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Cepas transgénicas de Caenorhabditis elegans TJ 356 y VC 128 como biomarcadores

ambientales de toxicidad por la presencia de metales pesados en fuentes hidricas

RESUMEN

Se considera que el agua es una sustancia de primera necesidad para el sostenimiento de
los ecosistemas, por lo tanto, asegurar la calidad de esta es de vital importancia, de manera
que en los ultimos afios ha cobrado interés la investigacion de modelos que actian como
indicadores bioldgicos permitiendo detectar la presencia de microorganismos o sustancias
quimicas que puedan llegar a afectar la salud humana. Asi mismo, las précticas y actividades
humanas han generado un gran impacto ambiental, especialmente en las fuentes hidricas
mediante el vertimiento de sustancias provenientes de la industria, la explotacion minera, y el

mal manejo de residuos, generando toxicidad por la presencia de metales pesados.

Por esta razon, se ha propuesto a C. elegans como biomarcador ambiental debido a que los
ensayos con este nematodo como modelo bioloégico de contaminacidon, son econdmicos,
sencillos y altamente sensibles. Una caracteristica importante es su similitud genética con el
humano, que ha sido reportada entre un 60 y 80% de genes ortélogos (27). De igual manera,
su uso en experimentacion esta permitido y cuenta con un ciclo de vida corto, por lo que se
puede obtener una gran poblacion de nematodos a gran escala en corto tiempo, lo que asegura
la reproducibilidad de los ensayos como se podrd evidenciar en esta monografia. Por lo
anterior, el objetivo de este trabajo es presentar las principales causas de contaminacion de
fuentes hidricas por metales pesados y la importancia del uso de las cepas transgénicas TJ 356
y VC 128 del nematodo C. elegans, usadas como biomarcadores de contaminacion hidrica.
Palabras clave: Toxicidad, metales pesados, C. elegans, cantera, material de arrastre,
nematodo, Daf-16, mtl-1, mtl-2, fitosanitarios.

Lizeth Dayann Marquez Diaz, Erika Meneses Marin, Yeimy Yiseth Moreno Guerrero, Ruth
M¢élida Sanchez Mora, MSc, Ph. D. Docente Investigadora Grupo de Biotecnologia y
Genética UCMC, 3 de septiembre del 2021.
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INTRODUCCION

De acuerdo con diversos estudios se ha llegado a establecer que existen multiples factores
de contaminacion por metales pesados como, Plomo (Pb), Cromo (Cr), Cadmio (Cd), Zinc
(Zn), Mercurio (Hg), Arsénico (Ar), Estafio (Sn), Niquel (Ni), Cobalto (Co) y compuestos
toxicos a altas concentraciones como Manganeso (Mn) y Bario (Ba) (1, 2, 3). Estos metales
pesados pueden llegar a afectar las fuentes hidricas debido al mal manejo de desechos
generados por parte del area industrial, agricola, el sector minero y doméstico. Algunos
ejemplos de fuentes hidricas contaminadas por metales pesados en Colombia son: el rio Ocoa,
rio Guatiquia (4), rio Coello, rio Algodonal, Cafio Grande, rio Magdalena, rio Bogota y el rio
Medellin (5, 6, 8). Debido a la falta de acueducto en algunos lugares de Colombia la
poblacion se ve obligada muchas veces a hacer uso de aguas superficiales naturales para
consumo humano sin el debido tratamiento previo, ademas del uso agricola, pecuario,
recreativo e industrial, como lo establece el Decreto 3930 de 2010 que hace referencia a los
usos del agua y residuos liquidos (7). Estas fuentes hidricas se encuentran bajo condiciones
que no aseguran su inocuidad debido a la falta de control y vigilancia a lo largo de su cauce,
provocando grandes afectaciones en la salud humana de los habitantes aledafios, ya que se

encuentran continuamente expuestos a los contaminantes anteriormente mencionados (8, 9).

La exposicion a estas fuentes hidricas contaminadas con metales pesados, conduce a
enfermedades como, cancer, osteoporosis, neumonia, artritis, afectacion a nivel renal, fibrosis
alveolar, enfermedades en ojos, piel y mucosas, lo cual ocurre de manera dependiente al
tiempo, dosis, duraciéon y frecuencia de exposicion, debido a que los metales pesados son

compuestos bioacumulables en suelos, sedimentos, cultivos, animales y humanos (2,10).
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Por esta razén, es importante realizar una deteccion temprana de la presencia de metales
pesados en aguas naturales superficiales, con el fin de minimizar el impacto ambiental y el
dafio que pueden ocasionar a la salud humana al consumir animales acuaticos o agua de
fuentes hidricas contaminadas con metales pesados. En esta monografia se muestran los
estudios que proponen como biomarcador ambiental al modelo bioldgico C. elegans,
resaltando las cepas transgénicas VC 128 y TJ 356 por ser altamente sensibles frente a la

presencia de metales pesados.

OBJETIVOS
2.1. General

Realizar una revision bibliografica del uso de las cepas transgénicas TJ 356 y VC 128 de C.
elegans como biomarcadores de toxicidad por la presencia de metales pesados en fuentes

hidricas.

2.2. Especificos

- Identificar las causas de la contaminacion en las fuentes hidricas por metales pesados.

- Revisar estudios previos que evidencian la presencia de metales pesados en algunas
fuentes hidricas de Colombia y su impacto en la salud.

- Identificar por literatura el tipo de muestra ideal a usar en futuros ensayos con C.
elegans para el analisis de metales pesados en fuentes hidricas.

- Describir estudios relacionados a la evaluacion de metales pesados en las cepas
transgénicas TJ 356 y VC 128 de C. elegans como biomarcadores ambientales frente a

la presencia de metales pesados en fuentes hidricas.
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ANTECEDENTES

La contaminaciéon de las fuentes hidricas es un problema a nivel mundial que afecta a
paises en via de desarrollo, la falta de educacion, concientizacion, las malas practicas
agricolas y el mal uso que se le da a este recurso, se convierten en un serio problema de salud

publica al afectar la salud de las poblaciones que habitan cerca de estas fuentes hidricas.

En primer lugar, Menzel R. plante6 que la calidad de los rios se ve reflejada en mayor
proporcion en sus sedimentos, puesto que, éstos suelen estar contaminados por productos
quimicos, sustancias toxicas y metales pesados que se unen y se concentran en las particulas
de los sedimentos (11). Por otro lado, Silva R. en el 2010, mencioné como los suelos en
cultivos agricolas pueden estar contaminados segun el origen del agua de riego lo cual, puede

representar un riesgo para la poblacion que consume los alimentos cultivados (12).

Hockner M. en su estudio realizado en el 2011 resalta que C. elegans contiene dos
metalotioneinas (MT) conocidas como mtl-1 y mtl-2 donde la primera actia como un sensor
de metales en la faringe y la segunda se expresa fuertemente en el intestino del nematodo tras

la exposicion a metales pesados (13)

Para el afio 2012, Hall J. menciona como el ser humano se encuentra expuesto a diversos
metales pesados que pueden ser perjudiciales para la salud, debido a que generan efectos
negativos sobre la respuesta celular y molecular, ya que inhibe las vias de reparacion de ADN

(14).

