecanismo general del proceso de la reacción del método de Lowry. 
Fuente: Maugeri, D. et al.113 
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(C6H6O, usando una dilución 1:3). Se agitó y dejó reposar a temperatura ambiente durante 15 

minutos para después proceder a leerse a una longitud de onda de 750 nm en el equipo de 

UV/Visible Pekín Elmer Lamda 25. Se realizó una curva de calibración utilizando como estándar 

seroalbúmina bovina.  

La determinación de la cantidad total de proteínas sirvió para ajustar la concentración de proteína 

a utilizar (1mg/mL) en la medición de la actividad de la GST.  

7.4 MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTATIÓN S-TRANSFERASA. 

La actividad de la GST viene dada por su capacidad de desactivar los xenobióticos, catalizando el 

ataque nucleofílico por GSH sobre átomos electrofílicos de carbono, azufre o nitrógeno de dichos 

xenobióticos. La función de las GST en este rol es doble: unir el sustrato en el sitio hidrofóbico de 

la enzima y el GSH en el sitio hidrófilo adyacente, que juntos forman el sitio activo, y 

posteriormente activar el grupo tiol de GSH, permitiendo el ataque nucleofílico sobre el sustrato. 

De esta manera la GST evita así la interacción de estos xenobióticos con proteínas cruciales en el 

funcionamiento celular. La mayoría de las isoenzimas de mamíferos tienen afinidad por el sustrato 

DNCB, y los ensayos espectrofotométricos que utilizan este sustrato se usan comúnmente para 

medir la actividad de GST.114 

Procedimiento:  

En una celda de vidrio se agregó el volumen correspondiente de un amortiguador de fosfatos 0.1 

M y pH 6.5, el sustrato DNCB y el ligante glutatión reducido a una concentración final de 1 mM.115 

Esta mezcla se homogenizó por inversión y finalmente se adicionó el volumen correspondiente a 1 

mg/mL de proteína total. Se midió la absorbancia a 350 nm por un tiempo de cinco minutos con 

intervalos de 20 segundos en un espectrofotómetro UV/Vis (Perkin Elmer Lambda 25). 

La actividad de la GST se determinó empleando la ecuación de Lambert-Beer de la siguiente 

manera. 

𝐴 =  𝜀𝑐𝑙 

 

Dónde: 

A = Absorbancia 

ε= Coeficiente de extinción molar (ε = 9.6 mg/mL min) 

c = Concentración de la enzima GST 

l =Diámetro de la celda. 
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7.5 CUANTIFICACIÓN DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO. 

Como consecuencia del metabolismo celular normal, se producen radicales libres, los cuales 

pueden interaccionar con los lípidos séricos y tisulares provocando su peroxidación. Algunos 

productos de su degradación metabólica están constituidos fundamentalmente por aldehídos de 

alta capacidad reactiva, siendo el más significativo el MDA. Entre la variedad de métodos analíticos 

desarrollados para determinar el daño oxidativo el más comúnmente utilizado se basa en la 

reacción del malondialdehído con el ácido-2-tiobarbitúrico (TBA) para formar aductos cromógenos 

MDA-TBA muy estables que se pueden cuantificar por espectrofotometría de absorción visible o 

por fluorimetría.116 

Un mol de MDA reacciona con dos moles de TBA en medio ácido y a alta temperatura. La 

velocidad de esta reacción depende de la concentración de TBA, la temperatura y el pH. El 

compuesto generado posee un pico máximo de absorbancia a 532-600 nm y otro secundario a 

245-305 nm.117 En la Figura 15 se muestra la reacción general del MDA y TBA.  

Procedimiento: 

Se obtuvieron 0.2 mL del homogenado de las muestras en una solución buffer fosfato salino (PBS) 

0.1M a pH 7.4, el volumen se completó a 1 ml con la misma solución. Se adicionaron 0.025 mL de 

butirilhidroxitolueno (BHT) y 0.03 mL de ácido tricloroacético (TCA) al 30%. Posteriormente se 

agitó y colocó en hielo durante 2 horas. Transcurrido el tiempo se centrifugó en una 

microcentrifuga (Eppendorf Centrifuge 5424) a 2000 rpm por un tiempo de 15 minutos. Al 

terminar el tiempo se separó el sobrenadante y se adicionó en un tubo de ensayo, al cual se le 

agregó 1 mL del sobrenadante, 0.075 mL de ácido etilendiaminotetracético (EDTA) 0.1M y 0.25 mL 

de una solución al 1% de TBA, se agitó y colocó a ebullición en un baño maría por un tiempo de 15 

minutos. Terminado el tiempo, se dejó enfriar y se midió la absorbancia a longitudes de onda de 

532 y 600 nm en el espectrofotómetro UV/VIS Perkin Elmer Lamda 25. 
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Figura 15. Esquema general de la reacción del Malondialdehído y el ácido tiobarbitúrico. Fuente: 
http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/2739/Anexo.pdf%3Fsequence%3D12. 117 

 

 

http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/2739/Anexo.pdf%3Fsequence%3D12
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7.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

Los datos se presentan como media ± desviación estándar. Las diferencias generales entre los 

grupos de tratamiento se compararon mediante un análisis de varianza unidireccional (ANOVA), 

seguido de la prueba de comparación múltiple de Tukey. P<0.05 se consideró estadísticamente 

significativo. Minitab, Versión 2016, se utilizó para todos los análisis estadísticos. 

 

7.7 DISEÑO EXPERIMENTAL 
 

El diseño experimental utilizado en este proyecto de investigación, para cada especie de estudio, 

fue un diseño completamente aleatorizado (DCA): Un factor o variable independiente (CdCl2 o 

HgCl2) con más de un nivel (distintas concentraciones).  
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8. RESULTADOS Y DISCUSION 
 

A continuación, se muestran los resultados obtenidos en este proyecto de tesis, analizados en 

virtud de la evidencia experimental y la bibliografía científica.  

8.1 Hafnia Alvei 
La forma en la que se presentan los resultados y el análisis de estos para el organismo H. alvei 

lleva la siguiente estructura: 

❖ Determinación de concentraciones tolerantes e inhibitorias por medio de la evaluación del 

crecimiento radial 

❖ Determinación de los tiempos de medición de los análisis bioquímicos en función de la 

cinética de crecimiento del organismo  

❖ Análisis bioquímicos (Actividad de GST y Cuantificación de ERO´s) 

 

8.1.1 CRECIMIENTO RADIAL DE Hafnia Alvei EXPUESTA A HgCl2 & CdCl2 

 

El desarrollo experimental se llevó a cabo como se describe en la metodología de los apartados 7.1 

y 7.1.1. Se utilizó un intervalo de concentración 0.01µM (1x10-5mM)-6.59mM para HgCl2 y 

0.05µM(5x10-5mM)-6.59mM para CdCl2, de acuerdo a trabajos establecidos con anterioridad.107 

Los resultados mostraron la alta tolerancia que presenta este organismo.  

En la Tabla 5 se presentan los valores del diámetro de inhibición obtenidos para cada 

concentración, esta se estructuró en una columna principal, correspondiente al microorganismo 

estudiado, seguido de cuatro columnas, dos de ellas pertenecientes a las concentraciones y las 

otras dos a los diámetros de inhibición resultantes. En las columnas pertenecientes a las 

concentraciones se estableció la asignación seguida de la concentración establecida (número: 

concentración). La etiqueta fue establecida en orden decreciente, asignando el número 1 a la 

concentración de HgCl2 y CdCl2 más alta (6.59mM), y la número 14 y 15 para las concentraciones 

más bajas (5x10-5mM y 1x10-5mM, respectivamente). En la Figura 16 se construyó un gráfico 

ilustrativo de lo anterior, donde se observa la aparición de halos de inhibición en concentraciones 

superiores al 0.1mM (HgCl2) y la ausencia de estos en CdCl2. En las tablas subsecuentes se 

relacionaron las concentraciones de MP utilizados con respecto al diámetro de inhibición 

resultante de la exposición. 
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Tabla 5. Diámetros de inhibición de H. Alvei generados por las concentraciones de HgCl2 y CdCl2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H. Alvei 

[HgCl2] Halo 

inhibición 
[CdCl2] Halo 

inhibición 

1: 6.59mM 1.96 cm 1: 6.59mM --- 

2: 5.66mM 1.96 cm 2: 5.66mM --- 

3: 1.95mM 1.30 cm 3: 1.95mM --- 

4: 0.75mM 1.06 cm 4: 0.75mM --- 

5: 0.67mM 0.96cm 5: 0.67mM --- 

6: 0.33mM 0.80 cm 6: 0.60mM --- 

7: 0.24mM 0.65 cm 7: 0.33mM --- 

8: 0.12mM 0.60cm 8: 0.24mM --- 

9: 0.10mM --- 9: 0.12mM --- 

10: 0.05mM --- 10: 0.05mM --- 

11: 3x10-3mM --- 11: 0.01mM --- 

12: 5x10-4mM --- 12: 5x10-3mM --- 

13: 1x10-4mM --- 13: 1x10-4mM --- 

14: 5x10-5mM --- 14: 5x10-5mM --- 

15: 1x10-5mM ---   
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Figura 16. Diámetros de inhibición de H. Alvei generados por las concentraciones de HgCl2 (izquierda) y CdCl2 (derecha). 



 

Página | 59  
 

2022 MAESTRÍA EN CIENCIAS QUÍMICAS 

Tabla 6. Halos de inhibición generados por HgCl2 en H. Alvei. 

H. alvei/HgCl2 Concentraciones 1-5 Concentraciones 6-10 Concentraciones 11-15 

Asignación 

Diámetro de inhibición 
(cm) 

 

1 2 3 4 5 

1.9
6  

1.9
6 

1.3
0 

1.0
6 

0.9
6 

 

6 7 8 9 10 

0.8
0  

0.6
5 

0.6
0 

--- --- 

 

11 12 13 14 15 

---  --- --- --- --- 

 

Halo de inhibición    

 

Tabla 7. Halos de inhibición generados por CdCl2 en H. Alvei. 

H. alvei/CdCl2 Concentraciones 1-5 Concentraciones 6-10 Concentraciones 11-15 

Asignación 

Diámetro de inhibición 
(cm) 

 

1 2 3 4 5 

---  --- --- --- --- 

 

6 7 8 9 10 

---  --- --- --- --- 

 

11 12 13 14 15 

---  --- --- --- --- 

 

Halo de inhibición 

 

 

 

 

H. Alvei mostró una amplia tolerancia. En HgCl2 se vio inhibida a los 0.12mM (32.6ppm de HgCl2 y 

24ppm de Hg+2), en tanto que para CdCl2, incluso la más alta concentración de este metal 

(6.59mM=740ppm de Cd+2) no provocó ninguna alteración en el crecimiento del organismo. Fue 

necesario pues, la ejecución de otro experimento en el cual se probaron concentraciones 

superiores a las establecidas en primera instancia. Se partió de 7mM (1283 ppm CdCl2) y se 

continuó con concentraciones ascendentes de la especie de cadmio (8, 10, 12 y 14mM) asignadas 

bajo la misma dinámica usada en el intervalo anterior, el número 1 para la concentración más 

elevada y el 5 para la más baja. El experimento derivó en resultados en donde se generaron halos 

tenues de inhibición (de 1.06, 1.4, 1.43, 1.5 y 1.6 cm respectivas a las concentraciones 

ascendentes del metal). Lo que significa que aún a esas concentraciones el CdCl2 no fue capaz de 

inhibir por completo el crecimiento del microorganismo, debido, presumiblemente, a una 

adaptación surgida de la exposición prolongada a esta especie química (Figura 17). 
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Estos datos revelan la alta tolerancia de este microorganismo con respecto a la exposición de 

distintas concentraciones de Hg y Cd. Dichas concentraciones, expresadas en ppm, superan 

ampliamente los límites permisibles para MP establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-

001-SEMARNAT-1996, en fuentes acuáticas y de suelo, mostrados en la Tabla 8,118 y los 

establecidos por la CODEX internacional respecto a productos alimenticios de consumo humano 

(Tabla 2).62 En ambas se muestran que las concentraciones nocivas para seres humanos, 

independientemente de la fuente, están por debajo de la unidad de ppm, en tanto, H. alvei 

mostró tolerar concentraciones mucho mayores.  

Tabla 8. Límites máximos permisibles de concentración de metales pesados en agua y suelo. Fuente: Norma Oficial Mexicana 
NOM-001-SEMARNAT-1996. 118 

Metales Ríos (uso en riego 

agrícola/urbano/ 

protección de vida 

acuática) en ppm 

Embalses naturales y 

artificiales (Uso en 

riego agrícola/uso 

público urbano) en 

ppm 

Aguas costeras 

(explotación 

pesquera y 

navegación/recreaci

ón/estuarios) en 

ppm 

Suelo (uso en riego 

agrícola) en ppm 

Cadmio 0.2/ 0.1 /0.1 0.2/0.1 0.1/ 0.2 /0.1 0.05 

Cromo 1.0/ 0.5 /0.5 1.0/0.5 0.5/ 1.0 /0.5 0.5 

Mercurio 

  

0.01/ 0.005 /0.005 0.01/0.005 0.01/ 0.01 /0.01 0.005 

Plomo 0.5/ 0.2 /0.2 0.5/ 0.2 0.2/ 0.5 /0.2 5 

Figura 17. Halos de inhibición generados por CdCl2 en H. Alvei (experimento 2). Asignación: 1=14mM, 2=12mM, 3=10mM, 
4=8mM y 5=7mM. 
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En bacterias existen distintos mecanismos de resistencia al Cd, tales como la rápida expulsión del 

metal generada por la ATPasa del tipo P, cuyos dominios transmembranales funcionan como un 

poro para la expulsión del Cd (grampositivas).63,119 Para las bacterias gramnegativas existen 

mecanismos basados en sistemas de transporte especializados en las cuales intervienen un 

transportador de la membrana interna, un transportador de la membrana externa, y un 

polipéptido que atraviesa a ambas membranas y que funciona como un puente que asegura que 

los cationes sean expulsados al exterior de la célula y no sólo al espacio periplásmico. Se ha 

establecido también que este proceso ocurre por un sistema antiportador Cd/protones.120-122 Otro 

mecanismo de resistencia al Cd se basa en la síntesis de proteínas ricas en cisteínas, similares a las 

MT, capaces de capturar los iones del metal.123 En el caso del Hg se conoce un mecanismo basado 

en la reducción enzimática del Hg inorgánico (Hg+2) a su forma metálica, menos tóxica y volátil 

(Hg0), catalizada por la reductasa mercúrica. El proceso se lleva a cabo a través de la captura y 

transferencia del Hg+2 por parte de las cisteínas de proteínas encargadas de llevar el metal a la 

reductasa. El primer paso es la captura del metal en el exterior por las cisteínas de la proteína 

periplásmica (MerP), la cual transfiere el Hg+2 a otro par de cisteínas de la proteína membranal 

(MerT), quienes a su vez lo transfieren a las cisteínas presentes en la reductasa y las cuales son las 

encargadas de conducir el Hg+2 al sitio activo de la enzima. Así, en este proceso se asegura que el 

Hg+2 nunca se encuentre libre, protegiendo el citoplasma de la toxicidad del metal.124  

Relativo a nuestro objeto de estudio, la enzima GST presenta una capacidad de respuesta contra 

agentes xenobióticos y el EO, el cual constituye un mecanismo subyacente de toxicidad de los MP. 

Aunado a ello es el hecho de que esta enzima presenta en su estructura un alto contenido de 

cisteínas, las cuales, como ya se mencionó, ejercen un papel importante en los mecanismos de 

desintoxicación de MP. Y que utiliza al glutatión como ligante de las reacciones de desintoxicación, 

el cual puede llegar a cumplir un papel como quelante, o como agente antioxidante en la 

reconstitución del equilibrio redox desplazado por la presencia intracelular de MP. 125 

 

8.1.1.1 SELECCIÓN DE CONCENTRACIONES TOLERANTES E INHIBITORIAS DE MP EN Hafnia Alvei  

 

De acuerdo a los resultados mostrados anteriormente, se seleccionaron las concentraciones de Hg 

y Cd que generaron inhibición, un control, así como una concentración intermedia (mostradas en 

la Tabla 9). 

Tabla 9. Concentraciones seleccionadas para el análisis de la actividad de la GST y la cuantificación de ERO´s en H.Alvei. 

Organismo Control [-] HgCl2 [+] HgCl2 [-] CdCl2 [+] CdCl2 

Hafnia alvei --- 0.24mM 1.95mM 7mM 8mM 
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8.1.2 CINÉTICA DE CRECIMIENTO DE Hafnia Alvei 
 

Los experimentos subsecuentes a la determinación de las concentraciones tolerantes e inhibitorias 

de HgCl2 y CdCl2 se enfocaron en delimitar el tiempo óptimo de medición para la actividad de GST 

y la producción de ERO´s. Por ello se buscó establecer los tiempos en los cuales H. alvei presentara 

un metabolismo más activo. Se evaluaron dos medios de cultivo (Caldo Nutritivo (CN) y Mueller 

Hinton (M-H)), cuyos resultados respecto al crecimiento del microorganismo también fueron 

considerados. La cinética de crecimiento se realizó por el método por conteo en cámara Neubauer 

descrito en el apartado 7.1.1, además de ser analizada también por medio de espectrofotometría 

UV-Vis a 560nm.126,127 En las Figuras 18 y 19 se muestran las gráficas pertenecientes al análisis 

espectrofotométrico y al del conteo bacteriano en cámara de Neubauer para la cinética realizada 

en CN y M-H, respectivamente. En ambas, se compararon los tiempos en el cual el metabolismo 

del organismo se encontró más activo. 
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Figura 18. Cinética de Crecimiento en CN de H. Alvei: Izquierda - Espectrofotometría UV-Vis- a 560nm/Derecha – Conteo de 
microorganismos en Cámara Neubauer. 
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Tanto la Figura 18 como la 19, muestran la forma de crecimiento de H. alvei en ambos medios de 

cultivo. En CN se observa un mejor desarrollo de la bacteria entre los tiempos T7 y T8, en tanto, 

para M-H, el metabolismo se encontró más activo en el intervalo T9-T12. Si bien el CN es un medio 

capaz de propiciar el crecimiento de H. alvei, dado que este microorganismo puede desarrollarse 

con escasos requerimientos nutricionales126,128-129, no es específico para este propósito. M-H, por 

otro lado, constituye un medio propicio para una gran variedad de microorganismos que no 

necesariamente tienen bajos requerimientos nutricionales. Además, es el medio más utilizado 

internacionalmente bajo los estándares para procedimientos de evaluación de resistencia y 

crecimiento bacteriano.108,109 Lo anterior, aunado a un periodo más prolongado en cuanto al pico 

de desarrollo y reproducción bacteriana, llevó a la decisión de escoger este medio para las 

pruebas de análisis posteriores de la actividad enzimática y la producción de ERO´s en presencia y 

ausencia de MP. Eligiendo tres intervalos de tiempo diferentes: Uno en el cual el metabolismo de 

nuestro microorganismo estuviese más activo, esto es, de acuerdo a los resultados observados, en 

el T10, un tiempo inicial (T0), y, para dar seguimiento al curso metabólico del microorganismo, un 

tiempo fuera del rango estándar de medición de acuerdo a la cinética bacteriana (T120).  

