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micrómetros 

°C 	grados centigrados 

A 	adema 

Abs 	Absorbancia 

ADN 	ácido desoxirribonucleico 

ALAT 	alanin amino transferasa 

ASAT 	aspartato amino transferasa 

BAL 	2,3-dimercapto propanol 

C 	citosina 

cm 	centimetros 

CO2 	bioxido de carbono 

DE 	Desviación Estándar 

dL 	dosis Letal 

DMEM 	medio de cultivo 

DMPS 	ácido 2,3-dimercapto propano-1-sulfónico 

DMSA 	ácido meso-2,3-dimercaptosuccinico 

DMSO 	dimetil sulfóxido 

EDTA 	ácido etilen diamino tetra acético 

EGTA 	etilen glicol Bis-(G1-aminoetil éter) 

EU 	Electroforesis Unicelular 

F DA 	Food and Drug Administration 

Fe 	fierro 

G 	guanina 

GSH 	glutation 

h 	horas 



Hg 	mercurio 

HgC12 	cloruro de - ercurio 

inc. 	incubar 

litros 

LDH 	lactato deshidrogenasa 

long 	longitud 

LP 	lipoperoxidación 

M 	molar 

mA 	miliamperes 

MDA 	malondialdehido 

mg 	miligramos 

min 	minutos 

ml 	mililitros 

mM 	milimolar 

N 	normal 

NaCI 	cloruro de sodio 

NaOH 	hidróxido de sodio 

nM 	nanomolar 

nm 	nanómetros 

nmoles 	nanomoles 

PBS 	buffer de fosfatos 

RN 	rojo neutro 
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1. INTRODUCCION 

1.1 GENERALIDADES ACERCA DE LOS METALES 

Los metales son probablemente los tóxicos mas antiguos conocidos por el 

hombre, están distribuidos de manera natural en el medio ambiente por ciclos 

geológicos y biológicos. Normalmente se encuentran presentes en el medio ambiente, 

en distintas concentraciones en el aire, en las rocas, en la tierra, en el agua y en 

general en los organismos vivos (Domingo J L 1994). 

Además, los metales son liberados al medio ambiente en gran parte por la 

actividad industrial como es el caso de la fabricación y aplicación comercial de 

metales y en la combustión de combustibles fosiles (Nnagu, 1988) 

Así, la contaminación ambiental por metales, es un reflejo tanto de las fuentes 

naturales como de la industrialización. 

A diferencia de otras sustancias tóxicas, los metales no son creados ni 

destruidos por el hombre, sin embargo, el uso por los humanos crea un desequilibrio 

y se han incrementado en la atmósfera, lo cual ejerce un efecto potencial dañino 

importante Los ciclos biológicos de los metales, incluyendo la bioconcentración por 

plantas y animales y su incorporación a la cadena alimenticia, implica algunos 

riesgos de salud desconocidos para futuras generaciones (Li, 1981, Beijer y Jernelov 

1986. Nnagu y Pacyna, 1988). 

Los metales forman una gran variedad de compuestos químicos y cada uno de 

ellos tiene características especificas, lo que implica que se incremente su potencial 

para causar un efecto adverso en la salud humana 

Varios estudios han demostrado las propiedades toxicas de los metales in vivo, 

además el efecto de muchos de ellos ha sido estudiado en sistemas celulares in vitro 

(Rothstein, 1959; Vallee y col, 1972; Kajikawa y col, 1972, Waters y col.,1974; Potter 

y Matrone, 1977; Huisingh y col., 1977; Jacobs y col , 1978, Kusell y col., 1978; Chin 

y col 1978; Levis y col, 1978; Ammitzboll y col., 1978, VVhiting y col 1979; Olsen y 

Jonsen, 1979). 



1 INTRODUCCION 

1.2 MERCURIO 

1.2.1 Generalidades 

El mercurio (Hg) es uno de los metales pesados tóxicos mas importantes que 

se encuentra presente como contaminante en el medio ambiente y que se ha 

incrementado en los últimos años Puede encontrarse en gran diversidad de 

minerales y yacimientos y en una gran variedad de estados físicos y químicos 

El Hg es un metal pesado el cual no es esencial para la vida, sin embargo, esta 

presente en el medio ambiente en concentraciones significativas, en gran parte como 

producto de las diversas actividades humanas, sin embargo también se encuentra 

presente en forma de vapores producidos por la desgasrficación de la corteza 

terrestre, los cuales circulan y llegan a los océanos donde después se evaporan y 

posteriormente se precipitan al llover distribuyéndose en el agua y en la atmósfera, 

donde contamina a los organismos vivos como en el caso de los peces y las algas y 

otros que se alimentan de éstos. Estos organismos a su vez excretan Hg hacia el 

ambiente generando, nuevamente el ciclo como se puede observar según el esquema 

del ciclo natural del Hg. 

El Hg esta distribuido en forma de vapor, como Hg metálico o elemental (Hgui, 

en su forma ionica (Hg•', Hg'-) formando sales inorganicas (HgCI,) o bien en forma 

de compuestos organicos de Hg (CH,,Hg, etc ), cada uno de ellos presenta una 

toxicidad diferente 

Las sales alcalinas de Hg son las que tienen mayor importancia toxicolágica ya 

que son los compuestos que se incorporan a la cadena alimenticia, el más toxico de 

este tipo de compuestos es el metil mercurio (Melntyre AR., 1971 Pierce PE y col., 

1972). 

El incremento de este metal en el medio ambiente se debe a que es un 

producto liberado en la elaboración y posteriormente en el desecho de diversos 

productos químicos y farmacéuticos (Anttila 1990). 



w 
Ir, 

  

1 INTRODUCCION 

   

N¥a„ h 

Ciclo Natural del Mercurio 

3 



1 INTRODUCCION 

El Hg presente en el ambiente general proviene de los escapes industriales, 

del empleo de combustibles fósiles tales como carbon, lignita, petróleo y gas natural y 

de la desgasificación natural de la corteza terrestre y de los océanos. La 

contaminación de ríos, lagos y bahías se ha atribuido a la descarga de efluentes 

industriales. Se ha estimado que de 2.3 - 8.3 x 10' toneladas (ton) de Hg por año se 

transmiten al medio ambiente por todos estos procesos (Nnagu y Pacyma, 1988) 

Goldwater y Stopford (1977), han estimado que la liberación de Hg por fuentes 

naturales es de 25 000 a 150 000 ton por año. Se ha reportado que la actividad 

humana resulta en la liberacion de 20 000 toneladas de Hg anual (Friberg y col, 

1986). 

A su vez, estas cantidades, por contacto con otros compuestos químicos, 

microorganismos y agua, sufren procesos de modificación de su estado original, 

dando origen a compuestos mercuriales que ingresan a los organismos vivos y de ahí 

se trasfieren a la cadena alimenticia llegando al hombre 

La redistribución y acumulación de compuestos que contienen a este metal 

tóxico como resultado de la industrialización son la causa fundamental de la 

exposición humana a cantidades mayores que las producidas naturalmente, lo cual es 

importante considerar por su potencial para causar efectos adversos en la salud 

humana (Departamento de Salud y Servicios Humanos, 1992, U.S.). 

1.2.2 Usos 

A través de los años el Hg se ha utilizado en la medicina, la agricultura y la 

industria 	Este metal se utilizó con fines terapéuticos en el tratamiento de sífilis 

(1500 A.D.) Los compuestos orgánicos de Hg se utilizaron durante varios años como 

diuréticos, como parte de la formulación de laxantes y en algunas enfermedades 

cardiacas. Actualmente el uso de este metal ha sido sustituido por otro tipo de 

fármacos más efectivos y seguros. 

La industria hace uso del Hg con varios objetivos, uno es el aprovechamiento 

de sus características físicas, expansión y contracción por acción de la temperatura, 

capacidad de sufrir compresión y transmitirla a otro punto, opacidad y brillo para la 

4 



1 INTRODUCCION 

fabricación de diversos productos. Así, el Hg elemental y como compuesto inorgánico 

es utilizado en la industria química como cátodo liquido para la producción 

electrolitica de sosa cáustica, ácido clorhídrico y ácido acético, también se utiliza en 

la industria cloroalcalina (25%), en la manufactura de equipo electrónico relojes, 

baterías, lamparas de Hg, medidores, interruptores, tubos de rayos X y soldaduras 

(20%), equipo científico, termómetros, barometros, etc (10°/0). Otros usos industriales 

incluyen la preparación de amalgamas dentales (3%), en procesos mediados por 

catálisis y en la elaboración de preservativos y explosivos. Sus características de 

interferencia en determinados procesos biológicos son utilizadas en la fabricación de 

productos farmacéuticos y de cosméticos (20%). También es utilizado en laboratorios 

de análisis químicos y de investigación, así como en la preparación y tratamiento de 

plata, oro, bronce y platino, en la producción de fungicidas mercuriales, en la 

elaboración de pinturas y pigmentos para tatuajes y productos fotográficos (Khayat 

AY , 1985, Vega OS., 1985; Toxicology Update, 1995) Algunos aditivos para 

alimentos contienen Hg lo cual es objeto de regulación bajo la agencia de 

Adrninistracion de Alimentos y drogas de USA (F DA) 

1.2.3 Fuentes de Contaminación y Exposición 

Los factores físicos o quimicos como la temperatura, el pH, el potencial de 

oxidorreducción, las afinidades químicas a los materiales orgánicos y la tension del 

oxigeno en el medio acuático, influyen en los procesos de formación de vapor de Hg y 

de las formas orgánicas de este metal. 

Actualmente es evidente que las fuentes antropogénicas incrementan la 

liberacion de este metal a: medio ambiente excediendo las fuentes naturales Las 

fuentes antropogenicas representan entre el 30-75% del trasporte de Hg ambiental 

por año (W F. Fitzgerald, 1994). 
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Muchos factores meteorológicos y geoquimicos pueden alterar el ciclo natural 

del Hg, haciendo que las concentraciones usuales aumenten hasta niveles peligrosos 

para el ser humano 

En la mayoria de las veces, la contaminación del agua se debe a los desechos 

industriales que contienen Hg, este metal en el agua puede sufrir el proceso de 

metilación transformándose en metilmercurio, el cual puede ser ingerido y 

bioacumulado por peces y la biota acuática y a través de estos puede llegar al ser 

humano 

Cada dia en el ambiente la poblacion en general esta rutinaria y repetidamente 

expuesta tanto aguda como crónicamente a bajas concentraciones de mercurio en el 

ambiente, en el aire y en el agua, es decir, del Hg liberado tanto de los recursos 

naturales como antropogénicos. La exposición a este metal puede ser de tipo 

ocupacional o no ocupacional. Dentro del ambiente ocupacional, el Hg tiene sus 

principales fuentes de contaminación en las actividades de extracción y de 

refinamiento, en su utilización industrial, agrícola y en odontología. 

En general, las principales fuentes de exposición a Hg para el hombre en el 

ambiente general son los pescados, las algas, los mariscos, el pan preparado con 

cereales que hayan sido tratados o contaminados con plaguicidas mercuriales y los 

animales o productos de animales que se alimentaron con otras fuentes 

contaminadas, todos ellos son los intermediarios que sirven para que el Hg que ha 

ingresado al ambiente llegue al organismo humano 

Algunos medicamentos tales como, antisépticos, antisifliticos, preservativos y 

diuréticos, también han tenido importancia como fuentes de contaminación de Hg 

para el hombre, aunque se han tomado muchas acciones para disminuir este tipo de 

exposición. En personas sometidas a tratamientos periódicos de restauración dental 

con amalgama, esta puede representar un aporte importante de Hg iónico para su 

organismo, comparable a las cantidades que ingresan mediante los alimentos y el 

agua (Handley y col., 1993) 

Los indicadores más utilizados en las evaluaciones de exposición al Hg son las 

determinaciones de sus concentraciones encontradas en el organismo humano en 
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sangre (5.0 mg/l), en orina (0.5 mg/1) y en pelo (2.0 mg/1) (Galvao L. y Corey G., 

1987). 

