
TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

/SO 
2e.j 

UN lVEHfüDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

PROTECCION. POR DIVERSOS FARMACOS SOBRE 

LA IÍIEFROTOXICIDAD INDUCIDA POR HGCl2 

TESIS DE LICENCIATURA 
oue PAllA OBTENER EL GRADO DE 

B O L O G O 
P R S N T A ; 

HORACIO REYES VIVAS 

MEXICO, O. F. OICIEMBRE DE 1993 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

• Metabolismo del mercurio 

• Carateristicas del dietilditiocarbamato 

• Caracreristicas de la albúmina sérica 

OBJETIVOS 

MATERIAL Y METODOS 

• Malerial biológico 

• Aislamiento de mitocondrias 

• Determinación de la 

• Transporte de calcio ··::~:~~:~~~:~~~?~·:=~:.~~~'.{};i~t:~~~;.::~~{~j~~::t:~]i'.'.:::t • Potencial transmembranal 

• Determinación de grupos SH Jibr·es ·········c,::-·'.'.·:·''··':'.:::·'··:,'.'c·.--···.'.'c~'-:··'········; 



• Determinación de la ·concentraCióR de cal,~io total -~---~---······.:. ••••••• · •••• ·.: ••••••••• 26 

• Transferencia .-de.~~~~::· por _é·1· "OOC ~~.-;, u~~-·farJ?.:~;gániCa (bUta~ol-t~Jucrio) · •• :. ••• 27 

•· Deterinfoa¿ión·' d~' i~ · unÍ¿~ · ~~-'.~o~~g~:;:~·:·~it:~~~-~~~~;- ~-~~~i~~~~i~:~-:~:;:~-~~~:~~::~~-:~: .... 27 

• Reten~Í~n . d~ :~':c~.;~;·,~-;~~:~·~~7--~-~~~~--~~~~-~~~-~-:~-~~~~~:~:~~~----~~~~-~~-~~;·~~-~~~-;;~-~-7~-:~:.~~-·--.~- 2 8 
R.EsilLTADCJ~ ·.;:.,: •• ,o::::.:.:.:.::.:c::.::::,:::,,, .. ":,.:_., ... c .. :~,~-·.·~:.~,_ .. :~,,'.·---::,.-----:.. 29 

• D_~ler~-j~~~ió~--~~;_-~1~~;~;-~ ~i:riti~.-f=~~~~~-~~~~_:;~,i~?-~~~~~-~~:;i~~~~~~-~~~~~:-:~~~;~--:~--~-~~- 29. 

•-Erecto- in ''h'o.'del ~~·C_ S~bre la-.. :¡~~º.~.i~a~-¡~·.¡·re~~~::pr~d~~id~·:J~r· ~efcurif--·-, 29 ·. 

• fuiúdiÓ- ;,, V11J.,; d~1 ·DDC-~b;~ :~t, ~fe-éi~· ta~-i~~ ~~~curi~,--~~-~-~-~.~-~-~:.·L·.:;.:~~~~-----.;: 40 ; 

• E~tudio ;" ~·~1ro dC~Ia.~~Á_.~ob~~-"~~ :~fe9~~--~~-~ii:~ ~~r~~!_i_~f~~;_i~·;-:~;~;~-~-:_::;:~,~~;. .. _~ . 43, 

DÍSCUS!ON •••••••••••••••• c.c •• c;.: ••• ::.::::.:.~:'.:.:.:'. •• '.: • .:.:;.: •• é,::::.:.:::::~:.2; __ :::.:::'...... . 47 

CONCLUSIONES ····---~·-·c···L .. ~;-~'.:~,::, ... ~ .. :.'·--~~: .... '.;.;:.:.::,: .. : .. ?:~,.:: .. ~ ..... :. so 

PERSPECTIVAS ••••••••••• :: •• ::.:.:: •• ::'..!::::::::: .. :.~;::_:,::::: .. :::::.::,;,:,:.c;L:éc.:c:: .. ,:: s l 

BIBL!OGRAFIA -·······-~---········;;:;;~: ••• ;:~:::.;_:~:, •• ,c,;,,.,.:;:.:,.:_::: .. '..: ... ~:.~:L:.:::·. 52 



BsA~ Albümi~~ ·g¿ric~ de Bovino. 

~ ooc: Dietilditiocarbamato. 

_ DT~:- Acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzóico. 

EDTA: Acido elilendiaminoletracético. 

HEPES: Acido N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-(2- elanosulfónico) 

ó'P: Potencial transmembranal. 

TRJZMA: Tris(hidroximetil)aminomelano. 



RESUMEN_ 

Uno dC los órganos más afectados en la intoxicación por Hgl• es el rii'lón. A nivel celular, . : ' 

el orgMelo que se encuentra más alterado es Ja mitocondr~.· l_a,_ c;uaJ-_pierd~ :·~u_·~ctivida~ _ 
,-· ·--·-- --.-----

foSfori_lante. respiratoria, y la capacidad de transportar calcio.-EI daño·mi"fOc.ÓridriÚI Por .. H81
• e~~ 

fn'timñ~ente ligado a la pérdida de Ja regulación del Ca2
.._ a -~~~~j ~h-~~~~:~~r~ -~::~~:-~~~~~-tO C_~ 

la permeabilidad membrana) en dicho organelo. 

En este trabajo, se analizó el efecto del die1ildi1iocarba_mató·(~Qcj'~~~~-:~d'ú'~i~~~t:d~o·, . 

por mercurio, empleando como sistema expcrimen1al mitocondrias·=de cd~~¿~-~i~~1/1~(~[)~~ 
presenta un grupo SH en su molécula, confiriéndole gran. &tiriida~ :~~-~ 1~~2~.-.~~~:~~··¡~·:~~iac·i~~ 

,,_ .. - .. -,,, __ ,, .. -.- .,-:•. 

estequiométrica DDC:Hg es aproximadamente 2:1, por Jo que este cC!rTip~e~-1~ ~e-~~·p{e8Cá J;~r~-. 

quelar al Hg:" y prevenir el drulo milocondrial por dicho metal. 

El efecto del fármaco (10 mg/Kg) se evaluó en ratas, a las cuales se les administró por 

via i.p., inmediatamen1e después de adminislrarse HgCI: a una concentra~ióó de'* mg/kg via i.p. 

Después de 48 h, se encontró que el DDC evitó Ja pérdida de las actividades mitocondriales 

inducida por Hg:· en aproximadamente un 89 %. 

Se observó además que Jos grupos SH de la membrana interna mitocondrial estan 

involucrados en la relención de Ca1', los cuales se afec1an considerablemente en Ja intoxicación 

Experimentos in ''ilro mostraron que el DDC no revierte el drulo mitocondrial producido 

con Hg:·. Se concluye que el DDC previene del daño con Hg:• cuando logra quelar al metal antes 

que interactúe con las membranas de la célula renal. 



El empleo de albúmina séricn de bovino en mitocondrias de ratas tratadas con Hg:·, 

restablece it1 l'ilro el transporte de Ca:· y el potencial transmembranal (ó'l'). Esto sigiere que la 

l!bern.ción de Ac. grasos vía fosfolipasa A:•· juega un papel importante en el aumento de la 

permeabilidad membrana! inducida por Hg:•. El restablecimiento del ó.'l' es dependiente de Pi, 

lo que demuestra la existencia de un cotransporte p¡.ca=·, o bien la-intervención de un poro para 

Ca:· descrito por Cromplon ( 1988). 
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INTRODUCCION 

Una de las caracte~isticas de las células eucariontes, es la presencia de orgnnélos; donde 

se realizan actividades metabólicas espe"cializndas (sin1csis de pro:elnas en reticulo endopl8smico 

~ug~so. o :digeslión intracelular ~n lisosomas por ejemplo). Uno de estos organclos es I~ 

mitocondria. donde se transforma la energla de un gradiente elctroqulmico, en formas utilizables 

para impulsar las reacciones celulares. La mitocondria presenta dos membranas: una externa y 

otra interna que tiene más superficie, que se encuentra plegada formando crestas (fig. 1}. La 

membrana interna desempeíla dos papeles importantes en la función de la transformación 

energética. En primer lugar proporciona el armazón para Iris procesos de transporte de electrones 

que tr8!1sforman In energía de las reacciónes de oxidación en formas más útiles, especialmenle 

en síntesis de ATP. En segundo lugar, crea un compartimento dentro del organelo, donde estan 

confinadas las enzimas especializadas para calalizar olras reacciones celulares imporlanles, como 

el ciclo de Krebs. Este ciclo uliliza algunos compuestos derivados de la oxidación de alimentos, 

los cuales son ricos en hidrógenos, a los cuales se les ex1raen sus electrónes, mismos que son 

transferidos a moléculas nucleotídicas como NAO' y FAD. Posteriormente los eleclrones pasan 

a lo largo de una cadena de proteínas conocida como cadena de transporte de electrónes, ubicada 

en la membrana interna. En el curso del transporte, los electrones van cayendo sucesivamenle a 

niveles de polencial oxido-reductivo menores. La energía liberada por los electrones en su 

descenso por la cadena se aprovecha para bombear protones desde la matriz hacia el exterior. El 

resultado es un gradiente electroquímico de prolones a través de la membrana, y la energla 

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

denominada tt•ATP1.,,mau para sintetizar ATP a partir de ADP y Pi (fig. 2). La hipótesis que 