8.1.3 Hafnia Alvei – ANÁLISIS BIOQUÍMICOS: ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN 

ERO´s 
 

A partir de los resultados previos, se destinaron las concentraciones y los tiempos de medición 

para la cuantificación y la medición de la actividad de las ERO´s y GST, respectivamente. Los 

resultados y el análisis efectuado a partir de ellos, para cada MP (CdCl2 y HgCl2) se muestran a 

continuación. El análisis estadístico de las mediciones bioquímicas se realizó mediante un ANOVA 

de una sola vía, utilizando como prueba conclusiva la prueba de comparación por Tukey. Los 

valores de p <0.05 se consideraron significativos. 
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Nota: A partir de este punto, siempre que se describan los aumentos o decrementos, tanto de la 

actividad de GST como de la cuantificación de ERO´s, en términos de unidades, se estará haciendo 

referencia al valor que se eleva o desciende, bajo las respectivas unidades de cada prueba. 

A saber: uM/mg/min para la actividad de GST y pM/mg para la cuantificación de ERO´s. 

 

8.1.3.1 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s Cd-T0, T10 & T120 (HORAS)       

En el tiempo inicial (T0), se observó una significativa disminución de ambas respuestas 

bioquímicas (actividad enzimática (de 1.2 y 1.9 unidades de la concentración de 7 y 8 mM, 

respectivamente, en comparación al grupo control) y presencia de ERO´s (de 35 unidades)) ante la 

exposición a Cd+2 con respecto al grupo control. Es posible inferir que se debe a la rápida acción de 

los mecanismos de respuesta de la bacteria ante la presencia del metal una vez que este ingresa 

en la célula (Figura 20). Empero, esta respuesta parece variar de acuerdo a periodos de transición. 

En el T10, se observó, por ejemplo, el mismo comportamiento en la actividad enzimática, pero una 

tendencia inversa en la presencia de ERO´s, incrementando ésta hasta en 233 unidades en función 

del aumento de la concentración de Cd+2, lo que implica un decremento en la respuesta de los 

mecanismos canónicos contra la presencia de MP (Figura 21). Sin embargo, a las 120 horas de 

haber expuesto a la bacteria a la presencia de Cd+2 la significancia en la variación (incremento o 

disminución), tanto de la actividad de GST como la presencia de ERO´s se ve poco alterada (Figura 

22). Lo que sugiere un periodo de adaptación surgido posteriormente al periodo de mayor 

intoxicación que supuso la exposición a las 10 horas. 
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En virtud de esclarecer mejor el texto anterior, y en dotar de nuevas perspectivas la descripción y 

el análisis de los resultados obtenidos, se hizo un comparativo en función de la concentración y del 

tiempo, que se ven plasmadas en los gráficos siguientes.  
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Figura 21. Actividad GST y producción ERO´s en H. Alvei – T10 sometida a tratamientos de CdCl2: T10CCd= Control, T10[-]Cd= 
7mM, T10[+]Cd= 8mM (n=9) 
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8.1.3.2 COMPARACIÓN ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN DE ERO´s-Cd EN FUNCIÓN DE LA 

CONCENTRACIÓN 

 

Tal como se ilustró en la descripción de los resultados donde se evalúan los tiempos por separado, 

En los gráficos de las Figuras 23 y 24 se muestran las tendencias descritas anteriormente. A saber: 

Una relación proporcional a disminuir la actividad enzimática y la presencia de ERO´s en el tiempo 

inicial. Una relación inversa respecto a la disminución de la actividad de GST y el aumento de 

ERO´s después de 10 horas. Y la poca variación en la actividad y la presencia de especies reactivas 

entre las diferentes concentraciones evaluadas para después de 120 horas. 

Ahora bien, estos gráficos también nos permiten observar un panorama más completo en la 

propensión del comportamiento de H. alvei ante la exposición a las concentraciones de CdCl2. La 

característica más significativa se atiende al evaluar los rangos de actividad y presencia de ERO´s 

entre los tiempos 10 y 120. Al observar, por ejemplo, la actividad de la enzima en el tiempo 120, 

se llegó a la conclusión de que no hay diferencias significativas entre las distintas concentraciones. 

Sin embargo, si se contrasta con el comportamiento enzimático del tiempo 10 se observa que la 

tendencia en decremento en este, no se cumple para las 120 horas. Así, es posible que, en esta 

última etapa de medición, la enzima haya comenzado a tener un papel más relevante en el 

combate contra el daño provocado por el metal en la bacteria. Inverso es el caso de la presencia 

de ERO´s, donde se observa una mayor expresión de estas especies, acorde a la concentración de 

metal suministrada únicamente para el T10. 
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Figura 23. Actividad GST en H. Alvei – Comparativo en Función de la Concentración de CdCl2. Los análisis estadísticos se 
dividieron en función de los tiempos (T0, T10 y T120). En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en 
cada uno el comportamiento de la enzima de acuerdo las distintas concentraciones de CdCl2 utilizadas. 
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8.1.3.3 COMPARACIÓN ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN DE ERO´s-Cd EN FUNCIÓN DEL TIEMPO 

 

Otra posición desde donde puede tomar lugar un nuevo criterio, es a través de la comparación de 

los tratamientos en función del tiempo. 

La actividad de GST (Figura 25) para los tratamientos con presencia de CdCl2 se observa como 

incrementa en el T120, respecto al T10, independiente de la concentración de metal utilizada (1 

unidad para 7mM y 1.4 unidades para 8mM). Similar es la independencia de las concentraciones 

de ERO´s cuando se evalúa en función del tiempo. En este caso, el comportamiento es inverso, 

pues, las especies reactivas disminuyen en el T120 con respecto al T10 (258 unidades para 7mM y 

352 para 8mM), independiente de la exposición a las distintas concentraciones (Figura 26). Este 

fenómeno puede bien explicarse a partir del proceso oxidativo de lípidos que desencadena el 

metal. Cuando ocurre la peroxidación lipídica, el MDA, molécula mutagénica para células 

bacterianas,228,229 y clave en la detección de ERO´s por espectrofotometría UV-Vis, es el generado 

en mayor cantidad. Sin embargo, de este proceso también puede derivarse el 4-hidroxi-2-nonenal 

(HNE), el mayor producto competidor del MDA. Cuando ocurre que el HNE se produce en mayor 

cantidad, los niveles de MDA se ven reducidos, lo que explica la disminución de los resultados de 

ERO´s en el T120. La presencia del 4-hidroxi-2-nonenal, por otro lado, desencadena una reacción 

en la que interviene la enzima GST, utilizando el GSH para transformar el HNE en un aducto de 

glutatión inocuo (Figura 27).229 Reacción que también explica el aumento en la actividad de la 

enzima en el T120. Todo a la vez que ambos comportamientos pueden ser comprendidos por el 

mismo fenómeno, derivado de la peroxidación de lípidos provocada por el CdCl2. 
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Figura 24. Cuantificación ERO´s en H. Alvei – Comparativo en Función de la Concentración de CdCl2. Los análisis estadísticos se 
dividieron en función de los tiempos (T0, T10 y T120). En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en 
cada uno el comportamiento de ERO´s de acuerdo las distintas concentraciones de CdCl2 utilizadas. 
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Figura 25. Actividad GST en H. alvei – Comparativo en Función del tiempo (CdCl2). Los análisis estadísticos se dividieron en 
función de las concentraciones. En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en cada uno el 
comportamiento de la enzima de acuerdo los distintos tiempos utilizados. 
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Figura 26. Cuantificación ERO´s en H. alvei – Comparativo en Función del tiempo (CdCl2). Los análisis estadísticos se dividieron en 
función de las concentraciones. En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en cada uno el 
comportamiento de ERO´s de acuerdo los distintos tiempos utilizados. 
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De lo anterior se pueden extraer observaciones generales muy interesantes. A saber: 

❖ A las 10 horas de exposición (T10) se observó una mayor producción de ERO´s para los 

tratamientos ejercidos, acorde a la concentración de Cd utilizada (a mayor 

concentración, mayor presencia de ERO´s). 

❖ Un comportamiento inverso se encontró en la actividad de la enzima en el mismo 

periodo (a mayor concentración Cd, menor actividad enzimática). 

❖ La relación anterior no se cumplió una vez transcurridas 120 horas (T120). En este 

tiempo la presencia de ERO´s y la actividad GST tuvieron poca variación significativa.  

❖ Analizados en función del tiempo, la actividad enzimática se vio reestablecida, e incluso 

incrementada en el T120, con respecto al T10, independiente de la concentración de Cd 

utilizada.  

❖ Bajo el mismo análisis, las ERO´s se vieron reducidas en el T120, con respecto al T10, 

con independencia de la concentración utilizada.  

 

De las cuales se pueden postular las siguientes conclusiones:  

 El tiempo desempeñó un papel importante en la relación entre la “Exposición 

CdCl2/Respuesta del organismo” para la bacteria H. Alvei.  

 La mayor producción de ERO´s, bajo los parámetros de los experimentos establecidos, se 

generó transcurridas 10 horas de exposición.  

 A las 120 horas de exposición, el comportamiento de la enzima GST y la presencia de ERO´s 

se hicieron independientes de la concentración de CdCl2. 

 El incremento en la actividad de GST, después de 120 horas, sugiere la acción de la enzima 

como mecanismo de respuesta ante la producción de 4-hidroxi-2-nonenal, molécula 

generada en la peroxidación lipídica y competidora del MDA.  La menor producción de 

MDA en este periodo explica por qué en este las ERO´s se vieron disminuidas.229 

 

Figura 27. Reacción catalizada por GST utilizando GSH para inactivar HNE, producto tóxico de la peroxidación de lípidos.  
Modificado de Valko, M. et al.229 

4-hidroxi-2-nonenal Aducto inocuo de Glutatión 
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8.1.3.4 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s Hg-T0, T10 y T120  

 

El comportamiento entre GST y las ERO´s en los tratamientos con Hg para el T0 y T120 se observó 

poco relacionados entre sí. En ambos casos la actividad enzimática tuvo poca variación 

significativa, escasamente relacionada con el aumento de ERO´s para la concentración alta de 

HgCl2 (Figura 28 y 30). Para el T10, sin embargo, se observó un comportamiento inverso entre la 

actividad de la enzima y la presencia de ERO´s. Por un lado, estas últimas no tuvieron un aumento 

significativo sino hasta la exposición a la mayor concentración de HgCl2 (aumento de 130 

unidades), mientras que la actividad de la GST no se vio disminuida sino hasta llegado esa misma 

concentración (concentración de 1.95mM, menos 1 unidad de actividad enzimática) (Figura 29).  
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Figura 28. Actividad GST y producción ERO´s en H. Alvei – T0 sometida a tratamientos de HgCl2: T0CCd= Control, T0[-]Cd= 
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8.1.3.5 COMPARACIÓN ACTIVIDAD GST & PRODUCCIÓN ERO´s-Hg EN FUNCIÓN DE LA 

CONCENTRACIÓN 

 

Extendiendo el análisis, se puede observar un patrón que se cumple para la determinación de 

ERO´s en todos los tiempos dados. A saber: la conservación de los niveles de ERO´s en las muestras 

control y la concentración baja del metal, y el aumento, con independencia del tiempo, de los 

niveles de peroxidación lipídica en la concentración alta de Hg. Hecho que refleja una injerencia 

directa de la concentración de Hg en los niveles de ERO´s medido a través de la producción de 

MDA.  
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Figura 31. Actividad GST en H. Alvei – Comparativo en Función de la Concentración de HgCl2. Los análisis estadísticos se 
dividieron en función de los tiempos (T0, T10 y T120). En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en 
cada uno el comportamiento de la enzima de acuerdo las distintas concentraciones de HgCl2 utilizadas. 
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Figura 30. Actividad GST y producción ERO´s en H. Alvei – T120 sometida a tratamientos de HgCl2: T120CCd= Control, T120[-]Cd= 
0.24mM, T120[+]Cd= 1.95mM (n=9) 
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8.1.3.6 COMPARACIÓN ACTIVIDAD GST PRODUCCIÓN ERO´s-Hg EN FUNCIÓN DEL TIEMPO 

 

Otra propensión observada, ahora desde la arista del tiempo, es la mayor producción de ERO´s 

que se genera, al igual que en el tratamiento con Cd, transcurridas 10 horas, para cualquiera de las 

concentraciones evaluadas (Figura 34).  
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Figura 32. Cuantificación ERO´s en H. Alvei – Comparativo en Función de la Concentración de HgCl2. Los análisis estadísticos se 
dividieron en función de los tiempos (T0, T10 y T120). En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en 
cada uno el comportamiento de ERO´s de acuerdo las distintas concentraciones de HgCl2 utilizadas. 
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Figura 33. Actividad GST en H. Alvei – Comparativo en Función del tiempo (HgCl2). Los análisis estadísticos se dividieron en 
función de las concentraciones. En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en cada uno el 
comportamiento de la enzima de acuerdo los distintos tiempos utilizados. 
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De las anteriores observaciones se pueden obtener las siguientes conclusiones: 

 La actividad de la enzima GST en los T0 y T120 estuvo poco relacionada al comportamiento 

de las ERO´s.  

 En el T10 existió una relación inversa entre la disminución de la actividad enzimática y el 

aumento en las ERO´s. 

 Es en el T10 cuando se observó la mayor producción de ERO´s para los experimentos 

establecidos.  

 En todos los tiempos medidos, la mayor concentración de HgCl2 es la que generó mayor 

producción de especies reactivas.  

 De acuerdo a las dos últimas premisas, el pico máximo de ERO´s alcanzado en los 

experimentos, se observó durante el T10, en la concentración alta de HgCl2 (1.95mM) 
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Figura 34. Cuantificación ERO´s en H. Alvei – Comparativo en Función del tiempo (HgCl2). Los análisis estadísticos se dividieron en 
función de las concentraciones. En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en cada uno el 
comportamiento de ERO´s de acuerdo los distintos tiempos utilizados. 
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8.1.3.7 ANÁLISIS Hafnia Alvei-MP- PRODUCCIÓN ERO´s-ACTIVIDAD GST 

 

Son pocos el número de estudios dedicados a las GST´s bacterianas, comparados con las de otros 

tipos de organismos como mamíferos, plantas o insectos. Esto implica que exista un menor 

conocimiento sobre cómo operan estas enzimas, su funcionamiento fisiológico, estructura, y las 

moléculas que intervienen en sus mecanismos de acción. Aún con ello, se ha identificado, por 

ejemplo, un gran número de GST´s bacterianas, similares a las diclorometano deshalogenasas 

(DCMD´s) bacterianas, que no poseen afinidad por el sustrato que se utilizó en los experimentos 

del presente estudio (DNCB). Sin embargo, esto no supone necesariamente una contradicción 

respecto de la metodología experimental utilizada, debido, específicamente, a dos razones 

principales. La primera de ellas es que este tipo de GST´s (GST/DCMD´s) tienen como función 

catalizar reacciones que producen compuestos que pueden utilizarse para el crecimiento 

bacteriano.130,131 Y no tienen relación con la defensa contra agentes xenobióticos. La segunda 

razón es que existe también un amplio número de estudios en los que se identificó la presencia de 

GST´s utilizando como sustrato el DNCB. En organismos como: Proteus mirabilis, 

Enterobactercloacae, Escherichia coli B, K12 cepa JM86, cepa JM105, Burkholderiag sp. cepa 

LB400, o Cycloclasticus oligotrophus.130, 132-138 La función fisiológica de estas GST´s frente al DNCB 

no está clara, aunque han sido asociadas a la resistencia a antibióticos y al EO.130,139 En Proteus 

mirabilis, por ejemplo, se han descrito tres GST´s. La isoforma PmGST B1-1, en particular, se ha 

relacionado con la defensa contra el EO y agentes antimicrobianos, pues la expresión del gen que 

la codifica se ve aumentada ante el estrés generado por DNCB, H2O2, fosfomicina o tetraciclina.140 

En específico para H. Alvei, no existen trabajos que ahonden en la relación agentes xenobióticos-

GST, mucho menos MP-GST. Al ser el único organismo perteneciente al género Hafnia, es difícil 

encontrar un paralelismo con organismos similares. Sin embargo, en bacterias de la familia 

Enterobacteriaceae, al cual pertenece este agente, se ha descrito la acción de una GST, que 

cataliza la adición de GSH a la molécula de fosfomicina (antibiótico) convirtiéndolo en un 

compuesto inactivo. Esta enzima es una metaloproteína dependiente de Mn+2 que requiere K+ 

para su óptima actividad catalítica.141-143. Existe la posibilidad, por tanto, de que un mecanismo 

similar sea llevado a cabo en Hafnia contra MP. También se ha encontrado que la enzima GST 

puede transformar el 4-hidroxi-2-nonenal (producto de la peroxidación lipídica capaz de causar 

daños mutagénicos en células bacterianas) en una molécula inocua. Lo cual explica el aumento de 

la actividad enzimática ante la exposición a CdCl2 en el T120 y la disminución de la producción de 

ERO´s (basadas en la medición de MDA, producto competidor con el HNE, y que, al verse 

disminuido, disminuirá la detección de ERO´s). El fenómeno inverso (incremento de ERO´s y 

disminución de la actividad GST), observado en el T10 para HgCl2, también puede discutirse en 

función de la relación de la enzima con el HNE. El hecho de que las ERO´s aumentaron, significa un 

mayor contenido de MDA, y un menor contenido de HNE. Esto último representa una menor 

actividad enzimática para contrarrestar este producto tóxico. 
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Si bien los resultados obtenidos resultan interesantes y promisorios, es sólo el primer paso 

respecto de conocer con mayor amplitud las características particulares del metabolismo MP-GST 

en H. Alvei. Un campo de investigación que se perfila amplio y prometedor. 