Rudel D. durante el 2013 destaca que el Ni se encuentra naturalmente en el ambiente
combinado con oxigeno y azufre. Por tal motivo, se puede encontrar en suelos, plantas,
sedimentos y aguas ya que, las pequenas particulas de Ni presentes en el aire o en la tierra
pueden ser arrastradas hacia las aguas superficiales. Cabe mencionar que, el Ni es un
compuesto esencial para muchos organismos, particularmente plantas y microbios. Sin
embargo, la exposicion a altas concentraciones de este produce reacciones alérgicas,

erupciones cutaneas, afecciones respiratorias y cancer en humanos (15).
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En este mismo afio, Turner y colaboradores realizaron la evaluacion del rio Mud para
determinar la presencia de toxicidad en muestras de agua y sedimentos mediante el uso de
algunas cepas de C. elegans (gpdh-1, gpdh-2, mtl-2, N2), partiendo del hecho de que el rio
Mud y las cuencas hidrograficas aledafias podrian verse afectadas por la extraccion de carbon
(16), Posteriormente en el 2014, Kronberg F. realiz6 un estudio toxicoldgico en el agua de la
zona agricola del arroyo Pergamino, en Argentina, usando como modelo biologico el
nematodo C. elegans y sugiere que debido a que las muestras ambientales pueden contener
indefinidos componentes toxicos, es recomendable incluir un indicador animal para

complementar el analisis de las mismas (17).

En el afio 2014 Polak N. destaca en su estudio que las MT son pequefias proteinas ricas en
cisteina que son estimuladas frente a la exposicion a metales pesados siendo actores clave en

la proteccion contra la toxicidad inducida por metales y especies reactivas de oxigeno (ROS)

(18).

Ramirez A. en el afo 2015 realizd un analisis de metales pesados en suelos irrigados con agua
del Rio Guatiquia debido a algunas problematicas presentes en el departamento del Meta
como el vertimiento de aguas estancadas, residuales, explotacion de petrdleo y mineria a nivel
Industrial (4). Para esta misma época, Yu L. resalta la importancia de asegurar un alimento
adecuado para el desarrollo del nematodo C. elegans debido a que este factor influye en su
comportamiento alimentario, la vida media del nematodo, el tamafio de las crias y la

fecundidad (19).

Para el ano 2016 Tejada L. us6 como modelo experimental al nematodo C. elegans en el rio
Magdalena de Colombia para evaluar la presencia de sustancias toxicas por el vertimiento de
diversos contaminantes a dicho rio (20). Al mismo tiempo, Jiang Y. determin los criterios de
valoracion subletal para desarrollar un sistema de deteccion y seguimiento de la toxicidad
provocada en el nematodo C. elegans por 4 metales Cu, Zn, Cd y Cr, para lo cual, tuvo en

cuenta parametros fisioldgicos como mortalidad, crecimiento y reproduccion (21).
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A su vez, Jiang Y, también, resalta la importancia de incluir en el estudio la evaluacion de
pardmetros como la alimentacion por ser considerado ideal para la evaluacion de toxicidad
por metales pesados debido a su simplicidad, precision, reproducibilidad y costo (21).
Mientras que, Sanadhya P. en el afio 2018 resalta que la cepa transgénica TJ 356 de C. elegans
fue modificada genéticamente para permitir la localizacion celular del factor de transcripcion
Daf-16 responsable de activar las vias de sefalizacion como respuesta a la longevidad,

lipogénesis, supervivencia y diversos tipos de estrés (22).

La base de datos Wormbase menciona que, Daf-16 cuenta con diversas funciones en el
nematodo, principalmente es un factor de transcripcion que actiia en la via de sefializacion
mediada por insulina regulando la formacion de dauer, longevidad, respuesta al estrés e

inmunidad innata (23).

Por otro lado, para el afio 2019 Garzon E, Bastidas E, Betancur J y Solaque Y. coinciden en
que los rios Ocoa y Guatiquia ubicados en el departamento del Meta presentan una
problematica de contaminacion por metales pesados a causa de la extraccion de material de

arrastre que es una actividad comun en el departamento (6, 24).

Sanchez A. y Martinez C. en su estudio realizado en el rio Algodonal en el 2020, afirman que
la extraccién de material de arrastre por parte del sector minero ocasiona una afectacion
directa sobre los lechos fluviales. Cabe resaltar, que este rio abastece al acueducto municipal

de Ocafia, lo que representa un riesgo para la poblacion aledafia.(8)
Por ultimo Lara L, para el afio 2021 define la transgénesis como una tecnologia que permite la

construccion de nuevas combinaciones de material genético mediante la inserciéon de un

fragmento de ADN de interés en un vector (25).
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1. Caenorhabditis elegans

4.1.1. Clasificacion taxonomica

El nematodo sapréfito de vida libre C. elegans inicialmente denominado Rhabditis elegans
viene del latin caeno (reciente), rhabditis (palito), elegans (elegante), pertenece al reino
Metazoa, subreino Eumetazoa, filo Nematoda, clase Secernentea, orden Rhabditida, familia
Rhabditidae, género Caenorhabditis, especie Elegans (26). Fue aislado por primera vez en
1949 por Victor Nigon en Francia y afios mas tarde en 1974 fue conocida la cepa Bristol N2
que hoy en dia se conoce como una cepa tipo silvestre y es frecuentemente utilizada como

control en diversos estudios (26, 44).

4.1.2. Caracteristicas fisiologicas y anatomicas

C. elegans es considerado como el primer organismo multicelular en ser secuenciado
genéticamente por completo, posee 97 x 107 pares de bases con una similitud entre el 60% y
80% con el humano a nivel genético por la presencia de genes ortdlogos; siendo el 38 %
genes que codifican para proteinas que son ortdlogos a genes humanos (26, 27). Ademas,
posee un par de cromosomas sexuales y 5 pares de cromosomas autosémicos. Durante la
reproduccion se producen de 200 a 300 huevos de los cuales, en su mayoria son organismos
hermafroditas y en su sexto par de cromosomas son XX por lo que producen tanto ovocitos
como esperma y pueden reproducirse mediante autofecundacion pese a que, no pueden
fertilizar a otros hermafroditas. Aunque en un menor porcentaje (0,05%), la reproduccion
también puede dar lugar a especimenes masculinos X0 del total de nematodos

fertilizados.(17,26,27)
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A nivel anatémico ambos sexos son de tamafio similar (1,3 mm), el adulto se observa con
una estructura bilateral simétrica, cuerpo cilindrico tubular vermiforme, conformado por boca,
faringe, intestino, gonadas y cuticula de coldgeno. Sin embargo, el macho posee una sola
gbénada, vasos eferentes y una cola para el apareamiento y los hermafroditas poseen oviductos,
dos ovarios, una cavidad de almacenaje de esperma y un tutero. Para alimentarse usa su
orificio bucal ubicado en el extremo anterior de la cabeza, mientras que el ano se encuentra

ubicado en la zona ventral (28, 29, 30).

También, es importante diferenciar las larvas dauer que se generan Unicamente frente a
condiciones adversas, estas se caracterizan por ser mas delgadas y oscuras que la larva L3 y
carecen de region gonadal definida y lumen intestinal visible (17,26,27).

ANTERIOR 1.2 mm POSTERIOR
DORSAL

Faringe ._ }1\“‘-—- 5 EQ lg _}
Intesting % I \Espermateca

’

Oocltos Ang

tero Vulva Ganadas distales’
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dnadas proximales VENTHAL

100 miorons)
L —

Figura 1. Caracteristicas anatomicas de C. elegans. Tomado de: Araceli M. Clavijo L (26).

4.1.3. Ciclo de vida

C. elegans tiene un ciclo de vida corto desde su fase embrionaria hasta el desarrollo de
nematodos adultos donde pasa por 4 estadios larvales conocidos como L1, L2, L3 y L4. Si se
encuentra en un ambiente con Optimas condiciones de alimento, pH, humedad y temperatura

(16 a 25°C) puede desarrollarse de 3 a 4 dias. La fase embrionaria puede transcurrir en un
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periodo de 14 horas y la post-embrionaria en 46 horas, siendo 12 horas en el pasode L1 a L2,
8 horas de L2 a L3, otras 8 horas de L3 a L4, 10 horas para el desarrollo de una larva joven

adulta y 8 horas para finalmente tener un nematodo adulto (26).

/0\ Adulto [110-1150 sm)

N <\ @
%

Figura 2. Ciclo de vida C. elegans. Tomado de: Araceli M. Clavijo L (26).

