150
UNIVERSIDAD - NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO A

PROTEC __jjeoR"DWERsos FARMACOS SOBRE
‘LA NEFROTOXICIDAD INDUCIDA POR HaClz

"TESIS'DE LICENCIATURA
QUE 'PARA' OBTENER . EL GRADO DE
7BI 0 L G, G D,
. R E S E N T A i

“"HORACIO REYES ' VIVAS

' MEch’:o.y ,VD". F. "' i L 'DlCIEMBRAE DE 1993 '
TESIS CON B S
FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION 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 imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



 RESUMEN Lo

OBIJETIVOS

MATERIAL Y METODOS

-~ INDICE

ABREVIATURAS®

" INTRODUCION ot iremeneroc el

i Membranas biolégi

" * Metabolismo del Ca® en ‘mitocondrias

* Metabolismo del

P

* Carateristicas de! di

bamaio

* Caracteristicas de la albimina sérica

* Material biolégico

* Aislamiento de mitocondrias

* Determinacion de la c

* Oximetria

* Transporte de calcio

P, ial f 1
.l

* Determinacion de grupos SH lib




* Efecto in viv
* Estudio in
* Estudio in v{n;o de la

DISCUSION

CONCLUSIONES =<

PERSPECTIVAS tsrermeecs

BIBLIOGRAFIA




150-bis-2-nitrobenzéica:

,;ﬁ[iTA’: Acido efilendiaminotetracético.

HE,PESV: Acido N-(2-hidroxietil) piperazina-N*-(2- 1f6nico)
" A% Potencial lranrsmembrnm].

TRIZMA: Tris(hidraximetil)aminometano.
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i Unu de ios ganos mas afectados en la intoxicacid pdi’ Hg” es el rifion. A nivel célt}lnr,

i el organe!o ‘que se_encuentra mas alterado es la mnocondr

pi yla

: 1: fosfonlanle,

estequiométrica DDC:Hg es aproximadamente 2:1, por lo que este ¢
quelar al Hg®™" y prevenir e! daio mitocondrial por dicho metal.

El efecto del firmaco (10 mg/Kg) se evalué en ratas, a las cuales se les administré por

via i.p., i di después de admini HgCl,a una conceminpi n de :mg/k‘gﬁ'a Lpl
Después de 48 h, se encontré que el DDC evit6 la pirdida de las nbtividnﬂes mitocondriales
inducida por Hg™ en aproximadamente un 89 %.

N 4

Se observd ademis que los grupos SH de la interna ial estan
involucrados en la retencion de Ca®, los cuales se afectan iderabl, en la il
con Hg™".

Experi in vitro 1 que el DDC no revierte el dafio mitacondrial producido

con Hg*". Se concluye que ¢l DDC previene del daio con Hg** cuando logra quelar al metal antes

que interactie con las membranas de la célula renal.



q 4

El emplec de albumina sérica de bovino en mi ins-de ratas con Hg™,
restablece in viiro el transporte de Ca* y el potencial transmembranal (AY). Esto sigiere que la

liberncion de Ac. grasos via fosfolipasa A, juega un 'pnpel importante en el aumento de la

permeabilidad membranal inducida por Hg". El restablecimi del AW es dependiente de Pi,
lo que. demuestra la existencia de un cotransporte Pi-Ca™, o bien la intervencién de un poro para

Ca** descrito por Crompton (1988).



INTRODUCCION . 0

de org; il s donds

Una de las caracteristicas de las células i eslap
se realizan actividades metabélicas especializadas (sintesis de proteinas en reticulo endoplasmico

~yugeso o di en_li 'ppr ji lo). Uno -de. estos organclos es-la
i dria, donde se transft la energia de un gradiente elctroquimico, en formas utilizables

H 1 . N dri 1 . )
para impulsar las teacciones celulares. La mi ap dos una externa y

otra interna que tiene mas superficie, que se encuentra plegada formande crestas (fig, 1). La
merﬁbruna interna desempefia dos papeles importantes en la funcion de la transformacion
energética. En primer lugar proporciona el armazon para Ins procesos de transporte de alectrones
que (rapsformnn la energia de las reaccidnes de oxidacién en formas mas atiles, especiatmente
en sintesis de ATP. En segundo lugar, crea un compartimento dentro del erganelo, donde estan
confinadas las enzimas especializadas para catalizar otras reacciones celulares importanies, como
¢l ¢iclo de Krebs. Este ciclo utiliza algunos compuestos derivados de la oxidacion de alimentos,

tos cuales son ricos en hidrégenos, a los cuales se les extraen sus electrones, mismos que son

t feridos a molécul leotidicas como NAD® y FAD. Posteriormente los electrones pasan

) ; bicad

alo largo de una cadena de proteinas conocida como cadena de porte de A

en la membrana interna. En el curso del transporte, los electrones van cayendo sucesivamente a
niveles de potencial oxido-reductivo menores. La energia libetada por los electrones en su
descenso por la cadena se aprovecha para bombear protones desde la matriz hacia el exterior. El

resultado es un gradi ! imico de f a través de la membrana, y la energia

almacenada en este gradiente ¢s a su vez aprovechada, entre otras cosas, por la enzima

denominada H*ATP, ..., para sintetizar ATP a partir de ADP y Pi (fig. 2). La hipdtesis que



Fig. 1: Microscopia electrénica de un corte mitocondrial, donde
se ohserva claramente la membranan externa (M.E); membrana
interna (M.I); y la matriz (M). La M.I. se dobla en miltiples
invaginaciones denominadas crestas, aumentando asi su superficie;
en esta membrana se contienen las enzimas, tanto del transporte
de electrénes, como el de sintesis de ATP. En la matriz se
encuentran la mayoria de las enzimas involucradas en el ciclo de

Krebs,
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Flg. 2: Representaci6n esquemitica de la sintesis de ATP mediante
la formaci6n de un gradiente electroguimice. Los electrénes con
alto potencial oxido-reductivo, provenientes de la degradacién de
la glucosa (glucSlisis) o de la degradacién de los Ac, grasos
(B~oxidacién) son transferidos a moléculas de Napt y FAD mediante
sl ciclo de Krebs. Los nuclestidos de piridina transfieren los
electrénes a su vez a la cadena respiratéria, lo que induce el
bombec de HY y la formacién del gradiente electroquimico. Este

gradiente se aprovecha entre otras cosas, en la sintesis de ATP.



