,”/72') v{//

e ,'

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 3

L
FACULTAD DE MEDICINA

N

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

Biol . Exp. Verénica Souza Arroyo

Estudio de algunas alteraciones en células fetales hepdticas humanas (WRL-68)
producidas como resultado de exposicién al cadmio. Efecto del metal

sobre la entrada de calcio a la célula

TESIS

para obtener el grado de Maestra en Ciencias Biomédicas en la especialidad

de Biogufmica

Meéxico, D.F. 1994

s
s

TESIS CON
FALLA’ DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



Este trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Fisiologla Celular del Departamento de
Ciencias de la Salud de la Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Izapalapa bajo la  direccidn de la Dra. Ma. Concepcién
Gutiérrez Ruiz y la asesorfa del Dr. Edmundo Chdvez Cossio del Instituto Nacional de

Cardiologfa "Ignacio Chdvez".



El presente proyecto conté para su realizacién con apoyo parcial del Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologla (CONACYT) con mimero de Convenio 1346-M9206. Agradezco a
CONACYT por la beca ororgada con No. de regisiro 80960 durante mi trabajo de tesis. También
quiero dar mis mas sinceros agradecimientos a la Dra. Ma. Concepcion Gutiérrez Ruizy a la

M. en C. Leticia Bucio Ortiz por su paciencia y dedicacién en mf formacién profesional.



LA MEMORIA DE MI MADRE
MIS HERMANOS
MIS AMIGOS Y COMPANEROS



ESTUDIO DE ALGUNAS ALTERACIONES EN CELULAS FETALES HEPATICAS
HUMANAS (WRL-68) PRODUCIDAS COMO RESULTADO DE EXPOSICION AL

CADMIO. EFECTO DEL METAL SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO A LA
CELULA



INDICE

ABREVIATURAS.........ccoooviinniiniiininninn e Creseiaressreeseas o
I-INTRODUCCION
L1 Antecedentes HiSIOTICOS....oc..ovuuviirveniiiiiiiiiesiniiiinitiniiineraiiiianainianee 1
1.2 Fuentes de contaminacién por cadmio........... cererea e etertererenensaisane 1
1.3 Metabolismo del cadmio............ocoveviiiriinniiiiiiniininiiiieiinens 3

1.4 Generalidades en relacion con la toxicidad inducida por cadmio
LA ] INdIVIAUOS. c.ovvinviniiiiiisiiiiniiiiinii s eas 5
L4.2 Nivel Celular.......covenieniininiiieiiinianeiieie e enerereenirneaeacsaannes 7

1.5 Meralorioneina y gluration como protectores de la ciroroxicidad inducida por

L7 o 8

1.6 Mecanismos para explicar la toxicidad producida por cadmio................ 10
L16.1 LipoperoXidacion...............coveivivuiimiiiniiiiinrincenineeeerinsionnes 11

1.6.2 Imteraccién con grupos sulfhidrilo (SH).........occccoviveniininiinnn, 12

1.6.3 Desplazamiento de metales esenciales..............c..covuveenvuvnnveansn, 14

1.7 Modelos utilizados para estudiar el efecto del cadmio........................... 16
TI-OBJETIVOS. ...ttt sttt e e r b ra s 18

III-MATERIALES Y METODOS

TILI Cultive CElUIAT. ......coouuiieiiiieriniiniiiiiiiee s ens e reaesrn e s raans 19
I11.2 Viabilidad de las células WRL-68 expuestas a cadmio........................ 19
113 Tipos de tratamientos de las células WRL-68 con el cadmio................. 20

111.4 Microscopla

111.4.1 Microscopla OPHiCa.............ccoviiviiiiiviiiiiinniiiiiniiaecieniins 20



111.4.2 Microscopfa electronica de transmision...........cococveieviiiiiiinnd 20

111.5 Cinética de proliferacién de las células rratadas cronicamente con

(o017 )1 17 OO s 21
11,6 Determinacion de las actividades enzimaticas..,...o..ovcvvvvinvinniininiennnn, 21
HI.6.1 Lactato deshidrogenasa (LDH)..........cccc.ccvuiiiiiiicisiiiiniaiinens 21
11.6.2 Aspartato amino transferasa (ASAT)........coccaviviiicviiiniianinines 22
111.6.3 Alanina amino transferasa (ALAT).........coocoivvniviiiiiianannnnns 22
111.7 Determinacién del grado de lipoperoxidacion..............c.couvevenveeniininns 23
1.8 Determinacion del contenido de metalotioneing. ..............ovuueevirinienines 24
HL9 Determinacién del contenido de grupos sulfhidrilo (SH)............c...cooi. 25
11,10 Acumulacién de cadmio en las células WRL-68.............cooceviuueennnnnn.. 26

11111 Efecto de la nifedipina, verapamil y cadmio en la entrada de calcio en las
COIUIAS WRL-G8......c.ovivuiiiiiiiiieiiie et e e e v e 26
11112 Efecto de diferentes concentraciones de cadmio en la acumulacion de
o7 o 1 N 27
11.13 Determinacion del tipo de inhibicién que presenta el cadmio sobre la entrada
A€ CAICIO........coovneiiiiiniiiiiiicie e e 28
III. 14 Dererminacion de la constante de inhibicién (Ki) del cadmio sobre la
acumulacion de calCio...............cccouvveeiiiiiiiniiiiiiiiiiiienireieer e, 28
11115 Participacién de los grupos sulfhidrilo (SH) en la inhibicion de la entrada de
€alcio por el cadmio. ...........cccovviiiiiriiiiiiiiiniin i 29
HI.16 Contenido de protefna.................coevueeeeeuiesievineeniiiinieiseenreaesians 29

HI.17 Traramiento estadistico de 105 daI0S.............c.covereriiveiieninininiiasnnnnss 30



IV-RESULTADOS
IV.1 Viabilidad de las células WRL-68 expuestas a cadmio...............v..o.vvves 31
1V.2 Alteraciones morfolégicas de las células WRL-68 expuestas a cadmio
1V.2,1 Microscopla Opric@.........co.coivivveniinanan reereaes feerrreenreaeas 33
IV.2,2 Microscopia electrénica de tranSmision..............cocoveviiiieneninns 33

IV.3 Cinética de proliferacion de las células WRL-68 tratadas "crénicamente” con

IV.4 Determinacion de las actividades enzimdticas en las células WRL-68 expuestas

a cadmio
IV.4.1 Lacraio deshidrogenasa.......... cereeerreansens e e 44
IV.4.2 Aspartato amine transferasa..........c.ccovveeverinseneneisacinnens 44
IV.4.3 Alaning amino 1ransferasQ............coce.eeeeenieeiiivecninnnennnns 46

IV.5 Grado de lipoperoxidacidn en las células WRL-68 intoxicadas con cadmio. .49
IV.6 Efecto del cadmio en la induccién de metalotionefna.......................... 49
IV.7 Efecto del cadmio en el contenido de grupos sulfhidrilo.............c........ 51