Fig. 1: Microscopia electrónica de un corte mitocondri~l, donde 

se observa claramente la membranan externa (M. E) ; membrana 

interna (M.I:); y la matriz (M). La M.I. se dobla en mO.ltiples 

invaqinaciones denominadas crestas, aumentando as! su superficie; 

en esta membrana se contienen las enzimas, tanto del transporte 

de electrónes, como el de slntesis de ATP. En la matriz se 

encuentran la mayorlci de las enzimas involucradas en el ciclo de 

Krebs. 
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Fig. 2: Representación esquemática de la s1ntesis de ATP mediante 

la formación de un gradiente electroqu!mico. Los clectrónes con 

alto potencial oxido-reductivo, provenientes de la degradación de 

la glucosa (gluc6lisis) o de la degradación de los Ac. grasos 

(8-oxidación) son transferidos a moléculas de NAO+ y FAD mediante 

el ciclo de Krebs. Los nucle6tidos de piridina transfieren los 

electr6nes a su vez a la cadena respirat6ria, lo que induce el 

bombeo de a+ y la formación del gradiente clectroqu1mico. Este 

gradiente se aprovecha entre otras cosas, en la sintesis de ATP. 
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permite eXplicar la triinsducción de energla entre el gradiente electroqulmico (deriominada fuerza 
'· '•,, .-, _,. -

protón·mOirÍz) y-· IB sÍ~tesis de AT~~-~~ den~f!lina hipótesis quimiosmótica. 
-_ .... ··:. .\.-: 

Eri" .estC~ trabajo:' se:· c'~tudian Compuestos "que afectan direc1amente la· integridad 

·' - Liú:-~l~l~~-~eP~ñ4e 4_e-=t:i mJ_~~-COnd~ia Para_~btene~ e~ A~P neces~_~ici ¡jarii·.JleV:D-Í'·a c8bo el -

trabájo cor1Stante'-de_ .. bi~Sin·t~si;, .bo-~bCO: de i~nes .Y solutoS, ·y ei moYirili~~í~" celutfl(Q~-C ja 
_'_-. -. . ... ·. . ..... --·-~·-· '::, .· -:_-;~~~::-:,<<:~¡·· ... ·;'·,~ 

· mantienen ··viva: Por tanto el mantenimiento de las. actividades mitocondiri~le~~ es de. vital 

import'MCia pafa los·orSiinlS~os superi.ores. 

MEMBRANAS BIOLOGICAS 

Como se ha mencionado, en las membranas biológicas se llevan a cabo pro~esos 

esenciales para la célula. 

Las membranas biológicas son conjuntos laminares, constituidos principalmente por una 

matriz lipldica, donde se asocian proteinas transmembranales y periféricas. Las membranas 

plasmáticas confieren a las células su individualidad al separarlas de su entorno; sin embargo no 

son simples paredes, sino que constituyen barreras de permeabilidad muy selectivas que contienen 

sistemas de transporte específicos. Las células eucarionlcs con1ienen también membranas 

intracelulares que delimitan a sus organelos, tales como las mitocondnas Como veremos más 

adelante, los sistemas de transporte regulan la composición iónica y molecular del medio 

Debido a la imponancia que presentan las membranas en los sistemas biológicos, la 

biosintesis de fosfolipidos de membrana, principales moléculas que componen a esta, es 

trascendental 
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El fosfatidatÓ (diaci1glicerol·:3.fosfalo) es un intermediario en la síntesis de fosfollpidos 

y q~e,. 'i1edi~t~ pí~C~~~~-: Í~l~s~_,_~oTI10-o-dé~í:arbOxilaciÓnes y acetilaciones de la serina, el 

aminoáCido que se une al fosfatidato, se forman los principales compuestos que constituyen a la 

membran~ -mi;~~o~d~i~1-: ·f~~f~;idif~rin~-: i~sfatidiletñnolamina y fosfatidilcolina (fig. 3). 

ó1.ío ro-srOüpid~ -imP-brtantC_ Cn ta- -mitocondria es la cardiolipina, et cual coi:istituye m6.s 

del 1 O % del contenido lipidico de la membrana, y que al parecer contribuye a hacerla más . 

impeff!1eable a los iones (Albens, 1990). 

De esta forma, los fosioUpidos se disponen en una bicáPa.- d0nde-_sus· cadenas 

hidrocarbonadas se dirgen hacia el interior de la me.~~rana y ~us c~~e~--~~~~~e-~:h~~~º~- ~, -~-~l~rior 
(fig. 4). 

La degradación de los fosfollpidOs se tl~Y~'a ~~bO--:p~¡riCi~~l~~~t¡:-;p~T: fosfolipasas 

. -;-· ·--'·-'" .. 
Algunas de las fosfolipasas son enzimas digestivas-pres'entCs en:el.ju'.~O i~ies-ti-~ai, secreciones 

bacterianas y venenos (Stryer 1990). También· pariicÍ¡)'¡n en·:· ¡~--g-~ºn~~aci6~ de. Hpidos que 

transducen sei\ales. Finalmente, algunas participan en la corrección y recambio de fosfollpidos 

membranales. 

En la mitocondria, por ejemplo, la fosfolipasa -A: reconoce los fosfolipidos de Ja 

membrana interna que se han alterado por peroxidación, degradándolos para después ser 

reacilados. Como se vera más 11delan1e, la actividad de esta enzima depende de las 

concentraciones de calcio (Ca:') en el medio, disminuyendo considerablemente la hidrólisis de 

cualquier fosfollpido en ausencia de es1e catión (Droekemeier y col. 1985). Por tanto, la 

modulación de esta enzima ocupa un papel importante en la modificación de la permeabilidad 

membranal inducida por calcio. 
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'-"--: 

Fig. 3: Fórmulas estructurales de los folfol!pid•.ls que componen 

las membranas mitocondriales. Fórmula del fosfatidato, principal 

precursor de fosfollpidos (A) • Una vez que la "Jerina se une al 

fosfatidato, formando fosfatidil serina (B) , se desarrolla una 

via metabólica para transformar a este fosfolipido en fosfatidil_ 

etanolamina y fosfatidilcolina (C) . La cardiolip1na es otro 

compuesto importante de la membrana mitocondrial (O}. R1 ; R2 ; RJ; 

y R4 = Cadenas hidrocarbonadas de entre 12 y 24 carbonos. 

R iz Resto de fosfolipido. 
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Cabezas polares 

Fig. 4: Representación esquemática de una bicapa lip1dica. 

La caracterlstica anfipática de los fosfol1pidos dispone a las 

cabezas polares hacia el medio acuoso, y las cadenas 

hidrocarbonadas al espacio intramembranal, donde se forma la 

regi6i't hidrof6bica. 



Fig. 5: ~specifiéÚaii del sl~i~c ~e ~~a:ri,'ll~l~ d~ las 

fosfo1ipasas. Ri;··R2; RJ.:~::.~a~~.~~~;.;~i~~.~7~~~~n~.~as ·~~-entre ·12 a 

2 4 carbonos. 
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METABOLISMO DEL CALCIO EN MITOCONDRIA 

Entre los elementos que. a difere01es .livelfs figuran en el con1rol de las ac1ividades 

celulares, el ion calcio. (Ca;·) se ·encuentra invOlucradó en una serie de reacciones enzimáticas, 

permitiendo a Ja célula ·regUlar .. diveéScis píoc:esoS metabólicos y en última instancia, el 
':.-·. 

mantenimiento de Ja h~meosta.~"fS:-:P~r ;1J~;· eLestudio de -la regulación, transporte y movilización 

del ~a:•. ~ como ~~.}~-~ r~~i~~~tq~~~~i:~ran di~~os parametros resulta esencial. 

Dentro d~ la célula~ existen varios organelos que emplean en forma importante el calcio, 

siendo capaces de incorporarlo y retenerlo en cantidades significativamenle importanles. Un 

organelo suceptible de modificar su actividad enzimática por cambios en la concenlración libre 

de calcio en su interior, es Ja mitocondria, empleándolo para modular la actividad de 

deshidrogenasas (Crompton, 1988). Se ha demostrado que el Ca1
" regula la formación de 

moléculas con enlaces de alta energía, al modular algunas de las enzimas involucradas en el 

lr&.nsporte de electrones y en la fosforilación oxídativa (Moreno-Sánchez y col., 1991). 

Diversos estados fisiopatológicos y factores e:attrínsccos pueden alterar los niveles de 

calcio intracelulares, encontrándo una eslrecha relación entre un aumento de la concentración de 

Ca!• ci1osólica, y el dai\o mitocondrial, que lleva a la destrucción estructural de este organelo. 

A pesar de que la concentración de Ca:· interno mítocondrial depende en buena parte del 

calcio citoplismico, la milocondria contiene un sistema de regulación complicado y especifico 

para este ca1ión (fig. 6). Actualmente, se tienen carac1erizados los mecanismos involucrados en 

regular los movimentos del calcio milocondrial. Se conoce así que su entrada a la matriz depende 

del potencial transmembranal (6'P), mismo que es formado por oxidación de sustralos o por 

hidrólisis de ATP (Lehninger y col., 1967). El transporte de Ca:· es mediado por una proteína 

sensible al colorante de glicoproleinas, rojo de rutenio (Moore, 1971). lantánidos (Reed, 1974) 

9 



Fig. 6: Representación esquemática de los movimientos i6nicos a 

través de la membrana mitocondrial, mediante transportadores 

especificas. A: Principales v1as de transporte de ca 2+; la 

retención de este ion depende del AlJI, mismo que es formado por la 

cadena respirat6ria, o por hidrólisis de ATP. El matenimiento de 

la permeabilidad membranal depende en gran medida de los g¡.-upos 

SH libres. B: Estado de alta permeabilidad en el cual iones y 

moléculas como algunas enzimas, atraviezan por la membrana. 
10 



y cadmio. ciarvisalo,Y. c.~I., Í 980~ 'Ci1!~~z.~ __ co~~.l 9~.~)~ 

Exis1e un·número de mec'anismos obserVados in l'ilrv que modulan la rel~nción de! Ca:· 

en miloco~~r!as_):nt~~ ~llc;>_s sé i:nc~1c~1ra: a~umul_aci.~~ y nl~teninlientC? _p_~- C_~:~ _.en_ 1~·ma1riz por 

efecto del ADP en la estimulación de la enzima deshidrogenasa glu1ámic8 (Chávcz y col.; 1987-
----- __ -_,- _--._- - -- ··-- ·-· 

a); retención de Ca:•¡ producidó por la-unión ·a cargas negativas intem~-:de la mcm~rana,_ 

mi1ocondrial (Carafoli. -~98?), donde.lo_s sitios d~ unión paia Ca1
• son p~~~_llb.~i::rtj~ñl~ especiq~os. 