'"permneexplmnrlntransduccnéndeenergiaemreel di lectroquimico (denomi "‘fuerrzx

MEMBRANAS BIOLOGICAS'

Como se ha' r;\encionndo. eﬁ ias membrnﬁa_s biolrbgicus se lievan a cab«; propcsc;s
esenciales para la célula. 7 :

Las membranas biolégicas son conjuntos laminares, constituidos principalmente por una
matriz lipidica, donde se asocian proteinas transmembranales y periféricas. Las membranas
plasmaticas conficren a las células su individualidad al separarlas de su entorno; sin embargo no
gon simples paredes, sino que constituyen barreras de permeabilidad muy selectivas que contienen
sistemas - de -transporte especificos. Las células eucariontes contiehen también membranas

intr que a sus organelos, tales como las mitocondrias Como veremos mas

adelante, los sistemas de transporte regulan la composicidn iénica y molecular del medio.
Debido a la importancia que presentan las membranas en los sistemas bioldgicos, la

biosintesis de fosfolipidos de membrana, principal léculas que a esta, es

trascendental.



i

en la sintesis de fosfo\(pidos

'EI" PCE)

(or.ondna esla curdlollpma e\ cunl consmuyc mﬁs N

dcl lO % del comemdu lipidico de la membrnnn y que al parecer conmbuye a hacerla mis:

_|mp=rmeﬂhie a los iones (Albens 1990)

Algunas de las fosfolipasas son enzimas digestivas presentes en el juga i tinal, secreciones

bacterianas y venenos (Stryer 1990). Tambidn_ participan’en- n ‘generacién. de :lipidos que

tr d seflales, Final g participan en la cnrrecéiyén y re:cmhbio de fosfolipidos
membranales.
En la mi dria, por ejemplo, la fosfolipasa -A, -los ‘fosfolipidos de la

membrana interna que se han alterado por peroxidacion, degraddndolos para’ después ser
reacilados. Como se vera mas adelante, la actividad de esta enzima depende de las

4 bl

concenteaciones de calcio (Ca™) en ¢l medio, disminuy id 1a hidrélisis de

toniar fi

lipido en in de este cation (Broekemeier y col. 1985). Por tanio, la

modulacién de esta enzima ocupa un papel importante en la modificacién de la permeabilidad

membranal inducida por calcio.
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Fig:s l-;émulas estructurales de los folfolipidus que. componen
las membranas mitocondriales. F&rmula del fosFatidato, principali
precursor de fosfolipidos (A). Una vez que la serina se une al
fosfatidato, formando fosfatidil serina (B), se desarrolla una
via metabélica para transformar a este fosfolipide en fosfatidil
etanolamina y fosfatidilcelipa (C). La cardiolipina es otro
compuesto importante de la membrana mitocondrial (D). Ry; Rp; R3;
Y R4 = Cadenas hidrocarbonhadas de entre 12 y 24 carbonos.

R = Resto de fosfolipido.



Regidn hidrotdbica=-

Cabezas polares

Fig. 4: Representacién esquemitica de una bicapa lipidica.

La caracteristica anfipitica de los fosfolipides dispone a las
cubgzas polares hacia el medio acuocso, y las cadenas
hidrocarkonadas al espacio intramembranal, donde se forma la

reqibﬁ hidrofébica.



'Pig. 5z Especificidad de t de lNidrélisis de las-

: fosfclipasas. Rl, Rz, R; nidrbcarbonadas de entre ‘12 &

24 carbonos .



" METABOLISMO DEL CALCIO EN MITOCONDRIA

Enire, los. elementos: que’a_diferentes

celulares, e} ion calcio (C: sé encuentra involucrado ‘en una serie de reacciones enzimaticas,

y en ultima instancia, el

permitiendd ala’ célula regula

el’estudio-de la regulacion, transporte y movilizacién

imiento de Ja ho

del ga". asi_como de los factores que altcran dichos parametros resulta esencial.

Deiitro dg 1a ¢&lula,: existen: varios organelos que emplean en forma importante el calcio,

1 4o,

siendo cap de incorporarle y en ignificati imporantes. Un

organelo suceptible de modificar su actividad enzimética por cambios en la concentracion libre

de calcio en su interior, es la mitocondri leandolo para la actividad de
p

deshidrogenasas (Crompton, 1988). Se ha demostrado que el Ca®" regula la formacién de

moléculas con enlaces de alta energia, al modular algunas de las enzimas involucradas en el
transporte de electrones y en la fosforilacion oxidativa (Moreno-Sanchez y col., 1991).

Diversos estados fisiopatolégicos y factores exirinsecos pueden alterar los niveles de

calcio intracelulares, encontrando una estrecha relacion entre un aumento de la concentracion de

Ca* citosélica, y ¢l daflo mitocondrial, que lleva a |a destruccian estructural de este organelo.

A pesar de que la concentracion de Ca®" intemo mitocondrial depende en buena parte del

_ calcio citoplasmico, la mitocondria conticne un sistema de regulacion complicado y especifico

para este cation (fig. 6). Actualmente, sc ticnen caracterizados los mecanismos involucrados en

regular los movi del calcio mi drial. Se conace asi que su entrada a la matriz depende

del potencial transmembranal (AY¥), mismo que es formado por oxidacién de sustratos o por

hidrolisis de ATP (Lehni y cal., 1967). El transporte de Ca™ es mediado por una proteina

sensible al colorante de glicoproteinas, rojo de rutenio (Moore, 1971), lantinidos (Reed, 1974)

9



';Fiq, 6: Representacién esquemaiica de los movimientos iénicos a
través de la membrana mitocondrial, mediante transportadores
especificos. A: Principales vias de transporte de ca2+; la
retencién de este ion depende del AW, mismo que es formade por la
cadena respiratéria, o por hidr6lisis de ATP. El matenimiento de
la permeabilidad membranal depende en gran medida de los grupos
SH libres. B: Estado de alta permeabilidad en el cual iones y

moléculas como algunas enzimas, atraviezan por la membrana.
10



'y cadmm (Jnrvnsalo y cal 1980; Ch&vezyrcol 1985

Exme un: numcro de mccnmsmos nbservados m vitre que modulan la relenmon de Ca

en mllocondnas Enue ellos se

dc Ca en la malnz por

efeclo del ADPen la

(Chavcz y cul

i

'a)', por la unién a cargus negmwns mlcmas de 1a mcmbrana

muocondrml (Cmfoh. 1987), dondc Ios smos de umon para Ca™ son pro lemenle especlﬁcos.