Las concentraciones de Hg en sangre de 10 a 20 lig / dL, generalmente no 

están asociadas con sintomas tóxicos, sin embargo, concentraciones en sangre 

aproximadamente de 50 a 100 lig /dL se consideran tóxicas. 

1.2.4 Salud 

Bajo cualquier forma que se encuentre el Hg es tóxico para el hombre y los 

seres vivos en general. Desde el punto de vista de riesgo para la salud humana, las 

formas más importantes del Hg son el metilmercurio, el mercurio en estado de vapor, 

o las sales de mercurio. Dependiendo de la forma fisicoquímica en que se presenta 

el Hg (metálico, compuestos inorgánicos y compuestos orgánicos), presenta distintos 

procesos cinéticos y efectos tóxicos 

Dos propiedades importantes del Hg elemental que lo hacen potencialmente 

dañino para la salud son: que puede cruzar la membrana celular porque es altamente 

liposoluble y que es fácilmente oxidado a la forma mercúrica. 

El principal órgano blanco para el Hg es el riñon y el sistema nervioso central 

(SNC), sin embargo, el Hg puede ser tóxico para el hígado (Ashour y col. 1993). 

También se acumula en el cerebro, el tracto gastrointestinal y el pulmón. 

La exposición crónica al Hg produce efectos tóxicos significativos (Clarkson 

TW, 1972). La exposición crónica a vapores de Hg preferencialmente ataca el SNC 

(Hryhorezuk Do y col, 1982), Por otra parte, la exposición crónica a compuestos 

inorgánicos de Hg produce complicaciones renales. La diferencia de los efectos se 

explica en base a la liposolubilidad del compuesto. Las diferencias entre una 

exposición aguda y crónica a compuestos de Hg son minimas. Una de las 

características es que los sintomas pueden ocurrir semanas o meses después de una 

exposición aguda. El estado emocional de un individuo que ha sido expuesto 

repetidamente al Hg también se ve alterado, se incrementa la irritabilidad, la perdida 

de la memoria y el individuo pierde el interés por la vida. Si el envenenamiento con 

este metal es severo, los síntomas no son reversibles. 

7 
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Actualmente existe una controversia acerca del posible efecto de riesgo a la 

salud asociado con la exposición al mercurio por amalgamas dentales (Clarkson y 

col., 1988; Lorscheider y col., 1995) 

Los signos y síntomas son cuantitativa y cualitativamente dependientes de la 

estructura química del compuesto, de la cantidad y duración de la exposición y de la 

sensibilidad individual a un compuesto en particular (Curtis HA y col, 1987). 

El Hg organico y en forma de vapor son reportados como neurotoxicos 

(Cheung y Verity 1985, Chang y Verity, 1995) El Hg inorgánico se ha reportado como 

nefrotóxico (Nielsen JB y col., 1994) y hepatotóxico (Toxicology Update, 1995) 

Aunque exposiciones a altas dosis de cloruro de mercurio (HgCL.) son 

directamente toxicas en las células tubulares renales, exposiciones crónicas a bajas 

dosis a sales de Hg o vapores de Hg elemental causan respuestas de 

hipersensibilidad. Se ha reportado que este metal induce una reacción renal 

autoinmune (Klaassen C.D. y col , 1986) Las sales inorgánicas de Hg prácticamente 

no atraviesan la barrera cerebral, solo trazas pueden alcanzar el cerebro. Los 

compuestos orgánicos del Hg, por su liposolubilidad, atraviesan con facilidad las 

membranas biológicas, asi como la barrera hernatoencefalica y la placenta (1A/HO 

1991). 

El Hg ha causado muertes masivas importantes debido a intoxicaciones por 

vapor de este metal producidas en incendios en las minas, en el consumo de pescado 

contaminado u otros alimentos. Los efectos adversos en trabajadores expuestos 

indican que los signos y sintomas de intoxicación por Hg pueden ser causados por la 

exposición a concentraciones variables, según los compuestos y por las condiciones 

ambientales del trabajo. Uno de los accidentes mas graves por envenenamiento con 

Hg ocurrió por 1970 cuando una población consumió una cosecha de granos que fue 

tratada con metal mercurio mezclado con fluor Más de 500 personas murieron en Iraq 

(Bakir F. y col 1976) 
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1.2.5 Toxicidad y Toxicocinética 

La toxicidad de cualquier sustancia o agente depende de la dosis y se 

desarrolla si el toxico impide los mecanismos de protección y/o los de adaptabilidad 

de los sistemas biológicos.  

Un gran numero de agentes xenobioticos, entre los que se encuentran los 

metales pesados, ejercen de manera directa su efecto toxico, mientras que la 

toxicidad de otros agentes se debe en gran parte a los productos de su metabolismo 

En muchos casos los agentes xenobioticos interaccionan con otras moleculas 

en el cuerpo que tienen grupos funcionales susceptibles, de manera que al 

incrementarse su reactividad pueden dar lugar a compuestos electrofilicos, 

nucleofilicos, a radicales libres, etc 

MECANISMO DE TOXICIDAD 

Varios planteamientos han sido propuestos para explicar la toxicidad celular 

producida por metales, esto incluye la interacción con grupos sulfhidnlos, la inhibicion 

de la función mitocondrial y la supresion de antioxidantes celulares 

Ademas se ha reportado que los metales son tóxicos en sistemas biológicos a 

traves de sustituir en muchos procesos a los metales esenciales (C Burton y col , 

1995) Asi todos los agentes quioscos producen su efecto tóxico via la alteracion en 

la bioquimica y fisiología celular 

El efecto toxico de los metales puede explicarse ya sea porque su metabolismo 

es similar al de un elemento esencial, por el desplazamiento de iones metalicos 

biologicamente activos, por la formación de complejos con los grupos sulfhidrilo de 

las proteinas, o bien, por la alteracion del transporte de iones esenciales. 

La mayona de los metales afectan múltiples órganos y sistemas, y los blancos 

para la toxicidad son procesos bioquimicos especificas, enzimas y/o membranas 

celulares y de organelos El efecto tóxico del metal involucra una interacción entre el 

ion libre del metal y el blanco toxicológico. Las diferencias especificas en la toxicidad 

de los distintos iones metalicos pueden estar relacionadas con las diferentes 
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solubilidades, la absorción, el trasporte, la reactividad química y los complejos que 

estos forman dentro del cuerpo (Stohs S. y Bagchi D., 1995) 

Los efectos tóxicos producidos por varios compuestos de Hg están en función 

de su forma química, ruta de administración y la duración de la exposición 

El Hg forma enlaces con los grupos sulfhidrilo ademas de grupos fosfato. 

carboxil, anda y grupos funcionales de aminas Este metal también reacciona con 

varias enzimas y otras proteinas que contengan estos grupos funcionales Asi, el Hg 

interfiere con reacciones enzimáticas celulares, sin embargo, aun no es claro el 

mecanismo por el cual actúa este metal a nivel celular 

Toxicocinética 

En cuanto a su metabolismo, transformación y excreción se sabe que el Hg 

elemental o metálico es oxidado a Hg divalente después de la absorción del tejido en 

el cuerpo. 

Absorción: 

El ingreso del Hg al organismo humano es por via inhalatoria. digestiva o 

cutánea, y es oxidado al ion mercúrico en la sangre, el higado y otros tejidos por 

acción de la enzima catalasa (Bressa y Cima 1984) 

Distribución: 

El Hg se distribuye por todo el organismo y luego se deposita en algunos 

órganos, conforme a su forma quimica y la presencia de otras sustancias 

El Hg, es transportado por las proteinas plasmáticas a su órgano blanco 

(Suzuki, 1991). En general se encuentran concentraciones significativas del metal en 

la sangre, los riñones, el higado y el cerebro 

La mayor acumulación de Hg inorgánico en el cuerpo es en el riñon y en 

segundo lugar en el hígado, donde se deposita en concentraciones elevadas. 
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Eliminación: 

El Hg no induce metalotioneina en el hígado, aunque es el sitio común para la 

inducción de dicha proteína en respuesta de otros metales. El Hg inorgánico o el 

vapor de Hg inducen la síntesis de la metalotioneina específicamente en el riñon y es 

en este órgano donde se forma el complejo metalotioneina-mercurio, el cual es 

soluble y se excreta principalmente por la orina y las heces 

Por otra parte la eliminación ocurre también por las glándulas sudoriparas, 

lagrimales, mamarias y salivales 

Bioacumulación: 

Los compuestos metilmercuriales se hacen presentes en la cadena alimenticia, 

ya que en lugares en donde hay contaminación, presentan una fuerte tendencia a la 

bioacumulación en los animales y en los vegetales. 

Se ha reportado que a cualquier dosis, los niveles de mercurio en el riñón son 

significativamente más altos que en el hígado (Khan, A y col 1996) 

En el riñón el Hg metálico se oxida (Hg°  a Hg.') y los compuestos orgánicos de 

este metal se biotransforman a Hg inorgánico. 
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1.2.6 Agentes Quelantes y Protectores 

Los agentes quelantes generalmente se consideran poco especificos en su 

afinidad por los metales, estos forman un complejo con el metal en el cual el ion del 

metal se asocia con una carga del agente quelante 

La manera mas efectiva de eliminar el Hg inorganico, ya sea como resultado de 

una exposición aguda o crónica, es con agentes quelantes Las opciones incluyen el 

dimercaprol, penicilamina y sus derivados N-acetilados (Smith ADM y col, 1961) 

Se ha reportado el uso de algunos agentes quelantes en la terapia de 

intoxicaciones con Hg entre los que se encuentran el 2,3-dimercapto propanol (BAL), 

el ácido meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA), ácido 2,3-dimercaptopropano-1-

sulfonico (DMPS) (Aposhian y col., 1996), sin embargo, aunque BAL, DMSA y DMPS 

son agentes quelantes igualmente efectivos a dosis equimolares (Inns y col, 1993), la 

baja toxicidad del DMSA y DMPS ofrecen una ventaja significativa sobre sus 

precursores análogos (Aposhian, 1996). Estos han sido la primera opción para 

terapias clínicas con agentes quelantes. 

El etilien glicol bis-(h-aminoetil eter) (EGTA) es otro agente quelante, el cual a 

pesar de no ser especifico para quelar Hg, se ha reportado como un buen agente 

quelante en la captura de este metal adherido a la membrana plasmática (1997 SOT 

Annual Meeting, Cincinatti) 

Se ha reportado que el glutatión (GSH) es un agente hepatoprotector (James, 

S y col., 1995)) y que el GSH exógeno decrece la citotoxicidad del HgCI,, (C. Burton y 

col., 1995), ya que es uno de los encargados de mantener el cociente oxido-reductor 

de la célula 

1.2.7 Efecto a Nivel Celular 

Se ha reportado que el Hg a nivel celular interfiere con la sintesis de proteínas 

(Beattie y col. 1990) y ácidos nucleicos (Choi y col. 1983), inhibe las enzimas 

citosolicas (Miura y col. 1987), dismunuye la secreción de albúmina (Denizeau y col 

1990), altera el metabolismo de porfirinas (Woods y col 1995) y tiene un efecto 

mitogénico (Bucio y col., 1995). 
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Al tratar las células con 20JHg como trazador y hacer subfraccionamiento 

celular, se encuentra que el Hg se distribuye principalmente en el nucleo y la 

mitocondria (1997 SOT Annual Meeting, Cincinatti) 

El Hg se une con las macromoléculas que contienen grupos sulfhidrilo, además 

se ha reportado que el Hg tiene una variedad de efectos en el ADN que incluyen la 

alteracion de su estructura y es capaz de unirse al ADN In vitro (Sissoeff y col , 1976, 

Yamane y col., 1961, Nandi y col., 1965) e in vivo (Cantoni y col , 1984, Ariza y col , 

1994) También se ha reportado que el HgCl;  a concentraciones de 1 	inhibe 

significativamente la síntesis de ADN (Wroblewski, J y col, 1995). 

