
  

    
LO HUMANO EJE 

DE NUESTRA REFLEXION 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

GIAO 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 

DE MEXICO 

  

  

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

"ZARAGOZA" 

ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION TOXICA 

QUE PRODUCE EL MERCURIO A NIVEL CELULAR 

(IN VITRO) 

T E S I N 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 

DOCTOR EN’ CIENCIAS (BIOLOGIA) 

P R E Ss E N T A 

M. en CC. LETICIA [aucto ORTIZ 

Directora de tesis: Dra Ma. Concepcion Gutierrez Ruiz 

MEXICO, D.F. 

  

2 ts 

BYE ESTUDIOS nly? 

SH POSCRARO



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



DEDICATORIA 

A mi familia la raz6n de vivir: mi esposo Daniel y mis hijos Axel y Daniel. 

A mis padres: Salvador y Caridad, que han estado a mi lado en los buenos 

y malos momentos. 

A mis hermanos: Alberto, Salvador, Margarita, Ulises, Aquiles y José 

de Jesus. 

A mis amigas y compaiieras: Conchita, Vero, Ely, Paty y 

Claudia, por su gran ayuda y compaferismo. 

Lo esencial sigue siendo invisible a los ojos, 

sélo con el coraz6n se ve....



El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Fisiologia Celular, del 

Departamento de Ciencias de la Salud, Divisi6n de Ciencias Biolégicas y de la 

Salud, de la Universidad Auténoma Metropolitana—Iztapalapa. Bajo la direccién y 

asesoramiento de la Dra. Ma. Concepcion Gutiérrez Ruiz. 

AGRADECIMIENTOS 

A mi Asesora, la Dra. Ma. Concepciédn Gutiérrez Ruiz por permitirme 

realizar este trabajo en el Laboratorio de Fisiologia Celular el cual ella dirige y por 

el tiempo que ha dedicado para el crecimiento y desarrollo académico de mi 

persona. 

A mis Tutores Académicos designados: el Dr. José Miguel Betancourt Rule 

y el Dr. Mario A. Altamirano Lozano, por las varias revisiones, correcciones y 

comentarios al presente trabajo, asi como a los otros miembros del jurado: 

Dr. Alfonso C4rabez Trejo, Dr. Edmundo Chavez Cossio, Dra. Teresa |. Fortoul 

Van Der Goes y Dra. Patricia Rosas Saucedo. 

Al Programa de Apoyo a las Divisiones de Estudios de Posgrado (PADEP) 

por el apoyo econémico otorgado (clave no. 500304), para complementar !a 

realizacién del trabajo experimental y la difusi6n de algunos de los resultados de} 

presente trabajo.



INDICE 

  CONTENIDO pag. 

ABSTRACT . . . . . . ' . . . i 

RESUMEN . : . . . : : . . . ii 

INTRODUCCION . . . . . . . . . 1 

Aspectos Histéricos : : . : : : . . 1 

Generalidades ' . . . : . . : . 2 

HIPOTESIS . . . . . . . . . . 11 

OBJETIVOS . . . . ‘ . . . . . 12 

METODOLOGIA . , . . . . . 13 

Mantenimiento de la Linea Celular WAL- 68. : . ' . 13 

Viabilidad Celular. . 14 

Determinaci6én de la actividad de enzimas citosélicas y transmembranales, 

en células expuestas a un tratamiento agudo baja concentracidn, crénico y 

agudo alta concentraci6n de HgCl,_ . . . : . 15 

Determinacién del grado de lipoperoxidaci6n . : . . : 16 

Determinacién del contenido de glutati6n . . . : . 17 

Determinacié6n del contenido de metalotioneina . 18 

Captacién de Hg por las células WRL-68, efecto de la concentracién de Hg 19 

Captaci6n de Hg por las células WRL-68 expuestas a HgCl,, efecto del 

tiempo de exposicién . . 20 

Determinacién de Hg adherido a |a membrana plasmatica, interior celular y 

en diferentes fracciones subcelulares de la linea celular WRL-68 . 20 

Determinaci6n de ADN . . . . . . . 23 

Electroforesis de subfracciones celulares . . . . . 24 

Autorradiograffa de ia electroforesis . : . . . . 25 

Tratamiento estadistico . . ' . : . : : 25 

RESULTADOS : : 26 

Microscopias dptica y electronica de células WRL- 68 expuestas a HgCl, 28 

Determinacién de las actividades enzimdticas: LDH, ALAT y ASAT 36 

Cuantificacién del grado de lipoperoxidaci6n . . . . : 38 

Contenido de Glutatién . : . : . : 39 

Cuantificacién del contenido de metalotioneina . 43 

Captacién de Hg por las células WRL-68 expuestas a diferentes ‘concentra- 

ciones de HgCl, . 44 

Captacién de Hg por las células WRL- 68 expuestas : a HgCl, a diferen- 

tes tiempos . : 46 

Contenido de Hg en: membrana plasmatica, interior celular y las diferen- 

tes subfracciones celulares . . . 47 

Electroforesis y autorradiograffa de subfracciones celulares . : 49 

DISCUSION . . . . . . . . . 52 
CONCLUSIONES . . . . . . . . . 66 

PERSPECTIVAS. . . . . . : . . 68 

BIBLIOGRAFIA : . . : . : . : : 69



ABSTRACT 

The toxic effects of mercury (Hg), as chloride salt were studied using 

an hepatic human fetal cell line (WRL-68 cells). From viability curve and the 

proliferative capacity of the cell in presence of the metal, three different 

treatments were chosen, (1) 0.5 uM of the metal chloride for 24 h (low high 
dose treatment), (2) 0.5 uM of the metal chloride for 7 days (chronic 

treatment) and (3) 5 uM of the metal chloride for 24 h (acute high dose 

treatment). WRL-68 Hg treated cells increased their proliferative capacity. The 

metal produced ultraestructural cell alterations in different degrees, mainly as 

mitochondrial and RER structural changes, depending of the treatment. 

Cytotoxicity was assessed measuring the release of lactate dehydrogenase 

from the cells. Acutely high dose-treated cells showed the highest value for 

this parameter. Cell damage was also measured by alanine aminotransferase 

(ALAT) and aspartate aminotransferase (ASAT) activities. Acute high dose 
caused the highest value of these enzimatic release. Chronic and acute high 
dose treatments lipid peroxidation vaiues were significantly different to control 

cells. Metaliothionein (MT) induction was not detected and glutathione (GSH) 

levels remained unchanged. 

Concerning to Hg uptake, the accumulation of Hg in WRL-68 cells was 

biphasic and temperature dependent at high Hg concentrations. The initial 
rapid phase of accumulation occurred during the first minutes of incubation. It 

was followed by a sustained but slower accumulation during the 180 min 

period of the determination. Cell Hg accumulation had the same values at 

4 y 37°C when ceils were exposed to smaller HgCl, concentrations than 50 

uM. With higher concentrations, cells accumulated 30% less Hg at 4'C. This 

process is non-energy dependent. Hg distribution was 47.7% in mitochondrial 

fraction, 37.5% in nuclear fraction, 8.1% in cytosol and 6.7% in microsomal 

fraction. The Hg was linked to one mitochondrial or nuclear protein with 

molecular weight 76 Kd. Cytosol content was low in order that Hg did not 

induce metallothionein in WRL-68 cell line. In conclusion, evidence described 

in this work indicate that Hg is a heavy metal that produced toxic effects at 

cellular level determinated by some biochemical and morphological 

parameters. Hg accumulates in a rapid biphasic way and mitochondrial and 

nucleus fraction presented the highest accumulation in WRL-68 cells.



RESUMEN. 

Uno de los metales pesados y contaminante que ha incrementado su 
concentracién en el medio ambiente es el Mercurio (Hg). El conocimiento que se tiene 
de este metal se remonta hasta la antigdedad afios A.C., en donde, tuvo diferentes 
usos por las distintas culturas existentes, desde colorante hasta agente terapeutico. 
Presenta un ciclo global en el ambiente, en donde pasa a través de la cadena tréfica 
hasta jlegar al hombre, ya que no es biodegradable. Se utiliza en gran numero de 
actividades humanas, como son la fabricacién de diversos objetos, en la mineria, en la 

agricultura, en la medicina, etc. 

Los 6rganos blanco de este metal son: ei higado, el rifién, el cerebro, el 
tracto gastrointestinal y el pulm6én, causando dafio que va desde el leve hasta el 

grave, incluso la muerte, dependiendo de la dosis, tiempo y tipo de compuesto del 

Hg, a la que se exponga el individuo. Se ha reportado que 5-10 nmoles de Hg /di 

de sangre producen dafo en el rifiédn y sistema nervioso central. 

Aunque se han realizado estudios para determinar los efectos tdéxicos del 

Hg, la diferencia en el protocolo experimental no ha permitido el establecer un 

mecanismo general del dafio del Hg a nivel celular. El trabajar con modelos in 

vitro, facilita establecer dicho mecanismo. La {fnea celular WRL-68, de origen 

hepatico fetal humano, ha sido caracterizada como un buen modelo para estudios 

de toxicologia, lo que permitira establecer cual es el efecto del Hg a nivel celular. 

En el presente trabajo, se establecieron tratamientos agudos y crénico de 

exposicién, en donde las células mantuvieron una viabilidad alta y una capacidad 

de adhesién al substrato en presencia del metal. Se encontrd que bajo 

tratamientos agudos las enzimas lactato deshidrogenasa y alanin y aspartato 
amino transferasas eran \iberadas al medio de cultivo. El grado de lipoperoxidacién 

aumentaba en forma dependiende de la concentracién y tiempo de exposici6n. No 

se encontré cambio en el contenido de glutatién. La célula no indujo la sintesis de 
metalotioneina en ningtn tratamiento. Se encontré6 que una cantidad del Hg se 

enlaza a los grupos —SH de las proteinas de la membrana plasmatica y otra parte 

penetra al interior celular. Tanto en la membrana plasmatica como en los sistemas 
membranales internos, genera ja formacién de radicales libres, los que a su vez, 

pueden desencadenar otros mecanismos de dafio. La distribucién intraceiular del 

metal resulta en presencia de mayor porcentaje de Hg en nucleo y mitocondrias 

lo cual es un reflejo de! dafio generalizado en la organizacién de sintesis de 

diversas moléculas y la produccién de energia. El Hg a bajas concentraciones 

penetra al interior celular por un sistema no dependiente de temperatura y sin 
requerimiento de energia. 

El Hg produce dafio a nivel celular por diversos mecanismos incluyendo fa 
generacién de radicales libres y la interaccién con grupos tioles de diversas 

proteinas, lo cual explica fla liberacién de enzimas citosdlicas y el dafio 

generalizado de la célula. Seria interesante estudiar cual es el mecanismo protector 
de la célula hacia este metal, ya que no hubo cambios en el contenido de 

glutati6bn, ni este metal tiene capacidad de inducir metalotioneina en este tipo 

celular.
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INTRODUCCION 

El mercurio (Hg) es un metal pesado que se encuentra como 

contaminante en el ambiente y el cual se ha clasificado como tdéxico para los 

humanos (Christensen y col., 1991). Su nombre proviene dei latin Argentum 

vivum (plata viva) y del griego Hydragyros (agua plateada) del cual se deriva su 

simbolo Hg (Herrstrom, 1995). 

ASPECTOS HISTORICOS 

El conocimiento y utilizacién del mercurio por los humanos se remonta 

siglos atrds, ya que era extraido de las minas en una forma conocida como 

"cinabar" (sulfuro de mercurio cristalino). En el afio 2000 A. C., el cinabar fue 

usado en China para hacer tinta roja y decorar "los huesos del oraculo" con 

inscripciones que eran precursoras de los ideogramas chinos modernos. Los 

griegos y los romanos explotaban las minas de Almaden en Espafia, ricas en Hg 

y més tardiamente los egipcios lo utilizaraon como pigmento de color rojo 

(Goering y col., 1992; Herrstrom, 1995). En el afio 400 A. C., la forma liquida 

fue nombrada por Aristételes como “azogue". 

La literatura refiere al uso terapéutico del Hg en el! tratamiento de ia sifilis 

en el primer trabajo escrito sobre este uso en el libro "De Morbo Gallico" en 

1496, continuando su uso hasta 1920. También se emplearon algunos diuréticos 

mercuriales, para el tratamiento de algunas alteraciones cardiacas, sin embargo 

en la actualidad su uso ha sido reemplazado por farmacos més efectivos y 

seguros (Klaassen, 1990). El calomel medicamento que contenia Hg, fue 

utilizado como laxante del cual hay reportes de muertes debidas a su mal uso. 

También se han utilizado compuestos de mercurio sublimados u organicos como 

conservadores en productos farmacéuticos, sin embargo, la Organizacién
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Mundial de la Salud (OMS) public6 en 1991, que ésta puede ser una fuente 

importante de exposici6én para algunas poblaciones (Herrstrom, 1995). 