IV.8 Contenido de cadmio total, pegado e internalizado en las células WRL-68

IV.9 Efecto de la nifedipina, verapamil y cadmio sobre la entrada de calcio en las
CEIUIA WRL-68........uvviviieiiiiiiiiiiiiaiiniin s et cane s s e raes 57

IV.10 Efecto de diferentes concentraciones de cadmio sobre la entrada de calcio en
18 CElulas WRL-G8.........cc.vvviiiiiiniiiiiiiiieine s i 59

IV.11 Determinacidn del tipo de inhibicién y el valor de la constante de inhibicion

(Ki) del cadmio sobre la entrada de calCio..............c...ccvevevvvniennenn. 61



IV.12 Participacién de los grupos sulfhidrilo (SH) en la inhibicién de la entrada de
€alCio Por €] CAdMIO. ......c..ccouniuieniiiiiiiaiiiieeiieeiiceereeeeiatnenrntinaens 64
V-DISCUSION

V.1 Alteraciones funcionales y morfolégicas producidas por el cadmio en las células

V.2 Efecto del cadmio sobre el transporte de calcio en las células WRL-68....78

VI-BIBLIOGRAFIA..........covviniiiiiiiiiiiniciieiii i s e senas 82



ABREVIATURAS

ASAT Aspartato Amino Transferasa

ALAT Alanina Amino Transferasa

LDH Lactato Deshidrogenasa

SH Grupos Sulfhidrilo

MT Metalotionefna

GSH Glutation

BSO Butionina Sulfoximina

LPO Lipoperoxidacion

FA Fosfatasa Alcalina

NEM N-etilmaleimida

DIT Ditiotreitol

Ki Constante de inhibicion

DMEM Medio Modificado de Eagle de Dulbecco
h Horas

d Dfas

min Minuto

cel Células

rpm Revoluciones por minuto

NADH Nicotinamida Adenin Dinucledtido Reducido
NAD Nicotinamida Adentn Dinucledtido Oxidado
°c Grados centfgrados

nm Nandmetros



mU
ml

AOAE

MDA
PBS
ppm
K8
vol
mg
DTNB
EDTA
cpm
sol

DLy,

kg
RNAm

Miliunidades

Mililitros

Cambio de extincién

Unidades

Malondialdehtdo

Solucién Amortiguadora de Fosfatos
Partes por millén

Microgramos

Volumen

Miligramos

3,5-ditiobis-2-dcido nitrobenzoico
Acido etilendiamino-tetra-acético
Cuenras por minuto

Solucién

Concentracion que causa un 50% en la perdida de la viabilidad

celular
Kilogramo
Acido Ribonucleico mensajero

Litro



I-INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

El cadmio es un elemento que se encuentra en la naruraleza asociado a muchos
minerales. El hombre ha liberado cadmio al ambiente sin saberlo desde que estuvo capacitado
para fundir y refinar metales como zinc, plomoy cobre. Dos investigadores alemanes, Strohmeier
y Hermann, descubrieron el cadmio de manera independiente y casi simultdnea en 1817. Estos
investigadores examinaron algunas muestras de carbonato de zinc procedentes de Salzgitter,
Alemania, un 6xido de color café y un sulfuro amarillo que al calentarlo se obtuvo un metal
nuevo en estado impuro, al que llamaron erroneamente cadmio, ya que deriva de una palabra

griega que significa éxido de zinc (Nriagu 1980).

1.2 FUENTES DE CONTAMINACION POR CADMIO

El cadmio es un metal pesado que se encuentra en la corteza terrestre en una
concentracion en promedio de 0.15-0.2 ppm. Estd ampliamente distribufdo en rocas, carbon,
arena, cal, sedimentos ocednicos y en el suelo (Waldron 1980). Las actividades mineras tanto
para el cadmio como para orros metales, son la fuente mds evidente de contaminacion y ias que
pueden causar las concentraciones mds altas del cadmio en el ambiente, ya que este metal se
encuentra frecuentemente asociado a diversos minerales (Friberg et al 1974). El cadmio estd
presente en las actividades industriales, ya sea formando parte de la materia prima (Nriagu
1980), 0 como subproducto del proceso, como es el caso de la obtencién del zinc (Cammarota

1980). Las industrias que contribuyen al incremento ambiental del cadmio son las de las



baterfas, acumuladores, cables eléctricos, celdas fotoeléctricas, cloruro de polivinilo, colorantes,
equipos nucleares, fusibles, joyerfa, soldadura, tapones de extinguidores, obtencion del zinc, eic.
(Nriagu 1980). La mayor parte del cadmio que se emite a la atmdsfera se deposita en la tierra
y en las aguas de la region cercana a la fuente de emision (Nriagu 1982). A partir de éstas, el
cadmio ingerido por los organismos es transportado & todos los eslabones de la cadena
alimenticia. Esta via es la principal fuente de contaminacién por cadmio para los animales y el
hombre. En las aguas superficiales, el cadmio se presenta como un ion libre y su solubilidad
depende de la dureza, del pH, en este medio se une a la materia particulada (Streer 1978).
Cuando las aguas dulces llegan al mar, el Cd*?, al igual que los iones de otros metales pesados,
tiende a depositarse en los sedimentos y as{ queda limitado en las aguas de las costas y los
estuarios (Waldron 1980). Por lo general, lus concentraciones de este elemento en el agua
potable son menores a Sug/l mientras que en el agua de mar, oscilan entre 0.03 y 0.04 g/l
{Albert 1990). Las principales fuentes de contaminacién del agua potable son las dreas
metalirgicas, los desechos industriales y los desagiies de minas (Waldron 1980), también la
Siltracién de cadmio a los mantos fredricos a partir de los lodos que contengan 6xidos de cadmio
(Friberg er al 1974). Generalmente, las concentraciones de este meral en los suelos oscilan entre
0.01 y 0.5mg/kg (Albert 1990). Las principales variaciones en el contenido de cadmio en el suelo
se deben a la composicion de la roca madre y al suministro de metales que provienen de los
Sertilizantes (Herrero y Martin 1993), los abonos y la contaminacién amosférica. En los suelos
dcidos, el cadmio se intercambia fdcilmente, lo que lo hace disponible para las plantas
(Cavallare y Mcbride 1978). Los lodos de las aguas negras y los ferilizantes que se utilizan en
la agricultura pueden también contaminar el suelo con cadmio (Garate er al 1993). Las

principales fuentes de contaminacién del aire por el cadmio son la industria metalirgica



(Waldron 1980)y los valores son de aproximadamente 0.002 pg/m? (Albert 1990). Este elemento,
al igual que el plomo, se transfiere de un lugar a orro a través de procesos fisicos como el viento
y le erosién y de los procesos biolégicos. Los vegetales, pueden asimilar cantidades
considerables de cadmio a partir de suelos coﬁtaminados (Garate et al 1993). Se sabe que en
esta asimilacién pueden influir una serie de factores tales como el tipo de suelo, el pH y la
concentracién de otros minerales (Street 1978). Aungue los mecanismos de translocacién no se
han estudiado del todo, se sabe que, por lo general, las semillas y los granos tienen
concentraciones mds bajas del metal que las hojas (Street 1978). En los organismos marinos, las
concentraciones de cadmio son mucho mds elevadas que en el agua de mar. La informacién

sobre la contaminacién y los efectos t6xicos en los animales terrestres es escasa (Albert 1990).