Dicha rclencmn se rcguln asu vez pur cnncemmcloncs de: polasw mtmmnocondnal (Chavcz y:
L 1991), e

Por otra parte, Crompton y col.(1988), sefialan la existencia de un poro en la membrana

interna milocondr{al, por donde atraviezan los cationes como el Ca®, e inclusa moléculas de bajo

peso molecular como Iu‘sacarosa. La spertura del poro depende de la concentracién de Ca™,

“ siendo activado con KH,PQ, (Pi). De lo anterior s¢ desprende que la concentracion de Pi en el

medio puede estar jugando un pape! importante en la liberacion del calcio mitocondrial, como

se en los resultados del p estudio

La salida de calcio es controlada, en el caso de mi Irias de células cardicacas, per

ﬁn sistema electroncutro que involucra a una reaceidn de intercambio 2Na'/Ca™ (Crompton y col.,
1976). En mitocondrias de higado de mamifero, la salida se lieva a cabo por un antiportador
Ca®/2H" (Fiskum y col., 1978)

A lo anterior se agrega ademas, el movimiento de Ca®* por un estado fisiolégico alterado,
o por factores extrinsecos, apareciendo un estado de permeabilidad inespecifica en la membrana
interna de mitocondrias.

Dentro de los estados fisiologicos alterados, se ha encontrado que en cardiopatias donde

las arterias coronarias se obstruyen por trombos, y se emplea un agente trombolitico como

1




tratamiento, la entrada abrupta de

contr

’ mlema ml(DEOndI‘IBL

I L'Iidnd bﬁedc inducirse sobrecargando a las

Experi el
milocondrias con Ca¥, junlo con un agente mducmr que, por su parte es muy varjado. Los
inductores pueden ser compu=s|os con grupos sulﬂudnlns (SH) (Pfeiffer y col,, 1978 y 1979),
perdxidos (Beatrice y col., 1982; Riley y col.,1985), mclaboluos intermediarios (Beatrice y col.,

1980: Zoccarato y col., 1982; Bardsley y cal.,, 1982), metales pesados (Chavez y col,, 1987-b y

1988), adem4s de otros reactivos (Hertel y col., 1983; Martens y col., 1986).

Bajo esta dicidn, la mit dria va perdiendo una seric de funciones primordiales, y

se induce una serie de alteraciones ultraestructurales en dicho organelo.

A i ion se i i para i driales afectados en e} praceso
de arritmias por reperfusion, y por la mayoria de los promotores del esiado de permeabilidad

inespecifico:

* Pérdida de la capacidad para transportar Ca®™.
* Incapacidad para retener Ca™.

* Abatimiento parcial o total del potencial transmembranal.

12



;“disfninuci!&‘n parcial o total de I fosforilacion oxidal

* Alteracion on ¢l ‘estadd de reducéion d

s Pardida de

- La forma como eslué alteraciones aparece! 07 _respe'é:o a'la magnitud del
/. daflo, ¥ del tipo de érgane. .
. Se ha propiesto que los inductores trabajan bajo un mecanismo comin que involucra la

o PR

perturbacion de un ciclo d

i de- los

fovefoling d

membranales por la
modificacién en la actividad de las enzimas ihvoiucrndas en la sintesis y degradacion de tales
fosfolipidos.

De esta manera el calcio incrementa la actividad de la enzima membranal denominada

fosfolipasn A, incrementando asi la Vhidrrélisis de los fosfolipidos de t i que e}

agente inductor inhibe (directa o indirectamente) 1a reacilacién de lisofosfolipidos (Broek

y col,1989).
Por otra parte no se han reportado efectos directos de tos agentes inductores de la
permeabilidad sobre la actividad de 1a fosfolipasa A;. Sin embargo, se han reportado diversos

p . princip de tipo itico que actilan como inhibidores de la fosfolipasa A,

(Broekemeier y col. 1985).




METABOLISMO DEL MERCURIO

Como se- hu

1987- b 1933)

) permeablhdad mespet:lﬁca (Chivez y-col.,

‘El Hg" puede induc

medname la reaccmn de Femon. la formacmn de radi

1. 1

Y- provocnn su dl.;,radambn

OH', que reacci dir con

oxidativa (fig. 7) (Quinlan y col., l988) De esta ‘manera, \mlo ln mo |f:ﬂcn5n enla activi

de la enzima fosfolipasa A,, como la induccion dc, a veaccién de Fenlon promueven fa

descomposicién de algunos fosfolipidos liberandose_cidos grasos. Estos 8 5u vez podrian actuar

como detergentes membranales, que al desordenar ta estructura de la membrgnu,-bonlnbnnmn 2

formar el estado de alta permeabilidad permitienda el paso de iones y p;utelqzﬁs a través di ‘l

membrana mitocondrial, con sus consecuentes resultados.

Por otra parte, ¢l grupo de Chavez (1989) ha indicado rcmenicmentc, que el fecln deli lcm; P

mercurio en la salida de Ca®, involucra interacciones del metal con g,rupos SH de dos dlferemcs

es de protei branales. Dichas poblaci se di ian por pesos molecul

1
p

bien definidos, permitiendo inferir la existencia de al menos un camino diferente para la salida

de calcio, independi de la via de estimulacion de la fosfoli A,. Se ha observado también
que ¢l empleo de ditiotreitol (DTT), un agente capaz de separar al Hg™ de la membrana, no
permite restablecer los precesos metabélicos mitocondriales in vitro. Sin embargo, Ia adicién de

un ageate quelante de Ca™ bajo estas mismas dici i ! ermitié r
J) P P

la actividad mitocondrial (Chdvez y col., 1991), Esto significa que si bien se requicre de un
inductor para iniciar la salida inespecifica de Ca®, es cste mismo ion el que mantiene su propia

salida, aun cuando posteriormente se elimine la union del inducior con la membrana.



metuico para la catélisis de la reaccicn. La suma de.

ambas reacciones produce ‘las especies 02 kaH'.



i coninr—'rcsulmdo una__serie de',,nl

A pesnr de que snlo el 7. % del HgC que es mgendo por via oml se ubsorbe (Mahnffey,

: 1984), esm snl mercuml es un pnderosu mxmo renal cI cual actia principalmente a nivel de las

células epiteliales'y !ubulares pr duciendo la muerte de has de ellas: Tal necrosis tubular da

fisialam, d soad

en . conjunto “como,

. msut‘cmncm rcnal ugudu (Guylun, 1991) Emrc las consecuenclu mas lmponames de este

slndrome sc encu:mrn ln retencién de Na” y agun con lu consecuente apuncmn de edcmns Al

.

3 cabo de varios dms ambién’ puede p hlpc- En_ los casos mas graves sucle

3 K

e incluso acidosis. Cuando el detcriora renal es muy

ratado & tiempo, suele producitse la muer_ie‘dci individio’al cabo de 8 a

A mvcl celular se a observado que la mitocondria es el orpanelo m4s afectado por el Hg™

(Soulhard y col., 1974), alterando un conj de funci pladas entre si, lns cuales han sido

mencionadas a lo largo de este trabajo.