GENERALIDADES 

En la actualidad estamos constantemente expuestos al Hg tanto en el 

aire, como en el agua, las drogas, las amalgamas dentales, los alimentos 

(principalmente peces), algunos cosméticos (cremas blanqueadoras) y las 

industrias (Herrstrom, 1995; Al-Saleh y Shinwari, 1997; Kenneth, 1997). El Hg 

se encuentra en el ambiente formando parte de un ciclo, movilizandose en 

todos los sistemas: terrestre, acudtico y aéreo (Figs. 1 y 2). El incremento de 

este metal en el ambiente se debe a su liberaci6n ya que se utiliza en la 

extraccién de oro y plata (Boffetta, y col., 1993; Aks, y col., 1995; Aula, y coi., 

1995), en la elaboracién y posteriormente en e! desecho de diversos productos 

quimicos, farmacos, fungicidas, insecticidas, pinturas, baterfas (Plunkett, 1974; 

Anttila, 1990; VonBurg, 1995), cloruros, catalizadores, asi como del desecho de 

aparatos eléctricos, termémetros, etc. (Cordier y col., 1991) (Fig. 3). Sin olvidar, 

que en el hombre una fuente importante es el consumo de alimentos marinos 

contaminados con este metal (Tian-yi y McNaught, 1992; Hojbjerg y col., 1992) 

o bien mediante la cadena alimenticia (Fig. 4).
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Herrstrom, publicé6 en 1995 datos de la OMS de 1991, en donde refiere 

algunos datos de cantidades de Hg utilizadas en el mundo (Tabla 1). 

Tabla 1.- Produccién y utilizacién de Hg en el mundo. 

Toneladas de Hg/afio 

Produccién global para uso humano: 10 000 (20000)" 

Cantidad emitida a la atmésfera: 3 000 

Emisi6n natural de tierras y océanos 3 000 - 6 000 

Cantidad utilizada en propésitos dentales 350 

  

* por VonBurg, 1995. 

VonBurg, (1995) refiere que los grupos mas expuestos son: los 

dentistas, los técnicos dentales, los trabajadores de plantas cloro-dlcali y los 

técnicos histélogos debido al trabajo que desempefian, en donde es muy 

importante e! manejo del Hg. 

Otro factor que contribuye a la contaminacién con este metal en los 

humanos, es fa utilizaci6n de pinturas en algunos juguetes infantiles, en cremas 

blanqueadoras y en pinturas que son utilizadas en cosméticos (Rastogi, 1992; 

Al-Saleh, 1997). 

En los Gitimos 5 afios han surgido una serie de estudios para examinar la 

contribucién y efecto téxico del Hg liberado por las amalgamnas (Cordier y col., 

1991; Fung y Molvar, 1992; Goerin y col., 1992). Lorscheider y col. (1995), 

refieren que en un estudio realizado en 1992, las amalgamas presentaron 50% 

del Hg metdlico y en menor proporcién otros metales como: plata, estafio, cobre 

y zinc. La cantidad de Hg utilizado por los dentistas ha disminuido en las ultimas 

décadas, aunque en paises como en USA el 92% de los odontédlogos sigue 

prefiriendo el Hg para las amalgamas.
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Se ha mostrado que una amalgama de aproximadamente 0.4 cm? puede 

liberar en la boca alrededor de 15 wg de Hg/dla por el desgaste mecénico, 

evaporacion y disolucién en la saliva; 8 amalgamas liberarfan alrededor de 120 

ug/dia de los cuales una porci6n puede ser inhalada o tragada. Algunos 

laboratorios describen que la captacién de Hg derivado de amalgamas fluctua 

entre 1.2 y 27 ug/dila (VonBurg, en 1995 mostré valores de 2.9-17.5 j1g/dia), 

incluso cantidades extremas hasta de 100 g/dla. También se ha encontrado que 

un 65% del Hg excretado por la orina es derivado de las amalgamas y que la 

cantidad excretada de Hg se correlaciona con el nimero de amalgamas, asi 

como con las concentraciones de Hg en la sangre (Schweinsberg, 1994; 

Lorscheider y col., 1995; Al-Saleh, 1997). 

La captaci6n paulatina de! Hg ocasiona su acumulacién en érganos blanco 

como son: el hfgado, el rifién, el cerebro, el tracto gastrointestinal y el pulmén, 

causando un incremento que se ha asociado con diversas alteraciones como 

son: el aumento en el ndmero de abortos y problemas de fertilidad (Cordier y 

col., 1991), la enfermedad de Alzheimer y otros dafios neurolédgicos como la 

disfunci6n psicomotora, la depresién de la actividad electroencefalografica, el 

dafio renal, el incremento en excrecién de enzimas, etc. (Bluhm y col., 1992 a y 

b; Goering y col., 1992; Herrstrom, 1995). 

Cordier y col., (1991), refieren que de los vapores de Hg formados e 

inhalados a temperatura ambiente, el 80% es depositado y retenido por el 

hombre. 

Algunos reportes indican que el metal no es totalmente biodegradado por 

los organismos y parte de él se va acumulando paulatinamente. Asimismo se ha 

observado que es capaz de atravesar la barrera placentaria (Inouye y Kajiwara, 

1990; Bernard y col., 1992; Kajiwara y col., 1996).
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Estudios epidemioldgicos indican que el mayor dafio del metal se ejerce 

sobre la poblacién infantil, ocasionando dafio severo tanto en el sistema nervioso 

central como en el sistema locomotor (Kahaffey, 1984 y World Health 

Organization, 1976), debido a que en los infantes se encuentra una mayor 

permeabilidad al metal, ya que los 6rganos no han madurado totalmente. 

Es conocido que el Hg puede ser mortal en los humanos en el caso de una 

intoxicaci6n aguda, como ya se ha visto en el presente siglo en los accidentes 

ocurridos en Irak (Amin-Zaki y col., 1974) y Japén (Kazantzis, 1980). Sin 

embargo, pocos son los reportes en humanos, sobre concentraciones tdéxicas 

especificas de compuestos mercuriales debido a que el efecto dafhino depende 

de la forma qufmica de! compuesto y de la via de entrada ai organismo 

(Kahaffey, 1984), ademas que !a sintomatologfa no es especifica. Recientemente 

se ha publicado que concentraciones de 50-100 nmol de Hg/I de sangre y 14-28 

nmol de Hg/ nmoi de creatinina en orina, ejercen efecto téxico en el rifién y el 

sistema nervioso central (Herrstron, 1995). 

Otros autores refieren que concentraciones de 7-14 ug de Hg/100 mi de 

sangre y 300-600 ug de Hg/l en orina, ejercen efectos tempranos con 

sintomatologfa caracteristica causada por el Hg (Verity, 1995), como doior de 

cabeza, mareos, pérdida del campo visual, etc. 

Algunos agentes quelantes han sido utilizados en la terapia contra 

intoxicaciones con Hg, como: 2,3-dimercapto- propanol (BAL), dcido meso-2,3- 

dimercaptosuccinico (DMSA), acido 2,3-dimercaptopropano-1-sulfénico (DMPS) 

y N-acetil-DL-penicilamida (NAPA), (Nielsen y Andersen, 1991, Aposhian y col., 

1992, Louwerse y Buchet, 1995). 

Nielsen y Andersen, 1991, realizaron investigaciones utilizando ratones a 

los que aplicaron diferentes concentraciones de Hg y diferentes agentes 

quelantes, encontrando una disminucié6n en el porcentaje de mortalidad 
4
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principalmente con DMPS y en segundo lugar con DMSA. En 1992 Aposhian y 

col. reportaron que el uso de DMPS en humanos, mostr6 una correlacién 

proporcional entre el ndmero de amalgamas por individuo y la cantidad de Hg 

excretada al aplicar el quelante, indicando que el DMPS es capaz de penetrar al 

interior celular permitiendo la captaci6n de Hg interno, mientras que el DMSA 

sélo actia a nivel extracelular. No obstante los datos presentados por estos 

investigadores sobre el uso terapéutico de estos agentes quelantes, atin no se 

ha establecido un tratamiento adecuado para la intoxicacién con Hg, ya que la 

utilizaci6n de dichos quelantes, se limita a algunos pafses y no hay suficientes 

bases cientificas que apoyen resultados positivos. Ademas, de que el éxito de la 

terapia estar4 en funcién de la especificidad del quelante por el Hg, y no sélo de 

la capacidad quelante de una sustancia, ya que al no existir dicha especificidad, 

la mayorfa de los quelantes atrapan otros metales incluso los esenciales. 

La mayoria de los reportes en los que se estudian los efectos de Hg y 

otros metales pesados en los organismos, se han realizado utilizando como 

sistema modelo, diversos animales. Algunos estudios evalian los niveles de Hg 

y en algunos casos el efecto de este metal en el organismo completo o bien 

sobre érganos especificos de estos (Kim y col., 1996). Se han utilizado animales 

de laboratorio como ratas o ratones, en donde los efectos téxicos que causa el 

metal son evaluados en ei higado (Rana y Boora, 1992), en el intestino (James y 

Soni, 1990) 0 en el rifidn (Dieter y col., 1992). 

De los estudios realizados sobre los efectos que el Hg produce en los 

organismos vivos, hay gran cantidad de reportes en diferentes especies marinas, 

ya que son las que entran en contacto en primer término con materiales de 

desecho contaminados que se tiran ai mar (Angelow y Nicholls, 1991; Sadiq y 

col., 1991; Blazka y col., 1992; Tian-yi y McNaught, 1992; Bigas y col., 1997), 

causando dafo principalmente a nivel de! hepatopancreas.
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Los datos obtenidos de estos ensayos y en animales de laboratorio, son el 

resultado final de a interacci6n conjunta de una serie de implicaciones 

metabdlicas de tipo hormonal, inmunolégico, detoxificante, neuronal y 

hemodindmico (Liu y col., 1990) incluyendo la homeostasis, lo que hace dificil 

evaluar e! dafio a nivel celular cuando se trabaja con sistemas completos. 

Algunos investigadores de fa toxicidad del Hg han empleado otros 

sistemas que no implican al organismo completo, como serian tejidos o células. 

Ejempios de algunos de estos ensayos son: jos de tejido renal (Smith y col., 

1987; Aleo y col., 1992), tejido hepatico (Beattie y col., 1990; Denizeau y col., 

1990; Ashour y col., 1993; Lachapelle y col., 1993), en eritrocitos (Ribarov y 

col., 1984), en astrocitos (Aschner y col., 1991), en blastocitos (Matsumoto y 

Spindle, 1988), en neuronas (Saratian y Verity, 1990), en células gliales (Grundt 

y Neskovic, 1989; Frisk y col., 1997), en macréfagos (Christensen y col, 1991), 

en fibroblastos (Sdderstrém y Ebendal, 1995), en células de invertebrados 

(Braeckman y col., 1997) y m&s escasamente en organelos celulares como 

serfan las mitocondrias de rifién de rata (Chdvez y Holguin, 1988) o bien 

particulas submitocondriales (Chien y col., 1978). 

No obstante que se han realizado esta diversidad de ensayos, poco se 

puede concluir ya que haciendo un anilisis de ellos, difieren en su protocolo 

experimental en aspectos como: el tipo de sistema, la forma quimica del Hg, la 

via de administracién, la dosis, los objetivos que persiguen, etc., lo que hace 

muy complejo el tratar de proponer un posible mecanismo de dafio (Kahaffey, 

1984). Y aunque, los reportes en donde se ha evaluado la toxicidad del HgCi2 a 

nivel celular han sido pocos y se han utilizado diferentes tipos celulares, algunos 

concuerdan en que el HgClz induce necrosis celular en higado y rifién de rata 

después de una exposicién in vivo, y otros que disminuye la viabilidad celular en 

cultivos de células de ovario de hamster expuestos in vivo y en células de rifién 
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de bovino expuestas in vitro, a medida que se exponen las células a 

concentraciones mayores del t6xico (Christensen y col., 1991). 

Los cultivos celulares han sido utilizados como una herramienta para el 

estudio de los mecanismos de metabolismo de farmacos y acumulacién de 

metales pesados y citotoxicidad (Endo y Sakata, 1995). EL higado y 

particularmente los hepatocitos, experimentan los efectos toxicos de! metal y a 

la vez son los encargados de la detoxificacién de los xenobidticos. Los cultivos 

celulares hepdticos pueden ser utilizados como un buen sistema para estudiar el 

efecto que los metales pesados producen a nivel celular, ya que presentan las 

siguientes caracterfsticas: 

- La composicié6n del medio es totalmente conocida, lo que permite tener 

un control de !o que entra y sale de la célula. 

- Se pueden obtener grandes cantidades de células, lo que posibilita su 

anAlisis bioquimico y morfolédgico. 

- Se pueden conocer las respuestas a nivel celular, sin la interferencia de 

procesos homeostaticos, etc. 

Las lineas celulares son un modelo de estudio Util para determinar el 

efecto téxico de diferentes agentes. La !fnea celular WRL-68 de origen fetal 

hepatico humano, ha sido caracterizada (Gutiérrez y col., 1989, Gutiérrez y col., 

1994) encontrandose que mantiene caracteristicas del 6rgano del que proviene, 

como son: 

- Morfologfa similar a los hepatocitos. 

- Localizacién polarizada de ATPasa Na,K. 

- Secrecién de albdmina, alfa-feto proteina y colagena. 

- Sintesis de glucégeno. 

- Expresién de citoqueratinas con un patr6n semejante al de los 

hepatocitos. 
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- Actividad de enzimas hepdticas caracterfsticas como: gamma-glutamil- 

transpeptidasa, alanin-amino-transferasa y aspartato-amino-transferasa. 

Teniendo en cuenta las caracteristicas anteriores, se consideré que las 

células WRL-68 son un buen sistema de estudio para evaluar el efecto téxico del 

Hg, y eStablecer e! posible mecanismo de accién tdéxica a nivel de células 

hepaticas. 