 

8.2 Candida Parapsilosis 
 

Siguiendo una estructura similar en cuanto a la presentación de resultados que en Hafnia, en C. 

Parapsilosis se muestra: 

❖ Determinación de concentraciones tolerantes e inhibitorias por medio de la evaluación del 

crecimiento radial. 

❖ Determinación de los tiempos de medición de los análisis bioquímicos en función de la 

cinética de crecimiento.  

❖ Análisis bioquímicos (Actividad de GST y Cuantificación de ERO´s). 

 

8.2.1 CRECIMIENTO RADIAL DE Candida Parapsilosis EXPUESTA A HgCl2 & CdCl2 

 

Para C. Parapsilosis/Hg (Tabla 10, 11 y Figura 35-izquierda) se observaron sutiles halos de 

inhibición de aproximadamente 0.65cm de diámetro (HgCl2: 0.05mM), los cuales incrementaron 

con respecto al aumento de la concentración de HgCl2. Para C. Parapsilosis/Cd (Tabla 10, 12 y 

Figura 35-derecha) el crecimiento se encontró más propicio, dado que la inhibición se presentó a 

concentraciones por encima de los 0.24mM. El crecimiento de C. Parapsilosis sólo se vio afectado 

para HgCl2 a los 0.05mM, es decir, a una concentración de 13.5ppm de la sal y 10ppm de este 

metal. Mientras que para Cd esta inhibición sólo se alcanzó a los 0.33mM (55ppm de la sal y 

33.7ppm del metal). Las designaciones mostradas en las tablas 10, 11 y 12 corresponden al mismo 

intervalo usado para H. alvei (Tabla 5).    
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Tabla 10. Diámetros de inhibición de C. Parapsilosis generados por las concentraciones de HgCl2 y CdCl2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. Parapsilosis 

[HgCl2] Halo 

inhibición 
[CdCl2] Halo 

inhibición 

1: 6.59Mm 2.26 cm 1: 6.59mM 3 cm 

2: 5.66Mm 2.06 cm 2: 5.66mM 2.76 cm 

3: 1.95mM 1.56 cm 3: 1.95mM 2.23 cm 

4: 0.75Mm 1.23 cm 4: 0.75mM 1.33 cm 

5: 0.67mM 1.13 cm 5: 0.67mM 1.33 cm 

6: 0.33mM 0.93 cm 6: 0.60mM 1.53 cm 

7: 0.24mM 0.93 cm 7: 0.33mM 1.05 cm 

8: 0.12mM 1 cm 8: 0.24mM --- 

9: 0.10mM 1 cm 9: 0.12mM --- 

10: 0.05mM 0.65 cm 10: 0.05mM --- 

11: 3x10-3mM --- 11: 0.01mM --- 

12: 5x10-4mM --- 12: 5x10-3mM --- 

13: 1x10-4mM --- 13: 1x10-4mM --- 

14: 5x10-5mM --- 14: 5x10-5mM --- 

15: 1x10-5mM ---   
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Figura 35. Diámetros de inhibición de C. Parapsilosis generados por las concentraciones de HgCl2 (izquierda) y CdCl2 (derecha). 
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Tabla 11. Halos de inhibición generados por HgCl2 en C. Parapsilosis. 

C. Parapsilosis/HgCl2 Concentraciones 1-5 Concentraciones 6-10 Concentraciones 11-15 

Asignación 

Diámetro de inhibición 
(cm) 

 

1 2 3 4 5 

2.2
6  

2.0
6 

1.5
6 

1.2
3 

1.1
3 

 

6 7 8 9 10 

0.9
3  

0.9
3 

1 1 0.6
5 

 

11 12 13 14 15 

---  --- --- --- --- 

 

Halo de inhibición  

 

 

 

Tabla 12. Halos de inhibición generados por CdCl2 en C. Parapsilosis. 

C. Parapsilosis/CdCl2 Concentraciones 1-5 Concentraciones 6-10 Concentraciones 11-15 

Asignación 

Diámetro de inhibición 
(cm) 

 

1 2 3 4 5 

3  2.7
6 

2.2
3 

1.3
3 

1.3
3 

 

6 7 8 9 10 

1.5
3  

1.0
5 

--- --- --- 

 

11 12 13 14 15 

---  --- --- --- --- 

 

Halo de inhibición 

   

 

Los resultados anteriores mostraron una tolerancia más acentuada para CdCl2, y menor para 

ambos metales en relación a Hafnia, sin embargo, C. Parapsilosis sigue mostrando un alto nivel de 

tolerancia para ambas especies de MP. Para levaduras, algunos de los mecanismos biológicos 

implicados en la supervivencia de estos organismos a la exposición a MP son la precipitación 

extracelular, la transformación de especies metálicas (reacciones oxido-reducción), la biosorción a 

paredes celulares, o la impermeabilidad.144 Otro de los mecanismos participantes es la formación 

de complejos entre el metal y distintos tipos de moléculas. Algunas de estas son las fitoquelatinas 

(FQ) o cadistinas, inducidas por la presencia de MP.145 Las metalotioneínas (MT) en particular, son 

proteínas ricas en cisteínas que pueden formar complejos MT-MP para captar distintos metales. 

Levaduras como S. cerevisiae, C. glabrata y S. pombe, por ejemplo, presentan un mecanismo 

predominante de captación de Cd basado en la formación del complejo MT-Cd.146 
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8.2.1.1 SELECCIÓN DE CONCENTRACIONES TOLERANTES E INHIBITORIAS DE MP EN Candida 

Parapsilosis  

 

El siguiente paso con respecto al estudio de esta especie consistió en la elección de las 

concentraciones a utilizar para realizar el posterior análisis de la actividad de la enzima GST y la 

cuantificación de ERO´s. Para ello se seleccionaron las concentraciones de Hg y Cd que generaron 

inhibición, un control, así como una concentración intermedia (mostradas en la Tabla 13). 

 
Tabla 13. Concentraciones seleccionadas para el análisis de la actividad de la GST y la cuantificación de ERO´s en C. Parapsilosis. 

Organismo Control [-] HgCl2 [+] HgCl2 [-] CdCl2 [+] CdCl2 

C. 
Parapsilosis 

--- 0.05mM 0.67mM 0.33mM 0.67mM 

 

 

8.2.2 CINÉTICA DE CRECIMIENTO DE Candida Parapsilosis 
 

Determinadas las concentraciones para las pruebas bioquímicas, se procedió a elegir los tiempos 

de análisis. Para ello se desarrolló una cinética de crecimiento basada en métodos 

espectrofotométricos y conteos de microorganismos (Figura 36).  
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Ambos métodos se mostraron concordantes respecto al tiempo exponencial en el cual el 

metabolismo del organismo se encontrase más activo (T9-T11) siendo el T10 el adecuado para 

realizar los análisis bioquímicos correspondientes.  

 

8.2.3 Candida Parapsilosis – ANÁLISIS BIOQUÍMICOS: ACTIVIDAD GST & 

CUANTIFICACIÓN ERO´s 

 

Los resultados mostrados con anterioridad se utilizaron para establecer las concentraciones y los 

tiempos de medición (T0, T10 y T56 (este último se designó con la intención de seguir el patrón de 

comportamiento del organismo en un tiempo fuera del periodo establecido)) para la 

cuantificación y la actividad de las ERO´s y GST, respectivamente. Los resultados y el análisis 

efectuado a partir de ellos, para cada MP (CdCl2 y HgCl2) se muestran a continuación. El análisis 

estadístico de las mediciones bioquímicas se realizó mediante un ANOVA de una sola vía, 

utilizando como prueba conclusiva la prueba de comparación por Tukey. Los valores de p <0.05 se 

consideraron significativos. 

 

8.2.3.1 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s Cd-T0, T10 y T56 (HORAS) 

 

La comparación entre la actividad de GST y la presencia de ERO´s mostró, al T0 (Figura 37), una 

nula relación entre ambas, donde la actividad enzimática decrece con el aumento de CdCl2 

mientras la concentración de ERO´s no muestra cambio significativo. En tanto, para el T10 (Figura 

38), se observa un decremento de la enzima para la concentración baja, pero un aumento, incluso 

con respecto al organismo control, en la concentración alta. Esto sugiere que en el periodo en el 

cual el metabolismo de la levadura se encontró más activo para la cinética medida, el factor dosis-

respuesta (Cd+2-GST) es relevante en el comportamiento de la enzima. Lo mismo podría decirse 

para el T56 (Figura 39), pero en un sentido distinto, pues, en este periodo, la actividad de la GST se 

ve aumentada como respuesta a la dosis baja del metal, en tanto que se reestablece (respecto al 

control) o decrece (respecto a la baja concentración de CdCl2), para la concentración más alta. Los 

diferentes comportamientos de la enzima en estos últimos dos periodos, podrían bien responder 

también la actividad metabólica propia del organismo, promovido y regulado por su ambiente 

(nutrientes disponibles) y su tasa de crecimiento y desarrollo. 
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8.2.3.2 COMPARACIÓN ACTIVIDAD GST & PRODUCCIÓN ERO´s-Cd EN FUNCIÓN DE LA 

CONCENTRACIÓN 

 

La descripción realizada en el apartado anterior sobre la actividad enzimática en los tiempos 10 y 

56, se visualizan con más claridad en la Figura 40. En el T10 se observó un aumento de hasta 2 

unidades en la concentración alta (0.67mM) con respecto a la concentración baja del metal 

(0.33mM), y de 0.89 unidades comparando la primera con el control. En tanto, para las 56 horas 

de exposición, el incremento de la actividad se generó en la concentración baja (de 0.63 unidades 

con respecto a la alta concentración y 0.85 respecto al control). 

En relación al comportamiento de ERO´s en el microorganismo, el crecimiento de estas con la 

presencia del metal se produjo en los tiempos T10 y T56 (de hasta 247 unidades en el T10 con 

respecto al grupo control, y de 29 unidades para el T56 usando la misma comparación). Estos 

datos muestran la participación directa del CdCl2 en la producción de ERO´s en C. Parapsilosis, en 

particular, en el T10, donde se genera un mayor incremento, lo cual denota la importancia del 

periodo de exposición en la interacción MP-C. Parapsilosis (Figura 38). 
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Figura 40. Actividad GST en C. Parapsilosis – Comparativo en Función de la Concentración de CdCl2. Los análisis estadísticos se 
dividieron en función de los tiempos (T0, T10 y T56). En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en 
cada uno el comportamiento de la enzima de acuerdo las distintas concentraciones de CdCl2 utilizadas. 
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8.2.3.3 COMPARACIÓN ACTIVIDAD GST & PRODUCCIÓN ERO´s-Cd EN FUNCIÓN DEL TIEMPO 

 

Evaluando la actividad de la enzima en función del tiempo, se encontró que en el grupo control, la 

enzima se vio disminuida con el avance de las horas. Para la concentración baja (0.33mM), esta 

también decreció con el paso del tiempo, sin embargo, transcurridas 10 horas es cuando se 

observó la menor actividad, y después de 56 horas, esta volvió a aumentar. Es en la concentración 

alta de la sal metálica (0.67mM) cuando se encontró un aumento significativo de la actividad de la 

enzima con respecto al grupo control (de 1.6 unidades), dado 10 horas de exposición. 

Posteriormente, a las 56 horas, esta volvió a decrecer (Figura 42).   

El comportamiento de las ERO´s, visualizado en función del tiempo, presentó un patrón de 

comportamiento en las tres secciones del gráfico. Tanto para el control, como para las 

concentraciones de CdCl2, se observó que en el T10 fue donde se presentó una mayor cantidad de 

especies reactivas, acentuándose este comportamiento en presencia del agente tóxico. Lo que 

sugiere una importancia subyacente del periodo de exposición del CdCl2, con respecto al daño 

oxidativo generado en el organismo (Figura 43). Por otro lado, cuando se evaluaron en conjunto 

las comparaciones de la enzima y las ERO´s en función del tiempo, específicamente para las 

exposiciones al MP, en el T10, se extrajeron dos comportamientos diferentes. 1) Que, para la 

concentración baja (0.33mM), cuando las ERO´s aumentan, por causa del CdCl2, la actividad 

enzimática se presenta en su rango más bajo. Y 2) en la alta concentración de Cd+2, cuando se 

propicia el máximo incremento de ERO´s, la actividad enzimática también se ve expresada en su 
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Figura 41. Cuantificación ERO´s en C. Parapsilosis – Comparativo en Función de la Concentración de CdCl2. Los análisis 
estadísticos se dividieron en función de los tiempos (T0, T10 y T56). En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se 
analizó en cada uno el comportamiento de ERO´s de acuerdo las distintas concentraciones de CdCl2 utilizadas. 
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punto más alto. Lo anterior refleja que el comportamiento de la enzima responde a la toxicidad de 

CdCl2 bajo una estrecha relación dosis-tiempo de exposición, relacionada al metabolismo celular 

del organismo. Pues es importante recordar que a las 10 horas es cuando se genera el pico 

máximo de crecimiento y desarrollo celular de C. Parapsilosis.   
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Figura 43. Cuantificación ERO´s en C. Parapsilosis – Comparativo en Función del tiempo (CdCl2). Los análisis estadísticos se 
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Bajo las observaciones generadas se substrajeron las siguientes conclusiones: 

 El MP Cd+2 (CdCl2) es capaz de propiciar la producción de ERO´s en C. Parapsilosis. Dicha 

inducción está ligada al periodo de exposición del metal, viéndose acentuado éste al 

transcurrir 10 horas, bajo un intervalo medido de T0-T56 (horas), con independencia de la 

dosis suministrada. 

 El comportamiento de la enzima GST en C. Parapsilosis, responde a la toxicidad de CdCl2 

bajo una determinada relación dosis-tiempo de exposición. Viéndose disminuida a sus 

estándares más bajos en el T10, para la mínima concentración del metal (0.33mM), pero 

aumentada a su nivel más alto, en el mismo periodo, para la concentración más alta 

(0.67mM). Lo cual sugiere una capacidad de respuesta del organismo utilizando la enzima 

para combatir la producción de ERO´s generada por la intoxicación por CdCl2 suministrado 

en altas concentraciones.  

 La conclusión anterior se ve reforzada al observar el comportamiento enzimático en la 

comparación en función del tiempo (Figura 42), para el T56, alta concentración, y 

compararla con la presencia de ERO´s en la Figura 43, para el mismo tiempo y la misma 

concentración. Allí se observa una disminución, tanto de ERO´s como de la actividad de la 

enzima, transcurridas 56 horas, lo que denota que la enzima responde a la peroxidación de 

lípidos generado por el Cd+2. Así pues, una vez reestablecidas las ERO´s en el T56, la 

actividad enzimática se ve disminuida, respondiendo a los bajos niveles de especies 

reactivas.  

 El metabolismo celular del organismo desempeña un papel clave en la respuesta 

bioquímica a la exposición al CdCl2. En el T10 es cuando se genera el pico máximo de 

crecimiento y desarrollo celular, y es en este periodo cuando se observa una mayor 

producción de ERO´s, y una respuesta enzimática relacionada a la concentración del metal 

(baja para la menor concentración, y alta para la concentración más elevada). 

 

8.2.3.4 ACTIVIDAD GST Y CUANTIFICACIÓN ERO´s Hg-T0, T10 & T56 (HORAS) 

 

Al igual que sucedió con el CdCl2, para HgCl2, en el T0, no se percibió una relación existente entre 

el comportamiento de GST y el de las ERO´s, debido, posiblemente, a la homeostasis metabólica 

del microorganismo, sin un agente tóxico que la perturbe (Figura 44). Por otro lado, en el T10, se 

observó, en la concentración alta del metal, la disminución de la enzima (en 0.89 unidades con 

respecto al control), al tiempo que aumentaron las ERO´s hasta en 70 unidades (Figura 45). Un 

fenómeno contrario es visualizado transcurridas 56 horas (Figura 46). En este tiempo, se vio un 

aumento en la actividad de la enzima ante la presencia a Hg+2 (en 0.5 unidades). En el mismo 

periodo y para las mismas concentraciones del metal, las ERO´s disminuyeron en 40 unidades. En 

este caso, es necesario saber las condiciones metabólicas de la levadura, si se encuentra 
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envejecida o su capacidad de adaptación, sin embargo, al igual que sucedió con H. alvei en un 

periodo prolongado de exposición, el aumento de la actividad de la enzima, al tiempo que se 

generó un decremento en las ERO´s, puede deberse a la capacidad de la GST para detoxificar el 

HNE, producto competidor del MDA en la lipoperoxidación.229 
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Los tres diferentes comportamientos evidencian la importancia del tiempo en la reacción 

enzimática de parte de la GST (la enzima parece reaccionar a la intoxicación por MP, aumentando 

su actividad, transcurridas 56 horas de exposición, como posible mecanismo de reacción ante la 

toxicidad generada por Hg+2), y como este comportamiento evoluciona dependiendo de las horas 

transcurridas, aumentando su estatus como enzima reactiva dependiente del tiempo para agentes 

xenobióticos, en este particular caso, para MP (HgCl2). 