Otros de los efectos del Hg en el ADN son el incremento de la incidencia de 

aberraciones cromosómicas tales como los rompimientos cromosomales, el 

intercambio de cromátidas hermanas, anaploidismo y/o poliploidisrno (Kazantis, 1981, 

Leonard y col , 1982, Gebhart, 1984, De Flora, S. y col 1994) 

Se ha estudiado el rompimiento de hebras simples del ADN y la citotoxicidad 

inducida por el HgC1, en un sistema in vitro donde se ha observado que el papel de la 

actividad del oxigeno intracelular es importante para que el metal induzca daño en el 

ADN (Tsuzuki-K y col 1994) Asimismo, células de ovario de hamster han sido 

tratadas con HgCI, produciendo una rápida inducción de rompimientos de hebra 

simple del ADN, este estudio mostró una relación directa entre la producción de 

radicales libres y la inducción de rompimientos en el ADN (Cantoni, O y col. 1984) 

La literatura considera al Hg como uno de los metales más potente para inducir 

rompimientos en la hebra del ADN cuando se adiciona a ADN aislado o bien, cuando 

éste fue aislado a partir de células tratadas con este metal (Robinson, S y col 1984) 

Se ha demostrado que el Hg tiene diversos efectos en las células y se ha 

reportado que es citotoxico y genotoxico (Betti C y col , 1993) y que dependiendo del 

sistema de prueba es mutagenico (Kazantis, 1981, Leonard y col , 1982; Gebhart, 

1984; Hansen y col., 1984). 

Algunos estudios sobre los efectos mutagénicos del Hg en células eucariontes 

demuestran que a concentraciones a las cuales este metal no es citotoxico causa un 

incremento en la frecuencia de mutaciones en un gen Los resultados de este estudio 
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sugieren que pueden haber riesgos asociados con la exposición a niveles de Hg no 

citotóxicos. (Ariza, M. y col 1994, 1996) Asimismo, se ha reportado la genotoxicidad 

de materiales dentales a base de Hg (Heil J y col., 1996). 

1.3 ADN 

1.3.1 Generalidades 

El ácido desoxirribonucleico (ADN), esta constituido por una doble hélice de 

cadenas antiparalelas de azúcar-fosfato, además posee el mismo número de residuos 

de adenina que de timina (A=T) y el mismo número de residuos de guanina que de 

citosina (G=C) La composición de bases del ADN varia extensamente entre 

organismos diferentes Las bases en las hebras opuestas se unen por enlaces de 

hidrógeno de forma geométricamente complementaria para formar los pares de bases 

A-T y G-C. 

El ADN es el portador de la información genética en todas las formas de vida 

celular, así como en muchos virus. Tiene dos funciones: 

1. Dirigir su propia replicación durante la división celular. 

2 Dirigir la transcripción de moléculas del acido ribonucleico (ARN). 

Debido ala disposición natural del ADN a sufrir cambios, la interacción con 

agentes en el ambiente, que sean capaces de alcanzar el nucleo celular, es un 

evento que podria traducirse en la producción de mutaciones. 

1.3.2 Genotoxicidad: Mutagénesis y Carcinogénesis 

La genotoxicidad se presenta cuando al menos hay una evidencia de que un 

agente químico interactúa con moléculas biológicas para inducir una respuesta 

adversa, en donde un primer efecto del químico o uno de sus metabolitos resulta en 

una alteración de la información codificada en el ADN. La genotoxicidad indica que el 

agente químico responsable podria iniciar el proceso neoplásico, que la sustancia 

esta biodisponible y que tiene un potencial para interferir con procesos biológicos 

Los agentes químicos genotóxicos interactúan directamente con el ADN 

nuclear (Hartwig A., 1995) Algunos estudios en los que evalúan los efectos 
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genotóxicos producidos por los metales y sus compuestos sobre la estructura del 

ADN y su funcionamiento, muestran modificaciones en las bases, en el 

entrecruzamiento de señales, asi como en la inducción del rompimiento de una hebra 

y en la inducción de aberraciones cromosómicas e intercambio en cromatidas 

hermanas (Christie NT y Costa M., 1983). 

El ADN esta alojado en el núcleo de las células de los organismos superiores, 

asi, al referirse a mutaciones, se habla de daño en células individuales que son las 

que sufren las mutaciones en primera instancia, por lo que mutación se define corno 

un cambio en la forma o en la naturaleza en la información heredable contenida en el 

ADN. Cualquier agente que causa una mutación se le denomina mutágeno. Los 

mutágenos son de gran interés ya que la inducción del daño genético puede causar 

un incremento en la incidencia de enfermedades genéticas en futuras generaciones y 

enfermedades en células somáticas 

Las mutaciones pueden ocurrir en forma natural y espontánea o por interacción 

con agentes ambientales físicos y/o químicos 

Muchos agentes químicos considerados carcinogénicos son mutagénicos y 

viceversa, sin embargo es importante tomar en cuenta la sensibilidad particular de 

cada especie u órgano hacia un efecto carcinogenico, ya sea por su capacidad de 

metabolizar dicho agente o bien por activar la reparación del daño inducido en el 

ADN. El evento inicial de la carcinogénesis puede ser una mutación 

La carcinogenesis es un proceso de múltiples pasos los cuales ocurren a 

través de una variedad de mecanismos no entendidos por completo a la fecha La 

carcinogénesis se presenta por procesos de iniciación, promoción y progresión Se 

considera que los dos primeros pasos son fases reversibles mientras que al tercero 

se le considera como un proceso irreversible (Pittot, 1988) 

No hay evidencias claras de que el mercurio inorgánico sea un agente 

carcinogénico en humanos (Agencia de protección ambiental (EPA), 1984 y 1990, 

Departamento de Salud y Servicios Humanos US, 1993). Estudios epidemiológicos en 

distintas poblaciones no han reportado una correlación entre la exposición al Hg y el 
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cáncer por lo que no se considera a la fecha que el Hg pueda ser carcinogénico en 

humanos (Cragle y col., 1984; Ellingsen y col., 1965; IARC 1993). 

1.3.3 Reparación del ADN 

A pesar de su alta reactividad con compuestos electrofilicos y radicales libres, 

el ADN nuclear mantiene su estructura constante, en parte porque su cromatina está 

empaquetada y por la disponibilidad de diferentes mecanismos de reparación para 

corregir alteraciones 

Naturalmente, los agentes quimicos o ambientales que han estado presentes a 

través de la evolución dañan el ADN y causan mutaciones, sin embargo, los 

organismos vivos presentan una diversidad de mecanismos celulares como son los 

mecanismos de reparación que remueven el daño antes de que ocurra la mutación, 

tal como es el caso de un aducto en el ADN, o bien los mecanismos de tolerancia de 

daño, en donde no se repara el cambio, pero se permite que la célula sobreviva a 

pesar de éste 

Varios tipos celulares como las células del higado y del cerebro, deben usar la 

información de su ADN por semanas, meses o aún años, ya que las células de estos 

tejidos se dividen lentamente ó ya no lo hacen. El ADN en todas las células es 

susceptible a daño físico y químico. Si no se contara con mecanismos de reparación 

el ADN de células no proliferantes se producirían proteínas defectuosas. La respuesta 

celular a este problema ha sido el desarrollo de sistemas de reparación del ADN. 

(Rossman y Klein, 1988) 

Sin embargo, es importante considerar que los mecanismos de reparación no 

dan una protección completa de una mutación o cáncer, ya que estos procesos 

pueden llegar a saturarse o bien algunos tipos de daño son reparados 

ineficientemente. Así, la corrección de los errores en la secuencia del ADN en todos 

los tipos de células es importante para su sobrevivencia. 

Diversos metales afectan los diferentes pasos de la reparación del ADN. El 

mecanismo por el cual alteran este proceso se ha explicado por la competencia con 
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iones de metales esenciales. En el caso del Hg se ha reportado un efecto positivo en 

la reparación del ADN (Snyder y col., 1989). 

En general, se considera que los metales inducen lesiones a nivel de ADN. En 

un estudio de células tratadas con HgCl2  se encontró que a pesar de que éste induce 

daño, la célula es capaz de echar andar mecanismos de reparación (Robinson, S. y 

col 1984) 

1.4 HIGADO 

1.4.1 Fisiología 

El hígado constituye aproximadamente del 2-5% del peso del cuerpo en el 

adulto. Se encuentra situado debajo del diafragma y está dividido en dos lóbulos 

(derecho e izquierdo). El tejido hepático está formado por una serie de estructuras 

llamadas lobulillos hepáticos que son las unidades funcionales del hígado, dentro de 

los cuales la sangre circula pasando por las células hepáticas.  

El hígado está formado por células del parénquima o hepatocitos que son 

células epiteliales, las cuales representan aproximadamente del 60-70% de las 

células del higado. Alrededor de las estructuras tubulares están los capilares 

sinusoides donde se encuentran asociadas otro tipo de células no parenquimatosas 

como son las células endoteliales, las células de Kupffer. las células "pit" y las células 

estelares hepáticas. Estas células sinusoidales constituyen cerca del 30% del 

volumen hepático Las células endoteliales tienen numerosas funciones en varias 

reacciones biológicas entre las que se encuentran transporte activo, coagulación, 

fibrinólisis, respuesta inmune, etc. 	Las células de Kupffer son macrófagos que 

poseen una gran capacidad fagocitaria encargándose de la desintoxicación. Las 

células no parenquimatosas están localizadas a lo largo de los sinusoides del hígado 

y son las primeras en estar expuestas a los agentes xenobióticos. 

Entre las principales funciones del hígado están la formación de bilis, el 

almacenaje y liberación de carbohidratos, la formación de urea y del colesterol 

metabólico, la producción de proteinas plasmáticas, varias funciones relacionadas 

con el metabolismo de las grasas, las vitaminas y las proteínas, la inactivación de 
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algunas hormonas polipeptídicas, la inducción y conjugación de hormonas esteroides 

corticosuprarrenales gonadales y la desintoxicacion de muchas sustancias y toxinas. 

1.4.2 Hepatotoxicidad 

El daño hepático inducido por sustancias quimicas es un problema de salud 

pública, ya que es en este órgano en donde se lleva a cabo, principlamente, el 

metabolismo de los diferentes agentes xenobióticos. 

Los agentes químicos inducen daño hepatico como resultado tanto de una 

exposición aguda como crónica, produciendo alteraciones en la estructura del higado 

tanto de tipo degenerativo como prolrferativo 

Se ha observado que el daño hepático no depende unicamente del agente 

químico involucrado, sino también de la dosis y del periodo de exposición. Algunas 

formas de daño hepático son reversibles, mientras que otras resultan en una 

alteración permanente del órgano 

Dada su función metabólica, el higado está en contacto con una gran variedad 

de tóxicos y todas las celulas en el hígado tienen un papel importante en la 

distribución y biotransformacón de los xenobióticos, incluyendo algunos metales 

(Gregus y Klassen, 1986) 

Se ha reportado que el higado, y particularmente los hepatocitos sufren daño 

por el efecto tóxico del Hg, por lo que el estudio de los efectos tóxicos de los metales 

en células hepáticas resulta de gran interes 

1.4.3 Cultivos celulares 

La evaluación de la citotoxicidad quimica inducida es frecuentemente difícil de 

determinar en animales, ya que numerosos factores no pueden ser controlados El ser 

humano es muy complejo y esto hace difícil el establecimiento del riesgo real que 

presentan diversos agentes sobre la salud, es decir, existen mecanismos que 

mantienen la homeostasis del organismo como son la destoxificación celular, la 

reparación del ADN por enzimas celulares, la apoptosis, el metabolismo en higado o 

pulmones, el sistema excretor y el sistema inmunológico 

Ix 
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La tecnología de cultivo celular ha sido también adaptada dentro de muchas 

aplicaciones rutinarias en la medicina y en la industria. Las ventajas que tiene trabajar 

con un cultivo son el control de parámetros sobre el medio ambiente que rodea a la 

célula como son la concentración a la cual son expustas las células, el determinar de 

una manera directa la secreción de diferentes metabolitos, asi como conocer el 

mecanismo por el cual se ejerce el daño sin la intervención de sistemas 

homeostáticos, sin embargo, se tiene un sólo tipo celular y en realidad un órgano está 

compuesto por diferentes tipos celulares 

Por otra parte es importante hacer notar que muchos de los estudios realizados 

con cultivos celulares y células aisladas tienen como objetivo conocer el daño 

producido a nivel celular, asi como el mecanismo por el cual se efectúa un cambio y 

que posteriormente se complementa con estudios en animales íntegros con el fin de 

correlacionar el mecanismo con la respuesta en un individuo que presenta sistemas 

homeostáticos 

Es importante tomar en cuenta que se tienen muchas diferencias entre las 

condiciones ambientales de una célula in vitro e in vivo como son los componentes 

involucrados en la regulación homeostática, el metabolismo celular y el metabolismo 

energético, los cuales juegan un papel importante Sin embargo, muchas funciones 

especializadas son expresadas en cultivos, por lo que pueden ser utilizados con gran 

éxito para estudiar alteraciones producidas a nivel celular. 