HIPOTESIS 

Es conocido que el mercurio es un metal pesado, téxico para los 

organismos vivos del cual se desconocen los efectos dafinos a nivel celular, por 

lo que al exponer células a diferentes tratamientos con HgCl, y cuantificar 

pardmetros como: viabilidad celular; actividades enzimaticas de _ lactato 

deshidrogenasa, alanin-amino transferasa y aspartato-amino transferasa; grado 

de lipoperoxidacién; cantidad de glutatién; captacién celular de mercurio a 

diferentes tiempos, dosis y temperaturas; cantidad de mercurio en subfracciones 

celulares y posibles proteinas a las que se enlaza ej metal, sera posible 

establecer un proceso mediante el cual se indique, el mecanismo de accién 

téxica que el mercurio ejerce a nivel celular. 
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OBJETIVOS: 

Objetivo General: Analizar el o los mecanismos de accién téxica que el Hg 

ejerce en células hepaticas (Linea Celular WRL-68). 

Objetivos Especificos: 

Determinar la cinética de captaci6n del Hg basdndose en diferentes 

concentraciones y tiempos de exposicién, para establecer los tratamientos 

adecuados para la realizaci6n del estudio. 

Estudiar alteraciones de la actividad de enzimas como _lactato 

deshidrogenasa (LDH), alanin y aspartato amino transferasas (ALAT y ASAT) 

consideradas como medidas de dajio citotéxico, asf como el grado de 

lipoperoxidacién, debidas a la exposicién de células WRL-68 a Hg, en 

condiciones aguda y crénica, para conocer el grado de toxicidad que el metal 

produce a nivel celular. 

Estudiar la cantidad presente de agentes protectores como gjutatién 

(GSH) y metalotioneina (MT) en las células WRL-68 expuestas a Hg, en 

condiciones agudas y cronica, para saber sila célula se est4 protegiendo 

mediante estos factores. 

Analizar la cantidad de Hg adherido a grupos -SH de _ la membrana 

plasmatica y la cantidad de Hg que se internaliza a jas células WRL-68, para 

establecer la proporcién del metal en ambos lados de la célula. 

Analizar cual es la cantidad de Hg en las diferentes fracciones 

subcelulares, para establecer si hay una preferencia del metal por algun organelo 

celular. 

Estudiar sf ef Hg tiene preferencia por una_ proteina especffica de uno de 

los organelos, para correlacionar la presencia del metal con cambios particulares 

observados en un organelo. 

12



Metodologia 

METODOLOGIA 

Las células utilizadas en la realizaci6n de este trabajo son de fa lfnea 

celular WRL-68, de origen hepdtico fetal humano, la cual se ha cultivado y 

caracterizado en el laboratorio donde se desarrollo el presente trabajo de 

investigacién (Gutiérrez, y col., 1989, Gutiérrez y col., 1994). En base a la 

caracterizacién se ha encontrado que son un modelo de estudio, adecuado para 

la realizacién de trabajos de investigacién de tipo toxicoldégico. 

MANTENIMIENTO DE LA LINEA CELULAR WRL-68. 

Las células WRL-68 se cuitivaron en condiciones de esterilidad en botellas 

de plastico (Nunc) con Medio de Dulbecco Modificado por Eagle (Sigma), 

suplementado con 8% de Suero Bovino de Ternera (STB) (HyClone) y 1% de 

aminoacidos no esenciales (Microlab), en lo sucesivo al medio de cultivo 

suplementado se le designara como DMEM. Una vez sembradas !as células se 

incubaron a 37°C, 5 % de CO, en el ambiente y 95% de humedad, para su 

proliferacién. 

Las células se observaron diariamente al microscopio de luz, se les 

cambié el medio cada tercer dia y se resembraron cuando llegaban a 

confluencia, aproximadamente cada 6 o 7 dias. 

Para la resiembra de las células, 6stas se lavaron 2 veces con solucién 

buffer de fosfatos (PBS) (Sigmaj, se les agregaron 0.5 mi de solucién de tripsina- 

verseno al 0.025%, se incubaron por 1-3 min y una vez despegadas del 

substrato, se homogeneizaron con DMEM para ser resembradas a una dilucién 

1:3 aproximadamente. 
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VIABILIDAD CELULAR. 

Se sembraron 30 000 células/pozo en multicamaras (Nunc) de 24 pozos 

con DMEM completo, 24 h después se cambié el medio de cultivo por 1 ml de 

DMEN, al cual se te adicionéd HgClo. Para este ensayo se probaron diferentes 

concentraciones de Hg las cuales se eligieron arbitrariamente desde 0.05 hasta 

100 uM. Las células se dejaron en contacto con el HgClz durante 24h. El medio 

de cultivo fue desechado, las células se lavaron con PBS y se despegaron del 

substrato mediante !a accién de tripsina. Se realizé una prueba de viabilidad 

mediante el colorante vital, azu! de tripano, el cual no es incluido por las células 

viables y se contaron en un hemocitémetro. 

En base a la curva de viabilidad se eligid la concentracién a la cual, las 

células cumplieran con los siguientes requerimientos: 

- que mostraran un porcentaje de viabilidad mayor al 50%, 

- que mantuvieran la capacidad de adhesién cuando eran resembradas y 

- que mantuvieran su proliferacién por varios dias. 

Se determin6 utilizar los siguientes tratamientos de exposicién celular: 

- Agudo en alta concentracién (a. c.), 54M de HgClz, durante 24h. 

- Agudo en baja concentracién (b. c.), 0.5 uM de HgCl2, durante 24 h. 

- Crénico, 0,5 uM de HgClz, durante 7 dias. 

Los tiempos de exposicién se determinaron con base en la posibilidad de 

evaluar el efecto de una concentracién baja del metal en perfodos de exposicién 

cortos (24 h) o largos (7 dias), asf como a una concentracién alta (5.0 uM) por 

24h pero con la condicién de que hubiera menos del 50% de muerte celular. 

14



Metodologia 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS CITOSOLICAS Y 

TRANSMEMBRANALES, EN CELULAS EXPUESTAS A UN TRATAMIENTO 

AGUDO BAJA CONCENTRACION, CRONICO Y AGUDO ALTA 

CONCENTRACIOIN DE HgCl.. 

Las células se sembraron y 24 h después se les cambié el medio con la 

concentracién correspondiente de Hg, para exponerlas a los tratamientos: agudo 

b. c., agudo a. c. o Crénico, este mismo procedimiento se realiz6 con las células 

para la determinacién de las diferentes actividades enzimaticas. Se recolecté el 

medio de cultivo de 24 h de exposicién a los diferentes tratamientos y se 

determiné la actividad de !as enzimas: lactato deshidrogenasa (LDH), alanin 

amino transferasa (ALAT) y aspartato amino transferasa (ASAT). 

La determinacién de las actividades enziméticas de la LDH, ALAT y ASAT 

se realiz6 por técnicas espectrofotométricas mediante ensayos comerciales de 

alta sensibilidad (Merck), tanto en el medio de las células expuestas al Hg como 

en el de las células control. Las células en la caja de cultivo se lavaron con PBS 

y se despegaron con solucién de tripsina al 0.025% para ser contadas en un 

contador de células Coulter Conter, modelo ZM. 

Las actividades enzimaticas especificas se expresaron en mU (nmoles de 

producto formado por min) por ml de medio de cultivo celular, por ndmero de 

células. 
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DETERMINACION DEL GRADO DE LIPOPEROXIDACION. 

Se les determiné a las células expuestas, el grado de lipoperoxidacién 

utilizando el método de Buege y Aust, (1978), mediante la cuantificacién del 

malondialdehido (MDA) por la reacci6n del dcido tiobarbiturico. 

A cada una de las muestras de homogenado celular (que contenga entre 

0.1-2.0 mg de protefnas transmembranales) se le agregd 2 mi de una mezcla de 

Acido tricloroacético - dcido tiobarbitdrico - Acido clorhidrico (TCA -TBA -HCl) en 

una proporcién de 15 %: 0.375 %: 0.25N respectivamente y se calentéd en 

bafio de agua a 96° C, durante 25 min. 

Se dej6 enfriar la mezcla, se centrifugé a 1000g por 10 min y se tomé el 

sobrenadante para leer su absorbancia a 534 nm contra un blanco de TCA -TBA 

-HCi. 

Para determinar la concentracién del malondialdehido .se empled el 

coeficiente de extincién molar (E) de 1.56 X 10° /M cm y se aplicé la formula 

de: 

donde: A=Absorbancia y |=grosor de la celda. 

De los mismos homogenados celulares, se tomé una alicuota para 

determinar la cantidad de proteina por el método de Lowry y col., (1951). Los 

datos fueron reportados en nmoles de MDA por mg de proteina. 

16



Metodologfa 

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLUTATION. 

El contenido de glutatién (GSH) se determiné mediante la técnica de 

Ellman (1959} con algunas modificaciones, la cual se basa en la formacién de 

un compuesto colorido que se determina espectrofotométricamente al 

reaccionar el dcido 5,5’-ditio-bis(2nitrobenzéico) con los grupos -SH. 

Se sembraron 16 000 células {cm? en botellas de cultivo de 175 cm? y se 

dejaron crecer durante 24 h. Posteriormente, se les agreg6 DMEM con o sin el 

metal de acuerdo a los tratamientos establecidos. Las céluias se rasparon del 

substrato con 1 ml de PBS para formar un homogenado ceiular. Las células se 

lisaron sometiéndolas a cambio de temperatura (las muestras se congelaron en 

N, Ifquido y se descongelaron a temperatura ambiente, este proceso se realiz6 2 

veces). 

Del homogenado celular se formaron dos alicuotas, en una se determin6 la 

cantidad de grupos -SH totales y la otra se le agrego 1 ml de solucién de acido 

tricloroacético al 5%, con EDTA 5 mM para precipitar protefna, esta se 

centrifugé a 6000 rpm, durante 15 min; del sobrenadante se tom6 una alicuota 

de 0.5 ml para determinar los -SH correspondientes a !a parte soluble (GSH) y el 

paquete se homogeniz6 en 0.5 mi de agua desionizada para determinar los -SH 

de la parte proteica. A cada una de estas 3 muestras se le agreg6 2 mi de 

solucién amortiguadora de fosfatos 0.8 M pH=8.2, 0.25 ml de! reactivo de 

Ellman (4cido 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoico) 1.0 mM en citrato de sodio al 1.0%) 

y se ley6 la absorbancia a 412 nm en un espectrofotémetro Cary 118 (Davila y 

col., 1991; Pompella y coil., 1991). 

El valor de absorbancia obtenida se comparé con una curva patrén 

realizada con concentraciones conocidas de GSH, se determin6é la cantidad de 

proteina en cada una de las muestras por el método de Lowry y col., (1951) y 

los resultados se refirieron en nmoles de -SH por mg de proteina. 
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También se realizé un ensayo en donde a diferentes concentraciones de 

GSH se les agregé Hg y se cuantificd la cantidad de grupos -SH libres, para 

corroborar que los reactivos fueran estables en presencia del metal. 

Dado que los tiempos de exposicién utilizados en este ensayo son mas 

largos en comparacién a los empleados por otros investigadores, se decidié 

cuantificar la cantidad de -SH en células expuestas a 0.5, 5.0 y 50 uM de HgCl, 

por 1h. 

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE METALOTIONEINA 

La cantidad de metalotioneina (MT) presente en las células WRL-68 

expuestas y no expuestas al Hg, se determiné mediante el ensayo de saturacién 

con plata de Scheuhammer y Cherian (1986). Se sembraron !as células en el 

mismo numero y condiciones que en las determinaciones anteriores, teniendo 

células control y de tratamientos: agudo b.c., crénico y agudo a.c.. 

Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con PBS y se cosecharon 

raspandolas con un gendarme, para formar un homogenado celutar el cual se lisé 

en nitrégeno lIiquido. De este lisado se tomdé una alicuota de 0.1ml para la 

determinacién de proteina por el método de Lowry y col., (1951) y 0.4 mi a los 

que se les agregé 1 ml de buffer de glicina 0.5 M pH 8.5, 1 ml de solucién de 

plata (20 ppm), se agité vigorosamente y se dejé reposar 5 min a temperatura 

ambiente en ausencia de luz. Después, se le agregaron 0.020 ml de un 

hemolisado de rata para precipitar Ag no acomplejada, se agité y se incubé en 

bafio de agua a 96°C por 2 min. Las muestras se dejaron enfriar y se 

centrifugaron a 3000 rpm, 10 min. El sobrenadante se ley6 en un 

espectrofotémetro de absorcién atémica. La concentraci6n de MT se determiné 

basdndose en una curva estandar de plata y aplicando la formula: 
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lug MT =(ppm de plata) (3.55) (Vol. Total/Vol. Muestra) 

Los resultados se expresan en ug de MT por mg de proteina. 

La metodologia de los pardmetros cuantificados hasta el momento, son 

indicadores del estado funcional de la célula después de la exposicién a los 

diferentes tratamientos con HgClz, sin embargo, para poder determinar el 

mecanismo de accién t6xica del Hg a nivel celular, fue necesario emplear la 

siguiente metodologla que nos indicara: sf el Hg penetraba al interior celular, en 

qué forma se daba esta entrada, si era dependiente o no del tiempo y la dosis, 

si tenfa preferencia por algin organelo y en particular por algun tipo de proteina. 

CAPTACION DE Hg POR LAS CELULAS WRL-68, EFECTO DE 

LA CONCENTRACION DE Hg. 