Se han descrito al, focos de inacién mercurinl.- En- México, el calomel o

cloruro mercurioso se utilizé ampliamente como divrético o laxante, y en cremas cutaneas como

antiséptico. Actualmente el mercurio inorgénico (como el HECl,) se utiliza para elaborar alcalis

clorados, plasticos, fungicidas y amal dentales; asi como cn la extraccion de metales, y en

la electronica.



CARACTERISTICAS DEL DlETlLDlTlOCARBAMATO i

Como se ioné jormente, e] m ‘cun p i ve ente 1a liberacian de

Ac. grasos por medio de dos principales vias: I‘eacuén de Fenton y sobreuchvndnd de la enzima
fosfolipasa A,.

La albdmina sérica es una proteina que juega un papel importante en el metabolismo
lipidico (junto con los quilomicrones), pues es tn aceptor de acidos grasos liberados normalmente
por las lipasas grastrointestinales en el proceso de digestion (White y col. 1983). De esta forma,
la albimina es una proteina con afinidad para los aniones orginicos como son Ac. grasos,
bilirubina, hormonas tircideas, y Ac. drico, los cuales son transportados n través del plasma
sanguineo.

Por tanto, !a albimina sérica de bovino (BSA) podria emplearse como aceptor de Ac.
grasos liberados por la intoxicacion con Hg™, evitando su actividad detergente.

Tomando en consideracién el grave dafo funcional que produce el Hg™ en rifidn y en
particular en las mitocondrias de este organo, han sido utilizados diversos famacos con el fin de

revertir el dafio por mercurio. En este trabajo aportamos evidencias que sefialan aj

dietilditiocarbamato como una droga eficaz en la p ion de la nefs icidad por Hg®".
17




~Fig. 8: Férmula estructural del di le tiocarbamato (DDc), el

compuesto se encuentra icnizado a: pH 7.,







- OBJETIVOS.

Las‘objetivos planlé}xdbs para este lr:ila‘ajo’sor':: 2

';:x'em.'imna" " "de'aﬁ* '_"'"ppc;u,;;;.;... ianté la iéenica dé

colorante safranma :
b) Asi mismo analizar el efecto in vitre del BSA sobre el polencml de membrana
mitoconrsial del grupo intoxicado con Hg™. :

4.- a) Evaluar la varinciér.\ en la concentracién interna de Cni‘ mitocondrial, en grupos
tratados con Hg® y DDC + Hg®, usando espectrofotometria de ‘doble haz y el colorante
metalocromico, arsenazo I

b) Del mismo modo, evaluar el efecto in vitro del BSA sobre el transporte de Ca?* en
mitocondrias del grupo tratado con Hg™.

5.- Cuantificar la retencién de Ca* en mitocondrias del grupo intoxicado con Hg¥, y
compararla con el grupo tratado con DDC + Hg™ empleando ia técnica de marcaje radioactivo
con Ca®.

6.- Determinar la importancia de grupos SH sobre el aumento de la permeabilidad en
membrana mitocondrial, en grupos tratados con Hg®" y DDC + Hp* empleando la técnica

espectrofotométrica con DTNB.

20



B :MATERIA Y™ m'onos

‘MATEIUAL B!OLOGICO

o las mtas fueron sacnf’cadas pur dlslocaclon

) VI'AISLAMIL‘NTO DL' MI OCONDRIAS

Las mnocondn s

nales se alshrun dela sl;,\nenlc manm

Los m‘\oncs se coiocsmn en un medio conteniendo sacarosa 250 mM; EDTA | mM;
. TRIZMA 210 mM; pH 7.3: en el transcurso de toda [a téenica, el material permanece a 4 °C.
. .Et‘cxc’e‘so de grasa y la médula renal fueron removidos manualmente,
3. Los riflones se rebanaron en pequeiios tcozos para ser homogeneizados a razén de un
: - gramo en 10 m! de medio en un homogeneizador de vidrio tipo Potter-Elvehjem, con pistilo de
teflén movido por taladro y regulado con un reostato a 450 rpm. E! nimero de veces que el
pistilo entrd y salié del homogeneizador fue de 4 a 5 veces; ef volumen total homogenado fue

de 40 m}.

4. E! homogenado se centrifugd a 700xg/10 min pasa separar células intactas y nicleos

de las mitocondrias.

S. El sobrenadante se filtrd con gasa, centrifugindose después a 12000xg/10 min; de este

21



. sucriflcnr nrgnn_hmn >

entrifugacién a 12000xa/10 min,
E1 5.N. sa_desecha.

leo en mitocondrias,

Sacarosa’T1250 mM "
Arrdzma 010 mM
LR I N

piagrama de flujo de la técnica de aislamiento

Fig. 9:

mitocondrial. En el transcurso de la técnica, los

medios y el material bioldgico se mantienen a 4%c.
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modo. las mitocondrias se deposnlm en’el fondo del lubo formandn un bolon

6, Posteriormente, el bu(on fue resuspendldn con pmcel e mcubado por 10 mm en .’

sacarosa 250 mM; albGmina (BSA) D,E % a pH 7.3 sin EDTA :

o 7 Al :én-mnn del

mm el boton. rn 1

La ﬁg. 9 mues!ra un d;agr

06 con €l metado de Biuret (Gornall -

La intensidad del color pirpura es prop.

La técnica es la siguiente:

"L 40 p! de proteina mitocondrial se incubaron durante 15 min en un me&io conteniendo " "

NaOH 7%; desoxicolato de sodie 0.005%; CuSO, 0.07%; volumen final 2.85 ml.
2.- Al término de la incubacion, la preparacién se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min.
3.- Al sobrenadante se le determind su absorbencia a 540 nm.

4.- Se realizd una curva patrén de BSA.

5.- Los ltados del sobrenad se i I con los de la curva patrén,

reportandose como mg proteina/ml.
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OXIMETRIA. . .

de ‘oxigeno se pol afi 'cén un ‘  d hpo Clarky

. : un oximelm YSI 5300. Dos mg de proteina mitocondrial se colocaron en un medlo contemendn, )

sacarosa: mM HEPES l(l mM fusfatu 10 mM, succinato 18 mM; BSA 2 7 mg; rolenona 5

ug EDTA 476 pM pH 7.3 , volumen final 2.2 ml con agitacién conslanle. Te 22 "C

. :TRANSPORTE DE CALCIO.