Dicha retención se regu{a a su vez por concentraci0nes -de·potasi~ intramitocon.driaJ (é:hávez y 

col., 1991). 

Por otra parte, Crompton ·y col.(1988), señalan la eicislencia de un poro en la membrana 

interna mitocondrial, por donde atraviezan los cationes como el Ca!•, e incluso moléculas de bajo 

peso molecular como la sacarosa. La apertura del poro depende de la concentración de Ca:·, 

siendo activado con KH1PO~ (Pi). De lo anterior se desprende que la concentración de Pi en el 

medio puede estar jugando un papel importante en la liberación del calcio mitocondrial, como 

se demuestra en los resultados del presente estudio 

La salida de calcio es controlada, en el caso de mitocondrias de células cardicacas, por 

un sislema electroncutro que involucra a una reacción de intercambio 2Naº /Ca:· {Cromplon y col., 

1976). En mitocondrias de higado de mamifero, la salida se lleva a cabo por un antiportador 

Ca2·12H• (Fiskum y col., 1978) 

A lo anterior se agrega ademas, el movimienlo de Ca:· por un estado fisiológico alterado, 

o por foclores extrínsecos, apareciendo un estado de permeabilidad ancspccifica en la membrana 

interna de mitocondrias 

Dentro de los estados fisiológicos alterados, se ha encon1rado que en cardiopatias donde 

las arterias coronarias se obstruyen por trombos, y se emplea un agente 1rombolitico como 

11 



~: ·-: .. -:'" . - :~- _,-:-- .. - -:,;::_- . -- -~'.'' -~ :=- . ._; ,_ - - e-·- ' -. - -

contracciónCs _as.inCÍó~icas. Es~O_p~ovoca que la sMgre no pueda ser bombeada adecuadamente 

a tra'-'.és de1_ ~rS~_is_~~;· (~a~~~],.1 ~2J ?.:. ·:·' 
~-... · .--:-' __ ::·--: __ ···-_:-'-·< . .-·-_-::..,-_.:-~: -~:~--~ - -

La· principal· aJtéracióii -inducida pOr el~evenlo-nnter!ormente descrito, conocido como 

-' : ·. >-j ; . ;;o-.~·,--, .. ;_,;.·º 

mitocondrial. Lo Mt~ri~f-~e~'!'!te.· ~i_~d~~Jro-11~--~e-c~n~~a_C~ura muscular por alteracióncs en el 

acoplamiento ex,it~ciÓñ:-~~ñ·~~'.~~c·¡ó-~~ ~~~.~~~~ -~t~·~ ~~u~~~~~-~~· la P.!!~meahilidad en la membi-ana 

interna mitocondrial. 

Experimentalmente el aumento de Ja peÍ'meabilidad puede inducirse sobrecargando a las 

mitocondrias con Ca2•. junto con. un ágente inducto~ QUI", por su parte es muy variado. Los 

inductores pueden ser compuestos con grupos.su!Otidrilos (SH) (Pfeiffer y col.,1978 y 1979), 

peróxidos (Beatrice y col., 1982; Riley y col.,1985), melabolitos intermediarios (Beatrice y col., 

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

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

Bajo esta condición, la mitocondria va perdiendo una serie de funciones primordiales, y 

se induce una serie de alteraciones ultraestructurales en dicho organelo. 

A continuación se mencionan algunos para.metros mitocondrialcs afectados en el proceso 

de arritmias por reperfusión, y por la mayoría de los promotores del estado de permeabilidad 

inespeclfico: 

• Pérdida de la capacidad para transportar Ca1
'. 

• Incapacidad para retener ca:'. 

• Abatimiento parcial o total del potencial transmembranal. 

12 
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• Incapacidad para formar u~ :~r~die~t~ ~!~c;tr~Ci~~Ini~o. que it~v~--~~~-o ~~onsecUencia la 
,.- - ·-. "--,,.'" --.- __ .,-, .-.,_;,.:·.,-_, 

disÍninució~ p~Í~ia1 o· total ·de. ¡~:fo~fOíitación Ox:id~~i~S:. 

•. Atteraci?Íl :er(~t e~~~~~, d~ :-~~~~¿~¡-~_rl_ ~;~-1~:~ ·C':_n_~i:-~~~~~-4~~.1~ J?i~!~!~~; . 
. . ,: .. ' . - "- - : .. - . - - :; '. _, . .' ; ~--: :·: :_ '. .- ... 

• Pér_did_a de iOnes y·pro~~~~~~!-~~!?~~-~~~~~~º-.Pf~~~~--~-.:c~ _ -,,_~>:.: 
•. Ali~~~t;;: d~{z;~¡~~~-~ '~it'c;fu!'~~-¡~1: 

. .·: : ... · ,.·:'~··.- - ·::·: __ .:,-. .'·.~:.:'' • :; «"·-.:-.. :._:. :·: __ ·;.;,.¡~--_-: ,::. ·'º: ··:.f ·:- ----:--~.'··:.c.--·· 

• P_éfdid_a ·_de-!~ ;·contjnu_i~~~ ',~_e_· t~:~~-e~~r~~ ---~~l~f!l~,:f--m-~~-~i"~~~~P:~.~~.~l__ "!.-,~e- créstas 

mit~condriales. 

-. ·:·:.-:".· -·,·. "-,·:. ' 

La· forma como est~ alte~a~ioneS ·aParecen; pUe_~e vari~· -eón respecto a ia magnitud del 

dni\o, y del tipo de órgano. 

Se ha propuesto que los inductores trabajan bajo un mecanismo común que involucra la 

perturbación de un ciclo desacilación·reaciladón de· los fosíolipidos membranales por la 

modificación en la actividad de las enzimas involucradas en la slntesis y degradación de tales 

fosfolipidos. 

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

fosfolipasa A1, incrementando asl la hidrólisis de los fosfolipidos de membrana, mientras que el 

agente induclor inhibe (directa o indirectamcnle) la reacilación de lisofosfoliptdos (Broekemeier 

y col.,1989). 

Por otra parte no se han reportado efectos direclos de los agentes induclores de la 

permeabilidad sobre la ac1ividad de la fosfolipasa A:. Sin embargo, se han reportado diversos 

compuestos, principalmente de lipo aromático que actúan como inhib1dorcs de la fosfolipasa A:. 

(Broekemeier y col. 1985). 
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METABOLISMO DEL MERCURIO. 
·. ·- ... __ -.-._-~·.'.:-'."-;. __ -_> ':---.':"---.--> .. - ' 
Como se ha_ menci_onado. ·a!gunos inetales-pe"sa_dos'_~c-tUaif como:prom~t0{~s: de la 

permeabilidad inespecífica (Chávez·y col., 1987·b,1988). 

El Hg:~ puede iÓducir, l!led!ante_la re~_cciÓ~ d~ fCnton; la formación de radicaleS.o:'· y 

OH', que reaccionan directamente con rosíolípidcis membranales, y_-proyocan su degradación 

oxidativa (fig. 7) (Quinlan y col., 1988). De esta manera, tanto la nlodificadón-·eñ Jiúlé-tivlda-d 

de la enzima fosfolipasa A1, como la inducción de la reacción de Fenton promueven la 

descomposición de algunos fosfolipidos liberandose ácido_s grasos. Estos a ~u v~z po~r,!~--ª~~~-~~ 

como detergentes membranales, que al desordenar la estructura de la membrana,contribt.iirian a 

formar el estado de alta permeabilidad permitiendo el pnsfl de iones y proteln~ a trav'és. de l~ 

membrana mitocondrial, con sus consecuentes resultados. 

Por otra parte, el grupo de Chávcz(l989) ha indicado recientemente, i¡ue el efec_l.o del ioó 

mercurio en la salida de Ca~·. involucra interacciones del me1al con grupos SH de dos diferentes 

poblaciones de proteínas membranales. Dichas poblaciones se diferencian por pesos moleculares 

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

de calcio, independiente de Ja via de eslimulación de la fosfolipasa A1• Se hn observado también 

que el empleo de ditiotreitol (DTT), un agente capaz de separar al Hg:• de la membrana, no 

permite restablecer los prccesos metabólicos mitocondriales in •t'itro. Sin embargo, la adición de 

un agente quelante de Ca:· bajo estas mismas condiciones experimentales, permitió restablecer 

la aclividad mi1ocondrial (Chávez y col., 1991). Esto significa que si bien se requiere de un 

induclor para iniciar la salida inespecifica de Ca1
', es este mismo ion el que mantiene su propia 

salida, aun cuando posteriormente se elimine la unión del inductor con la membrana. 

14 



Fig. 7: .ReacciO~ tipa" Feriton, ~~pl.e·~~~o.·H~2+~como-ion, 
metAlico para la catAlisis de· la reacciOn. La sum8. de 

ambas reacciones produce -las especi9s o2 • - y 6tt•. 