Se sembraron 250 000 cé6lulas/caja Petri de plastico (35 mm diametro), se 

les agregaron 2 mi de DMEM y se dejaron crecer durante 24 h. Transcurrido este 

tiempo, las células se lavaron 2 veces con solucién de PBS, se les agregaron 2 

ml de DMEM compieto con 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 50.0, 100.0, 150.0 6 

200.0 1M de HgCl. mas 7°*Hg con 0.025 u Ci /ml de DMEM y se incubaron por 

1 ha 37°C. El mismo ensayo se realiz6é a una temperatura de 4 °C. 

Pasado el perfodo de incubacién, se deseché el medio radiactivo y las 

células se lavaron 2 veces con 1 ml de solucién de PBS con 4cido etilen diamino 

tetra-acético (EDTA) 10 mM. 
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Finalmente, se agreg6é 1 ml de solucién de NH4OH 1.5 M, a cada una de 

las cajas de cultivo, se sellaron con cinta parafilm y se mantuvieron asi toda la 

noche para digerir las células. Del digerido se tomé una alfcuota de 750 ul, se le 

agregaron 4.5 ml de liquido de centelleo para el determinar las cuentas por min 

(cpm) del 203g y el resto se utilizé6 para cuantificar la cantidad de proteina 

(Lowry y col., 1951) los resultados finales se reportaron en nmoles de Hg por 

mg de proteina. 

CAPTACION DE Hg POR LAS CELULAS WRL-68 EXPUESTAS A HgCl2 , 

EFECTO DEL TIEMPO DE EXPOSICION. 

Después de 24 h de sembradas las células, se les agregé 2 mi de DMEM 

completo conteniendo 0.5 6 5.0 uM de HgCl, + 0.025 p Ci /mi de 7°*Hg a cada 

caja de cultivo y se incubaron por 15, 30 min, 1, 3, 5, 10, 20 6 24 ha 37°C. 

Transcurrido cada uno de los tiempos de incubacién, el medio radiactivo se 

removi6 y las células se lavaron 2 veces con solucién PBS con EDTA 10 mM y 

se procedié de la misma forma que en el experimento anterior (Liu y col., 1991; 

Aleo y col, 1992) para determinar la cantidad de nmoles de Hg presente en las 

células por mg de proteina. 

DETERMINACION DE Hg ADHERIDO A LA MEMBRANA PLASMATICA, 

INTERIOR CELULAR Y EN DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES DE 

LA LINEA CELULAR WRL-68. 

Con la finalidad de conocer la distribucién del Hg, se realizaron dos 

ensayos, en uno se separé la membrana plasmatica del interior celular y en el 

otro se llevé a cabo el subfraccionamiento celular para determinar la cantidad 

de Hg presente en cada una de estas partes. 
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Se sembraron 2.8 X 10° células de la linea WRL-68 en cada botella de 

cultivo de 175 cm? (Costar) y se cultivaron por 24 h. Al cabo de este tiempo se 

deseché el DMEM y las células se lavaron dos veces con PBS, se les agregé 

DMEM con 5.0 uM de HgCl, el cual contenfa 0.025 yp Ci /ml de 203Hg y se 

incub6é a las-células durante 1h. Se desechéd el medio radiactivo, las células se 

lavaron dos veces con MgCl, frfo, para quitar el Hg adherido inespecificamente 

y se rasparon del substrato con ayuda de un gendarme de goma. 

Para el primer ensayo, se rompieron las células por cambio drastico de 

temperatura al sumergirlas en N, Iiquido y ponerlas a temperatura ambiente, el 

proceso se realiz6 dos veces. Por centrifugacién se separé6 la membrana 

plasmética del interior celular y se cuantificé6 la cantidad de nmoles de Hg por 

mg de proteina. 

Para el subfraccionamiento celular, el homogenado celular se centrifugé a 

2500 rpm por 10 min en una centrifuga (IEC Model Centra-4), con la finalidad 

de eliminar restos de sobrenadante con el Hg radiactivo. 

Para qgbtener la cantidad de Hg distribuida en el interior celular, el paquete 

se lav6 con 3 mi de solucién de Acido etilen glicol bis-(B amino etil éter) tetra 

acético (EGTA) 250 mM para quelar el Hg adherido externamente a la membrana 

ya que se ha reportado como un buen agente quelante del Hg (Blazka y Shaikh, 

1992), finalmente se centrifugé6 a 2500 rpm 10 min y se cuantificé la cantidad 

de Hg mediante las cpm presentes en el sobrenadante obtenido. 

El paquete celular se resuspendié en 4 ml de solucién buffer de sacarosa 

0.25 M y Tris 10 mM, pH 7.4. Se tomé una alfcuota para la determinacién de 

proteina por el método de Lowry y col., (1951) y otra para determinar la 

presencia de ADN en las subfracciones celulares. 

El resto de homogenado celular se sonic6 para romper las células, 

mediante la aplicaci6n de 5 series de 20 pulsos/seg durante 10 s con una 
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potencia de 130 wats, con intervalos de 5 s entre cada serie, usando un 

Sonicador Ultrasonic Processor XL, mod. XL2020 (Heat Systems) y se verificéd 

que las células estuvieran rotas mediante observaci6n en el microscopio 

invertido. 

Para la obtencién de las diferentes fracciones celulares se siguié la técnica 

reportada por Liu y col. (1990) y Kershaw y col. (1990), el lisado celular se 

centrifugé a 600 g, 10 min en una centrifuga mod. J-21B (Beckman), el 

sobrenadante y e! paquete obtenido (fraccié6n subcelular compuesta por nucleos) 

con 2 mi de solucién buffer se centrifugaron una ves mds a las mismas 

condiciones, los nicleos obtenidos se concentraron y resuspendieron en 1 mi de 

soluci6n de sacarosa-tris de la cual se tom6 una alicuota de 0.2 ml para 

determinar las cpm presentes en esta fraccién. 

Los sobrenadantes se combinaron y se centrifugaron a 10 000 g, 10 

min en una centrifuga mod. J-21B (Beckman). El sobrenadante y el paquete 

(fracci6n mitocondrial) mas 2 ml de solucién buffer se centrifugaron una vez mas 

en las mismas condiciones, las mitocondrias se reunieron y resuspendieron en 1 

mt de la solucién buffer de sacarosa-tris, se tom6 una alicuota de 0.2 mi para 

determinar las cpm presentes. 

Los sobrenadantes resultantes se reunieron y centrifugaron a 100 000 

g, 60 min en una ultracentrifuga XL-90 (Beckman), el sobrenadante y el paquete 

con la fracci6n microsomal, mas 2 mi de solucién buffer, se centrifugaron una 

vez md4s en las mismas condiciones, los microsomas se juntaron y 

resuspendieron en 1 ml de solucién buffer de sacarosa-tris y los dos 

sobrenadantes se combinaron para formar la fraccién citosélica. De la fraccién 

microsomal se tomé una alicuota de 0.3 ml y de la fraccién citosélica 1 ml para 

determinar la cantidad de cpm presentes en cada fraccién. 
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Las alfcuotas que se tomaron para determinar las cpm fueron colocadas 

en viales de cristal, se les agregaron 4.5 ml de Ifquido de centelleo y se 

cuantificaron en un contador de centelleo modelo LS 5000 TA (Beckman). A 

partir de los valores de cpm se calculé la cantidad de Hg presente en cada 

fraccién celular y se reporté por mg de prote/na total. 

Para cerciorarnos que las distintas fracciones no estaban contaminadas 

por nicleos se determiné el contenido de ADN en cada una de las 

subfracciones. 

DETERMINACION DE ADN 

Se determinéd la cantidad de ADN presente en cada una de las 

subfracciones celulares y en el homogenado celular segtin la técnica de Burton, 

(1965), con la finalidad de ver que las fracciones no se encontraban 

contaminadas con nucleos. 

De cada una de las fracciones celulares y del homogenado celular se tomé 

una alfcuota a la que se agreg6 1 mi de dcido tricloroacético (TCA) al 5%, se 

agité en Vortex y se centrifug6 a 4500 rpm, 10 min. El sobrenadante se 

deseché y el concentrato se lav6 1 0 2 veces mds con TCA al 5%, el paquete 

resultante se resuspendié en 1 mi de Acido perciérico 1 N y se incubé a 70°C 

por 20 min, posteriormente se centrifug6 a 4500 rpm por 10 min. El 

sobrenadante se utilizé6 para la determinacién de ADN, usando una curva patr6én 

como referencia. 

Las determinaciones de ADN se realizaron con 1 ml de Reactivo de Dische 

(Difenilamina al 4% en dcido acético) y se colocaron durante 3 h en una caja 

con luz frfa, finalmente se leyé la absorbancia a 590 y 700 nm. Asimismo se 

determin6 la cantidad de protefna total por el métado de Lowry y col. (1951), 

para referir el resultado como pg de ADN/mg de proteina. 
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ELECTROFORESIS DE SUBFRACCIONES CELULARES 

Se prepar6 un gel de acrilamida al 10% utilizando las soluciones indicadas 

en la Tabla2. 

Las cantidades indicadas fueron las requeridas para un gel de una Camara 

de Eletroforesis (Mini-Protean It Cell,Bio Rad). 

Tabla 2.- Componentes dei gel de acrilamida. 

  

  

  

  

  

    

Gel Separador (ml) Gel Concentrador (ml) 

1) Buffer pH 8.8 1.00 1) Buffer pH 6.8 0.5 

2)Soluci6n base de 1.32 2) Solucién base de 0.33 

Acrilamida-bisacrilamida Acrilamida- bisacrilamida. 

3} Agua destilada 1.68 3) Agua destilada 1.2 

4)TEMED 0.02 4) TEMED 0.0133 

5) Persulfato de amonio 0.04 5) Persulfato de amonio 0.025           
Tanto el gel separador como el concentrador se prepararon siguiendo el 

orden de las soluciones 1,2,3,4 y al agregar la 5, la mezcla se vacid 

inmediatamente en la placa, para dejar reposar 25 min a cada uno de los geles. 

Las muestras a separar (fracciones subcelulares) asi como el estandar de 

bajo Peso Molecular (SDS-Page Moiecular Weight Standars, Low Range, Bio 

Rad) se prepararon a una diluci6n final que contuvieran 10 wg de proteina en 

un volumen de 25 wl conteniendo SDS al 10% y 3XSPB en una relacién 

20:5:15. Las muestras se calentaron por 3 min, a 100°C, y se colocaron en c/u 

de los carriles. La electroforesis se corri6 a 55V durante 2 h, para ello se utiliz6 

una Fuente de Poder (Electrophoresis Power Suppli. Mod. 300Xi, Bio Rad). 

El gel se fij6 en Acido tricloroacético (TCA) al 10% durante 24 h y 

posteriormente se tifié con azul de Coomassie al 1% en 30 partes de TCA al 5% 

durante 2 h para finalmente ser fotografiado y secado para su conservaci6én. 
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Metodologia 

Algunas electroforesis se realizaron por duplicado en el mismo gel, con la 

finalidad de hacer autorradiografia a muestras idénticas para determinar el Peso 

Molecular de las proteinas a las que se encuentra preferentemente pegado el 

mercurio. 

AUTORRADIOGRAFIA DE LA ELECTROFORESIS 

Del duplicado de la electroforesis de subfracciones celulares que 

contenian 203Hig, se realiz6é la autorradiografia. El gel se secdé, poniéndolo en una 

solucié6n de glicerol 1% y TCA 10% y en un marco de acrilico entre papel 

celofan Slab Dryer, mod 443 (Bio-Rad), por 24 h. 

Seco e! gel, se coloc6 en una hoja de film Hyperfilm-MP, High 

performance autoradiography film RNP30- 2799435 (Amersham) y dentro de 

una placa que fo proteje de la luz, y se guard6é a -70°C o en frio, por el tiempo 

requerido, dependiendo del tipo de isétopo y cantidad de radiactividad que 

puede ser hasta por un mes sf la actividad es muy baja. Posteriormente se dejé 1 

h a temperatura ambiente, se sac6é la placa y se revel6 en una maquina X- 

Omatic, Regular, Intensifying Screens (Kodak) para observar las bandas que 

presenten el radioisétopo de Hg. Por comparacién con el gel duplicado, tefido 

con azul de Coomassie se determiné e! peso molecular de la proteina a la que se 

adhirié el Hg. 

TRATAMIENTO ESTADISTICO. 

Todos los datos fueron obtenidos de 3 ensayos independientes, los cuales 

fueron realizados por triplicado. Los datos fueron analizados por Analisis de 

Varianza (ANOVA) seguida la prueba de Tukey. Se consideré significancia 

estadistica cuando p fue menor o igual a 0.05. 
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Resultados 

RESULTADOS. 

En ta Figura 5 se presentan los datos del porcentaje de viabilidad de 

células expuestas durante 24h a distintas concentraciones de HgClz, basados en 

las concentraciones menores o iguales a 1M de HgCl, los porcentajes de 

viabilidad no presentaron diferencias significativas con respecto al control, 

mientras que a medida que se incrementa la concentracién disminufa, por lo que 

la viabilidad celular es un parAmetro que depende de Ja concentracién del metal. 

La LCs9 aparentemente fue de 9.6 uM para las células WRL-68 expuestas 

durante 24 h a HgClo. 