4.2. Métodos para la produccion de cepas transgénicas de C. elegans

La transgénesis es una tecnologia que ha cobrado gran importancia actualmente, que
permite la construccidon de nuevas combinaciones de material genético mediante la insercion
de un fragmento de ADN de interés en un vector que permita su replicacion y expresion en las
células de un organismo, para lo cual, cabe resaltar dos métodos conocidos como

microinyeccion de ADN y bombardeo de microparticulas (25, 31).

4.2.1 Microinyeccion de ADN

La microinyeccion de ADN es el método que se usa con mas frecuencia para la
transformacion de C. elegans, consiste en inyectar fragmentos de ADN o plasmidos en la
gonada distal o el ovocito en desarrollo del nematodo. E1 ADN que se inyecta, forma grandes
matrices extra-cromosomicas que incorporan entre 50 y 300 copias del material inyectado, las

cuales, son heredadas por la progenie de los nematodos, posteriormente la identificacion de
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los nematodos transgénicos se logra a través de marcadores o reporteros que se inyectan junto
con el ADN de interés (31). Debido a que las matrices extra-cromosémicas se heredan de una
manera no mendeliana a las generaciones posteriores, para evitar la pérdida gradual de éstas,
se pueden incorporar a un cromosoma induciendo una reparacion de rotura de ADN de doble

hebra no homologa (31).

Este método, aparte de ser econdmico, permite la transformacion de hermafroditas
individuales, requiere de menor tiempo, cuenta con matrices extra-cromosomicas que llevan
de 80 a 300 copias del transgen y los genes expresados en la linea germinal se silencian. Sin

embargo, precisa de mucho cuidado para obtener resultados favorables (31).

4.2.2. Bombardeo de microparticulas

Este método consiste en disparar a altas velocidades unas microparticulas de oro
recubiertas con el ADN de interés para introducirlas en el nematodo, haciendo uso de un
instrumento de bombardeo holistico especializado o una pistola genética (31). A diferencia
del método microinyeccion de ADN, este método permite obtener directamente cepas
transgénicas integradas estables, y aumenta la capacidad para analizar la regulacion de genes

durante el desarrollo y su funcion de la linea germinal (31).

El bombardeo de microparticulas permite la transformacion de un gran numero de
hermafroditas. Por lo tanto, requiere de mas tiempo, contiene matrices extracromosomales
con bajo numero de copias pero integrales, es un método costoso, es mas facil de realizar y no

requiere de muchos cuidados para obtener resultados favorables (31).
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4.3. Metales pesados

Los metales pesados son un grupo de elementos quimicos de alta densidad, que se
consideran toxicos para la salud humana y el medio ambiente por ser bioacumulables, es

decir, no pueden ser eliminados por el cuerpo (4, 10, 32).

De acuerdo con Kronberg F. la calidad de los resultados obtenidos en un analisis de metales
pesados en aguas naturales superficiales depende de una adecuada toma de muestra. Por lo
tanto, es importante tener en cuenta, el tipo de muestra, la metodologia a utilizar y factores

climaticos que pueden provocar un déficit o un exceso en los analitos (17).

4.3.1. Muestra de agua para la evaluacion de metales pesados en fuentes hidricas

El proposito de un muestreo de agua es poder evaluar la condicion de una fuente hidrica,
por lo tanto, se debe garantizar el dptimo procedimiento de toma de muestra obteniendo
resultados confiables, ya que segin el estado del agua se tomaran decisiones frente al
tratamiento y acciones correspondientes que permitan el aseguramiento integral de la fuente

hidrica.

De acuerdo con lo anterior, es preciso resaltar que se debe muestrear una porcion
significativa que sea facil de transportar pero suficiente para su analisis en el laboratorio. Para
esta muestra se deben conocer muy bien las caracteristicas de la fuente hidrica a muestrear,
delimitando y haciendo una caracterizacion de la zona. El frasco de toma de muestra debe
estar muy bien identificado. Por lo tanto, es recomendable tomar la muestra en direccion

opuesta al flujo de la corriente. Mientras que, para las muestras tomadas en rios se recomienda
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hacer la toma en la zona central del mismo y se sugiere que el frasco se llene hasta el borde

sin dejar burbujas para la determinacion de metales pesados (4,17).

4.3.2. Muestra de sedimentos para la evaluacion de metales pesados en fuentes hidricas

Los sedimentos interactian con la biota del ecosistema y dependiendo de su exposicion
frente a distintos compuestos pueden ser nocivos para el organismo, generando toxicidad. Un
ejemplo de ello estd dado por Tejada L. y Oliveros J. quienes hacen uso de 1.0 Kg de muestra
compuesta a partir de cuatro sub-muestras, obtenidas en un tramo del rio Magdalena con
ayuda de una draga Ekman aproximadamente a 50 metros de la orilla. Todas las muestras
fueron colocadas en bolsas de polietileno y ubicadas en una nevera a 4 °C, luego
transportadas al laboratorio y almacenadas a -20 °C, la humedad fue eliminada mediante
liofilizacion a -50 °C mientras que, los sedimentos secos fueron triturados, tamizados y

almacenados a -20 °C ( 4, 20,33).

4.3.3. Analisis de metales pesados

El anélisis de metales pesados se puede realizar por diversas metodologias o métodos
instrumentales de quimica analitica, ya que estos permiten medir concentraciones de mezclas
o de un material especifico permitiendo detectar gran variedad y pequefias concentraciones de
elementos en la muestra o solucion de interés. Un ejemplo de ello, es el analisis mediante
absorcion atomica en horno de grafito-espectrofotometria (GF-AAS) y el andlisis de Cromo
(VI) mediante métodos colorimétricos como los describe Silva R y Bonilla H (12). Ademas,
el andlisis de metales traza por espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente

(HR ICP-MS) (20).
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Sin embargo, también existen equipos especificos para la deteccion de la presencia de
metales pesados en agua como el analizador de metales pesados portatil HM1000, el cual
cuenta con una sonda de montaje, electrodos, agitador, sensor de temperatura y un kit de

consumibles para 50 pruebas que permite la deteccion de Cd, Pb Hg, As, Cuy Zn (34).

5. DISENO METODOLOGICO
5.1. Tipo de investigacion

Monografia de compilacién de tipo cualitativa - descriptiva centrada en literatura
relacionada con las cepas transgénicas TJ 356 y VC 128 de C. elegans como biomarcador
ambiental de la presencia de metales pesados en fuentes hidricas, se resaltan las principales
fuentes de contaminacion en algunas fuentes hidricas de Colombia, los efectos nocivos hacia
la salud por la presencia de metales pesados, el tipo de muestra mas idoneo para tal

determinacion y las ventajas de C. elegans como organismo modelo de contaminacion.

5.2. Procedimientos

5.2.1. Busqueda y seleccion de la informacion

En primer lugar, se realizd6 una busqueda de documentos cientificos que abarcaran los
diferentes temas de interés para la elaboracion de la presente monografia, para ello fueron
consultadas algunas bases de datos como Pubmed, Scielo, Science, national center
biotechnology information NCBI, Wormbase, BioMed Central Genomics, Springer, Science,
Business y PLOS ONE.

La literatura cientifica utilizada para el desarrollo del presente proyecto, fue seleccionada

teniendo en cuenta los siguientes criterios de inclusion:
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1. Investigacion relacionada con las cepas TJ 356 y VC 128 del nematodo C. elegans.
2. Toxicidad por metales pesados en fuentes hidricas de Colombia.
3. Estudios realizados en inglés y/o espafiol

4. Estudios publicados en revistas y bases de datos reconocidas o indexadas.

Por otro lado, como criterios de exclusidon no se tuvieron en cuenta los documentos que no

cumplan con los criterios de inclusion anteriormente descritos.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

En total se recopilaron 64 documentos correspondientes a paginas web, trabajos de grado,
articulos y bases de datos que destacan los temas de interés para el desarrollo del presente
trabajo de grado, como las generalidades y la problematica de contaminacion ecotoxicoldgica
por metales pesados en cuerpos de agua de Colombia, su impacto en la salud, el tipo de
muestra ideal para la evaluacion de metales pesados y ventajas de C. elegans como
biomarcador ambiental de la presencia de metales pesados en fuentes hidricas haciendo

énfasis en las cepas TJ 356 y VC 128 de C. elegans.