 

8.2.3.5 COMPARACIÓN ACTIVIDAD GST, PRODUCCIÓN ERO´s-Hg EN FUNCIÓN DE LA 

CONCENTRACIÓN 

 

En el gráfico de ERO´s comparativo de las concentraciones de HgCl2 se observó un aumento de 

estas en los T10 para la superior concentración de Hg+2 (Figura 48). En el mismo periodo, para la 

misma concentración de Hg+2, La actividad de GST disminuyó (Figura 47). En cambio, al T56, se vio 

una disminución de ERO´s con respecto al control para ambas concentraciones del agente 

xenobiótico (Figura 48), comportamiento descrito con anterioridad, junto al aumento de la acción 

enzimática para el mismo periodo (Figura 47).  

Ambos conjuntos de resultados sostienen la hipótesis descrita con anterioridad, respecto al papel 

que desempeña el producto competidor (HNE) del MDA en la lipoperoxidación y como pudo 

afectar la producción de ERO´s y la actividad GST (a mayor HNE, menor producción de ERO´s 

medida a través del método de MDA, y mayor actividad enzimática, y viceversa).229 Ahora bien, en 

el caso de C. Parapsilosis-Hg, la producción mayoritaria de uno u otro producto parece ser 

dependiente del tiempo. Cuando el metabolismo de C. Parapsilosis se encuentra más activo (T10), 

hay una mayor producción de MDA, y una menor actividad enzimática. Por el contrario, al T56, se 
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favorece la generación de HNE, con el consecuente aumento de la actividad de GST para 

inactivarlo.  
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Figura 47. Actividad GST en C. Parapsilosis – Comparativo en Función de la Concentración de HgCl2. Los análisis estadísticos se 
dividieron en función de los tiempos (T0, T10 y T56). En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en 
cada uno el comportamiento de la enzima de acuerdo las distintas concentraciones de HgCl2 utilizadas. 
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Figura 48. Cuantificación ERO´s en C. Parapsilosis – Comparativo en Función de la Concentración de HgCl2. Los análisis 
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analizó en cada uno el comportamiento de ERO´s de acuerdo las distintas concentraciones de HgCl2 utilizadas. 
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8.2.3.6 COMPARACIÓN ACTIVIDAD GST, PRODUCCIÓN ERO´s-Cd EN FUNCIÓN DEL TIEMPO 

 

La comparativa en función del tiempo del comportamiento de las ERO´s de acuerdo a la presencia 

de HgCl2 muestra un aumento claro del estas para el T10, donde los niveles se disparan (Figura 

50). Si, además, este comportamiento se compara con el gráfico de la actividad de GST en función 

del tiempo (Figura 49), se encuentra un punto (T10[-]Hg) donde también la actividad aumenta, 

incluso, por sobre los niveles del control, denotando el punto de convergencia del más alto 

comportamiento de la actividad enzimática y la concentración de ERO´s. 
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Figura 49. Actividad GST en C. Parapsilosis – Comparativo en Función del tiempo (HgCl2). Los análisis estadísticos se dividieron en 
función de las concentraciones. En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en cada uno el 
comportamiento de la enzima de acuerdo los distintos tiempos utilizados. 
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8.2.3.7 ANÁLISIS MP-Candida Parapsilosis- ERO´s-GST 

 

Algunos estudios dedicados a las GST´s en levaduras han mostrado la inducción de la enzima por 

DNCB o por moléculas parecidas estructuralmente a este, como el o-dinitrobenceno (o-DNB) en 

Issatchenkia orientalis.147 

En levaduras pertenecientes al género Candida, como C. albicans y C. glabrata, se ha estudiado la 

actividad de la enzima en condiciones de EO por agentes no metálicos, como el fluconazol, donde 

se observó una respuesta dependiente de la naturaleza de estos agentes.148,149 En particular, para 

C. Parapsilosis, no existen estudios sobre el comportamiento de la enzima, y aún menos de esta 

bajo condiciones de EO y/o exposición a MP. Sí existen, empero, estudios en células de levaduras 

como S. cerevisiae (un organismo modelo muy estudiado en investigación), que indican que las 

GST puede proteger contra la toxicidad por cadmio en las células de levadura al mediar en el 

secuestro de complejos de cadmio-glutatión en los compartimentos vacuolares.150,151 El estudio de 

Cd-GST para C. Parapsilosis indicó que el comportamiento de la enzima GST en este organismo 

responde a la toxicidad de CdCl2 bajo una determinada relación dosis-tiempo de exposición 

(transcurridas 10 horas de exposición a 0.67mM de la especie química), posiblemente utilizando 

un mecanismo similar al descrito en S. cerevisiae. 

Respecto a Hg, Schizosaccharomyces pombe ha mostrado respuesta al EO inducido por sustancias 

como menadiona y HgCl2, la enzima GST en estos estudios vio incrementada su actividad ante la 

presencia a estos agentes, lo que sugiere su participación en la defensa contra el EO.152,153  
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Figura 50. Cuantificación ERO´s en C. Parapsilosis – Comparativo en Función del tiempo (HgCl2). Los análisis estadísticos se 
dividieron en función de las concentraciones. En el gráfico se señala cada división con líneas punteadas. Se analizó en cada uno 
el comportamiento de ERO´s de acuerdo los distintos tiempos utilizados. 
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Los resultados observados en este trabajo, mostraron que la respuesta bioquímica de C. 

Parapsilosis al estrés provocado por HgCl2 se tornan dependientes del tiempo. Al no existir 

bibliografía específica para esta relación, se vuelve pues, importante, el diseño de nuevos 

proyectos de investigación, complementarios a este, destinados a seguir elucidando la función de 

defensa de la enzima GST contra MP como Cd y Hg en organismos como C. Parapsilosis. 

 

8.3 Penicillium sp 
 

Continuando la estructura de presentación de resultados precedente, en P. sp se muestra: 

❖ Determinación de concentraciones tolerantes e inhibitorias y determinación de los tiempos 

de medición de los análisis bioquímicos en función de la cinética de crecimiento.  

❖ Análisis bioquímicos (Actividad de GST y Cuantificación de ERO´s). 

 

8.3.1 CINÉTICA DE CRECIMIENTO DE Penicillium sp & DETERMINACIÓN DE 

CONCENTRACIONES TOLERANTES E INHIBITORIAS DE HgCl2 & CdCl2 

 

La estrategia experimental desarrollada para P. sp permitió evaluar la cinética de crecimiento 

colonial del organismo por el método de picadura en medio Sabouraud y su capacidad de 

tolerancia bajo concentraciones de HgCl2 y CdCl2 establecidas en un intervalo de 0.75mM-6.59mM. 

Los resultados, presentados en las Figuras 51-54, mostraron una respuesta a la toxicidad de HgCl2 

más acentuada que en CdCl2. La cinética de P.sp-HgCl2 por ejemplo, ilustrada en la figura 51, 

denotó que las concentraciones de 5.66 y 6.59 mM inhibieron por completo el crecimiento del 

microorganismo. Sin embargo, a menores concentraciones, tales como 1.95 y 0.75 mM, si bien se 

observó un retardo en el comienzo del crecimiento, este se vio favorecido con el transcurso del 

tiempo, llegando casi a igualar (en el caso del microorganismo expuesto a 0.75mM de HgCl2) el 

diámetro de crecimiento del sembrado de partida de la muestra control. 

Lo anterior, no obstante, no significa que a ese tiempo el crecimiento de P. sp-0.75mM de HgCl2 se 

haya igualado con el de la muestra control, dado que para esos momentos dicha muestra contaba 

ya con más de 40 colonias distribuidas por todo el medio de cultivo (Figura 52). Significa, empero, 

que el metabolismo del hongo, aunque ralentizado por la presencia de MP, sigue activo a 

concentraciones de 0.75 y 1.95mM.  
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En el caso de P.sp- CdCl2 se vislumbró un fenómeno similar al descrito con anterioridad en P.sp- 

HgCl2, con una respuesta contra la toxicidad por cadmio menos acentuada que en la de mercurio. 

Al igual que en el sistema anterior, las concentraciones de 5.66 y 6.59 mM de CdCl2 inhibieron por 

completo el crecimiento y desarrollo del organismo, en tanto que en concentraciones inferiores, 

como 0.75mM y 1.95mM, sólo se observó un crecimiento notable a partir del duodécimo y décimo 

cuarto día, respectivamente (Figura 53).  
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Figura 52. Crecimiento colonial de P. sp. Izquierda: Control-18 días, Derecha: 0.75 mM HgCl2-18 días 
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En ambos casos, tanto para la Figura 51 como para la Figura 53, se hace una comparación del 

crecimiento colonial de P. sp-control con P. sp- 0.75mM metal (para la Figura 53 la comparación se 

muestra en la Figura 54), dado que, de todo el espectro de concentraciones utilizado, en ésta en 

particular fue donde el crecimiento del organismo fue más propicio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El hecho de que el metabolismo de P. sp, aún ralentizado, haya permitido el crecimiento del 

organismo a concentraciones de 0.75 y 1.95mM, sugiere la acción de mecanismos de 

supervivencia respondiendo ante la toxicidad generada por los MP. En hongos, algunos de los 

mecanismos operantes consisten en reacciones oxido-reducción cuya finalidad es la 

transformación de estos cationes metálicos a especies menos nocivas para el organismo, que 

incluso puedan ser excretadas por este. Otros tipos de mecanismos consisten en la 
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Figura 54. Crecimiento colonial de P. sp. Izquierda: Control-18 días, Derecha: 0.75 mM CdCl2-18 días 
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impermeabilidad selectiva contra los MP o la quelación de estos a través de la formación de 

complejos con moléculas inducidas por los hongos. 154, 155  

En relación a la mejor capacidad de respuesta de P. sp en Hg con respecto a Cd, esto entra en 

concordancia con el comportamiento de otros organismos del mismo género Penicillium, tales 

como P. valunky y P. digitatum, donde la capacidad de tolerancia de estos organismos a Cd+2 se ha 

encontrado nula con respecto a otros MP como Pb+2 o Cr+6.156 Así, el comportamiento inverso de 

P. sp contrastado con la tolerancia de H. alvei y C. Parapsilosis para Hg y Cd promueve un 

panorama de opciones más amplio en cuanto al estudio de las especies seleccionadas para la 

investigación y su relación con los MP y los mecanismos que utilizan para detoxificar estas 

especies químicas. 

 

8.3.2 Penicillium sp – ANÁLISIS BIOQUÍMICOS: ACTIVIDAD GST Y CUANTIFICACIÓN 

ERO´s 

 

Los parámetros utilizados para los análisis bioquímicos se basaron en los resultados obtenidos en 

los experimentos precedentes. Para ambas especies químicas (CdCl2 y HgCl2) se estableció un 

tiempo de análisis utilizando como criterio el máximo crecimiento del organismo, tomando en 

cuenta que en este periodo el metabolismo de P. sp se encontraba altamente activo. Así pues, se 

establecieron también las concentraciones de exposición (0.75mM y 1.95mM) para ambos MP. En 

las cuales el microorganismo fue capaz de desarrollarse. 

Las mediciones en la actividad de la enzima y la cuantificación de ERO´s se muestran a 

continuación.  
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8.3.2.1 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s Cd-T18 (DÍAS) 

 

Los análisis bioquímicos para P. sp-Cd mostraron una invariancia en los niveles activos de la 

enzima, independiente de la dosis del metal. En el caso de la producción de ERO´s, las 

concentraciones de Cd+2 no generaron un aumento significativo en el organismo. Conociendo, por 

tanto, la premisa respecto a la naturaleza de la GST (enzima de respuesta ante el estrés y agentes 

xenobióticos), el comportamiento enzimático mostrado en la Figura 55 es concordante con la 

función establecida, pues, dado que no existe un aumento en las ERO´s al cual responder, no 

existe la necesidad, por tanto, de un aumento en la inducción de la actividad de la GST. Por otro 

lado, la falta de ERO´s se puede deber a la acción de otros mecanismos antioxidantes y/o 

especializados en el tratamiento contra MP. 

 

8.3.2.2 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s Hg-T18 (DÍAS) 

 

Referente a los análisis con HgCl2, se pudo observar un aumento de 0.4 unidades (respecto al 

control) en la actividad de la enzima ante la exposición a la concentración baja del metal 

(0.75mM), aumento que decreció, pero se mantuvo significativo, para la concentración alta. En 

términos de especies reactivadas generadas, se originó un incremento (en 188 unidades respecto 

al grupo control) bajo la exposición a la concentración elevada de la especie química (1.95mM). El 

incremento temprano de la actividad de la enzima sugiere una pronta respuesta ante la presencia 

de HgCl2, lo cual podría explicar por qué el crecimiento del organismo se vio favorecido con 

respecto al tratamiento con CdCl2 (Figuras 51-54). A decir: La pronta reacción de la enzima GST 

contra el HgCl2 y el posterior incremento de ERO´s por este, promoviendo una respuesta 

nulificadora de los efectos adversos en el crecimiento y desarrollo metabólico de P. sp. 
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Figura 55. Actividad GST y producción ERO´s en P. sp – T18 (días) sometido a tratamientos de CdCl2: T18CCd= Control, T18[-]Cd= 
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El hecho de que la enzima se haya activado, incluso antes del aumento de las ERO´s sugiere la 

acción de mecanismos previos a la activación de la maquinaria antioxidante. En organismos 

fúngicos, reacciones de oxido-reducción, impermeabilidad selectiva o la quelación contra MP son 

algunos de los procesos por los cuales se pueden detoxificar estas especies químicas.154,155 Es pues, 

factible pensar, que la enzima GST de hongos como P. sp, del mismo modo que sucede con 

algunas levaduras, sea capaz de mediar en el secuestro de complejos de MP-GSH.150,151 

 

 

De ambos análisis se pueden extraer las siguientes conclusiones: 

 La actividad de la enzima GST no se vio afectada por los tratamientos con CdCl2, al mismo 

tiempo, no se observó generación de especies reactivas por ningún tratamiento con este 

metal. Lo cual puede significar que, para CdCl2, los mecanismos del organismo, como la 

acción de MT, tienen una importante participación en la detoxificación de la especie 

química. Así mismo, los resultados implican que la respuesta de la enzima se encuentra 

ligada a la generación de ERO´s.  

 En el tratamiento con HgCl2, la enzima vio aumentada su actividad en concentraciones del 

metal por debajo del cual este generó un aumento en las ERO´s. Este hecho parece 

denotar que la función de la GST en ciertos organismos, en este caso, en P. sp, para 

moléculas como el HgCl2, trasciende la función de respuesta antioxidante, e interviene en 

mecanismos más directos en la inactivación del metal.  

 El mejor crecimiento de parte de P. sp para Hg+2, con respecto a Cd+2 puede explicarse en 

virtud de la conclusión anterior. A decir: Dado que es posible que la enzima GST intervenga 

en mecanismos que actúan directamente sobre el Hg+2 y no únicamente sobre la 

generación de ERO´s, entonces es factible que esta promueva una respuesta que 

neutralice, en cierta medida, los efectos adversos en el crecimiento y desarrollo 

metabólico de P. sp. 
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La potencialidad de la enzima GST en los mecanismos de reacción contra MP, y la resistencia de P. 

sp. contra estos mismos, abre la posibilidad de nuevas investigaciones con estrategias destinadas a 

encontrar una aplicación en la biorremediación de ecosistemas contaminados. Existen ya trabajos 

que utilizan microorganismos con ese fin. Se han utilizado diferentes cepas microbianas para la 

remediación de MP como Cd, Cr, Hg, Cu o Zn, entre muchos otros, en los cuales se han evaluado 

desde bacterias, hasta levaduras como C. Blankii y hongos como Penicillium brevicompactum, 

perteneciente al mismo género de P. sp.157-160 

 

8.4 Rattus Norvegicus (Wistar) 
 

8.4.1 TRATAMIENTO & ANÁLISIS DE Rattus Norvegicus (Wistar) A HgCl2 & CdCl2. 
 

Los resultados del último organismo abordado en este proyecto de investigación partieron desde 

la realización de tratamientos efectuados a ratas de la cepa Wistar expuestas vía oral a HgCl2 y 

CdCl2 por periodos de 1, 2, 3 y 4 semanas.111 Se utilizaron grupos de 6 ratas por cada tratamiento. 

En la Tabla 14 se muestran todos los grupos de tratamientos realizados. Se recolectaron muestras 

de orina, hígado, riñón y cerebro. 