Tomando en consideraci6n una concentraci6n de Hg en donde las células 

presentaran: una viabilidad semejante al control, que la capacidad de 

proliferacién celular se diera por varios dias en presencia del HgClz y ademas, 

que jas células mantuvieran su potencial de adhesidn cuando son resembradas, 

se decidié establecer tres tipos de tratamientos que fueron: 

- Tratamiento agudo baja concentraci6n (b. c.), 0.5 uM durante 24 h. 

- Tratamiento crénico, 0.5 uM por 7 dias. 

- Tratamiento agudo alta concentraci6n (a. c.), 5.0 uM por 24h. 

La Figura 6 muestra la capacidad de proliferacién de las células WRL-68 

crecidas en presencia de HgCi, 0.5 uM por 7 dias, en donde observamos que 

presentan una curva de proliferaci6n semejante a la de Jas células control, sin 

embargo en el dia 6 comienza a observarse una mayor proliferaciébn de las 

células expuestas al metal la cual se vuelve mds evidente en los dias 7 y 8, 

encontrandose incrementada un 20.7, 76.3 y 44.2% respectivamente. En el dia 

8 la cantidad de células presentes en ej cultivo disminuye, tanto en las células 

expuestas al Hg como en jas contro! debido a que la alta densidad celular hace 

que fas células se vayan despegando del substrato. 
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Resultados 

MICROSCOPIAS OPTICA Y ELECTRONICA DE CELULAS WRL-68 

EXPUESTAS A HgClo. 

En la Figura 7 A-C, se muestran las fotomicrografias de las células 

expuestas a los diferentes tratamientos con Hg. Se puede observar que las 

células al estar en cultivo, se encuentran adheridas al substrato de la botella de 

pldstico, muestran una forma extendida y poliédrica. Al tefiirse con el colorante 

Giemsa, se nota que el nucleo se encuentra mas tefiido en comparacidn al 

citoplasma, también se puede distinguir en algunos nucleos la presencia de 

nucleolos. Las células en el cultivo también mostraronn una tencia a contactarse 

entre si, conforme el cultivo avanz6 y las células_ proliferaron. 

No se observaron cambios aparentes en la morfologia celular con respecto 

al control (Fig. 7 A-C), sin embargo, las células expuestas a una concentracion 

de 100 uM (Fig. 7 D), presentaron alteraciones evidentes como: pérdida de su 

forma poliédrica, las células se encuentran muy alargadas, con poco citoplasma, 

gran cantidad de vesiculas y pérdida de prolongaciones que las contactan entre 

sf. 
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Figura 7.- Fotomicrografias de Células WRL-68 expuestas a diferentes tratamientos con 

HgCl2. A) Células control (100X), B) Células de tratamiento agudo alta concentracién 

(5.0 uM, 24 h) (100X). C) Células de Tratamiento agudo baja concentracién (0.5 uM, 

24 h)(200X). D) Células expuestas a 100U.M de HgCla, 24 h (200X). 

A) Células control (100X) 
eran)     
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C) Células de tratamiento agudo baja concentracién (0.5 WMHgCl2, 24h) (200X). 

 



Resultados 

En la Figura 8 (A y B) se observan las fotomicrografias de Jas células 

WRL-68 control, en donde por microscopia electrénica de transmisién se 

aprecia la morfologfa poliédrica irregular que es caracteristica de células en 

cultivo, que fueron crecidas sobre una superficie rigida. En la Fig. 8 A (4400X)} 

se puede observar claramente el nucleo, con su envoltura nuclear continua, la 

presencia de organelos como mitocondrias y los microvellos de la membrana 

plasmética que se prolongan hacia el exterior. la Fig. 8 B (8500X) muestra una 

mayor resolucién de la célula, en donde es mas clara la presencia de la envoitura 

nuclear, la presencia de organelos como mitocondrias, en algunas de las cuales 

se puede observar algo de membrana interna plegada, aparato de Golgi, reticulo 

endoplasmico rugoso y liso, microtubulos, presencia de ribosomas y glucégeno 

dispersos en el citoplasma. 
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Figura 8.- Fotomicrografias de Células WRL-68. En donde se observa la morfologia tipica 

de un hepatocito. En la Fig. A (4400X) se puede observar claramente el nicleo (n) con 

su envoltura nuclear continua, !a presencia de organelos como mitocondrfas (m) y los 

microvellos {mi) de 1a membrana plasmatica (mp) que se prolongan hacia el exterior. 

  

La Fig. 8 B (8500X) muestra una mayor resolucién de la célula, en donde es mas clara la 

presencia de la envoltura nuclear (en), la presencia de organelos como mitocondrias (m), 

en algunas de las cuales se puede observar algo de membrana interna plegada (mip), 

aparato de Golgi (aG), reticulo endoplasmico rugoso (rer) y liso (rel), microtubulos (mt), 

presencia de ribosomas (r) y grénulos de glucégeno (g) dispersos en el citoplasma. 
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Resultados 

La Figura 9-A-D, muestra las fotomicrograffas de células WRL-68, 

expuestas a los diferentes tratamientos con HgClz. Por microscopla electrénica 

de transmisién se observaron algunas alteraciones ultraestructurales. En células 

expuestas al tratamiento agudo b. c. Fig. A (4400X) la forma poliédrica irregular 

continga observaéndose asf como los microvelios de fla membrana plasmatica, la 

cromatina muestra un arreglo atfpico, y se puede ver la presencia de organelos 

como mitocondrias las cuales estén alteradas en su morfologfa, ya que se 

observan alargadas y mas densas, incluso localizadas en la cercania del nucleo y 

membrana plasmética disgregada. En la Fig B (7000X) se tiene una mayor 

resolucién de ta célula, en donde las alteraciones que se observan son un 

plegamiento de la envoltura nuclear, el arreglo atipico de la cromatina, la 

presencia de mitocondrias que no presentan membrana interna plegada, 

membranas internas que conforman el reticulo endoplaésmico y aparato de Golgi 

disgregado asf como la membrana plasmatica. 

La Figura 9C y D, correspondiente a las células expuestas al tratamiento 

agudo a. c., presentaron cambios inducidos por el Hg. En la Fig. C (4000X) se 

observé: acortamiento de los microvellosidades de la membrana plasméatica, 

notable plegamiento de la envoltura nuclear, forma atipica de la cromatina, 

alteraciones en la forma de las mitocodrias asi como mayor densidad y 

localizacién alrededor de y en las cercanias del nucleo, disminucién en la 

cantidad de reticulo endoplasmico rugoso y liso e incremento de ribosomas 

libres. La Fig. D (10000X) muetra una mayor resolucién de la célula expuesta a 

este tratamiento, en donde se observaron mas claramente las mitocondrias, que 

presentaron poca cantidad de membrana interna plegada, forma muy alargada, 

muy densas, la lobulacién de la envoltura nuclear, presencia de aparato de Golgi, 

disminucién de la cantidad de reticulo endoplasmico, aita cantidad de ribosomas 

y presencia de granulos de glucégeno. 
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Figura 9.- Fotomicrografias de Células WRL-68 expuestas a diferentes tratamientos de 

HgCl2 (A-D). La Figura 9A y B, corresponden a las células expuestas al tratamiento 

agudo b. c. (0.5 uM, 24h). En la Fig. A (4400X) la forma poliédrica irregular continda 

observandose asi como los microvellos de la membrana plasmatica (mi), la cromatina (c) 

muestra un arreglo atfpico, y se puede ver la presencia de organelos como mitocondrias 

(m) las cuales estén alteradas en su morfologia, ya que se observan alargadas y mas 

densas, incluso localizadas en fa cercania del nicleo y membrana plasmatica (mp) 

disgregada. 

  

En la Fig B (7000X) se tiene una mayor resoluci6n de Ja célula, en donde las alteraciones 

que se observan son: un plegamiento (>) de la envoitura nuclear {en), el arreglo atipico 

de la cromatina (c), la presencia de mitocondrias (m) que no presentan membrana 

interna plegada (mip), membranas internas que conforman el reticulo endoplasmico (re) y 

aparato de Golgi (aG) disgregado asf como la membrana plasméatica (mp). 

Z: aces aw ee Bs 
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La Figura 9C y D, correspondiente a las células expuestas al tratamiento agudo a. c. (5.0 

uM, 24 h), presentaron cambios inducidos por el Hg. En la Fig. C (4000X) se observé: 

acortamiento de los microvellosidades (mi) de la membrana plasmatica, notable 

plegamiento de la envoltura nuclear (en), forma atipica de la cromatina (c), alteraciones 

en la forma de las mitocodrfas (m) asi como mayor densidad y localizacién alrededor del 

nucleo {n), disminucién en la cantidad de reticulo endoplasmico rugoso (rer) y liso (rel) e 

incremento de ribosomas (r) libres. 

Boe 

    

  
La Fig. D (10000X), muetra una mayor resolucién de la célula expuesta a este 

tratamiento, en donde se observaron claramente: mitocondrias (m) alteradas, que 

presentaron poca cantidad de membrana interna plegada (mip), forma muy alargada, 

muy densas; la lobulacién (-») de la envoltura nuclear (en), presencia de aparato de Golgi 

(aG), disminuci6n de la cantidad de reticulo endoplasmico (re), alta cantidad de 

ribosomas (r) y presencia de granulos de glucégeno (g). 
* : " ty - Ss ae: of 
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Resultados 

DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS: LDH, ALAT Y 

ASAT. 

Se cuantificé la actividad de !a enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) (Fig. 

10), ya que es considerada una enzima_ indicadora de citotoxicidad, cuando su 

actividad se encuentra aumentada en el medio extracelular. Los resultados 

indicaron que la LDH es liberada por las células WRL-68 como una respuesta al 

efecto dei Hg cuando son expuestas a los tratamientos agudo b. c. y agudo a. 

c., ya que hay un incremento de su actividad del 59.5% y 95.2% 

respectivamente, en comparacién al control, lo que indica un mayor dafio con 

concentraciones de Hg altas. Para las células expuestas al tratamiento crénico 

(cultivadas por 7 dias), no se registr6 ningun cambio en el contenido de LDH 

en el medio colectado de las ultimas 24 h, lo cual indica que la LDH es un 

marcador de dafio a tiempos cortos de intoxicaci6n. 

Las enzimas citosdélicas Alanin Amino Transferasa (ALAT) y Aspartato 

Amino Transferasa (ASAT), enzimas indicadoras de necrosis celular, mostraron 

un patrén de actividad semejante al de la LDH (Figuras 11 y 12). Se encontré 

para ALAT un incremento de su actividad del 30.2% para el tratamiento agudo 

b.c. y del 70.6% para el tratamiento agudo a. c. Mientras que para ASAT la 

actividad se incrementé en 22.9% para el tratamiento agudo b. c. y 75.7% para 

el agudo a. c., indicando que estas enzimas son sensibles a tiempos cortos de 

exposicién (24 h) y al incremento en la concentracién del metal. Las células 

tratadas cronicamente no presentaron diferencia con respecto al control. 
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Fig . 11 
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Resultados 

Figura 10.- Lactato Deshidrogenasa. 11.- Alanin Amino Transferasa.12.- Aspartato 

Amino Transferasa. Actividad enzimatica determinada en el medio de 24 h de cultivo, de 

células WRL-68 expuestas a HgCl2 a los diferentes tratamientos: Control (sin metal), 

Agudo Baja Concentracién (b. c.) (0.5 uM, 24 h), Crénico (0.5 YM, 7 dias) y Agudo 

Alta Concentracién (a. c.)(5.0 1M, 24 h). Cada punto representa el promedio de 3 

experimentos + D.S. (n =15). *ANOVA, Prueba de Tukey p < 0.05, con respecto al 

control. 
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Resultados 

CUANTIFICACION DEL GRADO DE LIPOPEROXIDACION. 

La lipoperoxidacién (LP) es un proceso considerado como degenerativo 

que ocurre en células que han sufrido dafio por diferentes vias, entre ellas el 

efecto de algtin agente téxico. Se evalua por la cantidad de malondialdehido 

(MDA) producido, en presencia de dcido tiobarbitdrico (TBA). En la Figura 13, se 

muestra la grdfica de la cantidad de MDA producido en nmoles por mg de 

proteina, de las células expuestas a los diferentes tratamientos. Se encontré un 

aumento en el grado de LP del 59.7 y 55.6% en las células expuestas a los 

tratamientos crénico y agudo a. c., con respecto al control. Se observdé que 

este parémetro de dajio fue sensible tanto a una mayor concentracién como a 

un tiempo de exposicién prolongado con el metal. Para el tratamiento agudo b. 

c. no se encontré diferencia significativa de este pardametro con respecto a fas 

células control. 
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Figura 13.- Grado de lipoperoxidacidén. Detérminado como produccién de 

malondialdehido (MDA) en células WRL-68 expuestas a HgCl2 a ios diferentes 

tratamientos: Control (sin metal), Agudo Baja Concentracién (b. c.} (0.5 uM, 24 h), 

Crénico (0.5 UM, 7 dias) y Agudo Alta Concentracién (a. c.) (5.0 uM, 24 h). Cada 

punto representa el promedio de 3 experimentos + D.S. (n =15). *ANOVA, Prueba de 

Tukey p < 0.05, con respecto al control. 
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Resultados 

CONTENIDO DE GLUTATION 

El glutati6n (GSH) es un agente hepatoprotector formado por un tripéptido 

que contiene cistefna, cuyo grupo -SH reacciona con sustancias xenobidticas 

entre las que se encuentran los metales pesados, asi mismo el Hg presenta una 

afinidad alta por los grupos ticles presentes en protefnas. Sin embargo, la 

determinaci6n de los grupos -SH totales en células WRL-68 expuestas a los 

diferentes tratamientos con Hg (Fig. 14), se llev6 a cabo mediante la reaccién de 

Ellman (1959), los resultados mostraron que el contenido de grupos -SH se 

increment6 significativamente, en las células del tratamiento agudo a.c. en un 

22.5% mientras que en los otros tratamientos no hubo cambios. 