El trasporte de calcio se determiné usando el indicador metalocrémico Arzenazo I a una
concentracidn de 50 pM (Kendrick, N.C. 1976). El registro se realizd en un espectrofotﬁmctro
de doble haz, escogiendo las longitudes de onda 685-675 nm. v ‘

El principio de la técnica es ef siguiemé:

Ca*

Arsenazo Il —— Calcio-Arsenazo 1Tl
{tojo) {Azul)

L . La intensidad del color azul es proporcional a la concentracién de calcio.

El medio leado para la determinacion fue el sigui 250 mM; HEPES 10

mM; Pi 10 mM, succinato 10 mM, BSA 2,7 mg; rotenona 5 pg; ADP 200 yuM; y CaCl, afadide
en la muestra a una concentracion de 50 uM . pH 7.3; en un volumen final de 3 ml con agitacién

y oxigenacidén constante; T= 22°C.
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alué con cspecxroscopia de doble hnz, escuglendo las

“EI potencial transmembranal se

15/ M). (ALerm:m v :

drial, més negativo,

lu safranmn vira a rosa.

La snfrnmnn .es un compucsto hpof‘hw que ‘atravieza la “membrana mitocondrial,

| itandose en la ficie de la cara’ mtema de la membran.-l interna mitocondrial. Mientras

mds cargas negativas existan en la maﬁiz Vmitocondn'al, tayor sera la intensidad del color rosa.
La intensidad es proporcional a la diferencia de AV,

Las mitocondrias sé afadieron en 'un medio conteniendo: sacarosa 250 mM; HEPES 10
mM; Pi 10 mM, succinato 10 mM; BSA 2.7 mg; rotenona 5 ug; ADP 200 uM; pH 7.3; el

volumen final fue 3 ml con agitacion y oxi constante; T= 22°C.

DETERMINACION DE GRUPOS SH LIBRES.
"'Los grupos tiol libres de Ja membrana se dcterminaron espectrofotométricamente,
empleando el colorante DTNB (65 pM) (Ellman, 1959). El principio de Ja técnica es el siguienta:

DTNB + R-SH ——— TNB.S-R + TNB
{Amarillo)

La intensidad del amarillo es proporcional al nimero de SH libres.

Los pasos de la técnica fueron los siguientes:

1. Dos mg de protei i drial fueron incubados durante 20 min en un medio

conteniendo: sacarosa 250 mM; HEPES 10 mM; Pi 10 mM; succinato 10 mM; ADP 200 nM.
25



2. Al término de l‘n'yihc’ub‘ c n; 1 plepi_m;n 16n se centrifl 6'a‘|'2000§cgllo min; -

3. Al sobrenadante s le detérming su abs

: bETERMlNAClON DE L4 COAiCENTRACION DE CALCIO TOTAL

Esta determinacidn se refiere a la concentracién de calcio presente en la matriz, acumulada

- durante las 48 h d és de intoxicar a los i La-determinacion se realizé de la
siguiente manera:
1. Dos mg de proteina mi drial, la cual se |6 previ: 48 h para permitir

la salida del contenido de la matriz, se aitadieron a 3 m! de un medio con HEPES 10 mM;

arsenazo Il 150 uM; pH 7.3.

2. La preparaci6n fue leida a doble longitud de onda, iendo las longitudes 685-675
bajo agitacién constante; T= 22°C.

3. Se elabord una curva patrdn de Ca® de 1a siguiente forma: en un medio conteniendo
arsenazo 111 150 uM ; HEPES 10 mM; pH 7.3, se afiadié consecutivamente 6, 12, 24, 48 y 120
nmol de Ca®, determinandase la absorbencia Vs nmol de Ca®.

4, Los resultados de la preparacion mitocondrial se interpolaron con los de la curva patrén.
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: obccner una conccnlrsuon de 30 pM

5 La pn:parar.lén se-agitd dumntc 1 min,

6 Al término de esto, se tomé de 1a fase orgénica una
un vial de 20 ml.

7.~ Al vial se le agrepd 5 ml de liquido de centelleo.

8.« En otro tubo se realizd ¢l mismo procedimiento, anadiendo ndemis bDC para’ oblené: :‘

una concentracién de 45 uM en la fase inorgénica.

9.- Las cpm se estimaron en us contador de centelleo liquido (BECKMAN LS 7800).

. DETERMINACION DE LA UNION DE **Hg"* EN MITOCONDRIAS.

4 ol H d

La unién de *Hg" se en mi d

ins de ratas, intc 48 h previas a su
sacrificio, con *’HgCl, (2 mp/Kg peso, actividad especifica 500 cpm/nmol) via i.p. de la
siguiente forma: .

1. En un sistema de filtracién conectado a una bomba de vacio, 0.2 mg de proteina

mitocondrial se depositaron en filtros MILLIPORE (diametro del poro 0.45 pm) previamente

humedecidos con aprox. 10 ml de H,0 tridestilada.
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I Doélmg'dé' b_rotélnu mitocondriat se mqnb;ﬁ duante 3 n!n"lkgl'! un medio ?o_ntenicndo:
" snearosa 250 mM; Pi 10 mM; succinato 10 mM; rotenona § jig; ADP 200 jiM; “Ca™ (aciividad
éspeciﬁcaz 900 cpm/nmol); HEPES 10 mM; pH 73 El vt-Jlumen‘ final es'de 3 m) ctsn agitacion
y.oxigenacién constante; T= 22°C.

2.- Al término del tiempo de incubacién, 0.2 mg de proteina mitocondrial se depositan

en filtros MILLIPORE, los filtros se procesan en la misma forma que en la tdcnica para

determinar la unién de *'Hg?®,

Otras adiciones se reportan individ en cada experi 10,
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- 'RESULTADOS. .

j*DETERMINACION DEL COMPI EJO Hg DDC

. El dlenldmacarbamalo (DDC) es un compucs!o que p ce Ul

do’ an“ iologico . Esie K'=204,17 £4:41)

p presenm aﬁmdud por ianés Hg?

¥ (Gunnar y Mmcll 1971) donde la relnclon DDC Hg €5 apro:

La cnpacudad del pDC pam unis H He un

! que en ia de DDC sol
medio hidrofobico. Esto se debe a la tubi larsé en medios no

polares.

EFECTO in vivo DEL DDC SOBRE LA INTOXICACION RENAL PRODUCIDA POR.