I.3 METABOLISMQ DEL CADMIO

Actualmente se ha puesto mds atencién al metabolismo de este metal ya que su
concentracién en el ambiente ha aumentado y, por lo tanto, puede tener efectos adversos sobre
el ser humano. A nivel general se sabe que el metal se absorbe a nivel de la mucosa intestinal,
de la piel y del pulmén (Rahola 1972). La absorcién va a depender de la via de administracién
y de la forma quimica en que se encuentre el cadmio. El metal en el agua puede estar en cuatro
diferentes formas: a) disuelto, b) como complejo soluble, c) como particula inorgdnica u
orgdnica, d) como particula adsorbida {Eichhorn 1973), En varios reportes en los que se estudio
la absorcién de cadmio radiactivo en ratas, ratones y monos, se encontré que la proporcion
SAuctuaba entre 0.5 y 3% del woral (Albert 1990). En los seres humanos, estos porcentajes son
mds elevados, entre el 3y el 8%, aunque los lfmites son muy amplios 0.5 a 12%. Las personas

con baja concentracién de hierro en la sangre tienen una absorcién de cadmio cuatro veces



mayor que los individuos con concenrraciones normales de hierro. Este factor y otros, como son
la deficiencia de proteinas, calcio, eic., pueden favorecer considerablemente la absorcién del
cadmio (Nomiyama et al 1975). El cadmio, entra al organismo también por via respiratoria y
entre el 10y 50% de las particulas de cadmio que son inhaladas, se depositan en la parte
alveolar de los pulmones (Bus et al 1978). Se ha eswudiado muy poco la absorcién del cadmio
a través de la piel.

Después de ser absorbido, el cadmio se transporta por la sangre @ todas las partes del
organismo. La distribucién de los metales en los diversos érganos u organelos subcelulares va
a depender de los mecanismos de transporte a través de la membrana plasmdtica y de la afinidad
por los ligandos presentes en la célula. Por ejemplo, el transporte del ion hierro es mediado por
un acarreador, la transferrina y la gran afinidad del Cu, del Zn, del Cd y del Hg por la
metalotioneina (Yamada y Koizumi 1993) que parece ser importante en el transporte de estos
metales a los 6rganos. En animales de experimentacion, se ha encontrado que se retiene en los
glébulos rojos, en donde se une con protefnas de bajo peso molecular, probablemente las
metalotionelnas (Garty et al 1986). El cadmio se acumula principalmente en el higado y en el
rifién (Ballatori y Boyer 1986, Blazka et al 1988} también, pero en menor concemtracion se
encuentra en otros organos y tejidos como los musculos, el pdncreas, las gidndulas salivales y
el sistema nervioso central, aunque en éste iiltimo se presenta en muy bajas concentraciones
(Waldron 1980).

La principal via de eliminacion del cadmio en el ser humano es la orina; en promedio, las
concentraciones en ella son inferiores a 5 pg/dia. En animales de experimentacion, después de
la administracion continua de una dosis conocida de Cd*?, la eliminacién urinaria de este

elemento fue menor al 2% de la cantidad diaria absorbida (Rehm y Waalkes 1990). Tanto la



bilis, como las secreciones de las gldndulas paréridas y del pdncreas, contribuyen a la
eliminacién fecal del cadmio y solo pequefias cantidades de él se llegan a eliminar por el sudor,

la exfoliacién epitelial y el pelo (Elinder 1979).

1.4 GENERALIDADES EN RELACION CON LA TOXICIDAD INDUCIDA POR
CADMIO
L4.1 INDIVIDUOS
La intoxicacién por cadmio en el hombre puede resultar de la inhalacién o
de la ingestion. La ingestion de alimentos o bebidas contaminadas con cadmio pueden causar
transtornos agudos en el tracto gastrointestinal. Los sintomas incluyen ndusea, salivacion,
vémito, dolor abdominal y cefalea. En casos mds severos se pueden presentar diarrea y llegar
hasta la conmocién (Waldron 1980). La dosis letal oral para el hombre se ha determinado en
rangos de miligramos (90mglkg). Los sintomas que produce la inhalacién de cadmio son:
cefalea, irritacion del tracto respiratorio, resequedad nasal y traqueal, tos, disnea, escalofrlos,
debilidad general, fiebre y en casos mds severos insuficiencia respiratoria con conmocién y
Jinalmente la muerte (Waldron 1980). El cadmio produce neumonitis quimica y en algunas
ocasiones, edema pulmonar (Chowdhury et al 1993). Este tipo de intoxicacién se debe
principalmente, a la inhalacion de humos generados durante la soldadura de materiales que
contienen cadmio o por la refinacién o fundicién de otros materiales. Algunos investigadores
sugieren que la concentracién letal de polvos de dxido de cadmio para seres humanos es de 5
mg/n?’, inhalados durante un perfodo de ocho horas (Waldron 1980). La exposicion crénica de
cadmio en el hombre y animales experimentales (Friberg et al 1974, Irurri y Pefia 1986) causa

dafio en el rifidn con proteinuria, caracterizada por alfa, beta y gamma-globulinuria,



albiminuria, transferrina e inmunoglobulinas, aminoaciduria, hipercalciuria y glucosuria. Los
pesos moleculares de las protefnas varian desde 10,000 a 200,000 daltones. Entre otras estdn
presentes muramidasa y ribonucleasa (Lauwerys et al 1974). También se ha determinado que el
cadmio cambia la hidroxilacion de la 25-hidroxivitamina D a 1,25-hidroxivitamina D en el rifién,
reduciendo la absorcién de caicio en el tracto gastrointestingl (Feldman y Cousins 1973),
causando una alteracidn general en el merabolismo celuiar. El cadmio induce hipertension "in
vivo", as{ como vaseconstriccién "in vitro" y arterioesclerosis "in vitro" (Kagi et al 1992),
sugeriendo que puede inducir dafio endotelial. Nolan y Shaikh (1986), sugieren que el primer
efecto en una edministracién aguda de cadmio, es la pérdida de la integridad del endotelio
vascular y la permeabilidad de éste. En ratas o congjos tratades crénicamente con cadmio se
induce hipertension, la cual fue prevenida por Zn o agentes quelantes (Kostrzewska y Laudanski
1991). Se ha observado desmineralizacion osea (osteomalasia) y dafio renal (nefropatia) como
resultado de una exposicion crénica al cadmio (Vallee y Ulmer 1972). También se ha reportado
que la administracién crénica de cadmio en animales induce atrofia gonadal, mientras que una
aguda, ocasiona su destruccidn, esto, apareniemente debido a un dafio vascular. Antes o
simultdneamente a la odministracién de cadmio, el Zn, Mn, Se, tioles y ciertas hormonas
previenen los cambios antes mencionados, a través de una redistribucién de Cd a otros drganos
y tejidos (Vallee y Ulmer 1972). El cadmio tiene efectos teratogénicos (Mills y Ferm 1989) y
mutagénicos (Ramel y Magnusson 1969). Una manifestacion de toxicidad aguda por cadmio es
la necrosis hepdtica (Dudley et al 1984), reflejada por la liberacién de transaminasas a la sangre
y cuantificadas como un indicador de hepatotoxicidad (Salaspuro 1987). En el higado humano,
la aspartato amino rransferasa (ASAT) tiene dos isoenzimas, una asociada con el citoplasma y