6.1. Elaboracion de base de datos y analisis de la informacion

Cada documento de interés para la construccion de la presente monografia fue organizado
en una matriz del programa excel, la cual se elabor6 teniendo en cuenta criterios como:
autores, nombre del articulo, afios de publicacion, revista y sitio web. A su vez, se realizd una
divisién por temas en cuatro hojas de trabajo tituladas como generalidades de C. elegans,

metales pesados en fuentes hidricas, cepa TJ 356 de C. elegans y cepa VC 128 de C. elegans

23



como se puede apreciar en la grafica 1 donde se enumera la cantidad de estudios encontrados

por cada tema. Cabe resaltar, que hay articulos que comparten categorias.

Por otro lado, se puede evidenciar que en total hay 64 documentos de los cuales, 14 abarcan
temas de la cepa VC 128, 18 hablan acerca de la cepa TJ 356, 19 tratan de temas sobre
metales pesados en fuentes hidricas y 20 documentos tratan las generalidades del nematodo C.

elegans.

80 T

60 +

40+

20+
1 - " »
+ 14

0 4

CepaVC128 CepaT3s6 ~ Metales  Generalidades  Nimero de
pesadosen  de C. elegans  Documentos
Juentes

hidricas

Numero de documentos

Grafica 1. Numero de investigaciones por tema de estudio. Elaboracion propia. Marquez L, Meneses M,

Moreno Y. 2021.

En la grafica 2 se muestra la distribucion porcentual de la literatura cientifica utilizada de
acuerdo al origen, donde se puede evidenciar que de los 64 documentos utilizados para la
realizacion de la presente monografia, el 67,2 % corresponde a articulos, el 23,4 % a trabajos

de grado, el 7,8 % a paginas web y el 1,6 % a decretos.

Paginas web

Trabajos de grado

Decretos

Articulos

24



Grifica 2. Origen de la literatura cientifica utilizada. Elaboracion propia. Marquez L, Meneses E, Moreno Y.
2021.

Los afios de publicacion de las investigaciones utilizadas se evidencian en la grafica 3.
Abarcan un periodo a partir del afio 2001 hasta el afio 2021, siendo los mas utilizados los
comprendidos en los afios 2015-2020.
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Numero de documentos

Grafica 3. Cantidad de estudios por afio de publicacion. Elaboracion propia. Marquez L, Meneses E, Moreno Y.
2021.

Para la presente monografia, fueron utilizados estudios publicados en idioma Inglés y

Espafiol de los cuales, 36 documentos son en Inglés y 28 son en Espaiol (Grafica 4).
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30 +
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20 T+ 28

Numero de documentos
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Idioma

Grifica 4. Idioma de publicacion. Elaboracion propia. Marquez L, Meneses M, Moreno Y. 2021.
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6.2. Contaminacion de fuentes hidricas por metales pesados

La presencia de metales pesados en fuentes hidricas actualmente representa una de las
mayores problematicas en paises en vias de desarrollo debido a la falta de normas que regulen
los niveles permitidos y nocivos para la salud. Por esta razon, diversos estudios realizados en
Colombia se basan en normas tanto nacionales como internacionales, con la finalidad de
complementar los resultados obtenidos y dar a conocer el estado real de las fuentes hidricas
puesto que, la presencia de metales pesados en aguas naturales superficiales puede llegar a
afectar al ecosistema acudtico y por ende la salud humana al consumir ya sea animales
contaminados o directamente el agua en condiciones que no aseguran su inocuidad. Es asi
como se encuentran reportes de bioacumulacion de metales pesados en peces, tortugas y

diversas especies acuaticas (9,20).

6.2.1. Generalidades de la contaminacion por metales pesados

De acuerdo a diferentes estudios revisados, se puede corroborar que los metales pesados
mas importantes son Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, As, Cd, Sn, Co y Zn. A pesar de que algunos de estos
son indispensables para el cuerpo humano en bajas concentraciones, la exposicion a altas
concentraciones puede ser potencialmente toxica como lo respaldan Rota M. y Bowen T. (2,
3). Sin embargo, estos metales son frecuentemente utilizados en gran variedad de actividades
antropogénicas y muchas de estas actividades generan contaminaciéon en el ecosistema

afectando en gran medida las fuentes hidricas.

Siendo las principales fuentes de contaminacion el 4drea industrial por no tratar
adecuadamente los desechos generados, el area agricola debido al mal manejo de residuos de
fertilizantes y pesticidas, el vertido de aguas residuales domésticas directamente a las fuentes

hidricas cercanas (35). Ademas de, las curtiembres por el uso de productos quimicos como el
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Cr III para el procesamiento de toneladas de cuero crudo que puede llegar a parar a las aguas
superficiales y al reaccionar con la luz ultravioleta puede formar cromo hexavalente Cr VI

siendo potencialmente toxico (62).

Otra fuente de contaminacion considerable es el sector minero, como la mineria aurifera
por el inadecuado manejo de quimicos como el Hg que al depositarse y acumularse en los
sedimentos, es absorbido por organismos vivos como plantas y peces, que a su vez son
consumidos por el hombre (63). Ademas de, las empresas encargadas de la extraccion de
material de arrastre que durante el proceso de extraccion de la materia prima para
construccién, pueden verter contaminantes potencialmente toxicos a los rios como
combustible de la maquinaria con alto contenido de Pb como aditivo, la fundicién, la
fabricacion y empleo de pinturas, que contiene metales pesados insolubles en agua, por lo que

pueden precipitarse, adherirse a los sedimentos y particulas en suspension (2, 36, 37).

6.2.2. Fuentes hidricas contaminadas en Colombia

Estudios, investigaciones y reportes demuestran el estado de algunas fuentes hidricas y
como las actividades antropogénicas han ido afectando la calidad del agua, a pesar de que
Colombia se caracteriza por estar entre los paises con mayor riqueza hidrica en el mundo por
contar con numerosos rios, lagos, humedales, acuiferos subterraneos, caidas de agua, cuerpos
de agua del Amazonas y afluentes. Sin embargo, aun la humanidad no es consciente de que
dicha riqueza hidrica se ira agotando con el transcurso del tiempo especialmente por el mal

uso que se le da y la contaminacioén generada.
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Un ejemplo de ello, es el rio Ocoa de Villavicencio, Meta donde se han llegado a reportar
altos niveles de contaminacion por metales pesados como Ni, Cr y Pb, siendo el Pb el metal
con mayor presencia en el tramo correspondiente a la desembocadura del caiio Maizaro hasta
el puente de Murujuy. Por lo que se puede inferir que la contaminacion de este rio puede
afectar directamente a sus afluentes como Cafio Grande (5). Ademas la presencia de dicho
metal se encuentra relacionada principalmente a los centros de mecdnica automotriz
rudimentarios, el trafico vehicular, el uso de combustibles, el desgaste de neumaticos, pastillas

de frenos y lubricantes ( 6, 38, 39).