MERCURIJO. L s

El anilisis de 5 experimentos sobre la actividad respiratria en mitocondrias - de ra}x;.;- o
tratadas con mercurio, muestra que ¢f metal inhibe la fosforilacién oxidativa
(fig. 11, trazo A). De esta manera, la velocidad del consumo de oxigeno en el estado 3 y 4 es
la misma (33.6 nAO/2mg: min) )

Sin embargo, en las mitocondrias renales de ratas inyectadas con He'*+ DDC, el

valor del de oxi imulado por ADP (edo 3= 344 nAO/2mg- min), es superior al

valor del consumo de oxigeno en ausencia de ADP {edo 4 = 88 nAO/2mg* min), presentando un
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Fig 10: Reaccién qulmica entre el pbc y el ng" donde - 1a unién

-es-entre. el grupo tiol ionizado y el cacibn Hq

" La estequiometria DDC:Hg es aproximadamente de 23 1.7
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;experimentales se describen en mnt rial ¥ metodo.‘
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Fiq.‘llz Efecto del DDC sobre la intoxicacidn meréurial en

1a actividad respiratoria. Dos mg de protelna

ni drial se on a un medio descrito en

material y metodos. A= grupo tratado con ng+;

B= grupo tratado con Hg?' + DDC; C= grupo control.
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. se o\g;ewq qhe la.intoxicacidn con’ este rﬁ;tal abate la formaci-é-n del pclén;:i;l:
‘!nih’smc'm‘bra'x;al (A‘Pj (fig. 12, Trazo A). En cambio, el grupo tratado con Hy*"+ DDC mahlien?
Ia/':npn’criydad de formar A%, incluso después de haberse aftadido 50 uM de Ca®* (fig. 12, Trazo
B) Estos resultados son similares a lo observado en el grupo control (fig. 12, Trazo C).
: Por olra parte, Chavez y col.(1988,1990) demostraron que el ion Hg* promueve un
. .aumento_de permeabilidad, dando como consecuencia. 1a pérdida de las funciones de transporte
y retencion de calcio. La figura 13 muestra que al igual que en dichos reportes, no se presenta
transporte de calcio en mitocondrias renales aisladas de ratas tratadas con mercurio, mostrando
iﬁcluso 1a salida progresiva del catién de la mitocondria (fig. 13, Trazo A).
‘ 7Sin embargo, las mitocondrias renales de ratas inyectadas con DDC + Hg™ transportaron
) Ca¥ (fig. 13, Trazo B), de modo muy similar al grupo comtrol (fig. 13, Trazo C).

La 1abla 2 muestra el andlisis cuantitativo de la acumulacion de Ca™ medido por
radioactividad, retenido in virro, confirmando que fa administracion de DDC previene el efecto
del Hg™". Después de 3 min de incubacién can **Ca™, las mitocondrias renales de ratas inyectadas
con mereurio sélo captan 1.55 + 0.3 nmol Ca™*/mpg, mientras que el grupo tratade con Hg*"+ DDC

retiene 54.2 £ 0.4 amol Ca*/mg. Este valor se aproxima mas a! observado en el grupo control
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Fig. 12: Formacidn del potencial transmembranal; se
afiadieron 2 mg de proteina mitocondrial en un medio
descrito en material y metodos. A= grupo tratado
con Hg2*; B= grupo tratado con DDC + HgZ¥;

C= grupo control; M= adicidn de mitocondrias.
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Fig. 13: Efecto del DDC sobre la intoxicacidn por ng+ en el

transporte de ca?*. Las condicidnes experimentales
se describen en material y metodos.

A= grupo tratado con Hg2+; B= grupo tratado con DDC
+ Hg2+; C= grupo control; M= adicidn de mitocon_

drias.

35



Tabla 2:

Retencidn mitocondrial de ca?t. pos mg de protelna

mitocondrial se incubaron bajo la tacnica
experimental descrita en material y metodos.

Los valores son el promedio de 3 experimentos.
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*(57 6% 1 6 nmol Ca*/mg).

Por otra pan la demml

iacion de célc!o lp!il mitacondrial nc{gmulixdo in vivo (TABLA

3), revelo q

. ‘,..A

con respecta al val

inyectado con H

un valor muy 5|m

las, dici que pr

la concentracién de grupos SH en nuestras tres pobluclénes muocondrmlcs (TABLA 4) I.os

Tead, 2-

f que la i

<0

con Hg ye en forma s:gnlﬁcngwa los grupos SH
libres de las mitocondrias renales (14 + 2.94 nmol SH/mg), a la mitad del valor control (26.5 £
0.48 nmo! SH/mg), debido a la fuerte unién con el mercurio. En contraste cuando el Hg' se
administra junto con el DDC, el nimero de grupos SH libres aumenta a 23.4 £ 1.81 nmol SH/mg,
dando un valor similar al grupo control (26.5 + 0.48 nmol SH/mg). Esto fue interpretado como
que el farmaco evita considerablemente la unién de! mercurio con los grupos SH.

Chavez y Holguin (1988} demostraron que se preduce un incremento en la permeabilidad
inespecifica al Ca™* cuando se da la unién de 2 nmol de Hg™ por mg de proteina. Considerando

di q <

fo ior, p a la acion de Hg™ unido en mitocondrias renales de
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Tabla 3: Determinacién del ca?® total mitocondrial.

B Los valores pertenecen a un experimento representative
donde dos mg de proteina mitocondrial (previamente
congelada durante 48 h) se afladieron en un

medio descrito en material y métodos.

38



“rabla“4: Determinacién de grupos tiol (SH) membranales;
los detalles experimentales se describen en
material y metodos. Los valores son el resultado

del promedio de 4 experimentos.
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poblacién inyectada solo con

1,2 nmok. Hg*/mg

. VESTUDIO in vitro DEL DDC SOBRE El EFECT 0 TOXICO JIIERCURIAL

.Para determinar la posibilidad de que-el cfecm pmlecinr ‘del DDC sobra la mmx:cacmnr
‘:t_'_l_n_;.{a m;dmnte 1a remocién del mercurio de Ia mem__bmna mitocondrial, se decidid estudiar el
‘.efeclo in vitro del ffarmaéo sobrerln. liberacion del C‘a*' y el abatimiento del A% inducido-par

Hg™. La figura 14 muestra que la adicién de 10 pM-de Hg?, en mitocondrias con Ca®

durante {a oxidacién de i , induce la salidn masiva de calcio.
Esto es consistente con los reportes de Chavez y Holguin (1988) y Chavez y col.
(1989).La presencia de 15 a 50 M de DDC en Ja preparacion, no evita s salida masiva del

cation inducida por mercurio. A mayédres concentraciones de DDC, ¢} compuesto induce por si

salo 1a salida de calcio mitocondrial. Esto tltimo podria deberse a que el DDC interactua con los

SH b fes, disminuyendo su ntmero de grupos reducides, aumentando asi la
permeabilidad.