otra con la mitocondria. Se considera que el cadmio induce la liberacién de esta enzima. El



mecanismo por el cual sucede esto no es conocido. La alanina amino transferasa (ALAT), es la
otra enzima y se encuentra casi exclusivamente en el citoplasma de las células hepdticas, la cual
se libera al torrente sanguineo como consecuencia del incremento en la permeabilidad de la
membrana debido al dafio hepdtico (Salaspuro 1987). La ALAT se considera la enzima mds
sensible y espectfica indicadora de daflo hepatocelular agudo (Coodley 1971).
1.4.2 NIVEL CELULAR

A nivel celular se conoce poco acerca de la citotoxicidad inducida por el
cadmio. En células aisladas de higado y rifién, el cadmio causa una liberacién de enzimas
citosélicas como la aspartato amino transferasa, la alanina amino transferasa, la gama-glutamil
transpeptidasa 'y la beta-N-acetilglucosaminidasa (Yoshida et al 1993). Un incremento
extracelular de la lactato deshidrogenasa (LDH) en respuesta a la exposicién al metal, indica
dafio inducido en la membrana plasmdtica (Beattie et al 1990}, Se ha reportado también una
disminucion en la actividad de la superéxido dismutasa (Hussain et al 1987), en el potasio
intracelular (Farris 1985), aumento de lipoperoxidacién (Stacey er al 1980a, Miiller 1983),
dismunucién en el contenido de glutatién (Miiller y Ohnesorge 1982), inhibicién de enzimas como
la glutarién peroxidasa (Muller 1986), la caralasa (Shukla et al 1989) y la citocromo oxidasa
(Miiller y Stacey 1988). También se presenia una acumulacién de Ca*? intracelular dado por un
Slujo de calcio extracelular (Farber 1981), Beattie et al (1990), reportan que el cadmio inhibe
la secrecidn de protefnas en hepatocitos, probablemente porque interfiere con la membrana
plasmdtica y la exocitoesis de la proteina. Se ha demostrado que el cadmio induce la sintesis de
metalotionefna (Eaton et al 1980), la cual puede considerarse como responsable de la

acumulacién del metal en los tejidos (Elinder 1987).



1.5 METALOTIONEINA Y GLUTATION COMO PROTECTORES DE LA

CITOTOXICIDAD INDUCIDA POR CADMIO

Se le ha dado a la metalotionefna (MT) intracelular un papel protector en la
intoxicacidn inducida por el cadmio (Goeﬁné y Klagssen 1984a). Gran parte (75-80%) del
cadmio que se acumula en el higado y los rifiones de los mamiferos se une a esta proteina
soluble, inducible y de bajo peso molecular con alra afinidad para metales (Waalkes er al 1984a,
Nielson er al 1985). Esta proteina, que tiene una extraordinaria afinidad por este cation, fue
aislada por primera vez en 1957 y se encontrd que contenta concentraciones elevadas de zinc,
entre 2-25% y cadmio 5-9%, de ahi se deriva su nombre de metalorionefna (Waldron 1980). Su
peso molecular varfa entre 6000 y 7000 daltones. Aunque hay pocos estudios de la conformacion
de la proteina, se ha establecido que tres grupos sulfhidrilo (SH) estdn involucrados en la unién
con ¢l metal y se le atribuyen al aminodcido cisteina (Waalkes et al 1984b, Waalkes y Klaassen
1984c). Es probable que las metalorionetnas desempefien una funcién bioldgica muy importante
en la regulacién del Cu*?, del Zn*? y en la desintoxicacién de metales pesados (Goering y
Klaassen 1984b, Christie y Costa 1984, Cousins 1985, Webb 1986, Dunn et al 1987). Tanto en
el hombre como en los animales, esta protefna se encuentra distribuida en todo el organismo y
se ha aislado de rifién, de higado, de bazo, de intestino, de corazon, de cerebro, de pulmon y
de piel (Cousins 1985). En el higado de rata, de ratén y de conejo (Webb 1972), la
metalotionefna es conocida como una proteina inducible, la cual es sintetizada en respuesta a
la entrada de cationes 16xicos. En cultivos primarios de hepatocitos (Failla et al 1979) y en
lfneas celulares hepdticas {(Gerson y Shaikh 1982), el cadmio induce la sinresis de MT como
resultado de un incremento en la rranscripcién del gen (Karin et al 1981). Al parecer, es la

causante de la larga vida media bioldgica del cadmio y, mientras persiste este catién, hay una



rotacién continua enrre la degradacion completa y la resintesis de la proreina.

El glurarion (GSH), es un reservorio no proteico del hfgado que estd involucrado en muchos
procesos celulares, tales como: el transporte membranal, las vias mérabd!r'cas, las actividades
enzimdticas, el mantenimiento en la integridad de la membrana celular, la sintesis de
macromoléculas, la proteccién de la célula contra radicales libres y los metabolitos téxicos de
origen endégeno y exdgeno, etc. (Arrick et al 1984, Kang y Enger 1990). El GSH estd presente
en altas concentraciones en el higado, que es el drgano mayormente involucrado en la
biotransformacion de xenobidticos por conjugacidn e inactivacién de los metabolitos (Ponsoda
et al 1991). Los compuestos que como una consecuencia de su biotransformacion disminuyen el
GSH hepdrico, pueden indirectamente causar efectos tdxicos debido a un incremento en el estres
oxidativo. La toxicidad en este caso depende probablemente del balance entre la formacion de
metabolitos reactivos y la disponibilidad de GSH y de su sintesis (Ponsoda et al 1991). Estudios
recientes sugieren que el GSH juega un papel protector importante en las primeras respuestas
citoréxicas al cadmio (Kang y Enger 1988). El GSH puede unirse con cicrtos metales divalentes
tales como el Cd a través de los grupos sulfhidrilo (SH) libres presentes en este tripéptido.
Singhal et al (1987), reportan un aumento en la toxicidad producida por cadmio al pre-tratar
ratones con butionina sulfoximina (BSO), un inhibidor de la sintesis de GSH. La citotoxicidad
producida por cadmio parece explicarse en funcién de la cantidad de ion Cd libre presente en
la célula, el cual no es secuestrado por el GSH o la MT (Suzuki y Cherian 1989). El Zinc (Zn)
es un elemento esencial y protege de la hepatotoxicidad producida por varios agentes y metales
pesados, entre ellos el Cd (Goering y Klaassen 1984b, Fukino et al 1986). El mecanismo de
proteccion del Zn ha sido arribuido a: 1) estabilizacion de las membranas de los lisosomas, las

mitocondrias y los microsomas, resultando en una resistencia a la lipoperoxidacion en las



membranas (Thomas et al 1986); 2} inhibicién de la actividad de la monooxigenasa dependierte
de citécromo P-450, ast reduce Il cantidad de metabolitos téxicos disponibles para unirse
covalentemente a organelos o protefnas (Liu et al 1992b); 3) estabilizacion de los grupos tioles
y activacién de enzimas asociedas a glutarion (Fukino et al 1986, Cho y Fong 1990) y 4)
secuestro de radicales libres e iones meidlicos por la metalotionefna inducida por el Zn (Goering

y Klaassen 1984b, Dunn et al 1987).