 
Tabla 14. Tratamientos por MP a Ratas de la cepa Wistar 

TRATAMIENTOS 

𝐂𝐝𝐂𝐥𝟐 (50mg/Kg de peso) 𝐇𝐠𝐂𝐥𝟐 (25mg/Kg de peso) 
1 Semana 2 Semanas 3 Semanas 4 Semanas 1 Semana 2 Semanas 3 Semanas 4 Semanas 

Cerebro Cerebro Cerebro Cerebro Cerebro Cerebro Cerebro Cerebro 

Riñón Riñón Riñón Riñón Riñón Riñón Riñón Riñón 

Hígado Hígado Hígado Hígado Hígado Hígado Hígado Hígado 

Orina Orina Orina Orina Orina Orina Orina Orina 
 

Una vez llevado a cabo los tratamientos y el sacrificio de las ratas se extrajeron los órganos de 

cerebro, hígado y riñón, además de la recolección de muestras de orina. Para estas últimas se 

realizó un examen general de orina (EGO) junto a la cuantificación de proteína por el método de 

Lowry y la actividad de GST. En el caso de los órganos, estos se pesaron y se procesaron 

adecuadamente para su posterior homogenizado. La cuantificación por el método de Lowry, la 

medición de la actividad de la GST y la cuantificación de ERO´s fueron realizadas a todos los 

órganos por las metodologías descritas en los apartados 7.3, 7.4 y 7.5, respectivamente (Tabla 15). 
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Tabla 15. Análisis realizados por tratamientos 

TRATAMIENTOS 

𝐂𝐝𝑪𝒍𝟐 (50mg/Kg de Peso) 𝐇𝐠𝐂𝐥𝟐 (25mg/Kg de peso) 
1 Semana 2 Semanas 3 Semanas 4 Semanas 1 Semana 2 Semanas 3 Semanas 4 Semanas 

C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O 

C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O 

C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O 
C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O C H R O 
 

 

 

8.4.2 ANÁLISIS BIOQUÍMICOS DE Rattus Norvegicus (Wistar) TRATADAS CON CdCl2 

 

8.4.2.1 PESO DE ROEDORES CdCl2. 

 

Junto a los análisis bioquímicos, se realizaron una serie de evaluaciones morfológicas y un 

seguimiento de parámetros destinados a comparar el estado de los organismos y órganos 

utilizados entre los distintos tratamientos. Uno de los parámetros evaluados fue el peso de los 

roedores en el estado inicial y final de los procedimientos. La dinámica de comparación se efectuó 

midiendo, tanto para el grupo control como para el tratado con CdCl2, el estado inicial vs el peso 1 

semana, peso 1 semana vs peso 2 semanas, peso 2 semanas vs peso 3 semanas y peso 3 semanas 

vs peso 4 semanas. Las diferencias significativas (con valor p<0.05) de pérdida o ganancia de peso, 

se observan en la Tabla 16. 

Tabla 16. Peso corporal de las ratas Wistar. Comparación entre semanas. Primer bloque correspondiente al grupo control. 
Segundo bloque correspondiente al tratamiento con CdCl2 (n=6). 

Comparación - Control Peso Inicial Peso Final Diferencia 

Inicial vs 1 semana 266.4±8.2b 282.8±10.9a +16.4 (Significativa) 

1 semana vs 2 semanas 282.8±10.9b 300.9±11.2a +18.65 (Significativa) 

2 semanas vs 3 semanas 300.9±11.2b 322.4±10.3a +21.5 (Significativa) 

3 semanas vs 4 semanas 322.4±10.3a 325.3±16.4a +2.9g (No significativa) 

Comparación – CdCl2 Peso Inicial Peso Final Diferencia 

Inicial vs 1 semana 273.5 ±4.6b 301.9±5.9a +28.4(Significativa) 

1 semana vs 2 semanas 301.9±5.9a 284.6±13.2b -17.3(Significativa) 

2 semanas vs 3 semanas 284.6±13.2b 302.4±8.9a +17.8(Significativa) 

3 semanas vs 4 semanas 302.4±8.9a 299±13.2a -3.27(No significativa) 

 

 

Análisis 

EGO 

Lowry 

GST 

ERO´s 

Nota: Cada letra corresponde a una muestra especifica (C= Cerebro, H= Hígado, R= Riñón y O= Orina). Las letras marcadas en 

verde se refieren a que estas no fueron analizadas por el método respectivo atribuido en la tabla. 
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Los análisis mostraron cambios significativos en el peso en las comparaciones: inicio vs 1 semana, 

1 semana vs 2 semanas y 2 semanas vs 3 semanas, para ambos grupos. Sin embargo, mientras que 

para el grupo control la tendencia fue en todas las comparaciones un aumento de peso, para el 

grupo con CdCl2 se observó una pérdida significativa de peso de 17g en la comparación 1 semana 

vs 2 semanas. E incluso, aunque no significativa estadísticamente, en la comparación 3 semanas vs 

4 semanas, se observó también una pérdida de 3g para este grupo. Lo cual sugiere un desbalance 

metabólico en el grupo expuesto a CdCl2, desbalance originado por esta especie química.  

 

8.4.2.2 EXAMEN GENERAL DE ORINA (EGO) EN RATAS Wistar-CdCl2. 

 

El examen general de orina (EGO) o uroanálisis, se realizó con una tira reactiva 10 LG parameter 

Urine Reagent Strip 100 Strips URI-10P, y se muestra en la Tabla 17. Este describe un grupo de 

pruebas tamiz con capacidad para detectar enfermedad renal o sistémica.198 

Los resultados mostraron la presencia de leucocitos (Cd-1Sem, Cd-3Sem y Cd-4Sem), nitritos (50% 

de la población de Cd-3Sem), proteína (con valores de entre 17 y 15 mg/dL), cetonas en 50% de la 

población de los tratamientos de Cd-2, 3 y 4 semanas. Urobilinógeno y bilirrubina. Es importante 

señalar que resultados positivos no significan necesariamente la presencia de patologías renales 

severas. Por ejemplo, en el caso de la presencia de proteínas, esta no constituye una prueba 

indudable de nefropatía. Los valores negativos resultan en un rango menor a los 10mg/dL, sin 

embargo, se considera proteinuria cuando la excreción urinaria de proteínas es superior a los 

150mg/día.198 En el caso del tratamiento Cd-1Sem, 1 de las 6 ratas expuestas a este presentó 

valores elevados de proteína (300mg/dL), lo que indica proteinuria renal provocada por una 

susceptibilidad individual mayor, presumiblemente a la exposición al metal, de esta con respecto a 

los demás sujetos de estudio de este grupo.  

Los valores negativos a la presencia de cetonas se encuentran por debajo de los 5mg/dL. Por lo 

cual, los resultados positivos del 50% de la población de los tratamientos de Cd-2, 3 y 4 semanas 

están en el límite. La cetonuria (no diabética), usualmente está relacionada con una dieta baja en 

carbohidratos, o bien por un consumo elevado de proteínas. En el caso del urobilinógeno y la 

bilirrubina, la presencia de estos (como es el caso de varias ratas expuestas a CdCl2) puede servir 

como indicador de daño hepatocelular, incluso antes de que se presenten manifestaciones 

clínicas.199 La posibilidad de un daño hepático tomada en cuenta del uroanálisis puede 

relacionarse con el aumento en la actividad de la GST en el hígado (Figura 58), esto como 

respuesta a la toxicidad derivada del Cd+2. 187-189   

Los resultados positivos de nitritos en 3 ratas de Cd-3Sem y de leucocitos en los grupos Cd-1, 3 y 4 

semanas, indican la presencia de bacterias y de posibles infecciones urinarias. Pues estas dos 
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pruebas son utilizadas en conjunto para detectar bacteriuria (la mayoría a causa de bacterias gram 

negativas) e infecciones con un recuento mayor a 105 UFC/mL.198-200 

Las pruebas restantes: gravedad específica, pH, glucosa y sangre. Presentaron valores encontrados 

dentro de los estándares de referencia. Lo cual descarta patologías como insuficiencia suprarrenal, 

glucosuria, insuficiencia renal, acidosis tubular y hematuria por daño glomerular o renal, entre 

otras.198 

Tabla 17. Análisis EGO para muestras de orina-Tratamientos CdCl2 (n=6). 

Análisis Control Cd-1Sem Cd-2Sem Cd-3Sem Cd-4Sem 

Volumen (mL) 43.5±9.58 35±5.32 61.66±38.01 40.5±9.83 44.6±8 

Gravedad 
especifica 

1.00±2.5x10-3 1.01±0.01 1.00±5x10-3 1.00±5x10-3 1.00±2x10-3 

pH 7.75±0.28 6.66±0.57 6.66±0.25 6.75±0.41 7.66±0.25 

Leu (Leu/µL) --- (50%) 
/15(33.3%) 
/70(16.6%) 

15(66.6%) 
/125(33.3%) 

--- --- (50%) 
/15(33.3%) 
/70(16.6%) 

--- (66.66%) 
/15(33.3%) 

Nitritos --- --- --- --- (50%) / +(50%) --- 

Proteína (mg/dL) 15 15(83.33%) / 300 
(16.6%) 

17.5±6.12 15±9.48 15 

Glucosa --- --- --- --- --- 

Cetonas (mg/dL) --- (50%) /5(50%) --- --- (50%) /5(50%) --- (50%) /5(50%) --- (50%) 
/5(50%) 

Urobilinógeno 
(mg/dL) 

--- 0.2 (66.6%) / --- 
(33.3%) 

0.2±3.04x10-17 0.2±3.04x10-17 --- 

Bilirrubina --- --- ---(66.6%) 
/1(33.3%) 

---(50%) /1(50%) ---(83.3%) 
/1(16.6%) 

Sangre  --- --- --- --- --- 

 

 

 

Las Figuras 57, 58 y 59 muestran los resultados de las pruebas de actividad enzimática y 

producción de ERO´s para los órganos cerebro, hígado y riñón, respectivamente. Para cada prueba 

se realizó un análisis estadístico ANOVA de una sola vía, utilizando como prueba conclusiva la 

prueba de comparación por Tukey. Los valores de p <0.05 se consideraron significativos. 
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8.4.2.3 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s -Cd-CEREBRO 

 

En el análisis del cerebro se observó una disminución, si bien no directamente proporcional, tanto 

de la actividad de GST como de la producción de ERO´s (Figura 54). La hipótesis del proyecto 

plantea una tendencia opuesta, sin embargo, este resultado puede ser explicado en función de 

otro factor.  

Como se ha mencionado con anterioridad, la enzima GST funge como un factor de respuesta 

cuando el sistema antioxidante falla y no es capaz de contrarrestar el EO ocasionado por MP. Sin 

embargo, no es el único mecanismo de defensa contra este tipo estrés. Estudios previos han 

investigado la capacidad de otra proteína de responder ante la intoxicación por cadmio. Las MT 

son un grupo de proteínas de bajo peso molecular, estables al calor y con un alto contenido de 

cisteínas (30% peso/peso aproximadamente),74 cuyas características permiten establecer un 

mecanismo de captura a través de enlaces metal-proteína.161,162 Se ha encontrado, además, que la 

presencia de cadmio en el cerebro, el cual puede absorberse en áreas como el plexo coroideo y las 

meninges, y cuya accesibilidad es dependiente de la edad del animal (la permeabilidad del cerebro 

al Cd disminuye con el aumento de la edad, presumiblemente debido al desarrollo de la barrera 

hematoencefálica y la inducción de MT)163-166 es capaz de inducir la síntesis de MT en regiones 

diferentes del órgano en ratas Wistar adulto (de aproximadamente 8 semanas de edad), siendo 

esta concentración significativamente superior en el tratamiento con cadmio que previo a la 

exposición a este.74 Sin embargo, este comportamiento parece ser dependiente de la dosis y el 

mecanismo de exposición al metal. Dado que en ciertos sistemas de exposición esta relación no se 

cumple.167,168 De acuerdo con Nishimura et al.74 es posible que para dosis elevadas y tiempos de 

exposición prolongados (100 mg/kg de peso de Cd por 22 semanas), donde el cadmio es capaz de 

generar trastornos neurodegenerativos, la inducción de MT se vea disminuida o inhibida.169 

Ahora bien, el sistema de intoxicación utilizado en este proyecto (50mg/kg de peso de CdCl2, vía 

oral, por un periodo de exposición menor a las 5 semanas, en ratas adultas de aproximadamente 8 

semanas), sugiere la plausibilidad de que la disminución de ERO´s se deba, en primer lugar, a una 

relativa menor concentración del metal en el cerebro, asociada a la edad de los animales de 

estudio,163-166 hecho que favoreció la reducción del efecto tóxico de este, y, en segundo lugar, a la 

posible inducción de MT y su consiguiente efecto en la captación del Cd. No hay que excluir, 

empero, la posible participación del sistema antioxidante canónico (enzimático y no enzimático) 

contra la generación de ERO´s. Sin embargo, los estudios relacionados con la exposición a Cd en 

cerebro, sugieren que este sistema se ve afectado, de forma negativa en la mayoría de los casos, 

por el efecto tóxico del metal. Donde factores como el GSH, SOD, CAT, GPx y GR ven su contenido 

y actividad decrecer después del tratamiento con CdCl2.170,171 Es importante aclarar que en estos 

estudios el tratamiento fue vía intraperitoneal, por lo que no necesariamente debe cumplirse el 
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mismo comportamiento con respecto al presente proyecto de investigación, el cual se desarrolló a 

través de una exposición oral. 

En todo caso, se sabe que la enzima GST puede funcionar como mecanismo de respuesta ante la 

producción de ERO´s, elevando o disminuyendo su actividad en función del aumento o 

disminución de estas. Pero en vista de que las ERO´s se vieron reducidas (debido posiblemente a 

componentes como las MT, o al sistema antioxidante per sé), es concordante que la actividad 

enzimática de nuestra proteína de estudio disminuya junto a las ERO´s. 

 

8.4.2.4 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s -Cd-HÍGADO 

 

Si bien el cadmio es capaz de inducir la generación de MT en el cerebro, el contenido de estas 

proteínas ante la exposición al metal se ha encontrado predominante en órganos como el hígado y 

riñones.172-174 Se ha evaluado, por ejemplo, la producción de MT ante la exposición de Pb y Cd en 

ratas, encontrando que el primero se distribuye mayormente en la sangre, mientras que el 

segundo es acumulable en hígado y riñones. De igual forma se observó una relación entre el 

incremento de la dosis de los metales, la disminución de factores antioxidantes enzimáticos y no 

enzimáticos como el GSH y la SOD, CAT y GPx, respectivamente, y el aumento en el contenido de 

MT en ambos órganos.175 Este mecanismo (la inducción de MT quelantes del Cd), bien podría 

servir para explicar por qué el contenido de ERO´s disminuye en el hígado en los grupos tratados 

con cadmio con respecto al grupo control, el cual no presentó diferencia significativa en el 

transcurso del tiempo (presumiblemente debido a una homeostasis metabólica, mantenida por la 

ausencia de agentes tóxicos que la perturben). Sin embargo, no ayuda a interpretar el 

comportamiento inversamente proporcional entre la disminución de ERO´s y el aumento en la 

actividad de GST, en específico en la semana 3 y 4 (Figura 58). Para ello es necesario acudir a 

estudios específicos de Cd-Hígado-GST. En el hígado, la mayor actividad de la enzima está asociada 

al citoplasma.176,177 En sistemas de exposición aguda de CdCl2 en ratas, Casalino et al. encontraron 
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que el incremento en la actividad, y en la expresión de la GST en este órgano, particularmente de 

la GST alfa, está relacionada con el aumento en la exposición al metal, pero poco relacionada con 

el aumento en las ERO´s. En el mismo estudio se realizaron algunos tratamientos en los cuales se 

suministró vitamina E a los organismos expuestos a cadmio, lo que redujo los niveles de 

peroxidación lipídica, pero no así la actividad ni la expresión de la enzima.178 Esto sugiere la 

posible intervención de otros mecanismos de acción en la promoción de la síntesis de la enzima 

como respuesta del organismo ante la exposición a los MP. Si bien la hipótesis sobre la 

participación las ERO´s en este proceso es extendida.49,73,179 Se han abordados mecanismos 

alternativos, particularmente en el caso que se refiere, para explicar esta divergencia. En las 

investigaciones realizadas se identificó un elemento promotor (en términos generales, un 

promotor es una secuencia de ADN capaz de activar o desactivar un gen. Es el sitio donde se inicia 

el proceso de transcripción), conocido como el "elemento de respuesta antioxidante" (ARE, por 

sus siglas en inglés) que regula la expresión de genes que codifican la glutatión S-transferasa y 

otras enzimas en respuesta a oxidantes o xenobióticos, y que puede ser activado por un conjunto 

de compuestos oxidantes y electrofílicos diversos, entre los que destacan los MP.180-182,185,186 Se 

encontró, además, que el factor de transcripción Nrf2 se une a ARE, regulando positivamente la 

expresión génica mediada por este, y por consiguiente, la inducción de enzimas.183-185 La actividad 

de este factor Nrf2 se encuentra constitutivamente inhibida por su unión con una proteína 

citoplásmica llamada Keap1 (el mecanismo celular debe mantener un determinado balance redox 

para estar en homeostasis, por lo que Nrf2, que promueve la síntesis de enzimas antioxidantes y 

de detoxificación, no puede mantenerse activo todo el tiempo). Sin embargo, ante la exposición a 

agentes xenobióticos, esta inhibición parece desactivarse. En particular, para MP, además del EO 

generado por estos, también pueden interaccionar con los grupos tiol de Keap1, alterando su 

actividad como inhibidor asociado a Nrf2, permitiendo así la expresión génica mediada por 

ARE.187-189 Todo lo anterior bien puede explicar por qué la actividad enzimática de la GST se 

mantuvo y aumentó con respecto al tiempo de exposición a MP a pesar de la disminución de EO 

en el mismo periodo. Aunado a esto, no debemos descartar la posibilidad de que la enzima GST 

esté actuando junto con los componentes antioxidantes, enzimáticos y no enzimáticos, activados 

por la presencia de Cd. Los cuales, juntos a las MT, estén generando una respuesta antioxidante 

global para mitigar los daños celulares generados por CdCl2 (como la oxidación de lípidos, por 

ejemplo).  
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8.4.2.5 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s -Cd-RIÑON 

 

Como bien se ha mencionado anteriormente, el riñón, al igual que el hígado, es un órgano donde 

las MT se expresan en altas concentraciones posterior a la exposición a Cd.172-174 Los procesos 

fisiopatológicos que explican como intervienen estas proteínas en el metabolismo del riñón ante la 

exposición al metal comienzan desde el hígado. En él, el Cd se une a estas proteínas, el complejo 

Cd-MT resultante es secretado en la bilis y reabsorbido y devuelto a la sangre a través de la 

circulación enterohepática (proceso cíclico en el que sustancias como los ácidos biliares, 

producidos por el hígado, son excretados por la vesícula biliar en dirección hacia el intestino. 