75 



A pesar de que sólo el 7 .% del HgCI: que es ingerido por via oral se absorbe (Mahnffey, 

1984). esta snl mércurial eS un poderoso tóx.i~o renal el cual actúa principalmente a nivel de las 

células epiteliales y tubularCs, produciendo Ja muerte de muchas de ellas. Tal necrosis tubular da 

~onio--: resultado_ una _serie de- alteraciones fisiológicas, __ denominadas en conjunto como 

insuficienCia rC~al aSU~a--(Guyto-n~ 1991). Entre las consecuencias miis importantes de este 
o.·-' : .--- ·'=· -,~- --~- •_-•- ' - . -- -- - -- -

síndrome se enCuentr~ la r~te.ilcióri de Na· y agua, con 111. consecuente nparici~n de edemas. Al 

cabo dé varios, días también puede presenlarse hipertensión. En los casos más graves suele 

apiuec_er reteOC!ón d~ productos nitrogenados e incluso acidosis. Cuando el deterioro renal es muy 

eKtCRsO-, y-estC'-no Cs tr8tado a tiempo, suele producirse In muerte· del individuo. al cabo- de 8 a 

14 dias. 

A nivel celular se a observado que la mitocondria es el organelo más aíectado por el Hg2
• 

(Southard y col., 1974), alterando un conjunto de funciones acopladas entre si, las cuales han sido 

mencionadas a lo largo de este trabajo. 

Se han descrito algunos focos de contaminación mercurial. En México, el calomel o 

cloruro mercurioso se utilizó ampliamente como diurético o laxante, y en cremas cutaneas como 

antiséptico. Actualmente el mercurio inorgiinico (como el HgCI:) se utiliza para elaborar álcalis 

clorados, plásticos, fungicidas y amalgamas dentales; asl como en Ja extracción de metales, y en 

la electrónica. 
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CARACTERISTICAS DEL DIETILDITIOCARBAMATO. 

El dietilditiocarbamato (DDC) (lig. 8) es el principal me1ab~Íito d~i- dis~lfir~m, fár~aco . <·:-->,, -;-. :>:_::;· 
empleado en el tratamiento contra el alcoholismo. Este metabolit_o.-_c_o~~~~6 ~-- e~tu~i~.;:~ -~e~de . 
que se observó su capacidad para quelar los metal~s' de_'al~~~~~in~i~i~~-n:~í~~:~-i~hibi~---~~s 

actividades (Goodman y col. 1986). Oe~i~ a ·1a-~'~e~~ji:i·~)~-~--~n~~~p-~~~~;-~~}~~:~-~~é~~1::\_; -
~.- -:__,-" --~--"-!.-".;-0~~-"'-;"é~"".-.;~,~~"---~'f:-~?:~:. 2_";'>'- _ _,_._ 

DDC tiene la capacidad de unirse al cobre Y--~!r~S'~~Í~Je~::.~~T~-~-~-~-~~~X~~t~~~t~--~~1-p?é:-SC--_ 

puede emplear como quelante de mercur-ia·y pre~eilií:1_~ ·¡~'l~~iéa~!ó~·-cc;~~~:diCh~~-J!l-~tÍÍI:· 

CARACTERISTICAS DE LA ALBUMINASER1c,~; .L: '.' __ .:._:: ·<··'' ··-:··"·- -_ 
Como se mencionó anteriormente. el mefcuria' .. p.rotjlueve iÓdirectámentC la liberación de 

Ac. grasos por medio de dos principales vias: re~cción de ~enton y sobreactividad de la enzima 

fosfolipasa A:. 

La albümina sérica es una pro1elna que juega un papel importante en el metabolismo 

lipldico (junto con los quilomicrones), pues es un aceptar de acidos grasos liberados normalmente 

por las lipasas grastrointestinales en el proceso de digestión (White y col. 1983 ). De esta forma, 

la albúmina es una protelna con afinidad para los aniones orgánicos como son Ac. grasos, 

bilirubina, hormonas tiroideas, y Ac. tirico, los cuales son transportados n través del plasma 

sanguineo. 

Por tanto, la albúmina sérica de bovino (BSA) podría emplearse como aceptar de Ac. 

grasos liberados por la intoxicación con llg~·. evitando su actividad detergente. 

Tomando en consideración el grave dai\o funcional que produce el Hg2
" en riftón y en 

panicular en las mitocondrias de este organo, han sido utilizados diversos fámacos con el fin de 

revenir el dai\o por mercurio. En este trabajo nponamos evidencias que señalan al 

dietilditiocarbamato como una droga eficaz en la protección de la nefrotoxicidad por Hg2 ... 
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Fig. 8: F6rmu1a estructural de1 .dietilditio'carbamato (OOC), el 

compuest;o se encuentra ionizad.o a· pH 7. 
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• • - ••• ·.- • _, < 

-com·P:Uesto cap~-d-~· ie~C;ti·r, -~,,~.-~./~;i,::~1-·~~~·; ~¡·;~~~n.dfi~J-. p;~~~~cid~- P~~-j{~:·. 
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OBJETIVOS. 

Los objetivos planteados para este trabajo son: 

1.- Detenninar lii formación de un complejo DDC:Hg neutralizado mediante 18 técnica de 

transferencia" de·=?1Hg2•a uná fase orgánica. 

2.~-E~~tU~ ~i -~f~~to d~1-DDc ~~b~e la i~to:icicación mci'cuíilil -~ñ IR activicÍlidTosfOrilañte 

- acoplada 'a la reSpiraciOn mitOcondrial, empleando técnicas d~ respiromCtrla-. 

3.- a) Determinar el potencial transmembranal mitocondrial ·.en la protección con DDC 

sobre la intoxicación mercurial, empleando para ello cspectrofotometria-de doble hai usando el 

colorante safranina. 

b) Asi mismo analizar el efecto i11 ''itro del BSA sobre el potencial de membrana 

mitoconrial del grupo intoxicado con Hg:•. 

4.- a) Evaluar la variación en la concentración interna de Ca2• mitocondrial, en grupos 

tratados con Hg:• y DDC + Hg2
·, usando espectrofotometrla de doble haz y el colorante 

metalocrómico, arsenazo lll. 

b) Del mismo modo, evaluar el efecto in \Jilro del BSA sobre el transporte de Ca2
• en 

mitocondrias del grupo tratado con Hg:·. 

S.- Cuantificar la retención de Ca2• en mitocondrias del grupo intoxicado con Hg2
•, y 

compararla con el grupo tratado con DDC + Hgl· empleando la técnica de marcaje radioactivo 

con °cai·. 

6.- Determinar la impoMancia de grupos SH sobre el aumento de la permeabilidad en 

membrana mitocondrial, en grupos tratados con Hg:• y DDC + Hg2" empleando la técnica 

espectrofotométrica con DTNB. 
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MATERIAL Y METODOS. 

MATERIAL 8/0lOOÍCO 
-_ :-:-.'.: . ~ ,_,. -- -- .' ., . ·-.-.. : -

Ratas Wistar hembras de 300 g fueron intoxiclidas i.p. con HgCI: (2 má!Kg peso); a las 
· .. •: 

q~e·.'~e:.inyectÓ _adeffiás DDC (10. mg!Kg peso), la via .de administración íue_ la misma e 

_i_~~e_d!~~~~~n-::--~-~;~~-~~ de ~plÍ~~r~e -~j ~g~l:, La concentr.lCiórÍ de. Hs~: ~dministrado fue la 

~-itad de I~ d~~is -lel';tl ~-;ediil~· Lri cOncentradón de DDC ad~inist~-¡do ~e ·det-erlninO Con una serie 

de pruebas dosis-respuesta. escogiendo· 1a dosis con mejor- resultádo. ~Aproximadamente 48 h 

de~ués-de_la ad~i!'ist!n;~ión de los compues-lOs,' 1as rat~·fÚ~ron sacrifi~adas por disl~~ación 

cerViCal:-

- AISLAMIENTO DEMITOCONDRIAS 

LaS -~itocondri~·renal.~s se -~is1.aron,de la siguiente manera: 

- J. Los riñones se colocaron en un medio conteniendo sacarosa 250 mM~ EDT A l mM; 

TRlZ~A 10 mM; p~ 7.3~ en el transcurso de toda la técnica, el material permanece a 4 "C. 

2. El exceso de grasa y ta médula renal fueron removidos manualmente. 

3. Los rif\oncs se rebMaron en pequei\os trozos para ser homogeneizados a razón de un 

grnmo en 1 O ml de medio en un homogeneiza.dor de vidrio tipo Pouer·Elvehjem, con pistilo de 

tetlón movido por taladrn y regulado con un reostato a 450 rpm. El nUmero de veces que el 

pistilo entró y salió del homogcneiz.ador fue de 4 a 5 veces; el volumen total homogcnado fue 

de 40 mi. 

4. El homogenado se centrifugó a 700xgfl0 min para separar cClulas intactas y núcleos 

de las mitocondrias. 

5. El sobrcnadante se filtró con gasa, centrifugándose después a 12000xg/JO min; de este 
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Sacrmcar(""'ª"" , 

senme!dn L~!ñ•o~es . ·.· 
_fforrw:"'?'~"!eha_c:i6n~_dal- ~ejido 

DI!' 

••• ""•': ~:i·.··~eht~f~~·~t~n a • ::•::~~~h::n 
Obtención "del:S.N; -:::_.: · 

/Jccentri':~·;'.:~ ::~:~:=~~'.º m!n 
ob·t:~~~-i6_n _de~ .. b0t6ra",. __ ac' ~0.;11usnende 
enol"ledio."2: 

, ',l.º.",·". t. r, ~~~.-qac;icsn ª. 1200Dxn/10 r'lin, 
:· El S.N. so desecha. 