1.6 MECANISMOS PARA EXPLICAR LA TOXICIDAD PRODUCIDA POR CADMIO

En general se considera que la unién del metal a un ligando puede ser a través de

numerosos grupos tales como el hidroxilo, el amino, el carboxilo, el sulfhidrilo, etc. La

concentracion de un metal en un tejido depende de la presencia y la biodisponibilidad del grupo

quimico al cual se une el metal. Esta existencia varla con el tipo de tejido, de célula que forma

el tejido 'y atin con el tipo de estructura subcelular. La biodisponibilidad de los ligandos depende

en su organizacion en las macromoléculas (Eichhorn 1973). El mecanismo bioquimico de la

citotoxicidad inducida por cadmio, no se conoce con exacritud, aunque se han descriro algunos

con base a los datos obtenidos experimentalmente entre los cuales estdn la lipoperoxidacion, la
interaccién con los grupos sulfhidrilo (SH) y el desplazamiento de metales esenciales.

L.6.1 LIPOPEROXIDACION

El proceso de lipoperoxidacién (LPO) ha sido relacionado con fendmenos

como la inflamacién, el envejecimiento, el cdncer y la toxicidad de agentes quimicos (Halliwell

y Gurteridge 1985). Durante la lipoperoxidacion los dcidos grasos poliinsaturados son

peroxidados por un mecanismo de radicales libres (Yamamoro 1991). La lipoperoxidacion se ha

considerado como un posible mecanismo de toxicidad inducida por el cadmio (Sunderman 1986,
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Ochi et al 1987), lesionando la membrana celular con un aumento en la permeabilidad.
Afortunadamente, la célula hepdtica tiene mecanismos de defensa los cuales pueden protegeria
de los efectos de la LPO. En el higado, los componentes mds importantes de este mecanismo de
defensa son el glutation y la vitamina E (Kawase er al 1989). "In vivo" se ha demostrado el
aumento en el grado de lipoperoxidacion en el higado, el rifion, el cerebro, el pulmon, el
corozén y el testiculo de rata como consecuencia del tratamiento con cloruro de cadmio (Sato
et al 1983, Manca et al 1991). El mismo efecto ha sido observado en hepatocitos tratados "in
vitro” (Stacey et al 1980a). La peroxidacidon de los dcidos grasos insaturados dentro de las
membranas bioldgicas resulta en una serie de eventos bioquimicos, los cuales ilevan a la
inactivacién de funciones enzimdticas en varios organelos subcelulares. Shukla et al (1987) y
Hussain et al (1987), reportan inhibicién de la actividad de la superdxido dismurasa con cadmio,
tanto "in vivo" como "in vitro” en el higado, el rifion y el cerebro. Ellos sugieren que la
principal causa en el incremento de la lipoperoxidacién y las lesiones téxicas en estos tejidos se
puede atribuir a la inactivacion de ésta enzima que rrae como concecuencia una acumulacion del
anién superdxido. Andersen y Andersen (1988} sugieren otra posible causa en el incremento de
la lipoperoxidacidn causado por el cadmio y se refieren a los niveles de gluration (GSH), ya que
lo consideran un facror importante en la regulacién de la lipoperoxidacion (Halliwell y
Guiteridge 1983, Yujinagasaka et al 1989). El cadmio disminuye los niveles de gluration
(Sugawara 'y Sugawara 1984) y la actividad de la glurarion peroxidasa en higado y rifidn (Jamall
y Smith 1985). La actividad de esta enzima depende del contenido del glutation, de tal manera
que el incremento en la LPO puede ser causada por un decremento en la concentracion de GSH
por el cadmio, o por una accién direcra en la glutation perdxidasa (Jamall y Smith 1985). Los

perdxidos orgdnicos llevan a la muerte celular, posiblemente por dos mecanismos: 1)
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peroxidacion de los lpidos de la membrana celular y 2) alterando la homoestasis de Ca*? como
una cansecuencia de la oxidacién de los sioles de las protelnas (Poli et al 1987). Varios estudios
"in vivo" e "in vitre" han demostrado la presencia de lipoperoxidacion en diferentes 6rganos
después de una exposicion a cadmia y se ha postulado si esta LPO es el mecanismo responsable
para la idxicidad causada por el cadmio, o es s6lo un resultado del dafio en el tejide causado
por otras reacciones toxicas (Andersen y Andersen 1988). Algunos experimentos "in vitro"
indican que la lipoperoxidacién no es el primer evento responsable de la citotoxicidad inducida
por cadmio (Stacey et al 1980a, Milller 1986), sino un proceso secundario del daflo producido
en la membrana celular. Sin embargo, el ataque peroxidativo a los fosfolipidos de la membrana
celular por el Cd, puede alterar la integridad de la membrana celular, integridad necesaria para
una funcion normal de la célula (Muller 1986).
1.6.2 INTERACCION CON GRUPOS SULFHIDRILO (SH)

La exposicién a metales pesados, resulta en una variedad de alteraciones
biequimicas tanto en el higado como en el rifibn. Muchos de esos efectos se han explicado en
Suncidon de la capacidad de los metales para unirse a sitios nuclegfilicos en la célula, entre ellos,
los grupos sulfhidrilo (SH) libres (Maines y Kappas 1977). Entre los efectos estdn una
desactivacion de sistemas enzimdticos "in vitro" e "in vive” (Vallee y Ulmer 1972). La hemo
oxigenasa microsomal hepdtica es una enzima dependiente de sulfhidrilo y es responsable de la
degradacion oxidativa del grupo hemo a tetrapirrol. Muchos metales pesados inhiben la actividad
de la hemo oxigenasa "in vitro", por interactuar directamente en el sitio regulatorio de la enzima
(Maines y Kappas 1977). As{ la interaccidn con los grupos sulfhidrilo que contiene la enzima,
disminuye la biotransformacion hepdtica. La fosfarasa dcida (FA), es una enzima que hidroliza