180 5 

160 + I 

140 + 

  

  

  HH
 

b
t
 4
 

120 + 

100 + 

80 + 

60 + 

nm
ol
es
 

de
 

—
S
H
/
 

mg
 

de
 

pr
ot

eT
na

 

40 + 

20-                   
  

Control Agudo b.c. Crinico Agudo ac, 

TRATAMIENTO 

Figura 14.- Cantidad de grupos -SH, en células WRL-68 expuestas a HgClo a los 

diferentes tratamientos: Control (sin metal), Agudo Baja Concentraci6n (b. c.) (0.5 u 

M, 24h), Crénico (0.5 uM, 7 dfas) y Agudo Alta Concentracién (a. c.) (5.0 UM, 24 

h). Cada punto representa ef promedio de 3 experimentos + D.S. (n =15). *ANOVA, 

Prueba de Tukey p < 0.05, con respecto al control. 
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Resultados 

La cantidad de -SH_ presentes en la fraccién soluble y que corresponde al 

glutatié6n (GSH) agente hepatoprotector (Fig. 15), también mostré incremento 

sélo en las células del tratamiento agudo a. c., el cual fue de un 62.8% en 

comparacidén a la cantidad de GSH presente en las células control. 
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Figura 15.- Cantidad de glutation (GSH) presente en células WRL-68 expuestas a HgCl2 

a los diferentes tratamientos: Control (sin metal), Agudo Baja Concentracién (b. c.) (0.5 

BM, 24h), Crénico (0.5 UM, 7 dias) y Agudo Alta Concentracién (a. c.)}(5.0 uM, 24 

h). Cada punto representa el promedio de 3 experimentos + D.S. (n =15). *ANOVA, 

Prueba de Tukey p < 0.05, con respecto al control. 

La Figura 16 ademas de mostrar los resultados de -SH totales y fos 

correspondientes a GSH, muestra los valores de grupos -SH correspondientes a 

las protefnas, encontrando que estos Ultimos no mostraron cambio significativo 

en ninguno de los tratamientos con respecto al control. 

Del ensayo realizado para determinar la relaci6n de nmols de Hg 

requeridos para bloquear GSH, y si este bloqueo se daba realmente con las 
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Resultados 

sustancias empleadas en estos experimentos, se  obtuvieron los datos 

relacionados en fa tabla 3. 

Tabla 3.- Porcentaje de grupos -SH libres mediante la técnica 

de Ellman (1959) al hacer reaccionar GSH con HgCl. 

  

  

  

  

Glutatién HgCl. Glutatién Glutati6n 

(nmol) {nmol) libre (nmol) libre (%) 

65.1 1 65.0 100 

65.1 10 56.7 87 

65.1 100 0.0 Oo             

Con la finalidad de establecer sf el contenido de GSH y grupos -SH 

encontrados en la Figura 16 correspondia al efecto tédxico ejercido por la 

presencia del HgCl2, o bien a una respuesta propia de la célula, dada después 

de haber transcurrido el tiempo de exposicién (7 dias o 24h), se realiz6é un 

ensayo en donde las células se expusieron a las concentraciones de 0.5, 5.0 y 

50 uM de HgCl, pero sélo por 1 h. 

Los resultados pueden observarse en la Figura 16-B en donde se aprecié 

que la cantidad de GSH, grupos -SH de las proteinas y grupos -SH totales, para 

cada una de las diferentes concentraciones de HgCl2, no varia significativamente 

con respecto a los valores obtenidos en las condiciones referidas en la Figura 

16. 
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Figura 16.- Cantidad de glutatién (GSH) Y grupos -SH_ en células WRL-68 expuestas a 
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Figura 16 B.- Cantidad de glutatién (GSH) y grupos -SH_ en células WRL-68 expuestas a 
HgCl2, por 1h. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos + D.S. (n =Q). 
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CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE METALOTIONEINA. 

La metalotioneina (MT) es una proteina inducible de bajo peso molecular, 

que desempefia una funcién protectora contra la toxicidad causada por la 

presencia de diversos metales pesados o situaciones de estrés. Los valores del 

contenido de MT para las céiulas control y expuestas a los diferentes 

tratamientos con Hg, mostraron valores por debajo de !a sensibilidad del método 

utilizado y alrededor de la cantidad basal reportada, de 0.05 + 0.002 pg de 

MT/mg de proteina. Estos valores indican que la MT no es inducida por el Hg, 

en la linea celular WRL-68. Souza (1995) ha reportado que el Cd induce el 

contenido de MT de 50 a 100 veces con respecto al contenido basal en esta 

misma lfnea celular, el cual tiene un valor semejante al obtenido en este ensayo. 

Los resultados mencionados hasta el momento, s6lo nos indican el estado 

funcional en que se encuentra la célula al estar expuesta a los diferentes 

tratamientos con HgCl,. Para determinar el mecanismo de accién téxica del Hg 

en Ja célula, se obtuvieron los siguientes datos: 
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CAPTACION DE Hg POR LAS CELULAS WRL-68 EXPUESTAS A 

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE HgClp. 

En la Figura 17 se muestra la cantidad de Hg en nmoles por mg de 

proteina, presente en las células al ser expuestas a concentraciones de 

0.5 a 5.0 pM del metal, durante 1h a 4y 37°C. Se observé que la cantidad de 

Hg presente en las células WRL-68, se increment6 en funciédn de la 

concentracién del metal, sin observarse cambios a las diferentes temperaturas. 

Con Ia finalidad de estudiar sf esto sucedfa con concentraciones mas altas del 

metal, se expusieron fas células en presencia de hasta 200 1M de HgCl., por 1 

h a las diferentes temperaturas. La Figura 18 muestra la cantidad de Hg 

presente en las células expuestas a concentraciones desde 0.5 hasta 200 pM en 

las condiciones ya mencionadas, en donde no se encontré diferencia en la 

cantidad de Hg presente en las células a concentraciones menores de 50 uM a 

las distintas temperaturas. Sin embargo, para concentraciones mayores de 

50 uM fa captacién de Hg es mayor en las células que se incubaron a 37° en 

comparacién a las que se incubaron a la temperatura baja. Los valores obtenidos 

para las exposiciones con 100, 150 y 200 uM, a 37°C mostraron en general que 

un 33 % de la captaci6n del metal es via un sistema sensible a la temperatura. 
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Figura 18.- Cantidad de mercurio por mg de proteina, en células WRL-68 expuestas 1h a 
0, 10, 50, 100, 150 y 200 UM de HgCl2, a 4 y 37°C, Cada punto representa el 

promedio de 3 experimentos + D.S. (n =15). 
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CAPTACION DE Hg POR CELULAS WRL-68 EXPUESTAS A HgCl2 A 

DIFERENTES TIEMPOS. 

En la Figura 19 se muestra la cantidad de Hg presente en las células WRL- 

68 expuestas a 0.5 y 5.0 uM. La captacién del metal present6é una forma 

bifdsica, esto es, muy rdpida en los primeros 5-10 min, para después 

mantenerse en una fase sostenida. Nuevamente, se pudo apreciar que la 

captacién del Hg por las células es dependiente de la concentracién, ya que las 

células expuestas a 5 uM de HgClz, presentaron en promedio 6.52 veces mas 

para cada uno de los diferentes tiempos de exposicién, que las expuestas a 0.5 

uM. 
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Figura 19.- Cantidad de mercurio por mg de proteina, en células WRL-68 expuestas a 

0.5 y 5.0 uM de HgCl2, por 5, 15, 30, 60, 120, 150 y 180 min. Cada punto representa 

el promedio de 3 experimentos + D.S. (n =15). 

46



Resultados 

CONTENIDO DE Hg EN MEMBRANA PLASMATICA, INTERIOR CELULAR Y 

LAS DIFERENTES SUBFRACCIONES CELULARES 

La figura 20 muestra la cantidad de Hg/mg de protefna presente en el 

exterior e interior de las células WRL-68, en donde se puede observar que un 

90 + 5.6 % del total de Hg captado se encuentra localizado en el interior de la 

célula. 

En los estudios realizados para determinar la cantidad de Hg presente en 

las diferentes subfracciones celulares, se utilizé6 el agente quelante EGTA, el cual 

es capaz de captar el Hg adherido a la parte externa de la membrana plasmatica. 

En la Figura 21 se muestra la gréfica del contenido de Hg presente en las 

diferentes subfracciones celulares por mg de protefna. Se observa una 

distribucién diferencial con una afinidad alta, principalmente en las subfracciones 

nuclear y mitocondrial, ya que del total de Hg que entré, el contenido en cada 

una de estas fracciones fue de 37.5+5.2 % y 47.74 4.1 % respectivamente. 

Por otra parte, sélo se encontré en las fracciones microsomal y citosélica un 

6.7 +0.6 y 8.1 +0.9 % de mercurio, respectivamente. 

A cada una de las subfracciones celulares fue determinada la cantidad de 

ADN (Tabla 4), siendo la fraccién nuclear la que presenté el mayor contenido 

con un 60.8 % mientras que las fracciones microsomal y citosdlica, presentaron 

un 2.87 y 1.91 % de ADN, respectivamente. 

47



Resultados 

0.9 +- 

0.8 + 

o7 + I 
0.6 - 

T 

iH
 

  

0.4 + 

0.3 + 
  Hi 

0.2 4 

nm
ol
es
 

de
 
Hg
/m
g 

de
 

pr
ot
ef
na
 

0.1 4 T             

interno Externo 

Figura 20,.- Cantidad de mercurio por mg de proteina, en el interior y exterior de células 

WRL-68 expuestas 1h a 5.0 UM de HgClo. Cada punto representa e! promedio de 3 

experimentos + D.S. (n =15). 

05 7 

0.4 4- T 
  

0.3 +   

H
+
 

O41 + 

0 
Nuc Mit Mic Cit 

SUBFRACCION CELULAR 

nm
ol
es
 

de
 
H
g
/
m
g
 

de
 

pr
ot

ef
na

 

  

= 
=                 

Figura 21.- Cantidad de mercurio por mg de proteina, en Subfracciones de células WRL- 

68 expuestas th a 5.0 UM de HgCl2. Cada punto representa el promedio de 3 
experimentos + D.S. (n =15), 

48



Tabla 4.- Cantidad de ADN presente en cada subfraccién celular. 

  

  

  

  

  

  

Subfraccién No. de veces aumentado* 

Homogenado celular 109.5+ 2.1 

Nuclear 31.8 + 5.6 

Mitocondrial 18.0+4.0 

Microsomal 1.5+ 0.0 

Citosdlica 4.0 + 0.5   

Resuitados 

      
* en comparacién a la cantidad de ADN presente en citosol. 

ELECTROFORESIS Y AUTORADIOGRAFIA DE SUBFRACCIONES 

CELULARES. 

La Figura 22 muestra una electroforesis de las diferentes fracciones 

celulares, obtenidas de células WRL-68 expuestas a 5.0 pM de HgCl, durante 1 

h, en donde se aprecia el gran nimero de protefnas que contienen de 14a 97 kd 

de peso molecular. Mediante andlisis por densitometria se determin6 la presencia 

de 12 bandas en la subfraccién nuclear, 10 en !a mitocondrial, 5 en la 

microsomal y 4 en la citosdélica (Tabia 5). El gel duplicado al que se realiz6 la 

autorradiografia por contener 208g Figura 23, mostré sélo una banda, en la 

fraccién nuclear la cual corresponde a una proteina de alrededor de 76 kd de 

PM. 
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Figura 22.- Electroforesis de las diferentes subfracciones de células WRL-68 

expuestas 1h, a 5.0 uM de HgClg. Estdndares de proteinas de Peso Molecular 97- 

14.4 Kd (STD), fracciénes: nuclear (NUC), mitocondrial (MIT), microsomal (MIC) y 

citosélica (CIT). 

   
Figura 23.- Autorradiograffa dei gel de electroforesis de las diferentes subfracciones de 

células WRL-68, expuestas 1 h, a 5.0 pM de HgCl2 con 203149 como trazador. Se 

indican los est4ndares de proteinas de Peso Molecular 97 - 14.4 Kd (STD) y las 

fracciones: nuclear (NUC), mitocondrial (MIT), microsomal (MIC) y citosdlica (CIT). 
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Tabla 5.- Pesos Moleculares (Kd) de las diferentes proteinas encontradas en 

cada una de las fracciones de células WRL-68, expuestas 1h a 5.0uM de HgCl. 
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DISCUSION. 

La utilizaci6n de modelos jin vitro para el estudio de los efectos que producen 

diversos agentes xenobidticos producidos de manera natural o antropogénicamente, 

han tomado auge en los ultimos afios. 

Los hepatocitos in vitro han sido utilizados como sistemas modelo en gran 

variedad de estudios, incluyendo los mecanismos de transporte, funciones 

metabdlicas, biotransformacién y estudios toxicolégicos. La linea celular WRL-68 

de origen fetal, hepdtico, humano, mantiene caracteristicas que la hacen un sistema 

adecuado para evaluar las alteraciones resultantes de la exposici6n a un agente 

toxico (Gutiérrez y col. 1994). 