Ob~e~c:idn 'del' botón· rico. en mitoc:ondrian, 
a& reesusoende en 'medio 3, 

o..·--250 _:·mM - -- ' ·'Modio -3,- · Sa~arou 250 mfoll 

1.¡rilt Trizma 10 mM 

7.J 

7.J 

Medio 2,- Sacarosa 

Trizma 
pH 

10 "mM 

7.J 

Fig. 9: Diagrama de flujo de la t~cnica de aislamiento 

mitocondrial. En el transcurso de la t~cnica, los 

medios y el material biolbgico se mantienen a 4°c. 
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modo, las mitocondrias se depositan en el fondo del tubo, formando un botón: 

6. Posteriormente, el bo1ón f~e resuspendido con pincel e incubado por -10 min en 

sacarosa 250 mM; albúnlina (BSA) ~. I % a p~ 7.~, sin EDTA.~ -

7 •.. Al t~-~ino -~é _l~_-i_~~·u~~~~~~. ~~ 1.1.~_v(~ c:~.~º--~·~¡_"~ftjó~·~_cen1íj:~u~~:~-¡ó:n,~·,-~: l~OQ~g/10 ~ 
min, el botón fi~almCnte se r;suspe~diÓ-~~ apr~Xim~damen1é ,os'n:i1_ éle'Sa~~r~Í~ 2so-·~1M pH 7.3: 

La fi&. 9 muestra un diagrama d~ fluio 'J)ar1l el-aislamient~ \~li.1o~~~d~i~f-~-

DETERMINACJONDÉ LA CÓNCENTRAÓON DE PROTEÍNA'. 
'·'-:, , .. -.--: .::-, ·: :. ·.:'.:. ,.>· .>o_-·.-,·-:_::·.-.~·:_ .. _ .. -~>·:\·-::-.,_'.·::-<~ 

L~·conc~-ntrac,ión.'d; ~rOtelria mirocondriaJ se de;~rm·i~ó ~~n~-e-1 mJ~·do d~:B¡ú·~~t.CGlmall 
::, ~-:/_~;.-

y col. 19.49). 
o. : . . ·, : ·. ' ' _' ' .-.... - '.- • - .• ·> ' - . . ·: ' . :-~· . ' ' ~ ' . 

J;tprincip.io del metodo es'.el sif:uiente; 

cu=· + enlace peptidico . -- cú~-eái&c~·p.ep~idic:O ·¡-:"· 
(púrpur•r ; ·;_~e-

. >~<:--:-:::: .. ->· -:':::::-"-: '" .. r-- : ::.-. 
La intensidad del color púrpura es proporcional a la c.onC:Cntración ·de proteina. 

La técnica es la siguiente; 

1.- 40 µI de proteina mitocondrial se incubaron durante IS mi~ en un medio ~onteni~ndo 

NaOH 7%; desoxicolato de !'odio 0.005%; CuSO, 0.07%; volumen final 2.85 mi. 

2.- Al 1C:rmino de la incubación, Ja preparación se centrifugó a 1500 rpm durante S min. 

3.- Al sobrenadante se le delerminó su absorbencia a 540 nm. 

4.· Se realizó una curva palrón de BSA. 

5.- Los resultados del sobrenadante se in1erpolaron con los de la curva patrón, 

reponandose como mg proteína/mi. 
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OXIMETRIA. 

El consumo de oxigeno se determinó polarográficamente con un electrodo tipo Cl~rk y 

un -oxÍmetro YS1--SJOO. Dos- mg de protelna mitocondrial se colocaron en un medio conteniendo: 

-sacarosa 250 inM; HEPES 10 mM; fosfato 1 O mM, succinato 1 O mM; BSA 2.7 mg; rotenona S 

µ!;; EDT~ 476 µM; pH 7.3 , volumen final 2.2 mi con agitación constante, T= 22 ºC. 

TÍIANSl'ORTE DE CALCIO. 

El trasporte de calcio se determinó usando el indicador metalocrómico Arzenazo 111 a una 

concentración de 50 µM (Kendrick, N.C. 1976). El registro se realizó en un espectrofotómetro 

de doble haz. escogiendo las longitudes de onda 685-675 nm. 

El principio de la técnica es el siguiente: 

Arscnazo 111 
(rojo) 

Calcio-Arsenazo 111 
(Azul) 

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

El medio empleado para la determinación fue el siguiente: sacarosa 250 mM; HEPES 10 

mM; Pi 10 mM, succinalo 10 mM, BSA 2.7 mg; rotenona S µg; ADP 200 µM; y CaCll ai\adido 

en la muestra a una concentración de 50 µM. pH 7.3; en un volumen final de 3 mi con ngi1ación 

y oxigenación constante; T= 22ºC. 
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POTENCIAL TRANSÚEMBRANAL 

~l .Pot~~ci~1--i~~;~·~~1b~~~ ~; ~~·aJUó con .esPectrOsco~ia de doble haz. escogiendo las 

Wiktr0~~/976). 

' - ,.,, . '"- -
~afriinÍn~ ~-" e~p2cio éxtrarrÍitoco-~driaJ·~-~a~r~i_n? e'n_ esp~ci~ mitocondrinl, más negativo, 

la ~árr~ina vira a rosa. 

La safranina es un compÚesto- lipofilico -q'ue ·arr~vieza la membrana mirocondrial, 

depositandose en Ja superficie de la cara interna de la membrana interna mitocondrial. Mientras 

mds cargas negativas existan en la matriz mitocondrial, mayor será Ja intensidad del color rosa. 

La intensidad es proporcional a Ja diferencia de ó.'1'. 

Las mitocondrias se ailadicron en un medio conteniendo: sacarosa 250 mM; HEPES JO 

mM; Pi 10 mM, succinato 10 mM; BSA 2.7 mg; rotenona S µg; ADP 200 µM; pH 7.3; el 

volumen final fue 3 mi con agitación y oxigenación constante; T= 22"C. 

DEI'ERMINACION DE GRUPOS SH LIBRES 

Los grupos riol libres de la membrana se determinaron espectrofolométricamente, 

empleando el colorMle DTNB (65 JtM) (Ellman, 1959). El principio de la técnica es el siguiente: 

DTNB + R·SH -- TNB·S·R + TNB 
(Amarillo) 

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

Los pasos de Ja récnica fueron los siguientes: 

l. Dos mg de proleina mitocondrial fueron incubados durante 20 min en un medio 

conteniendo: sacarosa 250 mM; HEPES 10 mM; Pi 10 mM; succinalo JO mM; ADP 200 µM. 
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2. Al-término·de la-incubación, la preparació·n se- centrifugó-a 12000xg/IO min. 
. - . . . . ; .' -· . - ~ 

3. Al sob-rcnadante se le determinó.sU absorbencia· a 412 nm. 

4_.· se_ ~lio .u~a-:c·~ry~-p~c~~~--c~~-:Cls~el~a'-d~ _1~~-~i8liie~te ~º~~~:~e pr~paró~una-sOJU_ción 
fr~sc~ _d~'.-c_i~JJin.~·~~r~.- t~_O~a'(~~~~~!~ :i~r2_o.~:-~¿;::t~8~ ~-~~i~~ _atl-~~irlos·.~-~ un mcd·¡~ C~nte~iendo 
HÉPES ·1·ó ~~;"[)T·~ -65'_:;~~-;~J.{.¡~;;: Eñ ~~da adi~iÓn·d~ ~isí~i~a se· determinó Ja absorbcn~ia 

a·~ 12 :-~~--.~~:;:,~~~~{::'~~ ~-~{~~[~a'.~;J/-: 
- ::-,·5". u;;:-=';CSUiiitdOS-:defS-OiJS:·én-BdMI~ lñftC;c~rldrial-se-cC)rl-é1ñcion-iiron coit--los de ti{ curva 

DETERMINACION DE LA CONCENTRACJON DE CALCIO TOTAL 

Esta determinación se refiere a la concentración de calcio prest!nte en la matriz, acumulada 

durante las 48 h después de intoxicar a los organismos. La determinación se realizó de la 

siguiente manera: 

1. Dos mg de protefna mitocondrial, la cual se congeló previamente 48 h para permitir 

la salida del contenido de la matriz, se atladieron a 3 mi de un medio con HEPES 10 mM; 

arsenazo lll 1 SO µM; pH 7.3. 

2. La preparación fue leida a doble longitud de onda, escogiendo las longitudes 685-675 

bajo agitación constante; T= 22ºC. 

3. Se elaboró una curva patrón de ca:· de la siguiente forma: en un medio conteniendo 

arsenazo JU 150 µM; HEPES 10 mM; pH 7.3, se ai\adió consecu1ivamente 6, 12, 24, 48 y 120 

nmol de ca=·, de1erminandose la absorbencia Vs nmol de Ca:·. 

4. Los resultados de la preparación milocondrial se interpolaron con los de la curva patrón. 
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- . ' -· ., 
,_: - --· -,,--·:: ... ·.- -:_·;_·.-,-,:--.' ··-

TRANSFEllENCIA DE"'HÍ:'-; POR El. DDCÁ UNA FÁSEORGANICA fBUTANOL-TQWENO). _ 
' :> '.- ., .··, 

La transfe~en~!~ de :o~~g:· se feálizó -~e-.1~ si_~u_ie_~te rQ;~~'. 

t ;- Se fi¡z(; ~-na-fase~~~~án-iCa-·c'?nte~ie~d~-, t-but8n0!:-~s~ ..:~i"f~t~~~~-:s~-~ ·(v(v), 
',, ,· ,- . . - " : 

2.~_La -rase· n~ ~rgAO¡·~a sec~~fnPuSO de-p~ io.'.mt~f~_ff~7-.J~? ... _ 
3;~ s~ afl~dio ·1 Jn(de cada-f~e-~~ un -t~-bo 0d~'-·ens~;~~-

. . . ' ,.·- -'.: -n:-··· .··-·; - ": -, .· 

4.· En 1á fase nO orgánica se adicion~ ~,H~~~ (~~¡¡~::. ~~CC:i(:-J/Ooop·_._·~pni~nniot)"'. para 

obtener una concentración de. 30 µM. 