ésteres de fosfato y se localiza en los lisosomas. Los lisosomas son capaces de almacenar metales
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no esenciales como el Cd. Se ha reportado que el Cd inhibe la aciividad de esta enzima por
unirse a los grupos sulfhidrilo de la enzima, causando la pérdida de su funcién (Vallee y Ulmer
1972). Prasada y Gardner (1986), reportan que el cadmio reduce la actividad de la citocromo
oxidasa, probablemente debido a la interaccion del metal con el grupo sulfhidrilo en la porcién
hemo del cirocromo. El ghuarion reducido y los tioles son muy importanies en regular la
permeabilidad de la membrana por mantener los grupos sulfhidrilo en estado reducido. Ciertas
protefnas son altamente sensibles a los cambios en los grupos SH, tal es el caso de la ATPasa
dependiente de Ca, la cual funciona como una bomba que mantiene los niveles de calcio
intracelular (Olafsdortir et al 1988). El cadmio inhibe la actividad de esta protefna (Verbost et
al 1989), y una alteracién en la homoesiasis de Ca lleva a la muerte celular. Li er al (1993) han
estudiado distintas alieraciones en el citoesqueleto inducidas por el cadmio, sugiriendo que este
puede jugar un papel impontante para explicar el dafio celular por este mezal. Las proteinas del
citoesquelelo como la tubulina contienen residuos de cisteina y ciertos grupos sulfhidrile que son
importantes para la polimerizacién y para mantener la estructura y funcién del mismo. Por lo
tanro, la despolimerizacién de los microuibulos en células tratedas con cadmio, puede resultar
de la pérdida de esos grupos esenciales presentes en la protefna tubulina como un resultado de
la unién de cadmio durante un perfodo inicial (Li et al 1993) y esto puede representar una parte
integral de la respuesta toxica debida al metal, Failla er al (1979) reportan que la entrada de
cadmio y zinc en hepatocitos aislados ocurre por un acarreador dependiente de grupos sulfhidrilo
Y que el bloqueo de estos reduce la entrada de ambos merales a la célula (Failla et al 1979).
Gerson y Shaikh (1984) reportan que la acumulacion de cadmio en hepatocitos aislados depende
de la interaccién con gupos sulfliidrilo de las protetnas de la membrana plasmdtica ya que

bloqueando éstos con N-etilmaleimida (NEM), se disminuye la entrada de Cd. Stacey (1986)
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estudié la relacién de los grupos SH en los eventos citotéxicos del cadmio. Utilizando ditiotreitol
(DTT), un agente reductor de grupos SH, encontrd una disminucion en la citotoxicidad inducida
por el metal, El DTT tiene la habilidad de mantener en estado reducido a los grupos SH, asf que
el mecanisma de toxicidad causado por el cadmio, parece involucrar la interaccién del metal con
los grupos tioles de la membrana celular,
1.6.3 DESPLAZAMIENTO DE METALES ESENCIALES

El higado es el 6rgano critico en la homoestasis de los metales esenciales
tales como el Ca, el Cu, el Fe 'y el Zn (Blazka y Shaikh 1992b). El cadmio es uno de los metales
mas t0xicos y puede alterar el metabolismo y funcién de metales esenciales como el Cu, el Zn,
el Fe, el Mn, el Se y el Ca al competir por los ligandos en los sistemas biologicos (Petering et
al 1979, Schafer y Forth 1984). No se conoce el mecanismio por el cual los merales no esenciales
penetran a la célula, se propone que podria ser a través de los sistemas existentes para los
metales esenciales (Blazka y Shaikh 1992b), desplazdndolos de sus sitios de unién 'y alterando
por lo tanto la funcién celular. Se ha demostrado que el cadmio inhibe muchas enzimas (Valle
y Ulmer 1972}, compite con el calcio (Babitch 1988) y altera patrones de fosforilacién (Suzuki
et al 1985), Un sitio blanco del cadmio es la unién a la protelna calmodulina, la cual contiene
cuarro dominios de union al Ca*>. El cadmio puede ocupar esos cuatro sitios causando canibios
conformacionales en la calmodulina (Flik et al 1987). La entrada de calcio a la célula hepdtica
es por canales especificos y el cadmio inhibe esta entrada, probablemente porgue imteractia
directamente con el canal (Blazka y Shaikh 1991), Varios investigadores han demostrados que
el cadmio dismimeye los niveles de Fe "in vivo" (Bonner et al 1980). La entrada hepdtica de Fe
ocurre por procesos dependientes de transferrina e independientes de ella (Morgan y Baker 1986,

Thorstensen 'y Romslo 1988). La entrada de Fe que se une a la transferrina, ocurre por
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endocitosis mediada por receptor (Thorstensen y Romslo 1988), mientras que el Fe que penetra
indepéndiemememe de esta protefna, puede hacerlo por un acarreador o canal de membrana
(Sturrock et al 1990). El cadmio inhibe la entrada de Fe, probablemente por competir por el sitio
de unidn del acarreador o del canal de membrana (Sturrock et al 1990). El cadmio compite con
los metales esenciales por los sitios de unién de los acarreadores y canales idnicos en la
membrana celular, Esto es apoyado por estudios (Stacey y Klaassen 1980b, 1981, Ettinger et al
1986, Blazka y Shaikh 1991) en los que se sugiere que el cadmio compite con el Ca, el Cuy el
Zn por una misma via de entrada. La internalizacién de Cu a la célula hepdtica involucra
proteinas especificas de membrana ya sea por un acarreador o por un canal iénico (Harris
1991). Existen evidencias en hepatocitos de que el Cd y el Cu compiten por ligandos que
involucran grupos SH (Ettinger et al 1986, Harris 1991). Se ha reportado que la entrada de Zn
a los hepatocitos es a través de un acarreador dependiente de grupos sulfhidrilo (Stacey y
Klaassen 1981) y se ha observado que el Cd compite con el Zn por esos mismos sitios de unidn
(Pattison y Cousins 1986). El cadmio altera el transporte de los metales esenciales a la célula
por competir por los sitios de unién presentes en los acarreadores o canales iénicos, de tal

manera que afecta el metabolismo y la funcién de estos metales esenciales.

1.7 MODELOS UTILIZADOS PARA ESTUDIAR EL EFECTO DEL CADMIO
Los efectos toxicolégicos de los metales pesados pueden deberse a una exposicién
de tipo "agudo" o "crénico”. Para describir la dosis puede estar en rérminos de la cantidad del
agente 16xico al cual el organismo esté expuesto, ast como el perfodo de exposicién. Los efectos
producidos con diferentes tipos de exposicién son distintos, ya que la toxicidad crénica puede