Otro claro ejemplo es el rio Guatiquia el cual, nace en el Paramo Chingaza desde el
municipio de Quetame hasta su desembocadura al rio Meta donde gran parte de los suelos son
de uso agricola de acuerdo con el Esquema de Ordenamiento Territorial del Municipio de
Quetame por lo que, es comun el uso de agroquimicos, fertilizantes y pesticidas que muchas
veces contienen Cr, Hg y Pb que al no ser correctamente desechados van a parar a las
corrientes del rio mas cercano (rio Negro) contribuyendo a la contaminacion, el deterioro de
la calidad del agua del rio y la alteracion de su composicion natural (6, 35, 40). Lo que
representa una problematica ya que los agricultores de la zona hacen uso de las aguas del rio
para el riego de cultivos (4, 24, 35, 56). Esto demuestra la importancia de capacitar al
agricultor en buenas practicas agricolas (BPA) promoviendo la gestion responsable de los

fitosanitarios.

Asi mismo, se ha llegado a establecer que las empresas encargadas de la extraccion de

material de arrastre y produccién de concreto presentes a lo largo del rio Guatiquia generan
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contaminacion de los cuerpos de agua por descargas de efluentes con compuestos toxicos

como metales pesados (4 ,6, 24).

Al igual que, el rio Coello y el rio Algodonal donde Sanchez A.y Rojas V afirman que la
calidad del agua también se ve afectada por la contaminacion de gases y material particulado
generado por la maquinaria utilizada para la extraccion de material de arrastre. Ademas de, el
derrame de aceites, lubricantes, grasas, gasolina, aceite combustible para motores (ACPM)
generados durante las labores de extraccidon que representan una importante fuente de
contaminacion por metales pesados hacia las aguas superficiales naturales (8, 41). Este
resultado respalda la idea de que el sector minero encargado de la extraccion de material de
arrastre puede contribuir a la contaminacion por metales pesados generada en fuentes hidricas

(8,36, 41).

Ademas, cabe mencionar uno de los rios més importantes de Colombia, como lo es el rio
Magdalena ya que, abastece a mas del 70% de la poblacion (9). Sin embargo, Tejada L. et al
ratifica que, dicho rio a lo largo de su cauce recibe contaminantes por parte del sector minero,
vertidos agricolas e industriales generando altas concentraciones de Cd y Pb en el rio
altamente toxicos incidiendo y afectando directamente la flora y fauna del mar Caribe, ya que
algunos sedimentos contaminados terminan llegando al mar, provocando la desaparicion de

arrecifes de coral y pastos marinos (9,20 ).

De igual forma, existen reportes de alto grado de contaminacion en el rio Medellin, el rio
Bogoté y algunos humedales de la sabana de la ciudad; un ejemplo de este Gltimo, esta dado

por Ardila T y Realpe E en su estudio realizado en odonatos como posibles indicadores de
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contaminacion, por lo que realizan un analisis de bioacumulacién de metales pesados

mediante la técnica de espectroscopia de absorcidn atdémica mostrando resultados

significativos para Cr, Cu y Pb (64). Por lo tanto, es importante resaltar la necesidad de

realizar un control mas riguroso a las fuentes hidricas puesto que, la contaminacion generada

en estas es responsabilidad de la poblacion aledana (12). En la tabla nimero 1 se evidencia el

resumen de la contaminacion generada en algunas fuentes hidricas en Colombia.

TABLA RESUMEN DE CONTAMINACION EN ALGUNAS FUENTES HiDRICAS DE COLOMBIA

Rios Tipo de contaminantes Fuentes de contaminacion Usos de la fuente
hidrica
Rio Ocoa -Centros de mecanica | -Recurso hidrico

Villavicencio- Meta

-Metales pesados: Pb, Ni, Cr.

automotriz rudimentaria.
-Sector agricola e industrial

industrial y de
extraccion.

Caiio Grande
Villavicencio, Meta

-Posible contaminacion con los
metales pesados Pb, Ni, y Cr

-Canteras
-Mineria
-Sector agricola e industrial

-Recreativo en la
cuenca alta
-Recurso hidrico

Rio Guatiquia

Nace en el Paramo

Chingaza desde el
municipio de Quetame
hasta su

desembocadura al rio
Meta.

-Agroquimicos y fertilizantes

-Residuos de la extraccién de
material de arrastre

-Extraccion de material de
arrastre

-Produccion de concreto
-Sector agricola e industrial

-Riego de cultivos.
-Recurso hidrico.

Rio Coello

Nace en el nevado del
Tolima y desemboca en
el rio Magdalena

-Gases de combustion y emision
de material particulado

-Aceite quemado y derrames
involuntarios de combustible

-Explotacion de material de
arrastre
-Sector agricola e industrial

-Recurso hidrico

industrial

Rio Algodonal
Norte de Santander

-Gases y material particulado
-Derrame de aceites, lubricantes,

- Maquinaria utilizada para
la extraccion de material de

-Recurso hidrico para
poblaciones cercanas

grasas, gasolina, aceite | arrastre en crecimiento.
combustible  para  motores | -Sector agricola e industrial
ACPM.
Rio Magdalena -Metales pesados Cd y Pb -Sector minero - Abastece a mas del
Nace en el Suroriente -Vertimientos -Sector agricola e industrial | 70% de la poblacion
de Colombia -Agroquimicos, Pesticidas, Colombiana
Fertilizantes

Existen reportes de alto grado de contaminacion en el rio Medellin, el rio Bogota y los humedales de la ciudad que
requieren ser intervenidos para su recuperacion

Tabla 1. Tabla resumen de contaminaciéon en algunas fuentes hidricas de Colombia. Elaboracion propia.
Marquez L, Meneses E, Moreno Y. 2021.

30




6.3. Impacto de los metales pesados en la salud humana

Se ha evidenciado que, metales pesados de relevancia como el Pb, Hg, Cd, Co, Mn,
Zn y Ar son utilizados en diferentes actividades, que tienen un efecto negativo en el
ser humano y el medio ambiente, siendo estos los posibles causantes de multiples
enfermedades; Las cuales, pueden provocar desde sintomas leves como mareos hasta
enfermedades graves, e incluso pueden causar la muerte en el ser humano y algunas
especies animales, debido a su accidon bioacumulable en suelos, plantas, sedimentos y
organismos vivos provocando toxicidad, alteraciones metabolicas o mutagénesis. (2,

10).

Es de relevancia mencionar que, el Pb afecta al sistema reproductivo, urinario y
SNC, produce anemia, enfermedades pulmonares, cancer y muerte (2). Mientras que,
el Hg se relacionado con enfermedades pulmonares e intestinales, afectacion de la piel,
dafio al sistema urinario, sistema nervioso central (SNC), pérdida de sensibilidad en
extremidades e incluso la muerte; el Cd se ha relacionado con anemia, enfermedades
pulmonares e intestinales, cancer y afectacion al sistema urinario mientras que el Cu
ocasiona anemia, enfermedades intestinales, afectacion hepatica y afectacion al

sistema urinario (2, 10).

Ademas, se ha visto que el Mn se ha relacionado con fallas hepaticas, afectacion en

sistema urinario, SNC, Parkinson y dafio de pancreas mientras que, el Zn se ha

relacionado con enfermedades intestinales, e infecciones en mucosas y por ultimo el
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As provoca anemia, enfermedades intestinales, afectacion hepatica, afectacion al SNC,

cancer y ataxia (2, 10). Como se observa en la figura 3.

CCOMO INFLUYEN LOS METALES PESADOS EN LA SALUD?

(X & s

( Plomo ) Mercurio (cadmio )

1 2 3 4

N/ )

i &
0 b i

Texto
Arsénico) (( zinc ) (manganeso) ([ Cobre )

1 sistema urinario/Reproductor 3 sistema Nervioso central # Anemia
2 sistema digestivo 4 Sistema Respiratorio £ Muerte

Figura 3. Organos afectados por metales pesados en el ser humano. Pb, Hg, Cd, Cu, Mn, Zn Y As Construccion
propia. Marquez L, Meneses E, Moreno Y. 2021

6.4. Tipo de muestra de preferencia para la evaluacion de la presencia de metales en

fuentes hidricas

De acuerdo con Rosas H. es posible establecer que, la evaluacion de metales pesados en
fuentes hidricas se puede determinar a través de muestras tanto de agua como de sedimentos
(36). Sin embargo, se ha observado que en las muestras de sedimentos los metales pesados
suelen concentrarse mas por lo que se puede afirmar que ésta ultima es la muestra ideal (

20,32).