Después de cumplir su rol en éste, son reabsorbidos y devueltos al hígado, donde se conjugan y 

almacenan nuevamente en la vesícula). Allí se filtra a través del glomérulo y se reabsorbe por la 

sección S1 del tubo contorneado proximal (TCP), en un proceso mediado por las proteínas 

megalina y cubilina.190,191 En el medio intracelular del TCP el complejo Cd-MT es almacenado y 

degradado en los lisosomas. Como resultado, el Cd+2 es transportado al citoplasma, y, una vez 

libre, puede llegar a acumularse en la mitocondria, donde interfiere con el complejo III de la 

cadena de transporte de electrones (CTe-), generando ERO´s, o bien con la actividad de la enzima 

Na/K ATP-asa; con resultados contraproducentes en la función mitocondrial, desde el mal 

funcionamiento del organelo, hasta la incapacidad para producir ATP y su falla sistémica total .192-

194  

La oscilación del aumento y decremento en la producción de ERO´s, observada en los tratamientos 

(Figura 59), puede deberse a una oscilación en las concentraciones de Cd absorbido y/o desechado 

por el órgano en los diferentes periodos de tiempo. El Cd absorbido terminaría por alojarse en las 

mitocondrias de las células renales, interfiriendo en la CTe-. En este caso, pudo haberse activado el 

sistema antioxidante (SOD, GSH, CAT, etcétera) para combatir la generación de ERO´s provocada 

por el metal; redirigiendo así la producción de las especies reactivas en función de las 
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concentraciones almacenadas del metal. Este comportamiento pudo suponer un desbalance en el 

metabolismo del mamífero. Se sabe que las ERO´s tienen funciones fisiológicas y una 

subproducción de ellas también puede llegar a ocasionar daño fisiológico. En este caso, un daño 

renal. 

En relación al comportamiento de la enzima, la GST en el riñón se encuentra expresada en dos 

clases principales (alfa y pi), la primera asociada al TCP, mientras que la segunda al túbulo 

contorneado distal (TCD), asa de Henle y la capsula de Bowsman, que recubre el glomérulo.195 

Para ambas se ha encontrado que efectos adversos que dañan las regiones asociadas derivan en 

un aumento de la GST en la orina.196,197 Este hecho es importante, debido a que la invariancia de la 

actividad enzimática del riñón a través del tiempo (Figura 59), posee el mismo comportamiento 

que la actividad enzimática medida en la orina (Figura 60), lo que sugiere que el daño provocado 

por el Cd en el riñón a lo largo de las cuatro semanas de exposición se encuentra poco relacionado 

con la actividad de la enzima, ilustrado en la falta de aumento de su actividad en ambas muestras, 

fisiológicamente relacionadas.  
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Figura 59. Actividad GST y producción ERO´s en riñón de ratas Wistar sometidas a tratamientos de CdCl2 (n=6) 
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En síntesis, los resultados de los tratamientos con CdCl2 en Ratas de la cepa Wistar pueden 

derivarse en las siguientes conclusiones: 

 El sistema de intoxicación con CdCl2 utilizado en este proyecto no generó un incremento de 

ERO´s en el cerebro, debido, presumiblemente, a la poca adsorción del metal, incapaz de 

cruzar la barrera hematoencefálica con eficacia en ratas desarrolladas. 

 La actividad enzimática de la GST en el cerebro mostró un patrón de comportamiento 

acorde al comportamiento de las ERO´s (viéndose estas disminuidas, también se vio 

disminuida la actividad). Lo que reafirma su condición como enzima de respuesta ante la 

presencia o ausencia de especies reactivas.  

 El incremento de actividad de la GST en el hígado denota que, en este órgano, la enzima 

pudo ser activada por mecanismos de expresión antioxidantes, gatillados por la presencia 

del Cd. En este caso la actividad se mantuvo incluso aunque las ERO´s disminuyeron (este 

fenómeno diverge del comportamiento en el cerebro, pero es concordante con otros 

estudios de la misma naturaleza). Lo que demuestra que la capacidad antioxidante de la 

enzima puede tener una importancia más profunda respecto a la intoxicación por MP. 

 La invariante actividad enzimática en el riñón y la orina, fisiológicamente relacionadas, 

junto a los resultados de los exámenes general de orina, mostraron que, en el caso de este 

órgano, el CdCl2 provocó daños renales poco asociados a la actividad de la enzima GST.   

 

 

8.4.3 ANÁLISIS BIOQUÍMICOS DE Rattus Norvegicus (Wistar) TRATADAS CON HgCl2 

 

8.4.3.1 PESO DE ROEDORES HgCl2. 

 

De la misma forma que en los tratamientos con CdCl2, en los tratamientos con HgCl2 se realizó un 

seguimiento del peso de los organismos, para una mejor comprensión de su estado. En la Tabla 18 

se muestra la relación establecida.  

En este caso no se presentó diferencia significativa en el peso de las ratas entre las primeras 3 

semanas de los tratamientos (control y expuestas). Sí se obtuvo, en la semana 4, un aumento 

significativo del peso con respecto a los tiempos anteriores, tanto para el control como para la 

exposición a Hg+2. Sin embargo, en los organismos tratados con Hg+2 se observó un aumento de 

tejido adiposo y grasa abdominal presentes al realizar la disección de estos y asociada a la 

exposición al metal. Lo que puede indicar la perdida de consistencia de ciertas estructuras, 

posiblemente tejidos musculares y óseos, sistemas usualmente afectados por MP.1,4,61,64 Cuyo 

peso neto pudo haber sido reemplazado por un incremento de grasa corporal. 
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Tabla 18. Peso corporal de las ratas Wistar. Comparación entre semanas. Primer bloque correspondiente al grupo control. 
Segundo bloque correspondiente al tratamiento con HgCl2 (n=6). 

Comparación - Control Peso Inicial (g) Peso Final (g) Diferencia (g) 

Inicial vs 1 semana 300.3±3.83 313.6±4.86b  +13.3 (No significativa) 

1 semana vs 2 semanas 313.6±4.86b 327.51±7.42b +13.9 (No significativa) 

2 semanas vs 3 semanas 327.51±7.42b 338.89±10.1b +11.38 (No significativa) 

3 semanas vs 4 semanas 338.89±10.1b 365.42±9.2a +26.53 (Significativa) 

Comparación – HgCl2 Peso Inicial Peso Final Diferencia 

Inicial vs 1 semana 304.6 ±14.5a 312.9±15.28a +8.3 (No significativa) 

1 semana vs 2 semanas 312.9±15.28a 323±17.9a +10.1 (No significativa) 

2 semanas vs 3 semanas 323±17.9a 338±18.9a +15 (No significativa) 

3 semanas vs 4 semanas 338.4±18.9b 377.4±16.9a +39 (Significativa) 

 

8.4.3.2 EXAMEN GENERAL DE ORINA (EGO) EN RATAS Wistar-HgCl2. 

 

El análisis general de orina mostró indicios de proteinuria, e incluso hematuria en un gran número 

de ratas tratadas con HgCl2 (Tabla 19), evidencia de un posible daño glomerular y tubular.198 que 

se concatena con la morfología mostrada en el riñón en la Figura 67. Donde se vislumbran 

protuberancias surgidas a partir de la exposición a Hg por 3 semanas que no se observan en los 

riñones de las muestras control. 

El EGO, indicado en la Tabla 19, también mostró casos de infecciones a partir de las dos semanas, 

debido, posiblemente, a que el metal inhibió el sistema inmune, ocasionando la disminución de las 

defensas. La presencia de cetonas puede deberse a un daño en el metabolismo de carbohidratos, 

y la de bilirrubina y urobilinógeno a un daño hepático surgido por la presencia del metal.198 Lo cual 

también concuerda con la perdida de estructura del hígado en el tratamiento por Hg (Figura 64). 

 

Tabla 19. Análisis EGO para muestras de orina-Tratamientos HgCl2 (n=6). 

Análisis Control Hg-1Sem Hg-2Sem Hg-3Sem Hg-4Sem 

Volumen (mL) 43.5±9.58 24.16±14.67 85±38.10 25±6.33 46.16±3.48 

Gravedad 
especifica 

1.00±2.5x10-3 1.01±3x10-3 1.001±0.01 1.01±6x10-3 1.00±2x10-2 

pH 7.75±0.28 6.75±0.68 6.75±1.17 7.04±0.67 7.33±0.25 

Leu (Leu/µL) --- (50%) 
/15(33.3%) 
/70(16.6%) 

--- (50%) / 
15(16.6%) 
/70(33.3%) 

--- (50%) / 
15(50%) 

--- (66.6%) 
/15(16.3%)/70(16.6%) 

--- 
(66.6%)/70(33.3%) 

Nitritos --- --- --- (50%) / 
+(50%) 

--- (83.3%)/ 
+++(16.6%) 

--- 
(66.6%)/+++(33.3%) 

Proteína 
(mg/dL) 

15 15(33.33%) / 
30 (66.6%) 

15,100, 
300(16.6%) / 

30 (50%) 

100(66.6%) / 300 
(33.3%) 

15 
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Glucosa --- --- --- --- --- 

Cetonas 
(mg/dL) 

--- (50%) 
/5(50%) 

--- (66.6%) /5 
(33.3%) 

--- (50%) 
/5(50%) 

--- (33.3%) 
/15(50%)/40(16.6%) 

--- (33.3%) 
/15(66.6%) 

Urobilinógeno 
(mg/dL) 

--- 0.2±3.04x10-17 0.16±0.081 --- (50%) /0.2 (50%) --- 

Bilirrubina --- --- (16.6%) / 
1(83.3%) 

---(16.6%) 
/1(83.3%) 

1(50%) /4+(33.3%) 
/4++++(16.6%) 

---(50%) /1(50%) 

Sangre  --- --- (83.3%) 
/++(16.6%) 

--- --- (83.3%) /++(16.6%) --- (66.6%) 
/++(33.3%) 

 

Las Figuras 61, 62 y 65 muestran los resultados de los análisis bioquímicos de ERO´s y GST 

realizados a los órganos de cerebro, hígado y riñón, respectivamente, de ratas Wistar tratadas con 

Hg en periodos comprendidos de 1, 2, 3 y 4 semanas. En algunos casos, como en la actividad de 

GST en hígado y orina, así como en la producción de ERO´s en riñón, se observó la presencia de 

subgrupos en el grupo tratado con Hg por 1 semana. En los tres análisis referidos las ratas 5 y 6 

mostraron niveles en los factores de respuesta muy diferentes de las demás. Es por ello que en 

esos casos se estableció una distinción específica para un mejor discernimiento de estas. Al igual 

que en los tratamientos con Cd, en las pruebas con Hg se realizó un análisis estadístico ANOVA de 

una sola vía, utilizando como prueba conclusiva la prueba de comparación por Tukey. Los valores 

de p <0.05 se consideraron significativos. 

 

8.4.3.3 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s -Hg-CEREBRO 

 

El mercurio puede encontrarse en el ambiente en diferentes estados: en forma de mercurio 

elemental (Hg0) o vapor de mercurio, en forma orgánica, de la cual el metilmercurio es la especie 

más tóxica, y en forma inorgánica, donde el HgCl2 es el compuesto más representativo y el 

utilizado en este estudio. Esclarecer esto es importante, debido a que la toxicidad del Hg en el 

organismo está asociada a la especie química de la cual se refiera.201-203 Así, mientras el 

metilmercurio puede absorberse en varios tejidos y es una de las especies más toxicas del metal, 

el efecto tóxico principal del mercurio elemental está asociado con el cerebro, pues es capaz de 

cruzar la barrera hematoencefálica con mayor eficiencia. En el caso del HgCl2 éste suele ser 

relativamente estable y absorbido en menor medida si es comparado con las otras especies 

químicas. Los órganos objetivos de esta sal son principalmente el intestino y el riñón.204 

La intoxicación específica HgCl2-cerebro es relativamente pobre comparada con otros órganos. 

Inicialmente sólo el 2% del HgCl2 es absorbido, y, normalmente, éste no es capaz de cruzar la 

barrera hematoencefálica con eficacia.203, 205-207 Este pobre nivel de absorción, junto con la acción 

de mecanismos antioxidantes, puede explicar el por qué las ERO´s se vieron disminuidas en los 
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tratamientos con el metal (Figura 60), y como la GST, cual enzima de respuesta, no vio modificada 

su actividad ante la ausencia de este. 

Es probable que el sistema de intoxicación utilizado en este trabajo no haya podido inhibir por 

completo la acción de los factores antioxidantes canónicos como el de las enzimas SOD, CAT o 

GPx. Sin embargo, para el caso particular de la intoxicación por Hg, el GSH y biomoléculas con 

grupos sulfhídrilos (-SH) como las MT y la cisteína, juegan un papel fundamental en la defensa 

contra el daño ejercido por este MP. Debido a las altas constantes de estabilidad Hg-SH (asociadas 

a la energía necesaria para romper y formar enlaces), éste se unirá a cualquier grupo sulfhidrilo 

libre disponible, y el que se encuentre en mayor concentración será ligado con más frecuencia al 

metal. Esto facilita la distribución del Hg a través del organismo (que tiene como objetivo 

secretarlo por la orina), y además protege a otras proteínas de perder su estructura y 

funcionalidad al limitar la interacción de éstas con el tóxico.202,208-210 En concreto es el GSH el que 

parece ejercer un papel mucho más activo en el metabolismo antioxidante contra el Hg. Este 

tripéptido es el compuesto de bajo peso molecular con grupos -SH que se encuentra en mayor 

proporción en las células de mamíferos (en cantidades milimolares en muchas de ellas).211 Además 

de unirse al metal, también interviene en la reacción promovida por la enzima GPx para 

transformar el H2O2 (uno de los compuestos generados por el HgCl2, que después da paso a la 

formación del radical OH•).212,213 En cuanto al cerebro, células de la barrera hematoencefálica 

liberan el Hg a través de complejos Hg-GSH. Un bajo contenido de GSH inhibe la capacidad de 

estas células de expulsar al metal. Si éste cruza la barrera, los astrocitos (células del tejido 

cerebral, las cuales son las primeras en encontrar los metales que cruzan la barrera y poseen un 

alto contenido de MT y GSH) pueden servir como depósito de Hg en el cerebro. 

En enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, o en lesiones por perfusión por 

isquemia cerebral se han encontrado bajos niveles de GSH. Evidencia que apunta a que la falta de 

éste está asociada con daño neuronal.214-216 

Todo lo anterior se puede ligar no sólo a los resultados de las ERO´s (asociados a la baja toxicidad 

ejercida por el sistema de intoxicación, la poca capacidad de cruzar la barrera hematoencefálica de 

la especie química usada y por la capacidad del sistema antioxidante, en especial del GSH, para 

disminuir la lipoperoxidación en el cerebro), sino también a los resultados de la actividad de la 

enzima GST (Figura 61). En ellos se observa como dicha actividad no presentó diferencia 

significativa ni entre el grupo control y los tratamientos, ni entre los tratamientos mismos. Este 

comportamiento puede estar relacionado con el contenido de GSH, que presumiblemente está 

relacionado con la presencia de Hg en el cerebro. La inducción en la síntesis de GSH destinado a 

combatir la cantidad de metal que haya logrado cruzar la barrera hematoencefálica bien pudo 

mantener la actividad de la enzima. Pues la síntesis de ésta también está relacionada al contenido 

de GSH celular. Es por ello que en este caso la actividad enzimática no se vio disminuida con la 
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disminución de ERO´s, como sucedió con el cerebro expuesto a Cd, donde es más plausible la 

acción de las MT.  

Así, aunque posiblemente la enzima haya tenido un papel secundario en la detoxificación de Hg, 

se mantuvo activa por su relación con el GSH en los procesos de detoxificación celular.   

 

 
 

8.4.3.4 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s -Hg-HÍGADO 

 

Como se mencionó en el apartado anterior, el órgano objetivo del HgCl2 suele ser el riñón, sin 

embargo, este también es capaz de alojarse en el hígado. En el cual es capaz de generar EO, 

despolarización y desacoplamiento que conduce al agotamiento de ATP en las mitocondrias, y, en 

última instancia, a muerte celular.217-219 A pesar de que el EO es una forma por la cual éste puede 

provocar toxicidad (estudios diversos han informado daños histopatológicos y lesiones 

ultraestructurales del hígado por la degeneración de ácidos grasos y necrosis celular a causa de 

HgCl2 y EO).220-222 Otros mecanismos como la alteración en la integridad de la membrana celular, 

cambios en el equilibrio del Ca+2 intracelular y el potencial de membrana e inhibición de enzimas, 

proteínas y alteración del ADN, también son medios por los cuales se genera daño celular.223 Es 

posible que alguno de estos mecanismos hayan generado daños histopatológicos en el hígado, 

relacionados a los cambios estructurales del órgano en algunas ratas del tratamiento de HgCl2 de 3 

semanas, no asociado al EO por sí mismos (daños como perdida de consistencia en el tejido y 

aumento de porosidad (Figura 64)). Es justo mencionar que los estudios referidos sobre EO a causa 

de Hg tuvieron como forma de exposición una intoxicación aguda vía intraperitoneal, de las ratas 

al metal (la utilizada en este trabajo fue vía oral).220-222 En la intoxicación por Hg, el grado de daño 

se encuentra en función, no sólo de la especie química, sino también de la dosis, el tiempo y la vía 

de exposición.203,204 
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Figura 61. Actividad GST y producción ERO´s en cerebro de ratas Wistar sometidas a tratamientos de HgCl2 (n=6) 
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Lo anterior puede explicar el decremento de la peroxidación lipídica en el hígado, al mismo tiempo 

que el aumento en la actividad de la enzima y los cambios morfológicos del órgano en algunos 

casos (Figuras 62, 63 y 64). Como bien se mencionó, la intoxicación por Hg en el sistema de 

intoxicación propuesto en este trabajo puede deberse a mecanismos como la interacción del 

tóxico con los grupos -SH de algunas proteínas. En este caso factores antioxidantes como el GSH 

pudieron ejercer un papel relevante en aras de nulificar esta intoxicación. Un aumento del GSH 

celular, en conjunto con una probable interacción del Hg con proteínas como la Keap1, que, como 

se mencionó en el apartado GST-Cd-Hígado, promueve el acoplamiento entre el factor Nrf2 y el 

ARE,180-189 inducirían la síntesis y actividad de la enzima GST como un posible mecanismo de 

respuesta ante la intoxicación por HgCl2 vía oral. Otras hipótesis plausibles son la posibilidad de 

una sobreinducción del sistema antioxidante general (incluida la GST), que hubiese generado un 

decremento en la producción de las ERO´s a niveles sub-metabólicos de los normales. O bien, la 

generación de HNE (producto competidor del MDA en la peroxidación lipídica y el cual tiene 

efectos sobre las vías de transducción de señales, que a su vez tienen un efecto importante sobre 

las características fenotípicas de las células),232 que haya reducido los niveles de ERO´s 

cuantificados por el método MDA, pero indujera la actividad de la GST, al ser una molécula 

objetivo de la enzima.229 

En las Figuras 62 y 63 pudo observarse la presencia de subgrupos (organismos dentro del grupo 

establecido que presentaron una respuesta diferente al tratamiento determinado) en la 

exposición a Hg-1Sem, lo que indica que el aumento en la actividad de la enzima se presentó 

incluso en algunas ratas a partir de la primera semana.  
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8.4.3.5 ACTIVIDAD GST & CUANTIFICACIÓN ERO´s -Riñón - Hg 

 

Tanto la actividad de la enzima en el riñón, como la determinación de ERO´s, exhibieron, si bien no 

un comportamiento igual, sí una tendencia similar a sus análogos del hígado. Las ERO´s 

decrecieron con el paso de los tratamientos, mientras que la actividad de la enzima aumentó en la 

semana 3 de la exposición a Hg+2 (Figura 65). El riñón es el órgano donde el Hg+2 puede 

acumularse en mayores cantidades.204 Mucha de la carga de HgCl2 en el cuerpo reside en el TCP. 