Existen diferentes modelos dentro de los cultivos celulares entre los que están 

los cultivos primarios y las lineas celulares, siendo de gran utilidad estas últimas ya 

que las células asumen una homogenicidad, asi, cada subcultivo de cada muestra 

replicada sera idéntica y las características de la linea pueden perdurar a lo largo de 

varias generaciones. 

Entre las lineas celulares hepáticas, se puede adquirir comercialmente las 

células WRL-68, las cuales fueron obtenidas por Apostolov (1976) a partir de un 

hígado fetal humano Estudios de las características morfológicas y funcionales de 
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esta linea celular, indican que estas células mantienen características del órgano que 

proceden como son la secreción de albúmina y algunas otras proteínas 

características, actividades enzimáticas especificas, patrón de citoqueratinas de 

células hepáticas, etc., las cuales hacen que esta linea sea un sistema útil para el 

estudio de algunas alteraciones producidas por metales (Gutiérrez y col 1994) 

También se ha reportado que esta linea es útil en la evaluación de la inducción 

de hepatotoxicidad por metales pesados, ademas de que estas células pueden ser 

empleadas en la investigación de alteraciones funcionales producidas por metales 

pesados a nivel celular. (Gutierrez y col 1992) Asimismo se ha reportado que el 

HgC12  induce alteraciones en esta linea celular hepática (Bucio y col 1995) Se 

encontró que el metal produce alteraciones morfológicas principalmente a nivel 

mitocondrial. Así mismo, se produjo un incremento en la liberación de enzimas 

marcadoras de daño hepático corno ALAT, ASAT y LDH, un aumento en el grado de 

lipoperoxidación, asi corno una disminucion en la cantidad de GSH. Al evaluar la 

capacidad de inducción del Hg de metalotioneina, se encontró que este metal no 

induce esta proteína, resultados semejantes a los encontrados in vivo para el higado, 

a pesar de que para otros metales como el cadmio, se logra un incremento 

considerable. Esto es un resultado que nos indica que esta linea puede ser útil para 

el estudio del mecanismo de daño producido por metales, ya que tiene la capacidad 

de discriminar entre los diferentes metales. 

Utilizando 203Hg se reportó que el metal se distribuye en el interior celular 

principalmente en la mitocondria y en el núcleo y en una menor proporción en 

microsomas y en el citosol (1997 SOT Annual Meeting, Cincinatti). Ya que el núcleo 

es uno de los principales puntos de acumulación del metal, resulta muy interesante 

evaluar el posible daño del metal a nivel de ADN. 
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2. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el daño producido a nivel de ADN en una linea celular hepática 

humana por exposición aguda y crónica a cloruro de mercurio 

OBJETIVOS PARTICULARES 

✓ Evaluar la viabilidad y algunos parámetros de citotoxicidad de las células en 

presencia de Hg. 

✓ Correlacionar el grado de lipoperoxidación con el daño en el ADN. 

✓ Evaluar la recuperación del daño en el ADN inducido por el Hg. 
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3. JUSTIFICACION 

La contaminación ambiental es un problema actual importante por los efectos 

tóxicos que producen gran diversidad de agentes En México, las actividades 

humanas en diferentes industrias químicas, la producción y uso de plaguicidas, la 

disposición ilegal de desechos industriales de alto riesgo y la falta de equipo de 

protección en lugares de trabajo, son las principales causas de exposición a agentes 

genotóxicos 

Un gran número de metales o sus compuestos son clasificados por la Agencia 

Internacional de Investigación en Cáncer, como carcinogénicos humanos, aunque el 

mecanismo por el cual se lleva a cabo la formación del tumor aún no se conoce. La 

evidencia esta basada principalmente en los resultados de estudios epidemiologicos 

en poblaciones ocupacionalmente expuestas. Estos datos sugieren la posible 

carcinogenicidad de otros metales entre los que están el mercurio y el cobalto. En el 

caso del Hg las evidencias han sido insuficientes para clasificarlo como un metal de 

riesgo humano carcinogénico (IARC 1993). 

El Hg es uno de los elementos que se produce por distintos procesos 

industriales, este metal no es biodegradable y su bioacumulación ocasiona efectos 

adversos dañinos para la salud. 

En base a la literatura revisada, hay evidencias de que este metal como agente 

contaminante es nefrotóxico, hepatotoxico, neurotóxico, inmunottoxico y tiene efectos 

teratogénicos, sin embargo, son pocos los estudios que se han realizado para 

determinar si este metal produce daño en el ADN y aún menos, los que han evaluado 

la reversibilidad del efecto. Es asi como mediante la realización de este trabajo se 

puede establecer el impacto de este agente genotóxico en el ambiente ya que su 

presencia puede alterar el genotipo. 

De esta manera el presente estudio es una contribución a la investigación en 

cuanto al efecto del Hg a nivel de daño en el ADN y más aún en la reversibilidad del 

mismo de lo cual se tiene muy poca información. 
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Por otra parte, la mayoría de los estudios se han realizado en animales de 

experimentación y la extrapolación al humano es difícil, así en respuesta a la 

necesidad de encontrar sistemas de prueba cercanos al humano, se realiza este 

estudio en una línea celular humana donde se puede determinar directamente la 

exposición al metal 

En estudios epidemiológicos se ha incrementado el interés en encontrar 

marcadores biológicos los cuales proporcionan una medida de exposicion y más aún 

del daño biológico. Las lesiones en el ADN en líneas celulares humanas son 

utilizadas como biomarcadores los cuales aportan información acerca de los efectos 

genotóxicos de los agentes sobre los tejidos y acerca de los mecanismos por los que 

se produce esa alteración. 

Asi, evaluar el efecto de la exposición al Hg, es de gran interés dada la amplia 

distribución de este metal y los efectos adversos que puede representar para la salud. 

Dentro de estos estudios es primordial el determinar el efecto que puede tener a nivel 

de daño de ADN, el cual puede relacionarse con mutagénesis, carcinogénesis o con 

una funcionalidad celular deficiente 

En este estudio es de particular interés relacionar la citotoxicidad inducida por 

el Hg y el incremento en la lipoperoxidación, asi como correlacionar la cantidad de 

radicales libres formados con el daño en el ADN, en una linea celular hepática 

humana. 
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4. MATERIAL Y METODOS 

4.1 Cultivo Celular 

El presente estudio se llevó a cabo utilizando una línea celular hepática 

humana de origen fetal (WRL-68). Las células fueron mantenidas con medio de 

cultivo, suplementado con suero de ternera de bovino adicionado con Fe (8%), 

aminoácidos no esenciales (1%), piruvato de sodio (1°/0) y anti-bac (penicilina-

estreptomicina al 1%), el medio de cultivo asi preparado lo llamaremos en lo sucesivo 

DMEM completo. Las células se sembraron en botellas de plástico estériles para 

cultivo de 25 y 75 cm2  o bien, en multicámaras de 4 y 24 pozos y en cajas Petri de 

3 cm de diámetro. Las células se mantuvieron en una incubadora a 37 °C y con una 

atmósfera de 5% de CO2  y 95% de humedad. El medio de cultivo fue reemplazado 

cada dos días y las células se cosecharon una vez por semana utilizando una 

solución de Tripsina-Verseno (0.025%). 

Todos los experimentos fueron realizados después de 24 h de haber sembrado 

las células y a una densidad tal que las células estuvieran en su fase de crecimiento 

logaritmica. 

4.2 Condiciones de Tratamiento 

Las células fueron expuestas a 0.5 y 5.0 jiM de HgC1-, durante 3 h (tratamiento 

agudo) y a 0.5 130 durante 7 días (tratamiento crónico). Se utilizó DMEM sin suero 

durante las últimas 3 h de tratamiento crónico y durante las 3 h del tratamiento agudo 

con el metal para evitar que éste se pegue a las distintas proteínas del suero y tener 

una concentración real del Hg. 
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4.3 Viabilidad Celular 

El azul de tripano es un colorante de exclusión, el cual indica la pérdida de 

viabilidad celular cuando se intercala dentro del ADN En células viables la membrana 

plasmática previene que el azul de tripano entre y tiña el núcleo, en contraste, en 

células muertas la permeabilidad de la membrana plasmática deja de ser una barrera 

y el azul de tripano fácilmente tiñe el núcleo (Tyson CA. y Frazier JM., 1994) 

Para determinar la viabilidad celular se sembraron 30 000 células por pozo en 

multicámaras de plástico de 24 pozos, a las 24 h se lavaron con buffer de fosfatos 

(PBS) y se dejaron expuestas a diversas concentraciones de Hg en un rango de 0 05 

hasta 1000 jiM en DMEM sin suero durante 3 h, pasado este tiempo se desechó el 

medio que contenia el metal y las células se lavaron de nuevo con PBS, después se 

determinó la viabilidad celular agregando 500 t l a cada pozo de una solución de azul 

de tripano-NaCI (0.9%) al 0.4%, las células se incubaron durante 5 mm, pasado este 

tiempo se lavaron con PBS y se observaron por microscopia óptica. A las 

concentraciones del metal a las que se observaron varias células teñidas debido al 

daño o muerte celular, éstas se levantaron con tripsina y se contó el número de 

células que no habian incorporado el colorante utilizando un hemocitómetro. 

4.4 Prueba de Citotoxicidad 

Rojo Neutro (RN) 

El ensayo de RN es una medida de citotoxicidad para determinar la viabilidad 

celular in vitro, y se basa en la capacidad de incorporar el RN dentro de los lisosomas 

de las células viables después de ser incubadas con el agente de prueba. El RN se 

acumula en los lisosomas ya que se fija en las cargas ácidas dentro de la matriz del 

lisosoma. En caso de daño o muerte celular, el RN es retenido en menor proporción, 

o bien no es retenido en los lisosomas (Dogle A. y col., 1990). 

Se sembraron 60 000 células por pozo en multicámaras de plástico de 24 

pozos, 24 h después se lavaron con PBS y se expusieron a concentraciones de 0.5, 

5.0 y 500 jiM de HgCl2  en DMEM sin suero. Se incubaron a 37 °C durante 3 h, 

pasado el tiempo de tratamiento, se lavaron con PBS y se agregó 1 ml a cada pozo 
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de una solución de RN previamente centrifugado, se volvieron a incubar durante 3 h y 

posteriormente se lavaron con PBS, se les aplicó 200 jil / pozo de una solución 

fijadora de cloruro de calcio (1%) y formaldehído (0.5%), se les retiró dicha solución y 

se agregaron 800 til / pozo de una solución acido acético (1%) y etanol (50%) durante 

10 min para extraer el colorante. Posteriormente se determinó el cambio de 

absorbancia (Abs) a 540 nm en un espectrofotómétro (Beckrnan, modelo Du 640) 

4.5 Adhesión Celular 

La adhesión celular es considerada una medida de funcionalidad celular y es la 

capacidad que tienen las células de adherirse al sustrato. Es importante su 

determinación para valorar que se inician los experimentos con igual número de 

células aún estando expuestas a algún tóxico a través del tiempo. 