S.~ La preparacióñ se agitó durante f nlin. 
.:;_· .--- ·r:>·::·,·-, ;_· 

6.- Al término de esto. se tomó de Ja fase orgánica una alicuota d~ SO 'µ1;5o!~c~d~se en 

un vial de 20 mi. 

7.- Al vial se le agregó S mi de liquido de centelleo. 

S.- En otro tubo se realizó el mismo procedimiento, aftadiendo además DDC para obtener 

una concentración de 4S µM en la fase inorgánica. 

9.- Las cpm se estimaron en un con1ador de centelleo liquido (BECKMAN LS 7800). 

DETERMINAC/ON DE LA UN/ONDE "'Hg'' EN M/TOCONDRIAS. 

La unión de :o1Hg:· se determinó en mitocondrias de ratas, intoxicadas 48 h previas a su 

sacrificio, con 201 HgCI: (2 mg/Kg peso, actividad especifica SOO cpmlnmol) via i.p. de la 

siguiente forma: 

l. En un sistema de filtración conectado a una bomba de vacío, 0.2 mg de proleina 

mitocondrial se depositaron en fillros MILLIPORE (diamelro del poro 0.45 µm) previamente 

humedecidos con aprox. 1 O mi de H:O tri destilada. 
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l.· Dos mg· de protelna f!1it0condrial se· incuban du:~te 3 min en un medio conteniendo: 

sacarosa 250 mM; Pi 10 mM; succinato 10 mM; iotenona S µg; AOP 200 µM; ~!ca2• (actividad 

especifica: 900 cpm/nmol); HEPES 10 mM; pH 7.3. El volumen final es de 3 mi con agitación 

y º"igenación constante; Te 22°C. 

2.· Al término del tiempo de incubación, 0.2 mg de proteína. mitocondrial se depositan 

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

determinar la unión de :o1Hg2•. 

Otras adiciones se reportan individualmente en cada experimento. 
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RESULTADOS. 

'DETERl>flN,jC/ON DEI; COMPI.EJO lfg:DIJC 

El dietilditiocarbamato (DDC). es un compuesto que posee un· grupo sulfuidriló · (SH), 
- .,, :"-' _. ·'" 

ioniiado a pH fisiológico. Esie compuesto prCsent8 afinidad por ionés Hg1;_(K d 204.1.7_± 4.41) 

--. ·:_ - -'", 

La capacidad del DDC para unir Hg1 .. -de. un ,e~i>ifi-~e~fo~ ieP~~Se~~~~iVO ¡-~--riiue~t~feri· 1~ -~ 
·l, . '. _·,. ' ~.::., , :. __ '., ·- . . 

tabla l. 45 nmol de DDC fueron capace~ de transf~rir:20,6.nn\Ót'de H82\·a una:-·rase org8.ni~~ 
' . ' . _." • - - »": .. : . : -~ 

formada por butanol-tolueno, es decir, un~ relaci6n·DµC:H8-:apar¿~t'e. ~-'.lif.·:Es·¡fn~rtante 
"-::' / '~ -.. •.". ~.:, . ::.· ~-- ;>': 

destacar que en ausencia d~ DDC solamente 0:3_2· !'~'?1 d~ .1.1~1• -~~ _encu~.n~~8:" ~resenies en el 
'.·.·_· - .... '.' .,· 

medio hidrofóbico. Esto se debe a la e~~asa pr~Pi~daci ~d.el Hg:··.de-sotubilizarse en medios no 

polares. 

EFECTO in vfro IJEL IJIJC SOBRE LA INTOXICACION RENAL PRODUCllJA POR 

MERCURIO. 

El análisis de 5 experimentos sobre la actividad respira16ria en mitocondrias de ratas 

tratadas con mercurio, muestra que el metal inhibe la fosforilaci6n ox.idativa 

(fig. 11, trazo A). De esta manera, la velocidad del consumo de oxigeno en el estado 3 y 4 es 

la misma (33.6 nA0/2mg· min) 

Sin embargo, en las mitocondrias renales de ratas inyectadas con Hg:•+ DOC, el 

valor del consumo de oxigeno estimulado por ADP (cdo 3= 344 nA0/2mg• min), es superior al 

valor del consumo de oxigeno en ausencia de ADP (edo 4 ""88 nA0/2mg• min), presentando un 
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Fig. 10: Reacción qu!mica entre el ODC y el Hg2+, donde la uni6n 

es entre el grupo tiol ionizado y el catión Hg2+. 

La estequiometr!a ODC:Hg es aproximadamente de 2:1. 
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Fi9. 11: Efecto del uoc sobre la intoxicaciOn mercurial en 

la actividad respiratoria. Dos mg de protelna 

mitocondrial se agregaron a un medio descrito en 

material y metodos. A.,. grupo tratado con Hg2+; 

B• grupo tratado con Hg 2+ + DDC; C• grupo control. 
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~c.-,:-'c_o··.·;>··--" _.,:-.-.;,': . .''.';:~>~-:··. ~~·-:·;<~.".'. '.;'.;-_:,.,_._,~:;_:_, ___ ';':"'.."_._.'• '.'.',- '' .. -:'.•' ·.: ··:: __ :_-.',,>"'- .'".- ,-·':· . , 
obseivacÍos en ~itoC·O~cÍriaS ~Ont;~i (fi~.~i I~ ~T~azo.C)-. -L~ ~páreñl~ disn\inuéióñ' en la· velocidad 

::

1 .~0::~~0e:~J~~~~if:~13}!:1ti~;;~{ rti~f i ~E~~:t~::c3i~1·~~~:"~:r::~:::-
d~' 1~S -~~~,t~~t~~-~ri~d~~~~·s.;~=ii~~~~~itl~~S~i~~1-~r.1~'-~cfoc1d8d-de1 có~su~O de- º=-.~ __ ini~i~ -d~1,-. 
trazo. 

~1 de_!~~i~ars_e e! p~ten~ial de membrana en las miÍocondrias renales de ratas inyec-tadas 

con mercurio, se' observa que la intoxicación con este metal abate la formación del potencial 

tránsme.mbranal (AlJI) (fig. 12, Trazo A). En cambio, el grupo tratado con Hg=·+oocmantiene 

la capacidad de formar &'l', incluso después de haberse ai\adido SO µM de Ca:• (fig. 12, Trazo 

B). Estos resultados son similares a lo observado en el grupo control (fig. 12, Trazo C). 

Por otra parte, Chdvez y col.(1988,1990) demostraron que el ion Hg:· promueve un 

aumento de permeabilidad, dando como consecuencia. la pérdida de las funciones de transporte 

y retención de calcio. La figura 13 muesua que al igual que en dichos reportes, no se presenta 

transporte de calcio en mitocondrias renales aisladas de ratas tra1adas con mercurio, mostrando 

incluso la salida progresiva del catión de la mitocondria (fig 13, Trazo A). 

Sin embargo, las mitocondrias renales de ralas inyectadas con DDC + Hg:· transportaron 

Ca1
" (fig. 13, Trazo B), de modo muy similar al grupo control (fig. 13, Trazo C). 

La tabla 2 muestra el ami.lisis cuantitativo de la acumulación de ca=· medido por 

radioactividad, retenido in vifro, confirmando que la administración de DDC previene el efecto 

del Hg2
•• Después de 3 min de incubación con 4~Ca:·, las mitocondrias renales de ratas inyectadas 

con mercurio sólo captan 1.55 ± 0.3 nmolCa:·1mg, mientras que el grupo tratado con Hg2"+ DDC 

retiene 54.2 ± 0.4 nmol ca=·1mg. Este valor se aproxima más al observado en el grupo control 

33 



l---·2005~-I 

-e 
-----A 

Fiq. 12: FormaciOn del potencial transmembranal; 

anadieron 2 mg de protelna mitocondrial en un medio 

descrito en material. y metodos. A= grupo tratado 

con Hg2+; B= grupo tratado con DDC + Hg2+; 

C• grupo control; M= adicibn de mitocondrias. 
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Flg. 13: Efecto del DDC sobre la intoxicaciOn por Hg2+ en el 

transporte de ca2+. Las condiciones experimentales 

se describen en material y metodos. 

A= grupo tratado con Hg2+; B= grupo tratado con DOC 

+ Hg2+; e- grupo control; M= adiciOn de mitocon_ 

drias. 
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Tabla 2: RetenciOn mitocondrial de ca2+. Dos mg de protelna 

mitocondrial se incubaron bajo la t~cnica 

experimental descrita en material y metodos. 