resultar de la acumulacién del agente en el organismo o la acumulacion del dafio biolégico por
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dosis repetidas. Hay variaciones en los efectos toxicolégicos entre las especies. Los criterios
determinados para la seleccién del modelo animal estén dados por una alta sensibilidad al metal
Y por una similitud en el metabolismo con respecto al hombre (Eichhorn 1973). Una variedad
de observaciones revelan que en el hombre los metales pesados pueden producir numerosas
alteraciones fisiolégicas. La imoxicacion con Cd ocasiona nefrotdxicidad, hepatoréxicidad,
problemas respiratorios, efectos teratogénicos, carcinogénicos, etc. (Garattini 1986).
Tradicionalmente, los animales han sido utilizados como sistemas modelo para predecir los
efectos adversos en humanos causados por la exposicion a diferentes agentes téxicos. Utilizando
animales, generalmente roedores, ha sido posible determinar y explicar algunos de las
alteraciones fisiolégicas que se producen debido a la exposicion al cadmio. Sin embargo, es
dificil contestar en el animal (ntegro algunas preguntas a nivel celular, debido a los sistemas
homoestdticos presentes, por ello es conveniente utilizar cultivos primarios o lineas celulares.
En los cultivos primarios, la exposicién al agente téxico puede ser controlada y pueden ser un
sistema para estudiar mecanismos de toxicidad (Sinclair et al 1991). La desventaja mds grande
de trabajar con cultivos primarios hepdticos, es que las células pierden en un lapso corto las
JSunciones hepatocelulares (Donato et al 1991), sufren alteraciones fenotipicas y disminuyen las
actividades de los sistemas que metabolizan los xenobidricos, haciendo de esta manera imposible
el analizar en este sisiema el efecto de un agente téxico por perfodos prolongados. Las lfneas
celulares son otro modelo que se ha utilizado para estudiar los efectos téxicos del cadmio, entre
ellas estdn las LLC-PK de epitelio renal porcino (Prozialeck y Lamar 1993), las MDCK de rifion
de perro (Mills y Ferm 1989), las NRK-49F de fibroblastos de rifién de rata (Kang y Enger
1991), las A549-T27 de carcinoma de pulmén humano (Kang y Enger 1990), etc. Las

caracterfsticas que presentan los cultivos celulares son: 1) se trata de un solo tipo celular sin
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gldndulas, sin vasos ni terminales nerviosas, 2) todas las células tienen la misma edad y se les
puede sincronizar para gue estén en la misma fase del ciclo celuiar, 3} la composicion del medio
es conocido, 4) se pueden obtener grandes cantidades de las células, lo que posibilira su andlisis
bioqulmico y 5) se puede conocer los respuestas a nivel celular, sin interferencia de procesos
homeostdticos. En el laboratorio se cuenta con una linea celular de origen fetal hepdtico humano
(WRL-68), la cual se ha caracterizado (Gutiérrez et al 1994a) y se ha wiilizado para estudios de
toxicidad por diversos agentes (Gutiérrez et al 1991, 1992, 1994b, Bucio et al 1994). Nuestro
interés estd en estudiar a nivel celular las alteraciones morfolégicas y algunas modificaciones
Juncionales producidas por el metal cadmio para poder elucidar uno de los posibles mecanismos

de dano celular.
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11I-OBJETIVOS

- Identificar las alteraciones que el cadmio produce sobre algunos pardmetros

considerados como medida de dafio celular.

- Ildentificar el efecto del cadmio sobre el transporte de calcio en las células de origen

hepdtico para poder elucidar uno de los posibles mecanismos de dafio celular.
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HI-MATERIALES Y METODOS

1.1 CULTIVO CELULAR

Las células se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC). El
medio de cultivo urilizado fue Medio Modificado de Eagle de Dulbecco (DMEM) (Sigma), al cual
se le adiciond 8% de suero de ternera suplementado con Fe (Hy-clone), 1% de aminodcidos no
esenciales (Microlab) y 100 unidades/ml de penicilina con 100ug/ml de estreptomicina. En
adelante, al medio asi preparado se le llamard DMEM complero. Las células se sembraron sobre
cajas de cultivo de pldstico estériles (Nunc) y el medio se les cambié cada tercer dia. Las células
se levantaron de la botella de cultivo con tripsina-verseno al 0.025% (Microlab) una vez a la
semana, resembréndose nuevamente a una dilucién de 1:3 a 1:6. Los cultivos se mantuvieron en
una incubadora con una armdsfera de 5-10% de CO,y 90% de humedad, a una temperatura de
37 °C. Todos los experimentos se realizaron cuando las células se encontraban en fase de

crecimiento logarfrmica.

III.2 VIABILIDAD DE LAS CELULAS WRL-68 EXPUESTAS A CADMIO
Se sembraron 30,000 células/pozo en multicdmaras de 24 pozos (Nunc) con
DMEM completo y se dejaron crecer por 24h. Después de este tiempo se les cambié el medio
por uno conteniendo el metal en la concentracion indicada (de 0 a 100uM de CdCl,). 24h
después se determind la viabilidad celular wrilizando la prueba de azul de tripano a una
concentracion final de 0.2 %. Se contaron las células que habfan excluido el colorante utilizando

un hematocitémetro. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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II1.3 TIPOS DE TRATAMIENTOS DE LAS CELULAS WRL-68 CON EL
4 CADMIO
Las condiciones a las que se expusieron las células al cadmio fueron: 0.5uM de
CdCl, durante 24h (Teve), 0.5uM de CdCl, durante 7d {crénico), y 5.0uM de CdCl, durante 24h

(agudo).

1.4 MICROSCOPIA
4.1 MICROSCOPIA OPTICA
Las células se observaron diariamente en un inverioscopio con contraste
de fuses (Zeiss), con el fin de seguir el crecimiento y desarrolio celula;‘.
II1.4.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
Se sembraron de 80-100,000 células en una multicdmara, sobre
cubreobjetos de pldstico termanox, bajo los diferentes tratamientos de cadmio elegidos.
Posteriormente se les retiré el medio de cultivo y se les agregé una solucién de glutaraldehido
al 3% en amortiguador de fosfatos pH 7.4 durante 15min a temperatura de 4 °C. Pasado este
tiempo se cambid la solucién y se dejé en contacto con las células por 105 min, Posteriormente,
las muestras se lavaron con amoniguador 0.1M de fosfaros suplementado con sacarosa 0.25M.
La posfijacién se hizo con OsO, al 1% en amortiguador de fosfaros. Las muestras se
deshidrataron con una serie gradual de concentraciones de etanol y se embebieron en Epon 812.
El procesamiento y observacion de las células, se llevd a cabo en la Facultad de Medicina en

el Dpto. de Biologla Celular y Tisular de la UNAM.
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murs CfNETICA DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS WRL-68 TRATADAS
CRONICAMENTE CON CADMIO

Se sembraron de 30-40,000cel/pozo en una multicdmara de 24 pozos con DMEM

completo y se dejaron crecer durante 24h. Pasado ese tiempo, se les cambid el medio por uno

conteniendo 0.5uM de CdCl,, el cual fue cambiado diariamente. Cada 24h se levantaron las

células de tres pozos y se contaron en un Coulter Counter (ZM). El proceso se repitié durante

siete dlas, que fue el tiempo del tratamiento cromice. La curva control se hizo igual pero en

ausencia del CdCl,. Los resultados se expresaron en niimero de células por cm®.

I11.6 DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
Se sembraron las células a una densidad de 15,000 cel/cm® en botellas de cultivo
con DMEM completo y se dejaron crecer durante 24h. Pasado ese tiempo, se les cambié el
medio por uno conteniendo los diferentes tratamientos con cadmio. Las actividades enzimdticas
se cuantificaron en el medio de cultive que estuvo en contracto con las células durante 24h en los
diferentes tratamientos con el metal, para ello este medio fue centrifugado durante 10min a
3000rpm para quitar las células muertas y fue almacenado a -70 °C hasta que se realizé la

prueba.