En este caso se sembraron 600 000 células en una caja de plástico de 25 cm2. 

a las 24 h se lavaron con PBS y las células se expusieron a una concentración de 0 5 

pM de HgC12  en DMEM completo durante 5 días. Al quinto dia las células se 

levantaron del sustrato con tripsina (0.5 ml) y se sembraron 30 000 células por pozo 

en multicámaras de plástico de 4 pozos, a las 4 h las células se volvieron a lavar con 

PBS (0.5 ml) con el fin de quitar las no adheridas y las células pegadas a la caja se 

levantaron del sustrato con tripsina (100 pi), se contó el número de células adheridas 

a dicho tiempo mediante el equipo contador automático de células Coulter Counter 

Esta misma operación se repitió con las células tratadas crónicamente. 
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4.6 Grado de Lipoperoxidación 

En cualquier proceso degenerativo se sabe que hay producción de radicales 

libres, El producto de la reacción de los radicales libres formados con el ácido 

tiobarbitúrico, es el malondialdehido (MDA) el cual es colorido, por lo que su 

concentración se puede determinar por un cambio en la Abs. 

Se determino el grado de lipoperoxidacion (LP) por el método de Buege y Aust 

(1978). Se sembraron 5 x 106  células en botellas de plástico de 75 cm2, a las 24 h 

las células se lavaron con PBS y se les agregó el metal en DMEM sin suero. Al 

terminar el tiempo de exposición de los tratamientos agudo y cronico (3 h y 7 dias 

correspondientemente), las células se lavaron con solución isotónica de NaCI (0.9%), 

se levantaron del sustrato raspándolas con un gendarme de goma y se 

resuspendieron en 1 2 ml de PBS De esta suspensión se tomaron 0.2 ml de cada 

muestra para determinar proteína y al volumen restante de muestra se le adicionó 

ácido tricloroacetico (15%), ácido tiobarbiturico (0.5%) y ácido clorhídrico (0.25 N) 

Así, se obtuvo una mezcla homogénea que se calentó en baño de agua a 96 °C 

durante 25 min Posteriormente las muestras se dejaron enfriar y se centrifugaron a 

3000 g durante 10 min Se leyó el cambio de densidad óptica en el sobrenadante a 

534 nm en el espectrofotometro 

4.7 Determinación de Proteína 

El contenido de proteina en las células se determinó por el método de Lowry 

(1951). Se preparó una solución A (carbonato de sodio al 2%, hidróxido de sodio al 

0 4% y tartrato de sodio y potasio al 0.02%) y una solución B (sulfato de cobre-

pentahidratado al 0.5%), se mezcló A y B (50:1) para obtener una solución C. A 20 

de la muestra se le agregó 5 ml de la solución C y 0.5 ml del reactivo de Folin (2 N). 

Las muestras se agitaron y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 

45 min. Pasado este tiempo, se leyó el cambio de densidad óptica a 660 nm en el 

espectrofotómetro. Se realizó una curva estándar con albúmina para determinar el 

contenido de proteína de las muestras. 
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4.8 Evaluación del Daño en el ADN 

El ensayo de Electroforesis Unicelular (EU) es una técnica sensible para 

detectar la presencia de rompimientos en cadenas simples en el ADN y daño en sitios 

alcalino-labiles en células individuales Esta técnica es usada para calcular y 

comparar el nivel de daño en el ADN en células de mamíferos 

El ensayo se basa en dejar libre el ADN de las células mediante una solución 

de lisis precipitando citoplasma y proteinas nucleares Así, se someten los núcleos a 

un campo electroforético, obteniendose una imagen semejante a la de un corneta en 

la cual el centro es el núcleo y el ADN fragmentado es la cola cuya longitud es un 

reflejo del grado de daño 

La metodología que se utilizó para detectar daño en el ADN fue propuesta por 

Singh y col. (1988) modificada por Tice y col. en (1990), adecuada a la linea celular 

hepática con la que se trabajó. 

Se sembraron 300 000 células por caja en cajas Petri de plástico (3 cm de 

diámetro). A las 24 h se lavaron con PBS y se expusieron a las diferentes 

concentraciones de HgC1, en DMEM sin suero. Al término del tiempo de exposición 

correspondiente a cada tratamiento, las células se lavaron con PBS y con un 

gendarme de goma se levantaron del sustrato, se resuspendieron en un determinado 

volumen de PBS y se fraccionaron para obtener muestras de 10 000 células por cada 

10 lit Se manejo una caja control del número de células como referencia, a la cual se 

le agregó tripsina y se contó el número de células en el equipo Culter Counter 

Se preparará agarosa de bajo punto de fusión y agarosa regular al 0 5 y al 

0.75 % respectivamente en PBS libre de calcio y magnesio, las cuales se calentaron 

hasta disolución. Se utilizaron portaobjetos esmerilados para colocar las muestras. A 

cada portaobjeto se le agregó 110 lit de agarosa regular y se colocó un cubreobjeto a 

cada uno. Una vez seca esta capa de agarosa se retiró el cubreobjeto y se 

adicionaron 85 til de muestra mezclada con agarosa de bajo punto de fusión (por 

cada10 pl de muestra se adicionaron 75 til de agarosa). Se dejaron solidificar en 

bloques de hielo colocando de nuevo un cubreobjeto en cada preparación durante 

5 min., pasado este tiempo se retiró el cubreobjeto y se agregó otra capa a cada 
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muestra de 75 jil de agarosa de bajo punto de fusión y se dejaron solidificar bajo las 

mismas condiciones. Posteriormente se retiró el cubreobjeto de cada portaobjeto y las 

muestras se colocaron en un vaso Koplin el cual contenia una solución de lisis (2.5 M 

de NaCI, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris y sarcosinato de sodio al 1%, a pH = 10 0, 

con Triton X-100 al 1 % y DMSO concentrado al 10 %), la cual se dejo estabilizar a 

4°C durante 1 h antes de introducir las muestras Las preparaciones se mantuvieron 

en estas condiciones por al menos una hora. Las muestras se retiraron de la solución 

de tisis y se colocaron en una cámara de electroforesis horizontal durante 20 min, la 

cual se llenó cubriendo las preparaciones con una solución buffer de electroforesis 

(45 ml de NaOH 10N con 7.5 ml de EDTA 200 mM a pH= 10, a un volumen total de 

1.5 I) Las condiciones para la corrida de las muestras fueron 25 V y 244 mA durante 

30 min. Pasado este tiempo se retiraron las preparaciones de la cámara de 

electroforesis y cada una se cubrió con 1 ml de un buffer de neutralización (Tris 0.4 

M a pH = 7 5) dejando reposar 5 min. Esta operación se repitió dos veces más.  

Posteriormente las preparaciones se colocaron en una cámara de tinción 

protegida de la luz y a cada una se le agregó 50 jil de bromuro de etidio (2 mg / ml en 

agua desionizada) Finalmente las preparaciones se observaron en un microscopio 

de epifluorescencia acoplado al sistema OPTOMAX-V en donde se analizaron las 

imágenes de tres muestras por triplicado para cada tratamiento y de cada una se 

seleccionaron al azar 25 núcleos de un mismo campo. Utilizando el equipo, se midió 

la longitud de la migración del ADN como indicador de daño utilizando el programa 

VIDS V. 
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4.9 Determinación de la Recuperación del Daño en el ADN 

Con el fin de determinar la recuperación del ADN dañado se utilizaron dos 

protocolos, el primero basado en la remoción del Hg por agentes quelantes y el 

segundo en la adición de GSH, hepatoprotector que controla el estado redox celular 

Las células WRL-68 se lavaron con diferentes agentes quelantes como DMSA 

y el EGTA con el fin de despegar el Hg. Se siguieron las mismas condiciones de 

tratamiento que en los casos anteriores y se llevo a cabo el mismo ensayo de EU 

DMSA 

Una vez terminado el tiempo de tratamiento con HgC1,, las celulas se lavaron 

dos veces con DMSA (5.0 jiM) en medio de cultivo sin suero y se dejaron incubando a 

37 °C durante 5 min. Pasado este tiempo se lavaron con PBS y se dejaron incubando 

durante 30 min más con DMEM completo. Posteriormente las células se despegaron 

del sustrato con un gendarme de goma y se realizó el ensayo de EU bajo las mismas 

condiciones utilizadas anteriormente. 

Para evaluar si el DMSA alteraba la viabilidad celular, se sembraron 250 000 

células en cada caja Petri de plástico de 3 cm de diámetro, a las 24 h cada caja se 

expuso a diferentes condiciones durante 3 h Unas células estuvieron con DMEM sin 

suero y después se lavaron dos veces con DMSA sin incubarse, otras células se 

trataron con DMEM sin suero y se lavaron solo con PBS, otras células estuvieron 

expuestas a HgCl2  5.0 jiM en DMEM sin suero y se lavaron con PBS y otras también 

se trataron con estas últimas condiciones pero se lavaron con DMSA dos veces 

dejandolas incubar 5 min cada vez Posteriormente todas las células se dejaron en 

DMEM completo durante 72 h. Después de este tiempo se levantaron del sustrato con 

tripsina-verseno al 0.025% y se contó el número de células en cada caja utilizando el 

equipo contador de células Coulter Counter. 
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ANALISIS DE CONDICIONES 

Para establecer las condiciones más adecuadas para la recuperación del daño 

en el ADN, se sembraron en cajas Petri de plástico de 3 cm de diámetro 300 000 

células en cada caja A las 24 h cada una se expuso a diferentes condiciones 

Se manejo una caja control dejando a las células en DMEM sin suero durante 

3 ti, después se lavaron con PBS y se dejaron en medio de cultivo completo durante 

30 min. Otras células estuvieron expuestas a un tratamiento agudo de HgCI, 5.0 jiM 

en DMEM sin suero, se lavaron con PBS y de éstas algunas estuvieron en DMEM 

completo durante 30 min y otras en DMEM completo con Hg por el mismo tiempo. 

Otras células se expusieron al mismo tratamiento con HgC12, unas se lavaron dos 

veces con DMSA sin incubarse y otras con PBS-EGTA (50 hm), después se dejaron 

en DMEM completo durante 30 min. Otras células se expusieron a un tratamiento 

crónico, unas se lavaron con PBS y otras con DMSA sin incubarse y posteriormente 

se dejaron en DMEM completo durante 30 min. Finalmente se realizó el ensayo de EU 

anteriormente descrito. 

PBS-EGTA 

Una vez terminado el tiempo de exposición a HgCl;  correspondiente a cada 

tratamiento, las células se lavaron dos veces con PBS-EGTA (50 jiM) sin incubarlas, 

posteriormente se dejaron en recuperación incubándolas con DMEM completo por 

intervalos de tiempo de 10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 22 h y 24 h. Al término 

de cada tiempo, las células se levantaron del sustrato con un gendarme de goma 

tomando una alícuota correspondiente a 10 000 células / 10 til de muestra, así, cada 

una se mantuvo a 4 °C hasta obtener la última muestra para realizar el ensayo de EU 

bajo las mismas condiciones previamente descritas. 
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GSH 

Para ver si diminuía el tiempo de recuperación del ADN, las células WRL-68 

fueron tratadas con un agente antioxidante (GSH) 

Se sembraron 300 000 células por caja en cajas Petri de 3 cm de diámetro, a 

las 24 h se lavaron con PBS y se expusieron a HgCI, 5 jiM en DMEM sin suero Al 

terminar el tiempo de exposición al metal, las células se lavaron dos veces con PBS-

EGTA (50 jiM) sin incubarlas, posteriormente se dejaron incubando a 37 °C con GSH 

5 mM a pH= 7.2 en DMEM completo durante intervalos de tiempo de recuperación de 

1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h y 22 h. Al terminar el tiempo de recuperación correspondiente a 

cada muestra se siguieron las mismas condiciones anteriormente descritas y se 

realizó el mismo ensayo de EU. 