Los valores son el promedio de 3 experimentos. 
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(57.6 ± 1.65 nmol ·c;.,.¡,;;g) . 
.. . ,. __ '--··o:--· .. -;,,.----.· - - -·- ' . -

Por otra parte, la determinadón .de calcio total mitocondrial ac~mulado in \•h•o (TABLA 

3), rev~l_ó q~~- la ~~d~-¡!.1~-~'.l~~-~~~~-A~ ~~~-~.~~-~~-p·r~~~-~ª. ~~bí~a~u-~~!~~ión_ -~-e :_e~:-~ ~en 1'~ _matr!~-
mitocondrial, increméntandose·_-12'v_~ces mis.Ja cO.ncentÍ8ción de este_ Cati?~ (263.78 n·mol/mg) 

con respecta al val~r- ~bl~~id_o _ e~ -~Í J;.üpo-. ~~t-i~i-·ci11 ·¡i-nm~li~g)·. :-si~ e~-b·a~g~-.--e~ -~1- Cr~P~ --
- ·;···.. :-.-:·-:';-·'_:: <.:-< - .;>·.· .···,'o',•,.:.-- . ' .... ·; .... :-.:. 

inyectado con Hg:·+ DOC, la c:oncen·lrac:ión de calcio mitocon.drial fue de2l.71 nmolfmg, daÍldo 

un valor muy ~i~;l~_-ai d~I gr~~~--~~:~'.r~~ (~:;·~1-J:~~oÚ~,~~:~~it~Ós:;;~~;ta~d:~~~&ii~~~-:'.~~;~· bii~'. 
las condiciones qu~ p-re-v:;~cen- ~~ .~:~'.~r~~¡~~~~, :~~;¡~~~: :i-·~~2~·;:~~~~i~ :~(~~:;~¡~~¡-~~~~ 
del ca:· hacia el interior de· la_ mit~~~ñdri~· .~~~-~?1~~¿ · as{f~··~~n·c~~;r~';~~~~·:~~··ca2~ ·~~\~1 
organelo. 

Con respec10 al sitio de uOiÓO:.de Hg2~ ~ob~~,;~ :~¡~~~~ó~'f¡~ ::c.hkj-~~;~:~~~~~i~' (.{9~g) 
demostraron que el Hg:· se une princip~~e-~~e :;~:·~r~;:~··~~~;:.~:~~br'~,·~1;;;·~st~'.;~~o~'~·~'v~'.~¡· 

. . . . . . 

aumento de la permeabilidad mitocondriat'at caldo:·oad:a_la i~~~~~~ia, se~dé~idió cuántificar; 

la concentración de grupos SH en nues1ras tres poblaciónes mitocondriales (TABLA 4). Los 

resultados muestran que la intoxicación con Hg2
º disminuye en forma significativa los grupos SH 

libres de las mitocondrias renales (14 ± 2.94 nmol SH/mg), a la mitad del valor control (26.S ± 

0.48 nmol SH/mg), debido a la fuene unión con el mercurio. En contraste cuando el Hg2º se 

administra junto con el DOC. el nUmero de grupos SH libres aumenta a 23.4 ± 1.81 nmol SH/mg, 

dando un valor similar al grupo control (26.S ± 0.48 nmol SH/mg). Esto fue interpretado como 

que el farmaco evita considerablemente la unión del mercurio con los grupos SH. 

Chivez y Holguln (1988) demostraron que se produce un incremento en la permeabilidad 

inespecifica al Ca:· cuando se da la unión de 2 nmol de Hg:• por mg de proteina. Considerando 

lo anterior, procedimos a determinar la concentración de Hg:· unido en mitocondrias renales de 
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263. 78 

Tabla J: Determinaci6n del ca2+ total mitocondi.·ial. 

Los valores pertenecen a un experimento representativo 

donde dos mg de protelna mitocondrial (previamente 

congelada durante 48 h) se af\adieron en un 

medio descrito en material y métodos. 
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CONTROL : , '. : 

ooc+ ¡{~~+ · :;', '.';f: 
~,/::': ::.:·>.'.:·'·'.;'. 

14~~¿,~ ±' ·2·.94 

Tabla 4: Determinación de grupos tiol (SH) membranales; 

los detalles experimentales se describen en 

material y metodos. Los valores son el resultado 

del promedio de 4 experimentos. 
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ratas tratadas con :o1Hg1• y 101Hg1•+ DOC. La administración d.e ~1Hg1_~ 111 _Vl,:o _reyela que la 

población inyectada sólo con mercurio contiene 1.9 nmol Hg:~l~i:·-~~t~·~. ~u-~~-~~--aproX.lni·~··~· lo 
' . .,', -' .,-.--.-, -·-"· ··-, 

reportado anteriormente por Chávez y col.(1990), E~te valor,~i~~i_nUy~- a 1'.:i'°~mol Hg:·/mg 

cUando se administra DDC junto con el Hg:·. · 

ESTUDIO In vltro DEL DDC SOBRE El. EFECTO. TOXICO MERCURIAL. 

Para determinar la posibilidad de que el efecto proÍector· del DDC sobre la intoxicación 

fuera ~ediañle la remoción del mercurio de la membrana mitocondrial, se decidió estudiar el 

efecto in vilro del fcirmaco sobre la liberación del Ca1
• y el abatimiento del ~'I' inducido·por 

Hg2*, La figura 14 muestra que la adición de 10 µM <fe Hg2
·, en mitocondrias con Ca1

• 

acumulado durante la oxidación de succinato, induce la salida masiva de calcio. 

Esto es consistente con los reportes de Chávez y llolguin (1988) y Chllvez y col. 

(1989).La presencia de 15 a 50 µM de DDC en la preparación, no evita la salida masiva del 

catión inducida por mercurio. A mayóres concentraciónes de DDC, el compuesto induce por si 

solo la salida de calcio mitocondrial. Esto último podrla deberse n que el DDC interactua con los 

SH membr:inales, disminuyendo su número de grupos reducidos, aumentando asi la 

permeabilidad. 

El mismo fenómeno ocurre, cuando se determina el efecto del DDC en la formación del 

en presencia de Hg=·. Como en previos reportes (Chávezy Holguin, 1988; Cha.vez y col., 1990), 

el ion Hg=·c10 µM) abate el potencial transmembranal de mitocondrias con ca=· almacenado, 

donde la adición de l 5 µM de DDC no logra mantener el estado energético de la membrana 

mitocondrial (fig. 15). 
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Fig •. 14·:_ Liberaci6Í1 del ca2+ mitocondrial inducida por Hg2T. Dos 

-mg de- prot-eiña- mit-ocondrial fueron incubados en un medio descrito 

en material y métodos. cuando se indica, se ai'iadi6 OOC 15 µM, o 

bien Hg2+ ·10 µM. M = adición de mitocondrias. 
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Fig. 15: Abatimiento del61" inducido por Hg2+. Dos rng de 

protel.na rnitocondrial fueron incubados en un medio descrito 

en material y rnetodos. Cuando se indica, se ariadiO DOC 

15 µ.M, o bien Hg2+ 10 µM. M= adiciOn de m~tocondrias. 
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ESTUDIO lu vltro DE LA BSA SOBRE El. EFECTO TOXICO MERCURIAi. 

c·~mo se -~enci~nÓ, ~1'-Hg:· promUé~e I~ libera"éiÓ~ de' Ac.- grasOs membranales La 

alblimina sér~ca de bovino (BSA) presenta gran afinidad por es1os acidos, propiedad que puede 

e-~ple~rSe pa"ra !!vit-ar su efoc10 detergente. Por estD. raz.ón, se determinó el Cfecto protector del 

áSA (l.3-mg BSAlmg proteina) en mitocondrias renales D.isladas de ratas intoxicadas con Hg:·. 

El ami.lisis del estado energético, mos1ró que el BSA restiluyc pobremente al ó\J'" cuando 

se añade Pi a una concentración de 10 mM en el medio de incubación. El .1.ll-' se abate totalmente 

cuando se agrega al medio 50 µM de ca=· (fig. 16, Trazo A). En cambio el traz..o B señala que 

la formación del ali' se restableció Juego de afiadirse BSA a un medio ausente de Pi, en esta 

condición, el poteilcial transmenbranal permanece en vaJores altos aún después de haberse 

agregado Ca2
• (fíg. 16, Trazo B). El mismo efecto se encontró en el transporte mítocondrial de 

Ca!·. En un medio conteniendo 10 mM de Pi, la adición de BSA sólo evita la saJida progresiva 

del Ca1
• mítocondrial, sin llegar a restablecer el transporte (fig. 17, Tra.z.o A). En contraste, 

cuando nos.e ~nde Pi al medio, el BSA restaura la capacidad de transportar caJcio (fig. 17, 

Trazo B). 

Debido a que la BSA presenta en su emuctura varios grupos SH, fue necesario demostrar 

que i(efeCtO-Pr-OtCC10r se expliCa por iil iñ1éiácciórl-de ia BSA,-CO-ñ los Ac. gfSsOs-hber-:ldos, y 

no por un efecto quelante entre los grupos SH de la BSA y los iones Hg~·, separando asi al melal 

de los SH membranalcs de la mitocondria. L:i figura J 8 muestra la salida de ca=· producula por 

la adición de 10 µM de Hg:- a mitocondrias previamenlc cargadas con ca=· por la oxidación de 

succinato. La adición de 2.6 mg de BSA no evitó la salida masiva de Ca!·_ 
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Fiq. 16: Efecto de la BSA sobre el potencial transmembranal. En 

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

proteina mitocondrial obtenida del grupo tratado con Hg2+. Cuando 

se señala, se anadió 2 .6 mg de BSA. A ='medio con Pi 10 mM; 

8 11' medio sin Pi; M = adición de mitocondrias. 
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1---200-s-1 

B 

Fig. 1.7: Efecto de la BSA sobre el- transporte de ca2+. En un 

medio descrito en material y métodos, se at'.iadieron 2 mg de 

proteina mitocondrial obtenida del grupo tratado con Hg2+. cuando 

se __ sef'i.ala,_ se af\adi6 2.6 mg de BSA. A= medio con Pi 10 mM; 

B = medio sin Pi; M = adición de mitocondrias. 
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1-200"-1 

sin 
Hg2+ 

Fig. 18: Efecto de la BSA sobre la salida de ca2 + inducida 

in vitro por Hg2+. Dos mg de proteina mitocondrial del grupo 

control se af\adieron a un medio descrito en material y métodos; 

cuando se sen.ala, se af\adi6 Hg2+ para obtener una concentraci6n 

final de l.O µM, o bien se agreg6 2 .6 mg de BSA. Volumen final, 

3 ml. M .,. adición de mitocondrias. 
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DISCUSION. 