Aunque existen en la literatura estudios asociados con la toxicidad del 

mercurio, el mecanismo por el cual este metal induce ia respuesta tdxica a nivel 

celular atin no ha sido identificado. Es por ello, que el presente trabajo se centré 

en la determinacién de algunos pardmetros considerados como medida de 

citotoxicidad en células WRL-68 expuestas a tres diferentes tratamientos con 

HgCl,: agudo baja concentracién (0.5 uM durante 24 H), agudo alta concentraci6n 

(5.0 uM durante 24 H) y crénico (0.5 wM durante 7 dias). Asimismo, se 

determinaron algunas caracterfsticas del sistema de transporte del metal y su 

distribucién en el interior celular. 

Las concentraciones elegidas para los distintos tratamientos se tomaron 

considerando tres criterios fundamentales: 

- curva de viabilidad de las células WRL-68 expuestas a HgCl,, 
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- proliferacién celular por varios dfas en un medio con Hg y 

- capacidad de adhesién celular después del tratamiento con el metal. 

Las condiciones experimentales utilizadas, tomando en cuenta estos 

criterios, permitieron evaluar que los par4metros determinados eran el reflejo del 

dafio producido por el metal y no una respuesta celular inespecifica ante un dafio 

masivo general. 

La literatura sobre diversos estudios de toxicologfa de metales pesados, 

muestra que, a pesar de los distintos objetivos perseguidos por otros grupos de 

investigaci6n y los modelos utilizados para ello, las concentraciones de metal 

utilizadas estén en el mismo intervalo que en el presente estudio. Beattie y col. 

(1990), en su ensayo con hepatocitos de higado de rata exponen sus células por 

2 ha 5.0 y 10.0 pM de HgCl, (considerando como baja y alta concentracién 

respectivamente}); Aleo y col. (1992), utilizan HgCl, en concentraciones que van de 

0.04 a 34.2 uM y ven su efecto en células de tubulo renal de conejo; Brookes 

(1992), también trabaja con concentraciones menores a 1 uM y su objetivo es 

evaluar el efecto del Hg sobre la actividad del glutamato, para determinar toxicidad 

en el sistema nervioso central; Ariza y col. (1994), para determinar el efecto 

mutagénico que tiene el Hg en células eucaridticas, emplearon concentraciones de 

1-25 uM de Hg en forma de acetato. 

Recientemente Strubeit y col. (1996), emplearon concentraciones de 10 y 

30 uM de HgCl, para exponer células de higado de rata perfundido. 

No obstante las diferencias que presentan dichos trabajos en cuanto a los 
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objetivos que desean alcanzar, los intervalos de concentracién del metal utilizados 

son similares a los empleados en este trabajo, independientemente del tipo de 

células que se usen como modelo de estudio. Estas concentraciones reflejan el 

deseo de estudiar los efectos téxicos que ocurren a nivel celular, pero sin causar un 

dafio generalizado que pudiera dar una respuesta inespecffica. 

La determinacién de la viabilidad celular mediante la técnica de exclusi6n de 

azul de tripano, mostr6 que a medida que las células son expuestas a 

concentraciones mayores de HgCl,, la viabilidad celular disminuye. Aleo, y col., 

1992; Ashour, y col., 1993; Ariza, y col., 1994, han utilizado esta misma técnica 

para determinar la viabilidad celular ante exposiciones con HgCl,, encontrando un 

100% de muerte celular al emplear 50 pM de Hg. Las exposiciones con Hg en 

forma orgénica presentan mayor toxicidad que al encontrarse en forma inorganica, 

debido a que son mas liposolubles. La utilizaci6n de! metal como HgCl, en el 

presente estudio, permitié que al ionizarse la sal en el sistema acuoso dei medio, la 

accién del Hg” fuera en forma directa y la presencia del CI no interfiriera con los 

objetivos planteados. Otro paraémetro considerade como criterio de eleccién para las 

condiciones de tratamiento, fue la cinética de proliferacién celular, en donde las 

células expuestas a 0.5 uM muestran una curva semejante a la de células control. 

En estas condiciones fue posible observar que las células expuestas al Hg 

presentaron una mayor proliferacién a los 7 y 8 dias de cultivo, haciendo pensar 

que el Hg ejerce un efecto mitogénico. Reardon y Lucas (1987) al utilizar células de 

musculo liso de aorta de conejo, encontraron que el Hg es téxico a altas 
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concentraciones pero a bajas es mitogénico, por lo que el aumento que se observé 

en la proliferacién de las células WRL-68 (Fig. 6), debe ser causado por un efecto 

estimulatorio de la proliferaci6én, que puede explicarse en base a que el Hg acorté 

el tiempo del ciclo celular, probablemente en la fase G,, efecto que también se ha 

observado con otros metales pesados (Lu y col., 1990). 

Las alteraciones ultraestructurales observadas por microscopia electrénica 

de transmisién (Fig. 8), muestran proliferaci6én del Reticulo Endopidsmico Rugoso 

(RER), pérdida de ribosomas de! RER y aparicién de lisosomas secundarios. Pocos 

son los trabajos que se han enfocado a este aspecto, sin embargo, efectos similares 

a los reportados han sido descritos por Lachapelle y col. (1993), tanto en estudios 

in vivo como in vitro. Recientemente, Kishimoto y col. (1995), publicaron que en 

células endoteliales cultivadas en presencia de metilmercurio, presentaron: 

mitocondrias hinchadas, densidad citopladsmica reducida y dilatacién del RER. Esto 

dltimo indica que las alteraciones ultraestructurales causadas por efecto de la 

toxicidad del mercurio, pueden variar dependiendo del sistema utilizado, la forma 

quimica, concentraci6n y tiempo de exposicién del Hg. 

También se observ6 la presencia de arreglos atipicos de la cromatina lo que 

se ha reportado como indicio de dafio apoptético, en este caso causado por la 

presencia del Hg, efecto que recientemente ha sido descrito por Shenker y col. 

(1997), ya que en su trabajo concluyeron que el Hg puede ser capaz de inducir 

apoptosis en células T. 

La actividad extracelular de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) 

considerada como indicadora de dafio citotédxico se incrementsd en los tratamientos 
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agudos, tanto con baja como con alta concentracién, no asf en el tratamiento 

crénico, indicando que la determinacién de la LDH es una medida de dafio a 

tiempos cortos de tratamiento. Stacey y Kappus, 1982; Beattie y col., 1990 y 

Lachapelle y col., 1993; publicaron no haber encontrado liberaci6n de LDH en 

células expuestas a Hg a concentraciones cercanas a las utilizadas en este trabajo. 

Aleo y col., (1992), evaluaron la LDH en células renales expuestas a Hg 

orgdnico e inorgénico, encontrando, que la actividad de la enzima disminuye a nivel 

celular, indicando que la liberacién de la enzima al medio de cultivo es producto de 

alteraciones en la integridad de las células (Fig. 10). 

Las actividades enzimdticas de la alanin y aspartato amino transferasas 

(ALAT y ASAT) (Figs. 11 y 12) se incrementaron en las células expuestas a los 

tratamientos agudo b. c. y agudo a. c., mostrando la sensibilidad de éste parametro 

ante el efecto téxico del Hg a tiempos cortos y ademas que es dependiente de la 

concentracién. Estos datos concuerdan con los valores elevados de ALAT y ASAT, 

encontrados por investigadores que realizan estudios con metales (Kershaw y col. 

1990; Shomita y col. 1991). 

La actividad de ALAT y ASAT en las células expuestas al tratamiento 

crénico, (Figs. 11 y 12) no mostraron cambios significativos con respecto al 

control, posiblemente debido a la propia respuesta que da la célula ante un dafio 

téxico o bien a procesos de tipo adaptativo o de recuperacién, que desarrolla en un 

medio con Hg a concentraci6n baja o bien a que son indicadores de dafio reciente. 

El grado de lipoperoxidaci6n es un pardmetro indicador de dafio, producido 

por un agente xenotéxico, ya que éste al entrar en contacto con las células y lograr 
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internalizarse, comienza a generar radicales libres en la membrana plasméatica. Los 

radicales libres a su vez desencadenan una serie de reacci6nes desestabilizando 

otros sistemas internos y generan cada vez, mayor nimero de radicales libres. En 

este trabajo, se encontré que el valor del grado de lipoperoxidacién para las células 

expuestas al tratamiento b. c., permaneciéd semejante al de las células control 

mientras que para los tratamientos crénico y agudo a.c. se incrementé, ya que el 

Hg ejerce dafio en las membranas al desestabilizarlas para formar radicales libres, 

dependiendo tanto de fa concentracién como del tiempo de exposicién. Bano y 

Hasan, (1989) han reportado incremento en el grado de lipoperoxidacién en 

estudios de exposicién a Hg tanto /n vitro como in vivo. 

Los resultados obtenidos en la cantidad de grupos -SH totales en céiulas 

expuestas a Hg, mostraron que sdélo en el tratamiento agudo a. c. hubo mayor 

cantidad de -~SH en comparacién al control (Fig. 14). Este incremento podria 

deberse a un aumento en la cantidad de glutati6n (GSH) o bien de grupos -SH de 

tipo proteico, se comprob6é que se debié a una mayor cantidad de GSH (Fig. 15) y 

no de grupos -SH proteicos (Fig. 16). 

Se esperaba que las células expuestas con Hg, mostraran cantidades bajas 

de GSH (Figs. 14 y 15), sin embargo, es posible que !a concentracién utilizada en 

los tratamientos no sea suficiente como para causar una disminucién en la 

cantidad de GSH, o bien el tiempo de exposicién es tan alto que la interaccién de! 

Hg con organelos u otros agentes protectores o captadores del metal ocurra en los 

primeros minutos y los valores obtenidos del GSH sean el reflejo de una 

recuperaci6n o adaptacién a las condiciones del tratamiento empleado. Los 
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resultados obtenidos de GSH y grupos -SH presentes en las células cuando se 

expusieron al metal por 1 h, para establecer si ocurrian en este tiempo (Fig. 16B), 

no mostraron cambios con diferencias significativas con respecto a los de 24 h 

(Fig. 16). 

En los experimentos para determinar el efecto de Hg sobre la cantidad de 

GSH, se utilizaron concentraciones del orden de 0.5, 5.0 y 50 uM de HgCl, 

(Figs. 16 y 16B) que corresponden a 0.5, 5.0 y 50 nmoles de Hg/mi en el medio de 

cultivo, con los datos de captacién de Hg por las células, figuras 17 y 18, se 

pudo establecer que para exposiciones con concentraciones de 0.5, 5 y 50 uM hay 

un promedio de captacién de Hg del medio, del orden de 37.15% + 4.14% Jo que 

corresponde a cantidades aproximadas de: 1.2, 12 y 120 nmoles de Hg/mg de 

proteina que logran entrar a las células, valores que aparentemente no afectan las 

concentraciones de GSH o grupos -SH proteicos. Para la exposicié6n con 50 uM en 

donde tampoco hay cambios en la cantidad de GSH atin cuando la cantidad de Hg 

que entra a las células es mayor, gran parte de este es captado por los grupos -~SH 

de las protefnas de membrana y sdlo una minima cantidad entra a ja célula, que no 

es suficiente como para disminuir los niveles de GSH. 

Algunos autores han reportado la disminucién de los niveles de GSH, como 

efecto de exposicién a metales pesados como el Hg, sin embargo, la disminucién 

también esta en funcién de la concentracién utilizada y del tiempo de exposicién 

que |lega a ser de pocos minutos. Ariza y col., (1994), evaluaron la cantidad de 

glutati6n reducido y oxidado en células expuestas a 1-25 WM de HgCl, y aunque 
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mostraron una disminucién en las cantidades de GSH, hacen la observacién de que 

ésta, s6lo ocurrié a concentraciones de Hg en donde se pudo observar muerte 

celular de manera significativa. Strubelt y col., (1996), publicaron que la cantidad 

de GSH en células perfundidas de higado de rata expuestas a Hg, se reducen hasta 

en un 80% en comparacién al control, sin embargo, utilizaron concentraciones de 

hasta 30 uM por 90 min. En el presente trabajo los valores de GSH, no cambiaron 

significativamente en comparacién al control y las concentraciones utilizadas no 

afectaron el porcentaje de viabilidad (Fig. 5). 

El incremento de GSH que se observé en las células expuestas al tratamiento 

agudo a. c., posiblemente sea una respuesta que tiene la célula para reaccionar 

ante el efecto téxico que el Hg ejerce en ella. Hay estudios, mostrando que agentes 

xenobidticos como el etanol, inducen incremento de GSH total en cerebro y 

sugieren que es en respuesta a un mecanismo protector en este 6rgano o bien que 

la cantidad elevada de GSH se debe a que es suplementado desde otros érganos 

(Wlodek y Rommelspacher, 1994). Eaton y col., (1980), publicaron que al exponer 

rifién de rata a Hg, se observ6 un incremento en la cantidad de GSH. Nielsen y col., 

(1991), al trabajar con rifién de ratas, alas que administraron oraimente diferentes 

dosis (25, 50 100 y 200 4M) de HgCl, por Kg de peso corporal, también mostraron 

haber encontrado cantidades elevadas de GSH, pero sdélo en la dosis menor, y una 

disminucién en el nivel de GSH en el tratamiento de la dosis mas alta. Ellos 

comentan que el aumento pudo deberse a la induccién de la sintesis de GSH, 

aumentando !a captacién renal del complejo de Hg con GSH y la inhibicién de 
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enzimas que catabolizan al GSH. 