4.10 Tratamiento Estadístico de Datos 

Los experimentos fueron realizados utilizando cultivos celulares 

independientes por lo menos por duplicado y en algunos casos por triplicado 

manejando datos independientes Los datos fueron analizados por un Análisis de 

Varianza (ANOVA), seguidos de una prueba de tukey. El valor de p 0.05 se tomo 

como nivel de significancia. Además, se utilizó la prueba estadística de U-Mann-

Whitney para analizar la proporción de células dañadas a nivel de ADN. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Viabilidad Celular 

Las células WRL-68 fueron expuestas a diferentes concentraciones de HgCl;  

durante 3 h mostrando que la pérdida de capacidad de las células para excluir el azul 

de tripano depende de la concentración del metal (Tabla 1) 

Tabla 1 

Viabilidad de las células WRL-68 tratadas con Hg 

HgC17 IIM % do viabilidad ± D.E. p 

Control 100 - 

0.05 100 - 

0.1 100 - - 

0.5 100 - - 

1.0 100 - 

5.0 100 - - 

10 100 - - 

50 95.55 7.68 0.423 

100 57.29 5.84 *0.004 

500 38.78 3.39 '0.001 

1000 0 

Estadisticarnente diferentes con respecto al control con una p., 0 05 

Como se muestra en la figura 1 el porcentaje de viabilidad celular en presencia 

del Hg empieza a disminuir a partir de 50 jiM y con 1000 phi el 100% de las células 

mueren. 

Los resultados indican que las células presentan 100% de viabilidad al tratarse 

con 0.5 y 5.0 pM de HgCl2  , por lo que estas concentraciones fueron elegidas como 

condiciones de tratamiento. 

Las células WRL-68 expuestas a dichas concentraciones no mostraron ningún 

cambio en cuanto a su morfologia cuando fueron observadas por microscopia óptica 

(figura 2). 
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Viabilidad Celular 

ro 

1 

(11gC111 uM 

Figura 1. Efecto de la concentración de Hg en la viabilidad celular.  

Las células fueron expuestas a HgCl2  durante 3 h. La viabilidad celular se determinó 

con el colorante de exclusión azul de tripano. Los datos graficados son 

representativos de dos repeticiones por triplicado (n=6). 

so 
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(a) 

Figura 2. Microscopía óptica de las células WRL-68 expuestas a un tratamiento 

agudo con HgCl2 . Células control (a) (100X), células tratadas con 0.5 tiM (b) (100X) y 

células tratadas con 5.01.IM (c) (100X). 
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(c) 
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5.2 Prueba de Citotoxicidad 

Se determinó la citotoxicidad producida por el Hg en las células WRL-68, al 

incorporarse el RN dentro de las células viables 

Las células fueron expuestas a HgCI, 0.5, 5.0 y 500 urvl durante 3 h, los 

resultados indican que el porcentaje de células funcionales con respecto al control 

disminuye conforme aumenta la concentración de Hg En el caso de las células 

tratadas con 0.5 jiM de HgCI, aunque la diferencia es apreciable no es significativa 

(Tabla 2).  

Tabla 2 

Citotoxicidad inducida por el Hg en las células WRL-68 

HgCl2  µM % Abs ±13.E. 

Control 100 0.04 - 

0.5 98.42 0.04 0.087 

5.0 74.28 0.03 *0.015 

500 19.05 0.07 *0.002 

Estadisticarnente diferentes con respecto al control con una p• 0 05 

La figura 3 muestra el porcentaje de cambio de absorbancia del RN extraído de 

las células control con respecto a las células tratadas con Hg. 

A pesar de que las células no presentaron alteraciones morfológicas al estar 

expuestas al Hg, al observarse por microscopia óptica (figura 4) las células tratadas 

con 5.0 IN presentaron menor capacidad de acumular el RN en los lisosomas lo que 

indica un daño debido a la presencia del metal. 
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Citotoxicidad 

Figura 3. Citotoxicidad producida por el HgCl2  en la línea celular WRL-68. 

Las células estuvieron en presencia del metal durante 3 h. La funcionalidad celular se 

determinó por el porcentaje del cambio de Abs del RN. Los valores graficados son el 

promedio de 2 repeticiones por triplicado (n=6). 
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Figura 4 Microscopía óptica de la captación de RN de las células WRL-68 

expuestas a un tratamiento agudo con HgCl2. Células control (d) (100x) y 

células tratadas con 5 0µM de HgCl:  (e) (200x). 
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5.3 Adhesión Celular 

Para evaluar la capacidad de adhesión y proliferación de las células WRL-68 

en presencia de Hg durante un periodo de 7 dias, las células fueron tratadas con 

HgCI, 0.5 

Los resultados muestran el número de células adheridas al sustrato en 

presencia de Hg a las 4 h de haberse resembrado al sexto dia y al termino del 

tratamiento crónico. Se observó que la capacidad de crecimiento de las células 

tratadas con el HgCl.„ se incremento con respecto a las células control (Tabla 3) 

Tabla 3 

Capacidad de adhesión de las células WRL-68 expuestas a un tratamiento 

cromo con HgC1, 

Condiciones Tiempo (días) Núm de cél. x 10' ±D.E. 

Control 6 12.85 0.29 - 

Control 

HgCI, 

7 17.94 0.31 - 

6 15.48 1.75 *0.026 

HgCI, 7 19.283 0.79 0.262 

Estadisticarnente diferentes con respecto al control con una p 0 05 

Los valores indican que el número de células tratadas con HgC1, adheridas al 

sustrato después de 7 días es muy similar al control, Estadísticamente no hay una 

diferencia significativa 	0.05). 

Al observarse las células expuestas al Hg durante 7 días por microscopia 

óptica no se aprecian diferencias en su morfología (figura 5). 
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(f) 

Figura 5. Microscopia óptica de las células WRL-68 expuestas a un tratamiento 

crónico con HgCl2 (O  (200x). 

41 



  

5 RESULTADOS 

   

En el caso de las células expuestas a 0.5 y 5.0 tiM de HgCI, durante 3 h, el 

número de células adheridas al sustrato no es significativamente diferente con 

respecto al control (p.>_0.05) (Tabla 4). 

Tabla 4 

Capacidad de adhesión de las células WRL-68 expuestas a un 

tratamiento agudo con HgClr  

Tratamiento Núm de cél. x UY ± D. E. 

Control 363.28 0.70 

0.5 1.1M 377.60 3.62 0.74 

5.0 liM 369.14 2.01 0.96 

Los datos de adhesión celular indican que al sembrar igual número de células 

en todos los tratamientos, se tendrá el mismo número de células en todas las 

condiciones experimentales. Los valores representan el promedio de dos repeticiones 

por duplicado (n=4). 

Tomando en cuenta la viabilidad celular y la capacidad de adhesión al sustrato 

de las células WRL-68 en presencia de Hg, se eligieron 2 tratamientos, uno agudo 

(0.5 y 5.0 uM de HgCI, durante 3h) y uno crónico (0.5 1.11VI de HgCI, durante 7 Bias). 
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5.4 Grado de Lipoperoxidación 

Con el fin de determinar el grado de LP inducido por el Hg como una medida 

de daño celular, las células WRL-68 se mantuvieron a las diferentes condiciones de 

tratamiento antes mencionadas. El grado de LP se determinó por la producción de 

MDA en presencia de ácido tiobarbitúrico. 

Como se muestra en la Tabla 5 las células expuestas a un tratamiento agudo 

de 0.5 pM muestran un incremento significativo en el grado de LP con respecto al 

control (183%), al igual que los valores de LP de las células expuestas a un 

tratamiento agudo de 5.0 pM (248%) y a un tratamiento crónico de O 5 	(332%) 

Los valores obtenidos se expresan en nanomoles de MDA / mg de proteína. 

Tabla 5 

Efecto del Hg en el grado de LP medido por la producción de MDA 

Tratamiento nmoles MDA / mg proteína ± D.E. 

Control 30.52 2.34 - 

Agudo 0.5 liM 86.38 4.01 *0.002 

Agudo 5.0 Ith4 106.29 5.55 *0.001 

Crónico 131.87 4.74 *0.001 

* Estadisticarnente diferentes con respecto al control con una p 0.05 

Los datos indican que el daño lipoperoxidativo va a depender tanto de la 

concentración del metal como del tiempo de exposición y el mayor daño se produce 

en el tratamiento crónico (figura 6). 
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Greda de Lipoperoxidaeton 

Figura 6. Grado de LP de las células WRL-68 en presencia de Hg. 

Las células fueron expuestas a un tratamiento agudo y a un crónico con HgC12. La 

formación de radicales libres como medida de daño se determinó por la producción 

de MDA en presencia del ácido tiobarbitúrico. Los valores son representativos con 

una n=5 y con una diferencia significativa de p5. 0.05 con respecto al control. 
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5.5 Evaluación del Daño en el ADN 

PROPORCION DE CELULAS CON DAÑO Y SIN DAÑO 

Para conocer la proporción de células dañadas, se analizaron tres muestras 

por triplicado para cada tratamiento De cada portaobjeto se midieron al azar 25 

núcleos, de los cuales se hizo una relación de cuántos presentaban daño (migracion) 

y cuántos no (núcleo compacto) (Tabla 6) Los valores son representativos de tres 

repeticiones por triplicado (n=9) 

Tabla 6 

Proporción de células dañadas por Hg midiendo la long de la migración 

del ADN como indicador de daño 

Tratamiento núcleos dañados núcleos sin daño 

Control 3 22 

Agudo (0.5 liM) 6 19 

Agudo (5.0 µM) 8 17 

Crónico 9 16 

Los resultados indican que el número de células con daño es proporcional a la 

concentración de Hg y al tiempo de exposición. Siguiendo el método estadístico de U-

Mann-Whitney, se calculó la proporción de células con daño mostrando una 

diferencia significativa en todos los casos con respecto al control con una p < 0 01 

NUCLEOS 

Se midió la longitud en jim de los núcleos sin daño en el ADN 

correspondientes a las células control y a las células expuestas a un tratamiento 

agudo de 5.0 uM y a un crónico con HgCI, (Tabla 7). En el caso de las células control 

se observaron núcleos compactos. Los núcleos sin daño de las células expuestas a 

Hg bajo las diferentes dosis y tiempos de exposición se observaron con cierto halo 
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alrededor. Sin embargo, al medir la longitud de los núcleos se encontró que los 

valores no son significativamente diferentes con respecto al control (p2. 0.05) 

Tabla 7 

Tamaño de núcleos sin daño 

Tratamiento long. Ion ± D.E. 

Control 14.17 2.34 

Agudo 15.02 2.37 

Crónico 14.231 3.15 

DAÑO A NIVEL DE ADN 

Se determinó el daño a nivel de ADN en la linea celular WRL-68 en presencia 

de Hg siguiendo el ensayo de EU bajo las diferentes condiciones experimentales. El 

daño en el ADN inducido por el Hg se midió por la longitud de la migración del ADN 

expresado en jim (figura 7) 

En las células expuestas a los diferentes tratamientos con HgCI, se encontró 

un aumento significativo de la longitud de la migración del ADN con respecto al 

control (Tabla 8). En las células expuestas a 0.5 jiM durante 3 h el incremento es del 

36%, en las celulas tratadas con 5 0 jiM por 3 h es del 119% y en las células 

expuestas a O 5 jiM durante 7 dias es del 134%. Los valores son representativos de 

tres experimentos, cada uno con tres observaciones. 
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Tabla 8 

Daño inducido por Hg en el ADN de las células WRL-68 medido por la 

longitud de su migración 

Tratamiento % de núcleos con daño long. pm p 

Control 12 31.73 ± 1.55 - 

Agudo (0.51IM) 20 43.42 ± 2.13 *0.01 

Agudo (5.0 pM) 32 69.58 ± 1.71 *0.001 

Crónico 36 74.38 ± 0.73 *0.001 

Estadisitcamente diferentes con respecto al control con una p.. 0 05 

Al observarse en el microscopio, los núcleos de las células control se aprecian 

compactos y en los casos en donde hubo migración del ADN ésta presenta una forma 

de corneta específica (forma de botella). En contraste, la mayoria de los núcleos de 

las células tratadas con Hg no se observan compactos por la migración del ADN cuya 

longitud y forma del cometa es diferente con respecto al control (figura 8). 
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Figura 7. Daño en el ADN de las células WRL-68 en presencia de Hg. 