Estudios realizados snbre el tratamiento de la in10Xicación por mercurio, involucran 

fármacos que contienen en su estructura molecular, grupos SH comprometidos directamente en 

su actividad: terapéutica (Ambudkar y col., 1983; Chávez y ·col., 1990). El presente trabajo 

demuestra que el produclo de la degradación melabólica del disulfiram, DDC, protege del dai\o 

producido por mercurio in i•im, cuando se administra inmediatamente después del Hg:". 

Experimentas in \'ilro demuestran, no obstante, que el DDC no previene el efecto tóxico 

del mercurio sobre la fosforilación º'ddativa, el esrado energélico, o el control en Ja 

permeabilidad al Ca~· mitocondrial. Al respecto, cabe destacar las diferencias en afinidad; 

mientras la afinidad del mercurio por los grupos SH membrannles es de 1.5 X 1 o• (Chávez y 

Holgufn, 1988), la afinidad del DDC por Hg:· es de 2 X 10= (Gunnar y Martell, 1971). Eslo 

significa que, en presencia de ambos sustra1os (DDC y grupos SH membranalcs} el Hg~· 

reaccionará prcferencialment~cm los Q~embranales, siendo muy baja la afinidad del DDC 

como para desplazar al mercurio una vez unido a la membrana 

Los experimentos itl l'i\'O muestrnn que el DDC protege parcialmente del daño producio 

por Hg2
\ encontr8ndose que la concentración de mercurio unido en mi1ocondrias aisladas de ratas 

tratadas sólo con Hg~· (1.9 nmol/mg) disminuye en el grupo 1ra1ado con Hg=·+ DDC (1.2 

nmot/mg), que indican que, para que el DDC ejerza su efecto protec1or, el Hg:· debe unirse al 

fármaco antes que el metal interactUe con la membrana interna mitocondual de la célula renal 

Una observación interesante aparece al comparar la cantidad de Hg=· unido in vfro, con 

el valor de grupos SH membrana.les modificados por envenenamiento con dicho metal. 

Suponiendo que el silio de union del mercurio en la membrana mitocondrial fuera exclusivamente 
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e~ los grupos SH, en. relación .1:2~ el núme~o de. tioles modificados por la intoxicación (12.5 

nmol/mg) es aUn ffiuy:· superiOr_~l nUmero teórico de SH ocupados por Hg:~ (3.8 nmol/mg). Es1a 

a¡)i:ire~te discrepB.ncia puede explicarse, al tomar en cuenia la relación c,,.istente entre el control 

del estado de reducción de los _grupos SH, cnvl:J~ltos en la salida de Cn:~; y la disminución de 

~m~c_~C~úd~~ __ de j>íridinn _redt.icidos, que acompai'la al aumento en la permeabilidad n calcio 

(Bellomo. y·col., 1.982; Chávezy lay, 1987; Chñvez y Holguin, 1988; Chávcz y col., 1990). El 

NAO(P)H se emplea como sustrato en sistemas (p.c. glutatión reductasa) que restauran las formas 

Sulfhidrilo activas de enzimas; la oxidación de esta coenzimn se incrementa enormemente cuando 

~ume~tS. tii penríCabilidad a Ca!~ por un inductor. De esta manera, la disminución en la relación 

NAD(P)HINAD(Pr. modificará a largo plazo, un gran ni•mero de grupos tiol, amplificando el 

valor de SH oxidados en la intoxicación por mercurio. 

Otro punto interesante a notar, es Ja relación en las concentraciones de Ca1
• 

intr~mitocondrial inducidas por Hg:·, entre experimentos ;,, vltro e in vfro. Los primeros 

confirman que el Hg2
• induce la salida mttSiva di: Ca:· al alterar la permeabilidad membrana\. Los 

resultados iu..Jim, sugieren que el movimien10 de cnlcio inducido por mercurio depende de las 

concentraciones parciales de Ca~· presentes en el medio extrnmitocondrial, desplazandose 11 favor 

- _ de_su gradiente qufmico. De acuerdo con lo anterior, el numenlo en la concentración de ca•· 

intramitocondrial in 1•fro, se explicaría al suponer que el Hg:• aumenta también la permeabilid,1d 

del Ca: .. en la membrana celular mediante la peroxidación de fosfolípidos, (ver antecedentes). 

Esto permitiría la entrada de calcio, debido a que la concentración de este último en la célula, 

es 3 o 4 órdenes de magnitud menor (entre 0.1 y 10 µM) que en el medio extracelulnr (3 mM). 

Por otra pane, la concentrncion de Hg1• también puede alterar el Cn1
' celular, al perturbar grupos 

SH, localizados tanto en la membrana citoplásmica (Mannervick y coL, 1981 ), como en la 
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me~~~~~. ·del ~~ticulci: endoplftsmico (Moore y col., 1975) que .1ambién es1an involu_~rados. e~ el 

mantenimiento de la concentración y retención de ca=· in1racelular. 

La Peroxidació.n de fosfolipidos con la subsecucnlr;! liberación de Ac. grasos inducida por 

Hg: .. ;ha sido reportada {Benov y col, 1990) Suponiendo que la ac1ividad detergente de los Ac. 

grasos constituye un elemento importante en el incremento de la permeabilidad íncspecífica de 

la membrana, el restablecimícnto in l'ilro del 1.\lJI y del mmsporte de Ca~· por BSA se explica, 

en buena pane a la retención de los Ac. grasos con BSt\, evilando asi su actividad detergente. 

Asi mismo, la regeneración de las actividades mitocondriaJes en ausencia y presencia de Pi en 

el medio, puede estar implicando la participación de un poro en la membrana inlema 

mitocondrial, dependiente de ca=· y activado por Pi (Crompton y col., J 988). De este modo, 

cuando en el medio se encuentran las condiciones para abrir el poro, esto es, una concentración 

de Ca:· por arriba de 2S nmol/mg, y una concentración de Pi de alrededor de S mM; aparece -una 

extensa salida de ca=· que abate el NI' y el transporte de calcio. Al disminuir la concen1ración 

de Pi en el medio, se induce el cierre del poro, y se evita la salida de ca=· por este sitio, lo cual 

ayuda a restablecer la retención de este catión Por tanto, la restitución con BSA del ólf' y 

_tr~nsporte de calcio se ve favorecida en un medio donde no se añade fosfato 

Por 01ra parte, Gunter y col. ( 1990), ha indicado que la salida de ca=· mitocondrial 

también puede ser mediada por el co1ransporte con determinados iones, entre los cuales. el H2PO,· 

o HPO/' es uno de ellos. De esta manera, una concentración elevada de P1 provocada un 

importante co1ranspor1e de Ca:· ... P1 a 1ra .. ·és de la membrana, aumenlando cons1derablemen1e 

su permeabilidad. Por lanto, puede esperarse el efec10 contrario cuando la concentración de Pi 

en el medio sea pequeña, amplificando así el efecto protector del BSA. 
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CONCLUSIONES 

l.~ La intoxicación con HgCI~ induce en las mi1oconcJrias de células renales, un aumento 
_-:~- _, - - • -" -- -- _-o - - -_ --- - - - - - - - - - - • -

de la permeabilidad al calció; dando como resultado la pérdida de la actividad fosforilante, y del 

~s~ado e~.erg~t~-~º·. 

_2:~ La_ dismii:iui::ión d~I nümero de grupos SH libres membranales está lntimamente ligado 

al aumento en la permeabilidad al ca=·. 

J .• · Debido a la diferCncia de afinidades entre el DDC y los grupos SH membranales por 

el Hg:-, se especula que el DDC protege cuando logra quelar al metal antes que este último 

intera:::cióne con la célula renal. 

4.- La albúmina restablece in i..·Jtro el transporte· de. Ca~· -y el· estado energético 

mitocondrial, pero requiere de concentraciones.bajas de Pi.·Es10 úl!imo sugiere la existencia de 

un poro inactivado por bajos niveles de Pi, o bien la dismin"ución de ucl _cotransporte' Ca1
• + Pi. 

De esta forma aumenta. la impermeabilidad de la membrana. 
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l'éñSPECTIVAS 

A partir de los resultados obtenidos con el DDC, en la protección contra la intoxicación 

mercurial, se llhre una propuesta con resp!.!cto .:i su posible aplic3ción clínica. 

Siendo un agente pre\·cntiv~, P~?ponemo~ ~~p_l~ar al ~OC en las poblaciones con elevado 

Indice de exposición al mercurio, como son. los trabajadores de industrias mctalürgicas, minCras 

y de pinturas. A fin de disminuir el grado de absorción y acumulación en su organísmo, e".itando 

así el daño renal. 

Debido a que el DDC requiere de una menor dosiS de tratamiento, comparado con otros 

agentes quelantcs ·como la penicilamina (Apo5hian, 1958)· las.reacciones.secundarias puedetl 

evitarse. 

._ : ' . -· .: - ~ - ' .. '. - ,-·' ' ~ 

se 'requiere,.no obstante, de un intenso_ esludio acerca ~é la farmacocinélic~ y,est~bilidad dct 

complejo Hg(DDC),. 
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