Verity, (1995), menciona que ia cantidad de glutatién, el principal 

antioxidante celular, aumenté en rifién de rata durante un tratamiento con 

metilmercurio y en estudios previos, también comprobé el incremento de GSH en 

neuronas de cerebro, a las 24 h de exposici6n a concentraciones bajas de 

metilmercurio, explicando esto como una respuesta adaptativa inicial al estrés 

oxidative inducido por el metilmercurio. 

Aunque estos datos muestran la posibilidad de obtener un incremento en los 

valores de GSH como ocurri6 en el presente estudio, es dificil establecer una 

correlacién entre los ensayos ya que estos difieren en las concentraciones, la forma 

quimica del Hg y los sistemas biolégicos utilizados. 

Referente a la metalotioneina (MT), proteina de bajo peso molecular que 

interviene en la destoxificaci6n en células expuestas a metales, se ha publicado 

que es inducida en diferentes tipos de tejido y por diferentes metales, pero sdio 

para ciertas concentraciones (Eaton y col., 1980; Bracken y Klaassen, 1987). Hay 

reportes de que el Hg es capaz de inducir MT en tejidos renales. En las células 

WRL-68 de origen hepadtico la MT no fue inducida por el Hg aunque s/ fue inducida 

en grandes cantidades por Cd (Souza,1995). Algunos investigadores también han 

obtenido que es un pobre inductor en tejido hepatico (Gerson y Shaikh, 1982; 

Mitane y Tohyama, 1988; Chan y col., 1992). 

De los resultados obtenidos con la finalidad de establecer un mecanismo de 

accion téxica del Hg a nivel celular, se encontré que !a cantidad de Hg internalizado 

en células expuestas a bajas concentraciones (Figs. 17 y 18), se debe a procesos 
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independientes de temperatura. Gerson y Shaikh (1984), en su trabajo, ya daban 

indicios de que la captacién de Hg en cultivo primario de hepatocitos podia ser por 

difusi6n pasiva. Al exponer células a altas concentraciones de Hg (50-200 uM) a 

4 y 37°C, la cantidad de Hg internalizado no fue el mismo en jas células para ambas 

temperaturas (Figura 18), ya que se encontré una mayor cantidad del metal en las 

células expuestas a 37°C con respecto a las de 4°C, lo que indica que en la entrada 

de Hg puede intervenir un translocador el cual disminuye su movilidad a 

temperaturas bajas. Blazka y Shaikh (1992), reportaron datos semejantes a los 

encontrados en el presente trabajo, que refieren una igual captaci6n de Hg por 

hepatocitos aislados de rata al exponerlos a 3 uM de Hg. Blazka y col. (1992), 

también mostraron que no hay diferencia en la captaci6n de Hg al exponer los 

hepatocitos a 3 uM de HgCl, a tiempos menores de 30 min, a fas diferentes 

temperaturas de 4 y 37°C. 

Kajiwara y col., (1996), al realizar estudios de transporte de Hg en forma de 

metil mercurio a través de la placenta de ratas, sugieren que dicho transporte es 

ltevado a cabo mediante la intervencién de algun tipo de acarreador de aminodcidos 

y plantean un posible mecanismo de transporte, en donde el metilmercurio forma 

un complejo con algunos aminodcidos y de esta forma el Hg puede atravesar ia 

barrera placentaria, sin embargo esto no ha sido comprobado. 

La cantidad de Hg en las células que estuvieron expuestas a 0.5 y 5.0 uM de 

Hg (Fig. 19), corresponde tanto al unido a la membrana como al que logré entrar, 

por un sistema de transporte no dependiente de temperatura, como ha sugerido 
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Endo y col., (1995), al reportar que parte dei HgCl, logra penetrar a través de 

canales o translocadores. Aleo y col., (1992) refieren que la acumulacién de Hg en 

las células presenta un comportamiento lineal al utilizar concentraciones bajas, pero 

se desvia la linearidad a concentraciones altas, sugiriendo que esto ocurre debido a 

una menor eficiencia de captaci6én del Hg. Datos similares también son reportados 

por Gerson y Shaikh (1984) y Blazka y Shaikh (1992), para concentraciones 

menores de 10 uM y a tiempos de exposicién cortos (menores de 20 min). En los 

resultados también se pudo observar una fase rdpida de captacién del Hg en los 

primeros 5 min, para después mantenerse constante, esto se explica si al entrar el 

Hg en contacto con la célula interacciona inmediatamente con los grupos -SH de las 

proteinas de’ la membrana plasméatica, pero conforme pasa el tiempo parte del Hg 

entra a la célula y se establece un equilibrio en el contenido inter y extraceluiar. 

Blazka y col. (1992), reportaron que ei EGTA es un agente quelante muy 

eficiente en la captaci6n de Hg adherido a ja membrana plasmatica, un afio antes 

ya se habla comprobado que el EGTA no era capaz de atravesar la membrana de 

hepatocitos, pero sf de captar y remover el metal que no ha sido internalizado 

(Blazka y Shaikh, 1991). El EGTA se utiliz6 en el presente ensayo para lavar las 

células expuestas a Hg y asf poder determinar la cantidad del metal adherido a Ja 

membrana plasmatica e internalizado, asf como en cada una de las subfracciones 

celulares. La Figura 20, muestra que la cantidad de Hg adherido a !a membrana 

plasmatica es del orden de! 10% del total de Hg presente en la célula. 

Referente a la cantidad de Hg distribuido en las diferentes fracciones 
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celulares (Fig. 21}, pocos son los resultados encontrados en la_ literatura. 

Chmielnicka y col., (1983), publicaron que en tejido hepaético el Hg tiene una 

preferencia por acumularse en la subfraccién nuclear y mitocondrial, sin embargo, 

también encontraron que la fracci6én citosélica presenté un elevado porcentaje del 

metal, resultado muy diferente al obtenido en este trabajo. La cantidad de Hg 

presente en el citoso!, en el presente trabajo muestra una correlacién con la 

cantidad de MT, ya que ésta al no inducirse no ocasiona la captacién del metal. 

Aunque se ha reportado (Souza, 1995), que en las células WRL-68 la MT fue 

inducida al exponerlas a Cd. 

Al encontrar baja cantidad de Hg en microsomas, tenemos la certeza de que 

los lavados con EGTA, lograron liberar el Hg unido a la membrana, y que el 10% de 

Hg presente en membrana se debe a !a poca cantidad de metal enlazado a ella y no 

a la baja afinidad del EGTA por el Hg. 

Los resultados de !a electroforesis de las subfracciones celulares (Fig. 22 y 

Tabla 5) mostraron la alta variabilidad de protefnas presentes en cada una de ellas, 

ya que al menos se determinaron 18 diferentes pesos moleculares de proteinas 

celulares, algunas de ellas presentes en dos o mas subfracciones. En fa 

autorradiografia (Fig. 23) s6élo se pudo determinar la presencia de una banda en la 

subfracci6n nuclear, con alto contenido de “%Hg, la cual correspondié a una 

proteina de alrededor de 76 Kd. En la Tabla 5, se puede apreciar que la proteina 

correspondiente a este PM, también se localiza en la subfraccién microsomal, sin 

embargo, esta no se aprecia en la autorradiografia debido a la baja cantidad de 

cpm presentes. 
63



Discusién 

Finalmente, podemos mencionar que el Hg ejerce su efecto téxico a nivel 

celular, por medio de una serie de interacciones directas e indirectas, que se van 

desencadenando (Fig. 24). Una vez que el Hg entra en contacto con la célula, un 

porcentaje de Hg’? queda adherido a las proteinas de la membrana plasmatica y 

otro se internaliza a través de ella, posiblemente mediante la intervencién de uno o 

varios translocadores y asf legar a organelos como el nucleo y las mitocondrias. La 

presencia del Hg genera fa lipoperoxidacién en las membranas ocasionando se 

afecte la integridad celular, lo que provoca la liberacién de enzimas como lactato 

deshidrogenasa (LDH), alanin amino y aspartato transaminasas (ALAT y ASAT). Ei 

Hg tiene alta afinidad por las mitocondrias y el nucleo, el cual presenta alteracién 

de la envoltura nuclear debido a la presencia del metal, estos organelos 

probablemente presenten una proteina de PM alrededor de 76 Kd que tenga alta 

afinidad por enlazar Hg. El glutatisn (GSH) al parecer no ejerce su funcion 

protectora ademés de que no hay induccién de metalotioneina (MT) que 

contrarreste el efecto téxico ocasionado por el Hg. 
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Figura 24.- Esquema general de una célula, en donde se muestran los efectos que 
sufrieron distintos parémetros como: Actividad enzimatica de Lactato Deshidrogenasa 
(LDH), Alanin y Aspartato Amino Transferasa (ALAT y ASAT); Grado de Lipoperoxidaci6n; 
Contenido de grupos -SH y Glutatién (GSH); sintesis de Metalotioneina (MT) y entrada de 
Hg, después de una exposicién a HgCle en diferentes condiciones. 
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CONCLUSIONES 

1.- Al exponer células WRL-68 a un medio que contenga de 0.5 hasta 

200 uM de HgCl,, parte del metal queda adherido a la membrana plasmatica y otra 

parte se internaliza en la céiula. 

2.- El efecto téxico de! Hg comienza a manifestarse con fa liberacién de 

enzimas citosélicas como  Lactato Deshidrogenasa (LDH), Alanin Amino 

Transferasa (ALAT) y Aspartato Amino Transferasa ( ASAT). 

3.- Las enzimas LDH, ALAT y ASAT son pardémetros sensibles a la presencia 

del Hg, dependientes de la dosis. 

4.- Al haber un dafio directo a la membrana plasmatica se genera 

lipoperoxidacién. El grado de lipoperoxidacién es dependiente tanto de la dosis 

como del tiempo de exposicién. 

5.- El glutati6n no actda como agente hepatoprotector, a los tiempos de 

exposicién con el Hg que se utilizaron en este ensayo. 

6.- La metalotioneina, protefna inducida por la presencia de metales pesados 

no es generada por la presencia del Hg, en este tipo celular de origen fetal hepatico 

humano. 

7.- La entrada de Hg a través de la membrana plasmatica se realiza mediante 

la intervencién de uno o varios translocadores y dependiendo de la dosis a la que se 

encuentran expuestas eStas células. 

8.-El Hg se distribuye principalmente en nticleo y mitocodrias. 

9.- La escases de Hg en el citoplasma concuerda con la ausencia de MT, que 
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no es inducida por este metal. 

10.- Las alteraciones en la forma de mitocondrias y nucleo, se deben a la 

alta proporciédn que encontramos de Hg en ellos. 

11.- Se localizé una proteina nuclear de 76.0 Kd a la cual se liga el Hg. 

El mecanismo por el cual el Hg causa efectos tdéxicos en ja célula se origina 

desde el momento en que 6sta entra en contacto con ef metal, es dificil determinar 

que eventos $e dan primero, pero se puede establecer que al interactuar primero 

con la membrana plasmatica, se genera la lipoperoxidaci6n, la cual a su vez, puede 

desencadenar la liberaci6n de las enzimas tanto citosdlicas como 

transmembranales. Ademds de generarse consecutivamente mas lipoperoxidacién 

en otros sistemas membranales internos, como son el reticulo endopldsmico , el 

aparato de Golgi, mitocondrias, etc., la acumulaci6n del Hg en ciertos organelos 

como nucleo y mitocondrfas, provoca en ellos alteraciones morfolégicas. Al ser la 

mitocondrfa afectada, se provoca una disminucién en la produccién de energia, que 

a su vez desencadena que se afecten muchas funciones metabdlicas que fa 

requieren, por otra parte, al presentarse una gran cantidad de! metal en el nucleo, 

se pueden dar alteraciones a nivel de ADN, que trae consigo que se afecte la 

informacion requerida para los procesos de traduccién y transcripcién de proteinas 

requeridas para la funcionalidad celular. Los sistemas de proteccién celular, 

glutati6n y metalotioneina, no actuan para los tipos de tratamiento, empleados en 

este ensayo, sin embargo, la célula se adapta a vivir en las condiciones crénicas por 

lo que ciertos mecanismos de defensa tienen que actuar. 
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PERSPECTIVAS. 

- Hacer estudios que tengan como fin revertir el dafio causado por ef Hg y 

ver si las células recuperan su funcionalidad. 

- Conocer el tipo y forma de accién del o los translocadores que intervienen 

en el paso del Hg a través de la membrana plasmatica. 

- Estudiar sf estos translocadores u otros factores (canales) intervienen en la 

entrada de Hg cuando se exponen las células a dosis menores de 0.5 uM 

- Analizar si la entrada de Hg al interior celular, depende de la presencia de 

energfa. 

- Sf el glutati6n no acta como agente hepatoprotector, a los tiempos 

empleados en este ensayo, determinar si lo hace a tiempos muy cortos. 

- Sf el glutatién y la metalotioneina no actdan para la proteccién de la célula, 

2cémo se defiende ésta? 

- Qué factores impiden que la metalotioneina no se induzca con Hg, pero si 

con otros metales como el Cd. 

- 2Qué tipo de proteina es la que liga el Hg preferentemente y a qué se debe? 

- ¢Qué utilidad real tienen los agentes quelantes utilizados terapéuticamente 

y sfesto se refleja in vitro, en las células WRL-68. 
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