Las células estuvieron expuestas a HgCl2  0.5 µM y 5.0 pM durante 3 h, y 0.5 

durante 7 días El daño se determinó por la longitud de la migración del ADN celular 

en 	Los valores graficados son el promedio de 3 repeticiones independientes por 

triplicado (n=9) con una diferencia significativa de y 0.05 con respecto al control 
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(9) 
	 • 

Figura 8. Microscopía de epifluorescencia de los núcleos de las celulas WRL-68 

expuestas a un tratamiento agudo y crónico con HgC12. Núcleos de células control (g), 

migración del ADN de: células control (h), células tratadas con 0 5 Al 3h (i), células 

tratadas con 5.0 µM 3h (j), células tratadas con 0.5 'AM durante 7 días (k). 
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(h) 

(1) 
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(k) 
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CORRELACION CONCENTRACION-EFECTO 

La correlación concentración-efecto se muestra en la figura 9. El análisis 

estadístico de los datos indica una relación directa entre la dosis de Hg y el daño en 

el ADN de las células (r= 0.94) 

Relación Concentración-Efecto 

• 

27 

log. HgC12 1nM1 

3.7 

Figura 9 Correlación de la concentracion de HgCl, con el daño en el ADN de 

las celulas WRL-68 medido por la longitud de la migracion en um 
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5.6 Determinación de la Recuperación del Daño en el ADN 

Con el fin de ver la recuperación del daño inducido en el ADN por la presencia 

de Hg en la linea celular WRL-68, se realizó el mismo ensayo de EU bajo las 

diferentes condiciones de tratamiento con HgCl2  y se evaluó el efecto de algunos 

agentes quelantes. 

Debido a que se ha reportado que el DMSA es el agente quelante de elección 

en las terapias de tratamiento para intoxicaciones con Hg, las células se trataron con 

dicho agente. Sin embargo, la longitud de la migración del ADN aumentó 

significativamente con respecto a las células que no fueron tratadas con DMSA como 

se muestra en la Tabla 9 Los valores son representativos de dos repeticiones por 

duplicado (n=4). 

Tabla 9 

Efecto del tratamiento con DMSA en las células expuestas a Hg 

Metimiento % de núcleos dañados long pm 

Control DMSA 72 114.83 ± 7.38 

Agudo (0.5 ItM) 36 82.62 ± 6.54 

Agudo (5.0 jiM) 44 98.96 ± 9.02 

Crónico 56 88.57 ±4.19 

Al observarse las muestras en el analizador de imágenes se encontró que las 

células tratadas con DMSA en todos los casos presentan una longitud de migración 

más larga y de mayor volumen en comparación con las células únicamente expuestas 

al Hg. Los datos indican que el DMSA incrementa por si mismo el daño celular, 
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Para corroborar si el incremento en la longitud de la migración del ADN se 

debia al DMSA, se sembraron inicialmente 300 000 células que se expusieron a 

diferentes condiciones y se contó el número de células viables (Tabla 10). 

Tabla 10 

Efecto del DMSA en la viabilidad celular 

Condiciones Núm. de cél. viables x 10' 

DMEM s/s + PBS 393.52 

DMEM s/s + DMSA 5/Inc. 307.87 

HgC12  + PBS 407.85 

HgC12  + DMSA inc. 212.60 

Los datos indican que el DMSA disminuye significativamente la viabilidad 

celular con respecto al control y a las células tratadas únicamente con Hg. Asi mismo 

las células expuestas a Hg y posteriormente tratadas con DMSA muestran una 

disminución mayor del número de células viables. 

Como el DMSA no revirtió el efecto, sino que por el contrario causó mayor 

daño, se analizaron otras condiciones. Las células WRL-68 se expusieron a HgC12  5 0 

jiM durante 3 h y otras a 0.5 biM por 7 días, se trataron con diferentes condiciones 

con el fin de establecer la mejor para la recuperación del daño en el ADN. 

Siguiendo el mismo ensayo de EU, se evaluó la longitud de la migración del 

ADN en jim para todos los casos (Tabla 11) 
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Tabla 11 

Condiciones de tratamiento para la recuperación del daño en el ADN 

Condiciones long. Itrn ± D.E. 

Control 32.52 3.30 

T. agudo + PBS + DMEM 84.32 5.97 

T. agudo + PBS + DMEM con Hg 81.50 2.70 

T. agudo + DMSA s/inc + DMEM 94.03 7.93 

T. agudo + PBS-EGTA + DMEM 74.06 4.25 

T. crónico + PBS + DMEM 75.44 1.82 

T. crónico + DMSA s/inc.+ DMEM 87.59 5.68 

Los datos muestran que después de haber sido expuestas las células al Hg, el 

tratamiento con PBS-EGTA fue el mas efectivo ya que no se incremento 

significativamente el daño en el ADN, aunque no se observó reversión del efecto 

Por esta razón se eligió tratar a las células con PBS-EGTA después de su 

exposición al Hg estableciendo diferentes tiempos de recuperación. Asi, las células 

WRL-68 se expusieron a las distintas condiciones de tratamiento establecidas en 

presencia de Hg y se evaluó el efecto del EGTA como agente quelante siguiendo el 

mismo ensayo de EU. La posible reversión del daño producido por Hg se midió 

tomando como indicador la disminución de la migración de la longitud del ADN en um 

(Tabla 12). 
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Tabla 12 

Efecto del tratamiento con EGTA en la recuperación del daño en el ADN 

Tratamiento tiempo min lo% pm ± D E. 

Agudo 0.5 phi 0 43.42 2.13 - 

Agudo 0.5 uhl 10 45.09 7.46 *0.03 

Agudo 0.5 1.110 30 46.58 4.70 °0.04 

- Agudo 5.0 41 0 69.58 1.71 

Agudo 5.0 liM 10 70.97 2.75 •0.02 

Agudo 5.0 uM 30 77.29 1.00 *0.004 

Crónico 0 74.38 0.73 - 

Crónico 10 74.67 1.22 *0.003 

Crónico 30 79.08 0.25 *0.001 

* Estadisticamente diferente con respecto al control con una y 0 05 

Los datos indican que a los tiempos probados no se hace evidente la 

recuperación del ADN. Para ver si el tiempo era el factor principal, se decidió 

aumentar el tiempo de recuperación del ADN. Las células se expusieron a HgCI, 5.0 

jim durante 3h, se trataron con PBS-EGTA y se dejaron en recuperación eligiendo 

diferentes tiempos incubándose a 37 °C con DMEM completo. 

La recuperación del ADN se determinó siguiendo el mismo criterio que en el 

caso anterior Se analizaron 25 núcleos por muestra y los valores son representativos 

de 2 repeticiones por triplicado (n=6) (Tabla 13). 
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Tabla 13 

Efecto del tiempo en la recuperación del daño en el ADN 

Tiempo % de núcleo* con daño Ionp. Ion ± D.E. 

0 32 69.58 1.71 - 

10 min 56 73.12 7.42 *0.02 

30 min 48 82.04 5.83 *0.003 

1 h 52 88.59 2.79 *0.009 

2 h 60 77.06 5.21 *0.006 

4 h 68 80.35 1.62 *0.009 

6 h 28 73.98 4.27 *0.005 

8h 4 - - - 

22 h 8 - - - 

24 h - - -  

• Estadísticamente diferente con respecto al control con una p 0 05 

Los datos indican que conforme pasa el tiempo de recuperación aumenta el 

número de núcleos sin daño.  

Como se muestra en la figura 10, en los primeros minutos y hasta la hora de 

tiempo de recuperación el daño en el ADN se incrementa y a partir de las 2 h estos 

valores empiezan a disminuir significativamente hasta no presentar migración desde 

las 8 h observándose núcleos compactos indicando una total recuperación (figura 11). 
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Recuperacion del Daño en el ADN 
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Figura 10. Efecto del tiempo en la recuperación del ADN 

Las células estuvieron expuestas a HgCl2  5 0 pAl durante 3 h y tratadas con EGTA. La 

recuperación del ADN se determinó por la presencia de núcleos compactos (O iim) 

por el ensayo de EU Los datos graficados son representativos de n=4 con una 

diferencia significativa de p 0 05 
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Figura 11. Microscopia de epifluorescencia de los nucleos de las células WRL-68 

expuestas a 5.0 115/1  de HgCl., tratadas con EGTA Migración del ADN a las 6h de 

recuperación (I). nucleo de las celulas a 8h de recuperacion (m) 
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Debido a que se ha reportado que el GSH es un agente importante en la 

desintoxicación de agentes xenobióticos y oxidantes (W. Dekant y col. 1993), las 

células WRL-68 fueron tratadas con GSH para corroborar si con un agente 

antioxidante disminuía el tiempo de recuperación del ADN. 

Las células se expusieron a HgCI, 5.0 IthA durante 3 h, se lavaron con PBS-

EGTA y se incubaron a 37°C con GSH en medio de cultivo completo por 

intervalos de tiempo. Siguiendo el mismo criterio que en el caso anterior, se midió 

la recuperación del ADN por el ensayo de EU (Tabla 14). 

Tabla 14 

Efecto del GSH en la recuperación del daño inducido por Hg en el ADN 

Tiempo % de núcleos con daño long. lim ± D.E. 

0 8 31.57 1.36 - 

1 h 64 87.02 4.32 *0.000 

2 h 56 75.93 7.33 *0.001 

4 h 48 71.52 2.05 *0.001 

6 h 24 62.87 3.45 *0.002 

8h 16 - - - 

22 h - - - - 

• Estadisticamente diferente con respecto al control con una p.. 0 05 

Los datos muestran una dismunición de la longitud de la migración del ADN 

dependiente del tiempo, observándose una recuperación total a partir de las 8 h. 

Aunque no es evidente la recuperación del ADN a tiempos más cortos al tratar a 

las células con GSH, la longitud de la migración es menor que en el caso de las 

células que sólo se dejaron en recuperación con medio de cultivo completo. 

Los resultados son representativos de 2 repeticiones (n=2) con una 

diferencia significativá de p 0.05 
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6. DISCUSION 

Al revisar la literatura se encontró que son muy pocos los reportes de 

evidencias acerca del potencial genotóxico de los metales (Friberg y Nelson 1981, 

IARC 1987). Es por esto que evaluar el efecto de la exposición al Hg a nivel de ADN 

fue de gran interés dada su persistencia en el medio ambiente y los efectos adversos 

que puede representar para la salud humana. 

El hígado es el órgano donde se acumulan algunos metales, entre ellos el Hg. 

En el presente trabajo se estudiaron los efectos producidos por el Hg en células 

hepáticas evaluando algunos parámetros considerados como medida de daño celular, 

así como la alteración a nivel de ADN. 

Para determinar el daño producido por el Hg se utilizó una linea celular 

hepática de origen fetal humano (WRL-68) ya que es un modelo in vitro útil para 

evaluar directamente la toxicidad del metal a nivel celular (Gutiérrez y col. 1994) 

Las concentraciones de Hg elegidas se determinaron tomando en cuenta que 

son cantidades que pueden llegar a presentarse a nivel sérico en individuos 

expuestos, es decir, que tienen relevancia fisiológica y considerando un 100% de 

viabilidad celular, asi como la capacidad de las células de adherirse al sustrato al 

resembrarse como una medida de funcionalidad celular. Las células WRL-68 se 

expusieron a 0.5 y 5.0 jiM de HgCI-2, concentraciones que también han sido utlizadas 

en otros estudios de evaluación de daño por el metal (Buco y col, 1995; Joao BT. y 

col., 1995) 

Las células estuvieron expuestas a un tratamiento agudo y crónico con el fin de 

tener un parámetro de daño comparativo a la misma dosis (0.5 jiM), pero a diferentes 

tiempo (3 h y 7 días) y por otra parte manteniendo constante el tiempo (3 h) y 

variando la dosis (0.5 y 5.0 jiM). 