Este tipo de comportamiento se atribuye principalmente a la adsorcion, coprecipitacion y
complejidad de los metales pesados en las capas mas externas de las particulas de los
sedimentos. Otra caracteristica que convierte a los sedimentos en una muestra ideal es que
tienen mas area superficial respecto a su volumen por tal motivo, tienen la capacidad de

retener mas metales pesados (36). Influyendo en gran medida la textura de los sedimentos
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puesto que, se puede observar una menor concentracion de metales pesados en sedimentos
donde la arena presenta granulos separados o finos. Mientras que, en aquellos sedimentos
donde la arena tiene granulos mas unidos se suele hallar mayor concentracion de metales

pesados. (20,32,36).

Por consiguiente, la concentracion de metales pesados puede variar en los diferentes
puntos de toma de muestra de la fuente hidrica de manera dependiente a la relacion quimica

de la materia orgénica con el metal pesado como se puede observar en la tabla 2.

Metal pesado Relaciéon quimica de la materia organica con el
metal pesado.

Mercurio Excelente

Cobre Excelente
Plomo Buena
Cromo Buena
Niquel Buena
Zinc Buena

Cadmio Aceptable

Arsénico Aceptable

Tabla 2. Metales pesados y su grado de afinidad por la materia orgéanica, la tabla indica el grado de afinidad que
presenta el metal pesado respecto a la materia organica. Construccion propia. Marquez L, Meneses E, Moreno Y.
2021.

En sedimentos con alta materia organica se puede obtener una significativa recuperacion
de los metales pesados en caso de que haya presencia de estos, mientras que, el Cd y el Ar
tienen una relacion aceptable respecto a la materia organica debido a los cambios
fisico-quimicos.. También, se ha evidenciado una excelente relacion entre los sedimentos y el

Cu, por ser un compuesto que esta fuertemente enlazado con la materia organica (36).
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De igual forma. Rosas H. sugiere que los minerales de arcilla se caracterizan por ser ricos
en Ni, en este orden de ideas en efluentes donde hay baja concentracion de minerales de

arcilla existe la posibilidad de encontrar bajos niveles de este compuesto (36).

6.5. Ventajas del modelo de C. elegans como biomarcador ambiental

La inclusion de biomarcadores ambientales para complementar el analisis en la presencia
de algunos contaminantes como plaguicidas, metales pesados, compuestos bioacumulables y
agroquimicos son valiosos en los programas de monitoreo para contaminacion de aguas,
permitiendo proporcionar alternativas tempranas de proteccion de riesgos ambientales

(30,36).

Un ejemplo de biomarcador ambiental es C. elegans por ser un modelo mundialmente
aceptado para la evaluacion del impacto ambiental regulado por la normativa internacional
ISO 10872:2010 (ISO, 2010) que hace referencia a la calidad del agua y la determinacion del
efecto toxico en muestras de suelos y sedimentos sobre el crecimiento, la fertilidad y
reproduccién del nematodo. Ademas, cabe resaltar, la guia estindar ASTM E 2172 - 01
(2014) indicada para realizar pruebas de toxicidad del suelo en el laboratorio con el nematodo

C. elegans (26).

Por otra parte, estudios realizados de expresion génica han demostrado que C. elegans
puede ser apropiado al momento de evaluar contaminacion por compuestos toxicos mediante
ensayos que demuestran su reaccion a nivel anatomico, genético y fisiologico frente a
parabenos, plaguicidas, metales pesados, entre otros. Postulando al nematodo como un

biomarcador util para evaluar el riesgo ecotoxicologico en aguas, sedimentos y suelos (42).
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6.6. Cepas de C. elegans utilizadas como biomarcadores ambientales para metales

pesados.

La cepa N2 de C. elegans es comunmente utilizada como control en diversos estudios ya
que no posee ningun tipo de modificacion genética, puesto que, desde su descubrimiento en
1968 fue congelada con el fin de establecer un stock ancestral, para posteriormente ser
descongelada y cultivada en medio NGM y asegurar futuras reservas de referencia. Por lo
que, es ideal para realizar otro tipo de ensayos que permitan evaluar toxicidad por la presencia
de metales pesados en fuentes hidricas mediante ensayos de mortalidad, reproduccion,
alimentacion y locomocion. De manera que, en presencia de altas concentraciones de metales

pesados se ven afectados los parametros fisioldgicos del nematodo (43, 44).

Teniendo en cuenta que un biomarcador ambiental debe ser altamente sensible y especifico
se considera que el nematodo C. elegans es un organismo modelo ideal para evaluar toxicidad
por la presencia de metales pesados en fuentes hidricas, proponiendo las cepas transgénicas

TI 356y VC 128 (37).

6.6.1. Caracteristicas de la cepa transgénica TJ 356 (Daf-16::GFP)

La cepa transgénica TJ 356 fue modificada genéticamente para permitir la localizacion del
factor de transcripcion Daf-16 mediante el uso de una proteina verde fluorescente (GFP), esto
se hizo por medio de mutagénesis dirigida, basada en PCR de pGP30, plasmido que expresa
Daf-16 " ™:Daf-16a::gfp (45). Este plasmido contiene una transversion de adenina a timina en

la posicion 1747: (TTCCCGATCAGCCACTGATGG (a/t) ACTATGGATGTTGATGCATT
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GA) en el ADNc de una variante de Daf-16a. Esta transversion resulta en un cambio de

asparagina a valina en la posicion 484 de la secuencia traducida.

En la figura 4 se muestra la construccion de Daf 16::GFP para lo cual, se hace uso de dos
constructos denominados Daf-16a y Daf-16b. En la figura 4a, se muestran las regiones
codificantes (recuadros rellenos), las regiones no codificantes (recuadros vacios) e intrones
(lineales). Daf-16a presenta dos isoformas (al, a2) las cuales se encuentran en la region hélice
alfa (lineas en zigzag), lo cual difiere de Daf-16b en 6pb. En la figura 4b, se observa la

construccion de Daf-16a::GFP, donde se introdujo GFP en el marco del N-terminal (46).

a  genomic 1 —HH——{ 1
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Figura 4. Construccion de Daf-16::GFP. Tomado de: Lin K, Hsin H, Libina N, Kenyon (46).

El factor Daf-16 cuenta con diversas funciones en el nematodo, principalmente como
factor de transcripcion que actia en la via de sefalizacion mediada por insulina, regulando la
respuesta al estrés, inmunidad innata y formacion del estadio dauer en el nematodo. Asi
mismo, posee actividad de union a proteinas, enzimas y ADN. Se puede afirmar que Daf-16
bajo condiciones normales se localiza en el citosol, sin embargo, cuando estas son
desfavorables como hambre, calor, estrés oxidativo, hipoxia, obstaculizacion del crecimiento
o reproduccion se trasloca al ntcleo y alli transcribe genes de respuesta al estrés (6, 47). Por
lo tanto, la localizacién nuclear de Daf-16 como proteina, implica la activacion de Daf-16
como gen, para proteger al organismo de factores que generan estrés en el nematodo

aumentando la produccion de antioxidantes (61).
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Como se observa en la figura 5, una vez es provocado cualquier tipo de estrés en el
nematodo se activa el receptor transmembrana Daf-2, iniciando la sefializacion intracelular
para dirigir los factores de transcripcion Daf-16 y Hsf-1 al ntcleo donde se activan las
proteinas de choque térmico entonces se transcriben genes de respuesta al estrés (48). Cabe
resaltar que, la cepa transgénica TJ 356 ha sido utilizada en diversos estudios de toxicidad

evaluando compuestos como Ba, Cd, Ni, Zn, Cr, Cu y su respuesta al estrés oxidativo