En esta región en específico el Hg+2 suele unirse a MT.224-226 Una exposición crónica a HgCl2 es 

capaz de dañar la corteza renal y causar la falla del órgano. La cual pudo detectarse en la orina 

(donde el Hg se excreta) a través de la presencia de proteinuria, hematuria, oliguria o 

poliuria.204,224,227 Esto se observó en la Tabla 19. El análisis general de orina mostró indicios de 

proteinuria, e incluso hematuria en un gran número de ratas tratadas con HgCl2,198 evidencia de 

un posible daño renal. En la Figura 67 este daño se mostró a través de presencia de 
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Figura 63. Actividad de GST de los subgrupos del tratamiento HgCl2-1Sem en Hígado de ratas Wistar. 

Figura 64. Morfología de órganos. Imagen Izquierda: Hígado en estado normal. Imagen derecha: Hígado expuesto a Hg-3Sem.  
En ella se observa una pérdida de brillo, consistencia, y un aumento en la porosidad del tejido. Cambios asociados a la 
intoxicación por el metal (Acervo Personal). 
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protuberancias surgidas a partir de la exposición a Hg+2 por 3 semanas que no se observaron en 

los riñones de las muestras control. 

La actividad de la enzima en el contenido de orina mostró un aumento con respecto al tiempo de 

exposición al metal (Figura 68, izquierda), que podría estar relacionado con la presencia de éste en 

la orina, con el contenido de GSH, así como con el contenido de proteínas presentes en la 

muestra. En el tratamiento por una semana se observó la presencia de dos subgrupos (Figura 68, 

derecha), que, al igual que sucedió con la actividad del hígado y con las ERO´s asociadas al riñón 

(Figura 66), mostraron respuestas muy diferentes entre sí. En específico, las ratas 5 y 6 en 

contraste con las demás. 

La tendencia al alta de la actividad enzimática de la orina y el riñón, cuyos procesos se encuentran 

relacionados, el análisis EGO, además del surgimiento de alteraciones morfológicas en su 

estructura, sugieren un daño renal provocado por el HgCl2. El comportamiento inverso de la 

peroxidación lipídica, por otro lado, podría implicar la posible participación de mecanismos 

antioxidantes, tales como GSH, y enzimas como las MT. El mayor aumento en la actividad de la 

GST en las semanas 3 y 4 podría significar que, en ese punto, el sistema canónico antioxidante no 

fue suficiente para neutralizar la intoxicación por HgCl2 y que el metabolismo del organismo activó 

mecanismos alternos, como la enzima GST, en busca de neutralizar esta intoxicación.  
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Figura 65. Actividad GST y producción ERO´s en Riñón de ratas Wistar sometidas a tratamientos de HgCl2 (n=6) 
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Del análisis previo, las conclusiones extraídas son: 

 La disminución en las ERO´s en el cerebro, podría explicarse bajo dos factores principales. 

El primero: la incapacidad del HgCl2 de cruzar la barrera hematoencefálica del cerebro con 

eficacia y, en segunda instancia, el alto contenido de GSH, factor de carácter antioxidante 

que utilizan las células de este órgano para inactivar el Hg.  

 Un alto contenido de GSH en el cerebro pudo haber mantenido los niveles activos de la 

GST, pues la actividad de esta se encuentra íntimamente relacionada con el contenido del 

primero (a mayores niveles de GSH, mayor actividad enzimática). 

 En el hígado, el daño histopatológico observado en este órgano pudo haber respondido a 

mecanismos alternos al proceso oxidativo (alteración en la integridad de la membrana 

celular, cambios en el equilibrio del Ca+2 intracelular o inhibición de enzimas, proteínas y 

Figura 67. Morfología de órganos. Imagen Izquierda: Riñón en estado normal. Imagen derecha: Riñón expuesto a Hg-3Sem.  Se 
Observan protuberancias anormales asociadas a la intoxicación por el metal (Acervo Personal). 

c

c

b
a a

c
0

2

4

6

8

Ctrl-Inicio 1 Sem. 2 Sem. 3 Sem. 4 Sem. Ctrl-4
Sem.

u
M

/m
g/

m
in

Tratamientos HgCl2

ACTIVIDAD DE GST EN ORINA

Figura 68. Imagen Izquierda: Actividad GST en orina de ratas Wistar sometidas a tratamientos de HgCl2 (n=6).  Imagen derecha: 
Actividad de GST de los subgrupos del tratamiento HgCl2-1Sem en orina de ratas Wistar.  1S SubG1: Rata 1-4, 1S SubG2: Rata 5-6 

c

b

0

1

2

3

4

1 S SubG1 1 S SubG 2

u
M

/m
g/

m
in

Tratamientos HgCl2

ACTIVIDAD DE GST EN ORINA-Subgrupos 1 semana



 

Página | 114  
 

2022 MAESTRÍA EN CIENCIAS QUÍMICAS 

alteración del ADN). O bien, a la producción de HNE como producto competidor del MDA, 

lo cual explicaría el incremento de la actividad GST y el decremento de las ERO´s. 

 Análogo al hígado, los riñones tratados con HgCl2, mostraron daños histopatológicos, los 

cuales concuerdan con el análisis de EGO (el cual mostró señales de proteinuria y 

hematuria provocados por la intoxicación con el MP) y el aumento en la actividad 

enzimática en el riñón y la orina (cuyo incremento está asociado a daños renales). 

 Ciertos organismos exhibieron una susceptibilidad mayor a la intoxicación con HgCl2, 

creando subgrupos en los análisis de hígado, riñón y orina en el tratamiento por una 

semana. 

 Las actividades de la GST en muestras de hígado, riñón y orina denotan que la enzima 

puede participar en procesos de detoxificación contra MP que podrían no restringirse 

únicamente a la respuesta contra el EO. 
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9. CONCLUSIONES 
 

La enzima Glutatión S-Transferasa demostró, en varios esquemas de intoxicación, una capacidad 

de reacción en el metabolismo que involucra MP, la cual exhibe su importancia en la estructura 

evolutiva de organismos que han desarrollado mecanismos para contrarrestar la toxicidad de 

estos agentes xenobióticos. En organismos como H. alvei y C. Parapsilosis, expuestas a CdCl2 y 

HgCl2, la enzima ejerció una acción de respuesta ante la producción de ERO´s, bajo una estrecha 

relación dosis-tiempo de exposición al metal. En particular, se encontraron ciertas relaciones 

(Cd(T120h)-H. alvei y Hg(T56h)-C. Parapsilosis) que indican la posible presencia de HNE (producto 

competidor del MDA en la peroxidación de lípidos) y que explicaría el aumento de la actividad de 

la GST a pesar del decremento de las ERO´s.  

En P. sp. se encontró un aumento en la actividad enzimática ante la exposición a MP (HgCl2 

particularmente), que, aunque poco relacionada con el incremento de las ERO´s, estableció la 

posibilidad de que la capacidad de respuesta de la enzima trascienda los mecanismos 

antioxidantes establecidos en nuestra hipótesis, y, por lo tanto, intervenga en mecanismos más 

directos, relacionados a la inactivación del MP.  

Un fenómeno similar ocurrió en el esquema Cd+2-Hígado-ERO´s-GST y Hg+2-Hígado-ERO´s-GST de 

ratas Wistar, donde los MP no generaron un incremento en las ERO´s, más sí un daño hepático y 

renal, evidenciado en el análisis EGO y en la morfología del órgano tratado con MP. El aumento en 

la actividad de la GST sugiere su participación ante la intoxicación contra MP bajo la posible acción 

de mecanismos de transcripción que pueden promover su inducción ante la presencia de estos 

agentes xenobióticos.    

En el caso del riñón, se encontró que la toxicidad ejercida por los MP pudo provocar la reacción 

del sistema antioxidante global, lo cual pudo derivar en una subproducción de ERO´s, observadas 

en la cuantificación de estas especies.  

Se encontró, además, que, en mamíferos, el daño ocasionado por los MP CdCl2 y HgCl2 puede 

variar en función del órgano objetivo. Y que, bajo el esquema utilizado en este trabajo, el órgano 

menos afectado por estas especies químicas, fue el cerebro. Debido, presumiblemente, a la 

barrera hematoencefálica como estructura de protección al paso de MP.  

El incremento de la actividad de la enzima GST, relacionada a la toxicidad por MP, con 

independencia de los mecanismos involucrados, sugiere la posibilidad de que la enzima pueda ser 

utilizada como bioindicador por intoxicación por MP en diferentes especies de organismos. 
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10. PERSPECTIVAS 
 

Los mecanismos de respuesta antioxidante en los que participa la enzima Glutatión S-Transferasa 

y su trascendencia en los procesos de detoxificación de MP, genera una amplia gama de opciones 

sobre la cual puede diversificarse aún más esta línea de investigación. El estudio en los diferentes 

organismos abordados en este proyecto, puede complementarse bajo la implementación de 

diferentes esquemas de intoxicación, que ayuden a construir un panorama más completo del 

comportamiento de la enzima en diferentes condiciones de estrés. Igual de interesante es la 

opción de implementar un esquema de investigación similar al utilizado en este proyecto, 

evaluando el impacto de otros MP como el Cr, Pb, Co, entre otros y la respuesta de la GST antes 

estas especies químicas.   

Otra línea de investigación que es posible derivar de este proyecto es el análisis individual de los 

organismos de estudio, y los mecanismos de acción enzimática involucrados en el combate contra 

los MP. Sean aquellos que presentaron una respuesta enzimática poco relacionada al incremento 

de ERO´s (Hg+2 -P sp. o MP-Ratas Wistar-Hígado-GST). O bien aquellos donde existe la posibilidad 

de que el sistema antioxidante global (incluida la GST) se haya inducido en función de 

contrarrestar los efectos adversos de los MP. 

Una perspectiva que resulta particularmente interesante de abordar es la relación entre el tiempo 

de exposición a MP y los productos generados mayoritariamente en la peroxidación de lípidos 

(MDA y/o HNE), y la relación de estos con el aumento o decremento en la actividad de la GST.  

Además de ello, el aumento de la actividad de la enzima (con independencia de los mecanismos 

involucrados) ante la presencia de MP en las diferentes especies de estudio, sugieren la 

posibilidad del uso de esta biomolécula como potencial bioindicador de amplio espectro para la 

intoxicación por MP. 

Sea pues importante determinar que este proyecto, que ejerce de base para la estructura de una 

investigación global que permita ampliar el entendimiento de la enzima y su importancia en los 

mecanismos de respuesta ante el estrés provocado por MP, cumple su papel como pilar sobre el 

cual pueden divergir investigaciones destinadas a la comprensión de la GST como proteína de 

carácter evolutivo y a la posibilidad de aplicaciones ulteriores enfocadas en combatir la toxicidad 

generada por los MP. 
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12. ANEXO  
 

12.1 TABLAS ESTADÍSTICAS 
 

12.1.1 Hafnia Alvei – CdCl2 

 

Tabla 20. Análisis ANOVA para H. Alvei CdCl2-T0-GST 

ANOVA: T0CCd, T0[-]Cd, T0[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 16.999 8.499 50.5 0.000 

ERROR 24 4.039 0.168   

TOTAL 26 21.038    

 

Tabla 21. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei CdCl2-T0-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T0CCd 9 3.5898 A 

T0[-]Cd 9 2.3556 B 

T0[+]Cd 9 1.6725 C 

 

Tabla 22. Análisis ANOVA para H. Alvei CdCl2-T0-ERO´s 

ANOVA: T0CCd, T0[-]Cd, T0[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 12432 6216 11.16 0.000 

ERROR 51 28419 557   

TOTAL 53 40851    

 

Tabla 23. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei CdCl2-T0-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T0CCd 18 142.41 A 

T0[-]Cd 18 107.31 B 

T0[+]Cd 18 114.26 B 
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Tabla 24. Análisis ANOVA para H. Alvei CdCl2-T10-GST 

ANOVA: T10CCd, T10[-]Cd, T10[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 12.817 6.409 56.59 0.000 

ERROR 24 2.718 0.113   

TOTAL 26 15.535    

 

Tabla 25. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei CdCl2-T10-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T10CCd 9 2.3781 A 

T10[-]Cd 9 1.1291 B 

T10[+]Cd 9 0.7707 C 

 

Tabla 26. Análisis ANOVA para H. Alvei CdCl2-T10-ERO´s 

ANOVA: T10CCd, T10[-]Cd, T10[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 372305 186153 22.05 0.000 

ERROR 51 430597 8443   

TOTAL 53 802902    

 

Tabla 27. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei CdCl2-T10-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T10CCd 18 429.53 C 

T10[-]Cd 18 348.65 B 

T10[+]Cd 18 227.47 A 

 

Tabla 28. Análisis ANOVA para H. Alvei CdCl2-T120-GST 

ANOVA: T120CCd, T120[-]Cd, T120[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 0.896 0.448 2.23 0.129 

ERROR 24 4.823 0.201   

TOTAL 26 5.719    
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Tabla 29. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei CdCl2-T120-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T120CCd 9 2.5176 A 

T120[-]Cd 9 2.1862 A 

T120[+]Cd 9 2.0932 A 

 

Tabla 30. Análisis ANOVA para H. Alvei CdCl2-T120-ERO´s 

ANOVA: T120CCd, T120[-]Cd, T120[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 1977 988 3.31 0.045 

ERROR 51 15245 299   

TOTAL 53 17222    

 

Tabla 31. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei CdCl2-T120-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T120CCd 18 113.61 A 

T120[-]Cd 18 98.82 B 

T120[+]Cd 18 105.42 AB 

 

12.1.2 Hafnia Alvei – HgCl2 

 

Tabla 32. Análisis ANOVA para H. Alvei HgCl2-T0-GST 

ANOVA: T0CHg, T0[-]Hg, T0[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 4.988 2.494 19.49 0.000 

ERROR 24 3.070 0.128   

TOTAL 26 8.058    
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Tabla 33. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei HgCl2-T0-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T0CHg 9 4.2799 A 

T0[-]Hg 9 3.9251 B 

T0[+]Hg 9 4.1101 A 

 

Tabla 34. Análisis ANOVA para H. Alvei HgCl2-T0-ERO´s 

ANOVA: T0CHg, T0[-]Hg, T0[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 72003 36002 32.30 0.000 

ERROR 51 56844 1115   

TOTAL 53 128847    

 

Tabla 35. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei HgCl2-T0-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T0CHg 18 67.86 B 

T0[-]Hg 18 81.8 B 

T0[+]Hg 18 151.34 A 

 

Tabla 36. Análisis ANOVA para H. Alvei HgCl2-T10-GST 

ANOVA: T10CHg, T10[-]Hg, T10[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 5.571 2.785 9.36 0.001 

ERROR 24 7.144 0.298   

TOTAL 26 12.715    

 

Tabla 37. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei HgCl2-T10-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T10CHg 9 3.8929 A 

T10[-]Hg 9 3.8481 A 

T10[+]Hg 9 2.9078 B 
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Tabla 38. Análisis ANOVA para H. Alvei HgCl2-T10-ERO´s 

ANOVA: T10CHg, T10[-]Hg, T10[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 126317 63159 12.62 0.000 

ERROR 51 255217 5004   

TOTAL 53 381535    

 

Tabla 39. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei HgCl2-T10-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T10CHg 18 202.94 B 

T10[-]Hg 18 202 B 

T10[+]Hg 18 305.06 A 

 

Tabla 40. Análisis ANOVA para H. Alvei HgCl2-T120-GST 

ANOVA: T120CHg, T120[-]Hg, T120[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 1.092 0.546 2.06 0.152 

ERROR 21 5.562 0.265   

TOTAL 23 6.654    

 

Tabla 41. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei HgCl2-T120-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T120CHg 18 2.7443 A 

T120[-]Hg 18 3.1819 A 

T120[+]Hg 18 3.2103 A 

 