El tratamiento agudo fue administrando para evaluar el daño que produce el 

tóxico sobre diferentes parámetros celulares. En el caso del tratamiento crónico se 

determinó además del efecto producido por el metal, la capacidad de respuesta de la 

célula ante una agresión. 
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Los diferentes tratamientos siempre se hicieron manteniendo a las células en 

confluencia y asi evitar tenerlas en la fase de duplicación ya que en la fase S el ADN 

no es compacto y se obtienen resultados poco precisos, asi al controlar la posición 

del ciclo celular los resultados obtenidos son consecuencia del tratamiento con Hg. 

Por la técnica de exclusión de azul de tripano, se encontró que el porcentaje de 

células viables va disminuyendo conforme se incrementa la concentración de HgCI,. 

A las concentraciones elegidas (0.5 y 5.0 jiM), las células mostraron 100% de 

viabilidad 

La funcionalidad celular determinada por la prueba de RN resultó con una 

disminución de la capacidad lisosomal a medida que aumentaba la concentración del 

metal Asimismo la exposición prolongada a HgCI, disminuyó considerablemente la 

funcionalidad del lisosoma para absorber el colorante, lo cual muestra que no sólo el 

aumento en la concentración del metal, sino también el periodo de exposición son 

importantes en el daño celular producido. Datos similares se han reportado en 

estudios con una línea celular de ovario de hamster As52 al exponerlas a un 

tratamiento agudo con Hg (Ariza y col., 1996). 

La evaluación de la capacidad de proliferación de las células expuestas a un 

tratamiento crónico con HgCI,, indica que durante los siete días de exposición al 

metal, la proliferación celular se incrementa singnificativamente con respecto al 

control, lo cual indica que el Hg tiene un efecto mitogenico sobre esta linea celular. 

Buceo y col (1995) y Lu (1990), reportan que el Hg es capaz de estimular la 

proliferación. 

La capacidad de adhesión no se ve alterada en ninguno de los tratamientos, 

asegurando que al sembrar un número constante de células se cuenta con la misma 

proporción celular en todos los tratamientos, manteniendo por tanto constante una 

densidad celular a la cual el cultivo no presenta duplicación. 

A pesar de que por microscopia óptica no se observaron alteraciones en la 

morfología de las células a las concentraciones elegidas con respecto al control los 

resultados de los parámetros bioquímicos determinados indican que el Hg induce 

daño celular 
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Estudios recientes han descrito que la producción de radicales libres, 

lipoperoxidación, es una consecuencia temprana y sensible de la exposición a 

metales (Bagchi y col. 1996). En el presente estudio se consideró el grado de 

lipoperoxidación como un parámetro de daño degenerativo a nivel celular causado 

por el Hg. Aun cuando las células presentaron 100% de viabilidad y no se observaron 

alteraciones en su morfología por microscopia óptica, se encontró un incremento 

significativo en el grado de lipoperoxidación en las células WRL-68 al estar expuestas 

a un tratamiento crónico y agudo con HgC12, indicando que el daño celular inducido 

por este metal depende tanto de su concentración como del tiempo de exposición, 

resultado que concuerda con lo reportado por Zaman K. y col. (1994). 

Teniendo referencias bibliográficas como antecedente de que el Hg se 

distribuye principalmente en el núcleo y en las mitocondrias de células hepáticas 

(Gutiérrez y col., 1991), que se une al ADN in vitro (Sissoeff y col., 1976, Yamane y 

col., 1961, Nandi y col., 1965) e in lavo (Cantone y col , 1984, Ariza y col., 1994), en 

este estudio se evaluó el daño producido a nivel del ADN en las células VVRL-68 por 

una exposición aguda y crónica a HgC1,2  utilizando el ensayo de EU el cual 

actualmente es utilizado para medir daño en el ADN de diferentes células, por ser un 

metodo muy sensible para detectar rompimientos en células individuales (Tice, 1994, 

Betancourt y col 1995; Klaude y col, 1996.  Leroy y col, 1996, Yamano T , 1996, Rolas 

E. y col., 1996). 

Dado lo novedoso de esta técnica, se encontraron pocos estudios acerca de 

los efectos de agentes genotóxicos en células de higado por el ensayo de EU 

(Monteith y Vanstone, 1995, Deventer, 1996, Storer y col.. 1996) y practicamente nula 

la información acerca del efecto del Hg, lo cual dificulta la discusión de los datos 

obtenidos en el presente trabajo, pero que son de g..an relevancia dado que son uno 

de los primeros estudios que se realizan utilizando esta técnica. 

Los resultados obtenidos en el tratamiento agudo indican que el daño en el 

ADN es dependiente de la concentración, es decir, se incrementa a medida que se 

aumenta la concentración. En el caso del tratamiento crónico se encontró que a 

medida que aumenta el tiempo de exposición, se incrementa el daño Como se 
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muestra en los resultados hay una relación directa entre la concentración de Hg y el 

tiempo de exposición con el daño a nivel de ADN. Asimismo, la proporción de células 

dañadas aumenta con la concentración y el tiempo de exposición al metal. 

Por microscopia de epifluorescencia, en los núcleos de las células control se 

pueden encontrar en algunos casos una pequeña migración del ADN con una forma 

característica, considerada como un daño basal de la célula Fairbairn y col (1995), 

reportan que esta migración característica se debe a las células en apoptosis En el 

caso de las células tratadas con Hg, el daño a nivel de ADN observado se puede 

apreciar por la forma alargada del corneta debida a la migración del ADN. La longitud 

de la migración se incrementa dependiendo de la concentración y del tiempo de 

exposición. 

El potencial genotóxico del Hg reportado en este estudio concuerda con 

algunos reportes donde se han estudiado el rompimiento de hebras simples del ADN 

y la citotoxicidad inducida por el HgCl;  (Tsuzuki-K y col 1994, Robinson y col 1984; 

Cantoni y col. 1984; Wroblewski, y col., 1995) 

Podemos concluir que tanto en una exposición aguda como en una crónica, el 

Hg es un agente genotóxico al producir daño a nivel del ADN, observándose el mayor 

daño en el ADN en las células expuestas a un tratamiento crónico. Sin embargo, es 

importante que se lleven a cabo otros estudios para determinar el tipo de daño a nivel 

de ADN que es inducido por este metal Al respecto, se ha demostrado que el Hg 

tiene diversos efectos en las células y se ha reportado que dependiendo del sistema 

de prueba es mutagénico (Kazantis, 1981; Leonard y col 1982, Gebhart, 1984: 

Hansen y col., 1984; Ariza y col., 1996). 

Los resultados de todos los ensayos indican que la exposición crónica a Hg 

resulta más dañina a nivel celular que una exposición aguda 

ea 
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Se ha reportado que el daño en el ADN puede inducirse de manera exógena 

por radiaciones o agentes químicos o bien de manera endogena por radicales libres 

(Collins y col, 1996). En este trabajo se correlacionó el grado de lipoperoxidación con 

el daño en el ADN en células hepáticas Los resultados muestran que existe una 

relación directa entre los valores obtenidos del grado de lipoperoxidación y el daño en 

el ADN Resultados semejantes se reportan en un estudio realizado en células de 

ovario de hamster tratadas con HgC12  donde se observa una relación directa entre la 

formación de radicales libres y la inducción de rompimientos en el ADN (Cantoni y 

col, 1984). 

El daño en el ADN y la reparación son aspectos importantes en la evaluación 

genotóxica de contaminantes ambientales Al revisar la literatura se encontró que se 

ha estudiado la recuperacion del daño en el ADN de algunos agentes genotóxicos 

(Vogel y col, 1996), sin embargo, son muy pocos los estudios que se han realizado 

acerca de la reparación del daño producido en el ADN de células dañadas por 

metales, en el caso del Hg no se tienen referencias al respecto. por lo que en este 

estudio fue de gran interés evaluar la recuperación del daño en el ADN inducido por 

este metal en células hepáticas, utilizando el mismo ensayo de EU Fairbairn y col 

(1995), reportan en un estudio de la revisión de esta técnica la utilización de este 

ensayo con el mismo objetivo. 

Los resultados obtenidos indican que la célula no tiene la capacidad de 

compensar el daño producido por el Hg mientras el metal se encuentra presente en 

el medio. En el caso del tratamiento crónico el daño en el ADN presenta un valor 

mayor que en el tratamiento agudo mostrando que la célula no se adapta ante la 

presencia del Hg 

Con el fin de evaluar la reparación del daño a nivel de ADN, se utilizó como 

primera opción tratar a las células con DMSA después de exponerlas al Hg, por ser el 

agente quelante de elección en las terapias de intoxicaciones con este metal 

(Aposhian y col. 1996) y de otros metales pesados (J Xie, y col., 1996). Las células 

tratadas con DMSA muestran un incremento significativo en el daño en el ADN con 

respecto a las células no tratadas con este agente quelante Esto puede explicarse 
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debido a que el DMSA como agente quelante no atrapa solamente el Hg presente 

sino también elementos esenciales para la célula como el Ca" y el Mg' al ser la 

interacción DMSA-metal de tipo electrostático. El valor de daño más alto se obtuvo en 

las células tratadas con DMSA y ausencia de Hg, esto se puede explicar ya que al no 

estar presente el metal, el DMSA atrapa mayor cantidad de metales esenciales con el 

consecuente daño celular. Lo anterior se comprobó al exponer a las células WRL-68 

a distintas condiciones con DMSA y contar el número de celulas viables, los 

resultados indican que el DMSA disminuye significativamente la viabilidad celular 

Las otras condiciones analizadas con el fin de disminuir la cantidad de Hg 

presente en la célula resultaron mejores que en el caso del DMSA. Sin embargo, 

dado que es muy dificil remover el Hg a nivel celular, ya que los agentes utilizados no 

son especificos, los resultados obtenidos presentan valores de recuperación muy 

bajos dado que la remoción del metal no se puede realizar sino únicamente una 

disminución en la concentración que esta avectando a la célula A pesar de estas 

limitaciones se considero el tratamiento con PBS-EGTA como la mejor opción Los 

tiempos de recuperación resultaron mayores a los previstos ya que al no poder 

remover totalmente el metal a nivel celular, este sigue presente continuando el 

proceso de daño. Sin embargo, a tiempos mas prolongados es evidente la capacidad 

de recuperación de las células. 

Los resultados muestran que la recuperación del daño inducido por el Hg en el 

ADN de células hepáticas, se lleva a cabo paulatinamente y se hace evidente por 

completo a partir de las 8 h de permanecer las células incubadas a 37°C con medio 

de cultivo completo. 

Podemos concluir que el daño en el ADN de las células WRL-68 inducido por 

el Hg es reversible ante una exposición aguda y crónica y requiere para hacerse 

evidente la disminución del Hg presente en la célula, lo cual concuerda con lo 

observado por Snyder y col. (1989) y Robinson y col. (1984). 

Asimismo, podemos decir que los procesos de reparación del ADN propios de 

la célula están presentes desde la agresión inicial con el metal ya que las células 

sobreviven y proliferan en presencia del Hg Sin embargo, no se hizo evidente la 

01, 
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reparación del daño ya que al estar presente el Hg se siguió produciendo el daño que 

la célula tiene que seguir reparando, de manera que al remover en lo posible al metal, 

el equilibrio se desplaza hacia la reparación y asi ésta se hace evidente después de 

un tiempo determinado. 

Debido a que se ha reportado que el GSH es un agente hepatoprotector que 

mantiene estable el estado redox celular (James, S y col. 1995) y que el GSH 

exógeno decrece la citotoxicidad del HgCl2  (C. Burton y col., 1995), en este estudio se 

utilizó en la evaluación de la recuperación del daño en el ADN esperando que los 

tiempos de recuperación fueran menores. Sin embargo, aunque en los resultados se 

puede apreciar una tendencia a la disminución en el tiempo de recuperación, los 

valores no presentan diferencias 

Desde la larga historia nos hemos acostumbrado al mundo que nos rodea y a 

pesar de que el hombre está expuesto continuamente a una serie de contaminantes 

ambientales, el organismo tiene una gran capacidad de adaptación y dependiendo del 

tiempo de exposición y de la concentración de los agentes xenotóxicos, cuenta con 

una serie de mecanismos de reparación que permiten mantener la funcionalidad de 

los procesos celulares y evitan la alteración de la genética humana 
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