(9,21,32).
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Figura 5. Accion de Daf-16 frente a algunos factores de estrés (estrés oxidativo, estrés osmotico, choque térmico
e hipoxia).Tomado de: Rodriguez M, Basten L, Bono De M, Kammenga E (48).
6.6.2. Importancia de Daf-16::GFP en la evaluacion toxicologica y presencia de metales

pesados en fuentes hidricas

El nematodo C. elegans de vida libre se ha convertido en un modelo animal de gran
importancia en varias areas de estudio, como en el campo de la toxicologia ambiental y
genética. La cepa transgénica TJ 356 se ha empleado en diversos analisis para evaluar el
efecto de compuestos volatiles organicos, la toxicidad de parabenos y la calidad
toxico-molecular de fuentes hidricas, (30,42,49) a causa de metales pesados como Cd, Pb,

Mn, Niy Cu (21,32).
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En este orden de ideas, cabe destacar algunos estudios que afirman lo anteriormente
mencionado, como el realizado por Sanadhya P ef al, el cual plantea como objetivo observar
la susceptibilidad de C. elegans frente a compuestos organicos voldtiles (COV)
(3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, 4-heptanona y acetato de isoamilo); compuestos
producidos por un hongo denominado Daldinia cf, que tiene posibles efectos antihelminticos

contra el nematodo M. Javanica, considerado una plaga en cultivos de tomate (22).

En este estudio, se hizo uso de una mezcla volatil sintética, compuesta por los cuatro COV
producidos por el hongo, a una concentracion conocida y los COV individuales, con la
finalidad de estudiar la induccion de estrés oxidativo por parte de los COV y determinar si
provocan alguna alteracion en la expresion de genes de resistencia al estrés (22). Como se
observa en la figura 6, la expresion de Daf-16::GFP es estimulada por la mezcla volatil
sintética (SVM) y el 4-heptanone en el nematodo, por lo que permite evidenciar que al
exponerlo a dichos compuestos que causan estrés, Daf-16 se trasloca al nucleo, y puede ser

visualizado por la fluorescencia emitida gracias a la GFP (22).

DAF16::GFP expression

4-heptanone Control

SVM

Figura 6. Efectos de 4-heptanona y SVM en la localizacion nuclear de Daf-16 :: GFP. Tomado de: Sanadhya P,
Bucki P, Liarzi O, Ezra D, Gamliel A, Braun S (22).
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De esta misma manera Nagar Y et al. recalca la toxicidad provocada por parte de parabenos
en el nematodo C. elegans, ya que estos compuestos son usados frecuentemente en la
produccion de conservantes para alimentos, productos de cuidado personal, farmacéuticos,
entre otros. Estos parabenos se han detectado en aguas residuales, rios y aguas superficiales,

ya que pueden afectar tanto la salud humana como al medio ambiente (30).

Los nematodos expuestos a parabenos evidenciaron altos niveles de (ROS) lo cual se
demostré con la utilizacion de la cepa transgénica TJ 356 haciendo observacion de la
localizacion nuclear de Daf-16::GFP demostrando que los parabenos provocan estrés
oxidativo, toxicidad y alteraciones endocrinas en el nematodo C. elegans, dependiendo de la
concentracion de estos (30). En la Figura 7, se puede observar la localizacién nuclear de
Daf-16::GFP tras ser expuestos a los parabenos usados Mep (metilparabeno), Etp

(etilparabeno), Pro (propilparabeno) y Bup (butilparabeno) (30).

BuP

Figura 7. Localizacion de Daf-16::GFP en TJ 356 frente a la exposicion a parabenos MeP, EtP, PrP, BuP.
Tomado de: Nagar Y, Singh R, Parveen T, Kumar D, Ravi K, Satish A (30).

Cailing Lu et al destaca el uso de la cepa TJ 356 de C. elegans como biomarcador, quien
realizd un estudio donde analizo las interacciones de toxicidad de Mn, Pb Y Cd en el
nematodo C. elegans, teniendo en cuenta parametros como reproduccion, esperanza de vida,

respuesta al estrés y neurotoxicidad (1). Se observéd que la exposicion frente a Mn produjo en
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primer lugar la translocacion de Daf-16::GFP al nucleo de las células que se encuentran
debajo de la cabeza y posteriormente se expandidé por todo el cuerpo del nematodo a mayor

concentracion de Mn, como se puede apreciar en la figura 8 (1).

Control
200 ym

‘ P

Figura 8. Traslocacion de Daf-16 :: GFP en C.elegans frente a compuestos individuales de Mn, Pby
Cd.Tomado de: Lu C, Svoboda KR, Lenz KA (1).

Como hallazgo importante encontraron que la combinacion de Mn+Pb indujo una toxicidad
letal mientras que la mezcla de Mn+Cd indujo una toxicidad antagonista, una explicacion para
el primer hallazgo es que las interacciones de toxicidad entre sustancias quimicas ocurren al
afectar procesos clave, como es el caso del Pb que sustituye cationes como Ca*, Mg™ y Fe™
de ésta manera afecta varios procesos biologicos, aparte de generar estrés oxidativo como el

Mn (1).

También concluyeron que este compuesto intracelularmente se acumula dentro de las
mitocondrias e interrumpe la sintesis de ATP lo que conlleva a niveles reducidos de ATP
intracelularmente y aumenta el estrés oxidativo, lo cual provoca la estimulacion de Daf-16, al
igual que en el estudio anterior donde Daf-16 se trasloca al nucleo con la finalidad de

transcribir genes de respuesta al estrés (1). Por otro lado, en la figura 9, los autores muestran
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el porcentaje de translocacion de Daf-16 al nicleo de manera dependiente a la concentracion

y tipo de metal pesado al que fue expuesto el nematodo (1).
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Figura 9. Porcentaje de nematodos que muestran translocacion de Daf-16::GFP frente a la exposicion a los
metales individuales y mezclas de metales. Tomado de: Lu C, Svoboda KR, Lenz KA (1).

6.6.3. Caracteristicas de la cepa VC 128 de C. elegans

La cepa VC 128 hace parte del Internacional C. elegans Gene Knockout Consortium, fue
modificada genéticamente para expresar el gen mtl-2 ligado a la GFP, que al ser excitado por
la luz UV (395 nm), emite una sefial verde fluorescente (509 nm), la cual puede ser
visualizada facilmente mediante microscopia de epifluorescencia, esto con el fin de facilitar la

localizacion de mtl-2 al ser estimulada su expresion frente a la presencia de metales pesados

(50).

Este procedimiento se realiza por medio de radiacion gamma que provoca la escision y
posterior reparacion del cromosoma V, donde se encuentran ubicados los genes de las
metalioteinas (mtl-1 y mtl-2), durante el proceso de reparacion del cromosoma, es
incorporado el plasmido al ADN de los huevos del nematodo mediante co-inyeccion, con un

gen de rescate pL15EK (vector). Para confirmar la incorporacion exitosa del transgen, se
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evalua la presencia del vector por microscopia de epifluorescencia para seleccionar los
individuos que muestran una mayor fluorescencia de GFP y posteriormente cruzarlos con la
cepa silvestre N2 de C. elegans hasta obtener una progenie estable con las caracteristicas
deseadas. Esta incorporacion es confirmada en la progenie final que es analizada por PCR

para verificar la presencia del transgen mtl-2::GFP (44, 51).