Tabla 42. Análisis ANOVA para H. Alvei HgCl2-T120-ERO´s 

ANOVA: T120CHg, T120[-]Hg, T120[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 22852 11426 26.22 0.000 

ERROR 51 22220 436   

TOTAL 53 45072    
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Tabla 43. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para H. Alvei HgCl2-T120-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T120CHg 18 133.10 B 

T120[-]Hg 18 121.68 B 

T120[+]Hg 18 169.89 A 

 

12.1.3 Candida Parapsilosis – CdCl2 

 

Tabla 44. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis CdCl2-T0-GST 

ANOVA: T0CCd, T0[-]Cd, T0[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 16.999 8.499 50.50 0.000 

ERROR 24 4.039 0.168   

TOTAL 26 21.038    

 

Tabla 45. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis CdCl2-T0-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T0CCd 9 3.5898 A 

T0[-]Cd 9 2.3556 B 

T0[+]Cd 9 1.6725 C 

 

Tabla 46. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis CdCl2-T0-ERO´s 

ANOVA: T0CCd, T0[-]Cd, T0[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 1140 570 0.90 0.412 

ERROR 51 32226 632   

TOTAL 53 33336    

 

Tabla 47. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis CdCl2-T0-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T0CCd 18 131.87 A 

T0[-]Cd 18 137.23 A 

T0[+]Cd 18 143.12 A 
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Tabla 48. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis CdCl2-T10-GST 

ANOVA: T10CCd, T10[-]Cd, T10[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 20.808 10.404 56.64 0.000 

ERROR 24 4.408 0.184   

TOTAL 26 25.216    

 

Tabla 49. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis CdCl2-T10-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T10CCd 9 2.3781 B 

T10[-]Cd 9 1.1291 C 

T10[+]Cd 9 3.2694 A 

 

Tabla 50. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis CdCl2-T10-ERO´s 

ANOVA: T10CCd, T10[-]Cd, T10[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 618502 309251 36.9 0.000 

ERROR 51 427364 8380   

TOTAL 53 1045866    

 

Tabla 51. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis CdCl2-T10-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T10CCd 18 253.00 B 

T10[-]Cd 18 451.77 A 

T10[+]Cd 18 500.41 A 

 

Tabla 52. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis CdCl2-T56-GST 

ANOVA: T56CCd, T56[-]Cd, T56[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 3.5603 1.7801 21.36 0.000 

ERROR 24 2.0000 0.0833   

TOTAL 26 5.5603    
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Tabla 53. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis CdCl2-T56-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T56CCd 9 0.7569 B 

T56[-]Cd 9 1.6131 A 

T56[+]Cd 9 0.9762 B 

 

Tabla 54. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis CdCl2-T56-ERO´s 

ANOVA: T56CCd, T56[-]Cd, T56[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 7687 3844 6.71 0.003 

ERROR 51 29194 572   

TOTAL 53 36882    

 

Tabla 55. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis CdCl2-T56-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T56CCd 18 126.02 B 

T56[-]Cd 18 142.34 AB 

T56[+]Cd 18 155.18 A 

 

12.1.4 Candida Parapsilosis – HgCl2 

 

Tabla 56. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis HgCl2-T0-GST 

ANOVA: T0CHg, T0[-]Hg, T0[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 4.988 2.494 19.49 0.000 

ERROR 24 3.070 0.128   

TOTAL 26 8.058    

 

Tabla 57. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis HgCl2-T0-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T0CHg 9 4.1101 A 

T0[-]Hg 9 3.2951 B 

T0[+]Hg 9 4.2799 A 
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Tabla 58. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis HgCl2-T0-ERO´s 

ANOVA: T0CHg, T0[-]Hg, T0[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 23026 11513 18.63 0.000 

ERROR 51 31520 618   

TOTAL 53 54545    

 

Tabla 59. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis HgCl2-T0-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T0CHg 18 80.17 B 

T0[-]Hg 18 96.88 B 

T0[+]Hg 18 129.87 A 

 

Tabla 60. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis HgCl2-T10-GST 

ANOVA: T10CHg, T10[-]Hg, T10[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 4.591 2.296 9.07 0.001 

ERROR 24 6.077 0.253   

TOTAL 26 10.668    

 

Tabla 61. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis HgCl2-T10-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T10CHg 9 3.8929 A 

T10[-]Hg 9 3.8481 A 

T10[+]Hg 9 2.9966 B 

 

Tabla 62. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis HgCl2-T10-ERO´s 

ANOVA: T10CHg, T10[-]Hg, T10[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 45124 22562 6.99 0.002 

ERROR 51 164688 3229   

TOTAL 53 209811    
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Tabla 63. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis HgCl2-T10-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T10CHg 18 291.38 B 

T10[-]Hg 18 316.76 B 

T10[+]Hg 18 361.32 A 

 

Tabla 64. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis HgCl2-T56-GST 

ANOVA: T56CHg, T56[-]Hg, T56[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 1.546 0.773 3.26 0.046 

ERROR 24 5.694 0.237   

TOTAL 26 7.240    

 

Tabla 65. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis HgCl2-T56-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T56CHg 9 2.6197 B 

T56[-]Hg 9 3.1333 A 

T56[+]Hg 9 3,1211 A 

 

Tabla 66. Análisis ANOVA para C. Parapsilosis HgCl2-T56-ERO´s 

ANOVA: T56CHg, T56[-]Hg, T56[+]Hg 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 14674 7377 16.81 0.000 

ERROR 51 22264 437   

TOTAL 53 36938    

 

Tabla 67. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para C. Parapsilosis HgCl2-T56-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T56CHg 18 142.55 A 

T56[-]Hg 18 123.85 B 

T56[+]Hg 18 102.21 C 
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12.1.5 Penicillium sp – CdCl2 

 

Tabla 68. Análisis ANOVA para P. sp CdCl2-18h-GST 

ANOVA: T18CCd, T18[-]Cd, T18[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 0.158 0.079 0.45 0.647 

ERROR 15 2.632 0.175   

TOTAL 17 2.790    

 

Tabla 69. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para P. sp CdCl2-18h-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T18CCd 6 3.4832 A 

T18[-]Cd 6 3.2582 A 

T18[+]Cd 6 3.3326 A 

 

Tabla 70. Análisis ANOVA para P. sp CdCl2-18h-ERO´s 

ANOVA: T18CCd, T18[-]Cd, T18[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 218601 109301 37.81 0.000 

ERROR 33 95388 2891   

TOTAL 35 313989    

 

Tabla 71. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para P. sp CdCl2-18h-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T18CCd 12 328.34 A 

T18[-]Cd 12 359.06 B 

T18[+]Cd 12 180.55 A 
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12.1.5 Penicillium sp – HgCl2 

 

Tabla 72. Análisis ANOVA para P. sp HgCl2-18h-GST 

ANOVA: T18CCd, T18[-]Cd, T18[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 0.5007 0.2503 3.19 0.070 

ERROR 15 1.1763 0.0784   

TOTAL 17 1.6770    

 

Tabla 73. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para P. sp HgCl2-18h-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T18CCd 6 3.4832 B 

T18[-]Cd 6 3.8905 A 

T18[+]Cd 6 3.6594 AB 

 

Tabla 74. Análisis ANOVA para P. sp HgCl2-18h-ERO´s 

ANOVA: T18CCd, T18[-]Cd, T18[+]Cd 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 2 285525 142763 27.72 0.000 

ERROR 33 169957 5150   

TOTAL 35 455482    

 

Tabla 75. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para P. sp HgCl2-18h-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

T18CCd 12 328.34 B 

T18[-]Cd 12 329.93 B 

T18[+]Cd 12 518.05 A 

 

12.1.5 Rattus Norvegicus – CdCl2 

 

Tabla 76. Análisis ANOVA para R. Norvegicus CdCl2-Cerebro-GST 

ANOVA: Ctrl-Inic, Cd-1 Sem, Cd-2 Sem, Cd-3 Sem, Cd-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 125.38 25.08 13.68 0.000 

ERROR 29 53.16 1.83   

TOTAL 34 178.55    
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Tabla 77. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus CdCl2-Cerebro-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 6 9.848 A 

Cd-1Sem 6 5.354 B 

Cd-2Sem 6 5.799 B 

Cd-3Sem 6 5.296 B 

Cd-4Sem 6 6.269 B 

Ctrl-4Sem 6 9.384 A 

 

Tabla 78. Análisis ANOVA para R. Norvegicus CdCl2-Cerebro-ERO´s 

ANOVA: Ctrl-Inic, Cd-1 Sem, Cd-2 Sem, Cd-3 Sem, Cd-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 39165 7833 12.84 0.000 

ERROR 66 40264 610   

TOTAL 71 79429    

 

Tabla 79. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus CdCl2-Cerebro-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 12 107.72 A 

Cd-1Sem 12 95.82 AB 

Cd-2Sem 12 80.82 BC 

Cd-3Sem 12 66.85 C 

Cd-4Sem 12 101.98 AB 

Ctrl-4Sem 12 141.47 A 

 

Tabla 80. Análisis ANOVA para R. Norvegicus CdCl2-Hígado-GST 

ANOVA: Ctrl-Inic, Cd-1 Sem, Cd-2 Sem, Cd-3 Sem, Cd-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 1002.6 200.5 10.94 0.000 

ERROR 30 550.1 18.3   

TOTAL 35 1552.6    
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Tabla 81. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus CdCl2-Hígado-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 6 17.343 B 

Cd-1Sem 6 15.822 B 

Cd-2Sem 6 14.839 B 

Cd-3Sem 6 26.775 A 

Cd-4Sem 6 28.163 A 

Ctrl-4Sem 6 18.103 B 

 

Tabla 82. Análisis ANOVA para R. Norvegicus CdCl2-Hígado-ERO´s 

ANOVA: Ctrl-Inic, Cd-1 Sem, Cd-2 Sem, Cd-3 Sem, Cd-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 123771 24754 29.32 0.000 

ERROR 66 55714 844   

TOTAL 71 179485    

 

Tabla 83. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus CdCl2-Hígado-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 12 138.36 A 

Cd-1Sem 12 60.47 B 

Cd-2Sem 12 63.18 B 

Cd-3Sem 12 75.36 B 

Cd-4Sem 12 65.09 B 

Ctrl-4Sem 12 165.35 A 

 

Tabla 84. Análisis ANOVA para R. Norvegicus CdCl2-Riñón-GST 

ANOVA: Ctrl-Inic, Cd-1 Sem, Cd-2 Sem, Cd-3 Sem, Cd-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 18.89 3.78 2.07 0.096 

ERROR 30 54.66 1.82   

TOTAL 35 73.55    
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Tabla 85. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus CdCl2-Riñón-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 6 7.699 A 

Cd-1Sem 6 6.751 A 

Cd-2Sem 6 7.104 A 

Cd-3Sem 6 6.754 A 

Cd-4Sem 6 8.177 A 

Ctrl-4Sem 6 8.539 A 

 

Tabla 86. Análisis ANOVA para R. Norvegicus CdCl2-Riñón-ERO´s 

ANOVA: Ctrl-Inic, Cd-1 Sem, Cd-2 Sem, Cd-3 Sem, Cd-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 106865 21373 62.85 0.000 

ERROR 66 22444 340   

TOTAL 71 129309    

 

Tabla 87. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus CdCl2-Riñón-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 12 121.46 B 

Cd-1Sem 12 72.09 D 

Cd-2Sem 12 96.88 C 

Cd-3Sem 12 47.60 E 

Cd-4Sem 12 69.69 D 

Ctrl-4Sem 12 164.21 A 

 

Tabla 88. Análisis ANOVA para R. Norvegicus CdCl2-Orina-GST 

ANOVA: Ctrl-Inic, Cd-1 Sem, Cd-2 Sem, Cd-3 Sem, Cd-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 0.03472 0.00694 1.26 0.306 

ERROR 30 0.16520 0.00551   

TOTAL 35 0.19992    
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Tabla 89. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus CdCl2-Orina-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 6 0.30938 A 

Cd-1Sem 6 0.31609 A 

Cd-2Sem 6 0.36358 A 

Cd-3Sem 6 0.28368 A 

Cd-4Sem 6 0.3722 A 

Ctrl-4Sem 6 0.31713 A 

 

12.1.6 Rattus Norvegicus – HgCl2 

 

Tabla 90. Análisis ANOVA para R. Norvegicus HgCl2-Cerebro-GST 

ANOVA: Ctrl-Inic, Hg-1 Sem, Hg-2 Sem, Hg-3 Sem, Hg-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 48.73 9.75 2.40 0.062 

ERROR 29 117.87 4.06   

TOTAL 34 166.60    

 

Tabla 91. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus HgCl2-Cerebro-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 6 9.848 A 

Hg-1Sem 6 7.810 A 

Hg-2Sem 6 9.708 A 

Hg-3Sem 6 10.507 A 

Hg-4Sem 6 9.460 A 

Ctrl-4Sem 6 9.384 A 

 

Tabla 92. Análisis ANOVA para R. Norvegicus HgCl2-Cerebro-ERO´s 

ANOVA: Ctrl-Inic, Hg-1 Sem, Hg-2 Sem, Hg-3 Sem, Hg-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 132291 26458 48.49 0.000 

ERROR 66 36010 546   

TOTAL 71 168302    
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Tabla 93. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus HgCl2-Cerebro-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 12 107.72 AB 

Hg-1Sem 12 87.77 B 

Hg-2Sem 12 29.83 C 

Hg-3Sem 12 31.39 C 

Hg-4Sem 12 122.21 A 

Ctrl-4Sem 12 141.47 A 

 

Tabla 94. Análisis ANOVA para R. Norvegicus HgCl2-Hígado-GST 

ANOVA: Ctrl-Inic, Hg-1 Sem, Hg-2 Sem, Hg-3 Sem, Hg-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 1675.6 335.1 6.97 0.000 

ERROR 30 1442.0 48.1   

TOTAL 35 3117.6    

 

Tabla 95. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus HgCl2-Hígado-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 6 17.343 B 

Hg-1Sem 6 17.863 AB* 

Hg-2Sem 6 31.121 A 

Hg-3Sem 6 32.178 A 

Hg-4Sem 6 30.852 A 

Ctrl-4Sem 6 18.103 B 
*Nota: Debido a la gran desviación estándar, el grupo Hg-1Sem se dividió en 2 subgrupos 

 

Tabla 96. Análisis ANOVA para R. Norvegicus HgCl2-Hígado-ERO´s 

ANOVA: Ctrl-Inic, Hg-1 Sem, Hg-2 Sem, Hg-3 Sem, Hg-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 216929 43386 84.44 0.000 

ERROR 66 33913 514   

TOTAL 71 250842    
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Tabla 97. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus HgCl2-Hígado-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 12 140.03 A 

Hg-1Sem 12 37.07 B 

Hg-2Sem 12 35.25 B 

Hg-3Sem 12 33.49 B 

Hg-4Sem 12 25.42 B 

Ctrl-4Sem 12 157.02 A 
 

Tabla 98. Análisis ANOVA para R. Norvegicus HgCl2-Riñón-GST 

ANOVA: Ctrl-Inic, Hg-1 Sem, Hg-2 Sem, Hg-3 Sem, Hg-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 1128.27 225.65 53.35 0.000 

ERROR 29 122.68 4.23   

TOTAL 34 1250.94    
 

Tabla 99. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus HgCl2-Riñón-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 6 7.699 B 

Hg-1Sem 6 6.211 B 

Hg-2Sem 6 8.305 B 

Hg-3Sem 6 19.681 A 

Hg-4Sem 6 19.919 A 

Ctrl-4Sem 6 8.539 B 
 

Tabla 100. Análisis ANOVA para R. Norvegicus HgCl2-Riñón-ERO´S 

ANOVA: Ctrl-Inic, Hg-1 Sem, Hg-2 Sem, Hg-3 Sem, Hg-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 177463 35493 73.42 0.000 

ERROR 66 31907 483   

TOTAL 71 209370    
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Tabla 101. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus HgCl2-Riñón-ERO´s 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 12 121.46 B 

Hg-1Sem 12 84.59 BD* 

Hg-2Sem 12 35.23 D 

Hg-3Sem 12 37.68 D 

Hg-4Sem 12 33.32 D 

Ctrl-4Sem 12 164.20 A 
*Nota: Debido a la gran desviación estándar, el grupo Hg-1Sem se dividió en 2 subgrupos 

Tabla 102. Análisis ANOVA para R. Norvegicus HgCl2-Orina-GST 

ANOVA: Ctrl-Inic, Hg-1 Sem, Hg-2 Sem, Hg-3 Sem, Hg-4 Sem, Ctrl-4Sem 

FUENTE DF SS MS F P 

FACTOR 5 177463 35493 73.42 0.000 

ERROR 66 31907 483   

TOTAL 71 209370    
 

Tabla 103. Prueba de comparación conclusiva por el método de Tukey para R. Norvegicus HgCl2-Orina-GST 

AGRUPACIÓN INFORMACIÓN - MÉTODO DE TUKEY: CONFIANZA DE 95% 

 N MEDIA AGRUPACIÓN 

Ctrl-Inicio 6 0.228 C 

Hg-1Sem 6 1.621 C* 

Hg-2Sem 6 4.187 B 

Hg-3Sem 6 6.141 A 

Hg-4Sem 6 6.477 A 

Ctrl-4Sem 6 0.317 C 
*Nota: Debido a la gran desviación estándar, el grupo Hg-1Sem se dividió en 2 subgrupos 
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12.2 TRABAJOS DERIVADOS DEL PROYECTO DE TESIS 
 

12.2.1 Participación en el XXVII Congreso Nacional de la Asociación Mexicana de 

Profesores de Bioquímica (Ponente y Memorias) 
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12.2.2 Participación en el V Encuentro Regional de Investigación Multidisciplinaria 

(Ponente y Memorias) 
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12.2.3 Participación en el Congreso Internacional de Investigación Academia 

Journals Hidalgo 2020 (Ponente, Memorias & Capítulo de Libro) 
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