El mismo fendmeno ocurre, cuando se determina ¢l efecto del DDC en !a formacién del

en presencina de Hg™". Como en previos reportes (Chavez y Holguin, 1988; Chavez y col., 1990),

el jon Hg* (10 pM) abate ¢l p ial b 1 de mi drias con Ca™ al d

donde la adicién de 15 pM de DDC no logra mantener el estado energético de la membrana

mitocondrial (fig. 15).

40



R
DDC

Fig. 14:. Liberacisn del ca2* pitocondrial inducida por Hg2*. Dos
“"mg ‘de protefna mi ocondrial fuercn incubados en un medio descrito
en material y métodos. Cuando se indica, se ahadié DDC 15 gM, o

bien ng* 10 M. M = adici6n de mitocondrias.
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Fig. 15: Abatimiente delA Y inducido por H92+. Dos myg de

proteina mitocondrial fueron incubados en un medioc descrito
en material y metodos. Cuando se indica, se afiadid DDC

15 gM, o bien qu*’ 10 pM. M= adicidn de mitocondrias.
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“ESTUDIO b vitro DE LA BSA SOBRE EL EFECT0. TOXICO MERCURIAL:

" Como, se menciono, e 'Hg™ promueve la'liberacion de’ Ac. grasos membranales. La

ralbamina sérica de bavino (BSA) prasenta gran afinidad por estos acidos, propiedad que pueds

. emplearse para svitar si efecto detergente. Por esta razon, se detcrming el efecto protector del

d

BSA (1:3.mg BSA/ME proteina) en mi drias renales aisladas de ratas i con Hg™,

El analisis del estado encrgético, mostrd que ¢l BSA restituye pobremente al A cuando
se aflade Pi.a una concentraciér de 10 mM en el medio de incubacidn. El AW se abate totalmente
'.c;uando se agrega al medio 50 pM de Ca® (fig. 16, Trazo A). En'cambio el trazo B seilala que
la formacion del AY se restablecio luego de aiiadirse BSA a un medio ausente de Pi, en esta
condicion, el potencial transmenbranal permanece en valores altos ain después de haberse
: Qgr:gado Ca® (fig. 16, Trazo B). El mismo efecto .se encontré en el transporte mitocondrial de
- C;a". En un medio conteniendo 10 mM de Pi, la adici:’m de BSA sélo evita la salida progresiva
. del Ca" mnocondnal sm Ilegu a rcstnblecer el lransporle (fg 17, Trazo A). En contraste,
: cuando no se aftade Pi al medio, el BSA restaura la capa:ldad de transporiar calcio (fig. 17,
TamB). '
) peﬁido aquela BSA pfesenga en su estructura vaiios’gr’ﬁpus SH, fue necesario dgﬁoslru :
“7que el efecto protector se explica por Ia interaccién de 1a BSA, con fos Ac. g};sbs'liber'a'ﬂos', y
no por un efecto q.uelame entre los grupos SH de la BSA y los ioncs Hg™, separando asi al metal
de los SH membranales de la mitocondria. La figura 18 muestra Ia salida de Ca*" producida por
ia adicion de 10 pM de Hg™ a mitocondrias previamentc cargadas con Ca™ por la oxidacién de

succinato. La adicién de 2.6 mg de BSA no evité la salida masiva de Ca*".
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Figl ié: Efecto de la BSA sobre el potencial transmembranal. En
uﬁ medio descrito en material y métodos, se aladieron 2 mg de
proteina mitocondrial obtenida del grupo tratado con H92+. Cuando
se seflala, se afadié 2.6 mg de BSA, A = medic con Pi 10 mM;

B = medio sin Pi; M = adicién de mitocondrias.

44



Entrada G Salida G2

20054

B

lﬁ_g. ‘17: Efecto de la BSA sobre el. transporte de ca?*. En un

medio descrito en material y métodos, se afiadieron 2 mg de

proteina mitocondrial obtenida del grupe tratado con ng". Cuando
. se.sefala,.se afiadié 2.6 mg de BSA. A = medio con Pi 10 .mM;.

B'= medio sin Pi; M = adicién de mitocondrias.
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Fig. 18: Efecto de la BSA sobre la salida de ca?* inducida
in vitro por Hg2+. Dos mg de proteina mitovondrial del grupo
control se afiadieron a un medio descrito en material y métodos;
cuando se sefiala, se afiadi6 ng+ para obtener una concentracién
final de 10 pM, o bien se agreg6 2.6 mg de BSA. Volumen final,
3 ml. M = adicién de mitocondrias.
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- DISCUSION,
Es!udlos realizados sobre el lrammxenlo ‘de 1n intoxicacién” por mcr:urlu, mvolucran

:farmacus que contienen en su estructura molecular, grupos SH comprometidos duecmmemc en

P

'su ".. 7‘ idad” dutica (Ambudkar y col., 1983; Chavez y col, 1990) El presente trabajo
'dcmucs(m que el produclo de la degradacion membéhca det disulfiram, DDC, protege del dafio

- "producido por mercuria in vivo, cuando se administra inmediatamente después del Hg™.

Export sitro d I
P in vitro

an, no que el DDC no previene el efecto t6xico

del. mercurio : sobre la fosforilacion oxidativa, el estado energético, o el control en Ia

permeabilidéd al Ca>* mj drial. Al o, cabe d Ias diferencias en afinidad;

. rﬁiemras la afinidad del mercurio por los grupos SH membranales es de 1.5 X 10* (Chévez y
Holgu(n‘ l958), 1a afinidad det DDC por Hg™ ¢s de 2 X 10° (Guanar y Martell, 1971). Esto
sngmﬁca que, en presencia de ambes sustratos (DDC y grupes SH membranales) ¢l Hg®

a preferencial los é}mcmbmmlcs siendo muy baja la afinidad del DDC

c;)mé purar Jcsp\niar al mercurio una vez unido a la membrana
: ‘ Los experimentos in vive muestran que el DDC protege parcialmente del dafio producio
‘por Hg", encontrandose que la concentracién de mercurio unido en mitocondrias aisladas de ratas
“yratadas sélo ‘con Hg™ (1.9 nmol/mg) disminuye en el grupe tratado con Hg'+ DDC (1.2
amol/mg), qué indican que, para que el DDC ejerza su efecto protector, el Hp™ debe unirse al
farmaco antes que el metal interactie con {a membrana interna mitocondrial de la célula renal.
Una observacién interesante aparece al comparar la cantidad de Hg®" unido in vive, con
el valor de grupos SH membranales modificados por envencnamiento con dicho metal.