6.6.4. Metalotioneinas de C. elegans

Todas las cepas de C. elegans poseen unas proteinas conocidas como MT las cuales, han
sido ampliamente estudiadas debido a su gran afinidad por los metales pesados, al expresar
mtl-1 y mtl-2, que son pequeias proteinas ricas en tiol y cisteina de bajo peso molecular (75 y
63 aminoacidos respectivamente) involucradas en la proteccion contra agentes oxidantes, el

secuestro y transporte de los metales que llegan a asimilar (58,59)

En general, la expresion de las MT es inducida cuando los nematodos se encuentran
expuestos a un exceso de iones metalicos, con el fin de evitar la acumulacion de metales y un
mayor dafo citosdlico, este mecanismo funciona con ayuda de un transportador intracelular
denominado mlt-1 mientras que, la proteina mtl-2 se le ha atribuido el rol de transportador de
salida.

Por consiguiente, de acuerdo con Jiang G, quien realiz6 un estudio con uranio (U), un metal
pesado que al ingresar a la célula se une a la proteina mtl-1 la cual, posteriormente se encarga
de retenerlo. Por el contrario, la proteina mtl-2 se une al U con el fin de transportarlo al
exterior de la célula y de esta manera evitar el estrés oxidativo y el dafio celular como se

muestra en la figura 10 (42,52,53).
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Figura 10. Funciones diferenciales de mtl-1 y mtl-2 e interacciones entre las MT y el Uranio. Tomado de: Jiang
G, Sam Hughes , Stiirzenbaum S, Evje L, Syversen T , Aschner M (52).

En concordancia con el motor de busqueda de libre acceso PUBMED, la principal
diferencia entre dichas proteinas se encuentra en el dominio C- terminal de ambas secuencias.
El gen mtl-1 se encuentra ubicado en el cromosoma V, en la posicion 6.691.371. 6.691.863, el
cual codifica la proteina mtl-1 con una longitud de 75 aminoacidos, consta de 1 cisteina y 3
histidinas, que permite la unidon a iones especialmente a Cd y Zn. Ademas, le confiere la
capacidad de intervenir en respuesta al calor y frente a la presencia de iones metalicos, siendo
mayor su expresion en intestino y faringe (57).

Mientras que la proteina mtl-2, unicamente posee una histidina terminal, tiene una longitud
de 63 aminoécidos y se encuentra localizada en la posicion 14.018.270 .14.018.673 del gen,
cuya expresion es promovida cuando los metales se unen a las MT especificamente a Cd, Pb y
Zn. Finalmente, se ha llegado a establecer que las MT de C. elegans actuan frente a los

metales pesados de igual forma como lo harian en los mamiferos.

6.6.5. Importancia de las metalotioneinas en la evaluacion de la presencia de metales

pesados en fuentes hidricas
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C. elegans permite detectar la presencia de metales pesados al expresar las MT mtl-1 y
mtl-2, esta afirmacion ha sido respaldada por Jiang G. el cual, us6 como modelo experimental
el nematodo C. elegans para evaluar la toxicidad dada por parte del Uranio, que es un metal

pesado muy utilizado en la fabricacion de armaduras, municiones y energia nuclear.

P - GFP

P s GFP

0mM DU 10 uM DU

Figura 11. Expresion de las MT mtl-1::GFP y mtl-2::GFP en la cepa VC 128 de C. elegans por exposicion al
Uranio. Tomado de: Jiang G , Sam Hughes , Stiirzenbaum S, Evje L, Syversen T, Aschner M (52).

Jiang G y colaboradores, también afirman que las MT confieren protecciéon al nematodo
frente a este compuesto lo cual, fue demostrado a través de un ensayo de RT-PCR en el que se
observo una mayor regulacion en la transcripcion de las MT mtl-1 y mtl-2, luego de la
exposicion al Uranio. De igual forma, cabe resaltar otro resultado de importancia en el mismo
estudio donde la GFP se encuentra ligada a cada una de las proteinas permitiendo observar
que la exposicion a una baja concentracion de Uranio (10 uM) induce una fuerte expresion de

GFP como se puede apreciar en la figura 11 (52).
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Figura 12. Expresion de mtl-2::GFP en el intestino de C. elegans por exposicion al Cd (25uM). Tomado de:
Hockner M, Dallinger R, Stiirzenbaum S (13).

De igual forma, cabe mencionar el estudio realizado por Hockner M, et al donde se
contrastan los mecanismos moleculares, proteicos y celulares de mtl-1 y mtl-2 en el nematodo
C. elegans y en caracoles, haciendo énfasis en las funciones de las MT, en la figura 12
muestra a la MT mtl-1 que se expresa principalmente en la faringe del nematodo y
posiblemente actiia como un sensor de metales toxicos. Mientras que, mtl-2 no desempefia un
rol significativo a nivel fisioldgico en condiciones normales, sin embargo, se ve estimulado
fuertemente en el intestino tras la exposicion a metales pesados como se observa en el ensayo
realizado con el Cd donde se evidencid, que en concentraciones bajas del metal hay una
expresion insignificante mientras que, a mayor concentracion se observa una expresion de

mtl-2 estadisticamente significativa en el intestino de la cepa mtl-2::GFP de C. elegans (13).

Mientras que al exponerlo al zinc (Zn) en concentraciones similares no generé cambios
significativos en la expresion de las MT (13). Al igual que en otro estudio realizado por
Anbalagan C, et al, donde se demuestra que las MT y fitoquelatina sintasa tienen la capacidad

de conferir al nematodo proteccion contra las nanoparticulas de 6xido de Zn (47, 54,60).

Este estudio también corrobora, que la exposicion al Zn genera altos niveles de radicales
libres en C. elegans activando a su vez a las MT, por lo que se cree que estdn implicadas en la
generacion de ROS en C. elegans, lo cual, se confirm6 haciendo uso de un colorante
permeable a la célula Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA) que permite la
medicion cuantitativa de ROS intracelular como se puede apreciar en la figura 13 donde la

mayor expresion de mtl-2::GFP se observa en el intestino del nematodo. Ademas, se observo
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en el mismo estudio alteraciones en algunos pardmetros fisiolégicos como crecimiento,
capacidad reproductiva y vida util (47, 54).
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Figura 13. Induccion de mtl-2 :: GFP en respuesta al Zn. Tomado de: Polak N, Read D, Jurkchat K, Matzke M,
Kelly F, Spurgeon D, et al (55). La imagen de fluorescencia muestra la induccion de mtl-2:: GFP en respuesta al
Zn mientras que la grafica de barras muestra la fluorescencia relativa de la metalotioneina mtl-2.

CONCLUSIONES

En conclusion, de acuerdo a la investigacion realizada con base en diversas fuentes de
informacion consultadas, las fuentes hidricas mencionadas presentan una problematica de
contaminacion por metales pesados, generados por parte de los sectores minero, industrial,
agricola y las curtiembres al no tratar adecuadamente los desechos generados y el vertido de
aguas residuales, lo cual genera un impacto negativo directamente sobre la salud humana,

animal y ambiental.

C. elegans es un biomarcador ambiental ideal para la determinacion de metales
pesados en fuentes hidricas especificamente con el uso de las cepas transgénicas TJ 356 y VC
128 por permitir realizar ensayos altamente econdmicos y sencillos. Las cepas modificadas

genéticamente de C. elegans permiten observar el efecto toxico que generan los metales

46



pesados por medio de genes ligados a una GFP que son estimulados frente a cualquier tipo de

estrés ecotoxicologico provocado en el nematodo.

Se logro evidenciar que el uso de las cepas mencionadas anteriormente permiten la
evaluacion de diversos compuestos potencialmente toxicos, haciendo énfasis en los metales
pesados mas comunes (Cd, Hg, Cu, Ni, As, Cr, Pb, U y Zn) y los compuestos como Mn, Sn,
Ba que se consideran toxicos a altas concentraciones siendo el tipo de muestra mas apropiado
para los analisis en fuentes hidricas los sedimentos por tener mayor afinidad con los metales

pesados al ser compuestos bioacumulables.
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