Suponiendo que el sitio de union del mercurio en la membrana mitocondrial fuera exclusivamente
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el nimero de uol:s‘ modlf'cndos por ln intaxicacién (12.5

L en los grupos SH en relaclén

. nmol/mg) es nun rnuy supcnor al numem leorlco dc SH ocupados pnr Hg' (33 nmnl/mg) Esta

upnrenle dlscmpancm puede expllcarse al tomar en’ cucma ln relacion existente entre el control

= del‘eslado de. r;duc:iér_\ de Ios_grupm Sl—l cnv;_-g:ltus en»l:\ salida de Ca®; y la disminucion de

‘7‘ idos, que ‘acomp al to en 1a permeabilidad a calcio

(Bellomo Y. col 1982 Chavczy Juy, 1987 Chav‘.zy Holgum 1988; Chavez'y col., 1990). El

3 NAD(P)H se cmplea como sustrato en sistemas (p.e. giutation reduciasa) que restauran las formas

“'sulfhidrilo activas de enzimas; la oxidacién de esta coenzima se incrementa enormemente cuando

:'aumema la  per Eilidad a Ca’ por un’inductor. De esta manera, Ja disminucion en la relacién
: NAD(P)}UNAD(P)"' modificara a largo plazo, un pran ni'mero de grupos tiol, amplificando e}
vnlor de SH oxidados en la mloxncacmn por mercutio.

Otro punto . interesante a notar, es ia relacion en las concentraciones  de Ca

intramitocondrinl inducidas por Hp™, entre experimentos in vitre e in vivo. Los.primeros

ccﬁﬁi'fnnn que el Hg™ induce la salida masiva de Ca™ al alterar a permeabilidad membransl, Los

(eéul\ados in vivo, sugieren que el imiento de calcio inducido por mercurio depende de fas
cancentraciones pm;cinlcs de Ca’* presentes en ¢l medio extramitocondsial, desplazandose a favor
.de su gradiente_guimico. De acuerdo con lo anterior, el aumenlio en la concentracién de Ca*
intramitocondrial in viva, se explicaria al suponer que el Hg® aumenta también la permeabilidad

del Ca® en la membrana celular mediante 1a p idacién de fosfolipidos, (ver dentes).

Esto permitiria la entrada de calcio, debido a que la concentracién de este Gitimo en la célula,
es 3 o 4 drdenes de magnitud menor (entre 0.1 ¥ 10 pM) que en el medio extracelular (3 mM).
Por otra parte, la concentracion de Hg?* también puede alterar el Ca®* celular, al perturbar grupos

SH, localizados tanto en la membrana citoplismica (Mannervick y coi., 1981), como en la
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membr ana del }giicuiq endopl;émico (Mo'bre'y ,colA,' 1975) que también estan in\}ol\{érudps_er! el

1o de la acion y re ion de Ca™ intracelular.

La ‘ﬁercxridacic'v‘n de fosfolipidos con la subsecuente liberacion de Ac. grasos inducida por

ha svdo reportada {Benov y col, 1990) Suponiendo que la actividad dclcrgenle de los -Ac.
grasos wnsmuye un elemento importante en el incremento de la pzrmeabllldad mcspec:ﬁca de »
la_membrans, el restablecimiento in vitro del AW v del ransporte de Ca™ por BSA se explica,
en bucna parte a la retencion de los Ac. grasos con BSA, evitando asi su aclividad detergente.
Asi mismo, |a regeneracion de las actividades mitocondriales en ausencia y presencia de Pi en .
el medio, puede estar implicando la participacién de un poro en la membrana intema
mitocondrial, dependiente de Ca™ y activado por Pi (Crompton y col., 1988). De este modo,
cuando en el medio se encuentran las condiciones para abrir el poro, esto es, una concentracion
de Ca*" por arriba de 25 nmol/mg, y una coneentracién de Pi de alrededor de 5 mM; aparece una
extensa salida de Ca™ que abate el AW y el transporte de calcio. Al disminuir la concentracion
de Pi en el medio, se induce el cierre del poro, y se evita la salida de Ca* por este sitio, lo cual
ayuda a restablecer la retencion de este cation. Por tanto, la restitucién con BSA det AW y
transporte de calcio se ve favorecida en un medio donde no se aiade fosfato

Por otra parte, Gunter y col. {1990), ha indicado que la salida de Ca* mitocondrial

también puede ser mediada por el

porte con determinados iones, entre los cuales, el H,PO,

o HPO,™ es uno de ellos. De esta manera, una concentracién elevada de Pi provocaria un

importante cotransporte de Ca™ + Pi a través de la t do considerabl
su permeabilidad. Por tante, puede esperarse el efecto contrario cuando la concentracién de Pi

en el medio sea pequeiia, amplificando asi el efecto protector del BSA.
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: CO NCLUSION ES

«~La’ mloxlcnclon con H;Cl- |nduce en Ias mlmcundnas dx: células rennles un_aumento

:mdn como rcsul(ndo o perdida de Ia Acuvndad fosl‘onlante, y el

mlnucxun del nimero de grupos SH libres membranales estd lnumumcme Ilgado
al ¢ numemo en ln permenbnhdnd al Co™ee e T - el
‘ 3 Deb|do L] ia dlfermcm de afinidades entre el DDC y los grupos SH membranalcs por
el Hg™, se esp:cula que el DDC protege cuundo logra quelar al metal ames que este ulnmo
mtera.cléne con la céluln renal, ;
4. La albimina restablece in’ vitro: el transpu‘nc", de: Ca" y el"es(nda” cncrgético

mitocondrial, pero. requiere de concentraciones baj:ls de Pi.-Estd Gltimo sugiere Ia existencia de

un poro inactivado por bajos mv:les de Pi, o bxcn Ia ninucion de ‘un ¢ porte Ca® + Pi.

De esta forma aumenta la lmpcrmcablhdad de:la membrana
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PERSPECTIVAS
A partir de Jos resuliados oblemdos con el DDC en la prolcccnon ‘contra la mm:ncncmn

mercurlal se abre una propuesia con rcspcc(o asy posxhlc apllcncmn clinica,

~ Siendo un agente preventi : propommos emplear al DDC en Ias pohinclones con clc\ado

indice de exposicion al mercurio, como son, los trabajadores de industrias mcla!urglcas. minéras
y de pintaras. A fin de disminuir el grado de absorcidn y acumulacién en su organismo, evitando

Casi el dafio renal.

Debtdo a que :\ DDC requ:er: de uia menor do515 de ualamncmo. compnmdo con mros-—-" .
ugentes quelames ~como. la penlcllnmma (Apmhmn 1958)- las_ reaccmnes s:cundnrl:m pueden“

.evllurse. : " P e T

“Antes dc ,‘ entar nl dietilditioc 'b“amat.o’

se rcqunerc. no obslame de un lmenso s

complejo Hg(DDC cA
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