I11.6.1 LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)
La actividad de la LDH se determiné por el método de Moldeus er al
(1978), el cual se basa en la reduccién del piruvato en presencia de NADH por accion de la
LDH para formar lactato y NAD*. La velocidad de desaparicién del piruvato se midié

espectrofotomérricamente en la regién del ultravioleta cercano (340nm). Se preparé la solucién
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reactiva con los siguientes compuestos: amortiguador de fosfatos S50mM pH 7.5, piruvato de
sodio 0.6mM, NADH 0.18mM y se incubé a 37 °C. En una microlcelda espectrofotométrica se
colocaron 0.750ml de solucién reactiva y 0.025ml de medio de cultivo de cada uno de los
tratamientos, se mezcl6 y se leyd a 340nm. Se aplicé la relacidn: Actividad por volumen

(mU/ml) =&E/min x 4921. Los resultados fueron expresados en mU/10 © cel,

I.6.2 ASPARTATO AMINO TRANSFERASA (ASAT)

La actividad de la ASAT, se determind por el método de Reitman y
Frankel (1957), el cual se basa en la hidrélisis de alfa-cetoglutarato en presencia de aspartato
por la accién de la ASAT para formar glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido se
transforma enzimdticamente en malato en presencia de malato deshidrogenasa por medio de
NADH. La velocidad de consumo del NADH puede medirse en la region del ultravioleta cercano
(340nm). Se prepard una solucion reactiva que contenfa amortiguador de fosfatos 80mM pH 7.4,
L-aspartato 200mM, alfa-cctoglutarato 12mM, NADH 0.18mM, lactato deshidrogenasa 1.2U/ml,
malato deshidrogenasa 0.6U/ml y se incubd a 37 °C. En una microcelda espectrofotoméirica se
colocaron 0.5ml de solucién reactiva y 0.125ml de medio de cultivo de cada uno de los
tratamientos, se mezclo y se ley6 el cambio de absorbancia a 340nm. Se aplicé la relacion:
Actividad por volumen (mU/ml) =AE/min x 794, Los resultados fueron expresados en mU/10 %

cel.

I11.6.3 ALANINA AMINO TRANSFERASA (ALAT)
La acrividad de la ALAT, se determind por el método de Reitman y

Frankel (1957), el cual se basa en la hidrélisis de alfa-cetoglutarato en presencia de L-alanina
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por accién de la ALAT para formar glutamato y piruvato. El piruvato formado se transforma
enzimdticamente en lactato por medio de lactato-deshidrégenasa en presencia de NADH. La
velocidad de desaparicién de este sustrato se midio espectrofc.ométricamente en la regidn del
ultravioleta cercano (340nm). Se prepard la golucidn reactiva con los siguientes compuestos:
amortiguador de fosfatos 80mM pH 7.4, L-alanina 800mM, alfa-cetoglutarato 18mM, NADH
0.18mM y LDH 1.2U/ml y se incub6 a 37 °C. En una microcelda espectrofotométrica se
colocaron 0.5ml de solucion reactiva y 0.125ml de medio de cultivo de cada uno de los
tratamientos, se mezclé y se leyé el cambio absorbancia a 340nm. Se aplicé la relacion:

Actividad por volumen (mU/ml) =AE/min x 794. Los resultados fueron expresados en mU/10

cel.

I11.7 DETERMINACION DEL GRADO DE LIPOPEROXIDACION

El grado de lipoperoxidacion se determiné por el método de Buege y Aust (1978),
el cual se basa en la formacion de malondialdehido (MDA) en presencia del dcido tiobarbitiirico.
Se sembraron 27,000cel/cnm?® en botellas de cultivo (Nunc) con DMEM completo y se dejaron
crecer durante 24h. Pasado ese tiempo se les cambié el medio por uno de acuerdo a los
diferentes tratamientos con cadmio. 24h después las células se lavaron tres veces con PBS'y con
ayuda de un gendarme de goma se levantaron de la botella de cultivo. Al momento de hacer la
determinacién las células se lisaron con nitrégeno liquido y de este lisado se tomaron 0. Iml para
determinar la concentracién de protelna por el mérodo de Lowry et al (1951) y al volumen
restante se le adiciond 2m! de una solucion reactiva formada por dcido tricloroacético (TCA) al
15%, dcido riobarbitirico (TBA} al 0.5% y dcido clorhidrico (HCI) 0.25N. Se mezclé

vigorozamante y las muestras se incubaron en bafio de agua a 100 °C por 25 min, se dejaron
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enfriar y se centrifugd a 3500rpm por 10min. La absorbancia del sobrenadante file leida contra
un blanco (solucién reactiva) a 535nm. La conceruracién de MDA se midié wtilizando el
coeficiente de extincién molar en la siguiente relacién C = A/El en donde C es la concentracién
de MDA, A es la absorbancia, E es el coeficiente de extincién molar (1.56 x 10°/em M) y I es

el grosor de la celda. Los resultados fueron expresados por mg de protelna.

111.8 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE METALOTIONEINA

La cuantificacién de matalotionefna (MT) se determind usando el método de
sasuracioén con plata de acuerdo a Scheuhammer y Cherian (1986). Se sembraron 45,000cel/cm’
en botellas de cuitivo (Nunc) con DMEM complelo y se dejaron crecer durante 24h. Pasado ese
tiempo se les cambié el medio por uno de acuerdo a los diferentes tratamiento con cadmio. 24h
después las células se lavaron tres veces con PBS y con ayuda de un gendarme de goma se
levantaron de la botella de cultivo. Al momento de hacer la determinacion, las células se
rompieron con nitrégeno lfquido y de esie lisado se tomaron 0.1ml para determinar la
concentracion de protefna y a 0.4ml se le adiciond 1ml de buffer de glicina 0.5M pH 8.5, 1mi
de solucion de plata 20 ppm, se agité vigorozamenie y se dejé reposar 5 min a temperatura
ambiente en ausencia de luz. Posteriormente, se le adiciond 0.020ml de un hemolisado de rara,
se agitd y se incubd en bafio de agua a 100 °C por 2 min. Las muestras se dejaron enfriar y se
centrifugd a 3000 rpm/10min. El sobrenadante se leyG en un espectroforémetro de absorcion
atémica. La concentracién de MT se determind en base a una curva estdndar de plata y
aplicando la siguiente férmula: ug MT= ppm de plata x 3.55 x vol.rorail/ vol.muestra,

Los resultados fueron expresados por mg de protefna.
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111.9 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS SULFHIDRILO (SH)

El contenido de los grupos sulfhidrilo (SH), se determning con base en el método
de Sedlak y Lindsay (1968), usando el reactivo 5,5 -ditiobis-2-dcido nitrobenzoico (DTNB) que
puede ser cuantificado espectrofotométricamente. Se sembraron 35,000cel/cm® en botellas de
cultivo (Nunc) con DMEM completo y se dejaron crecer durante 24h. Pasado ese tiempo se les
cambié el medio por uno de acuerdo a los diferentes tratamientos con cadmio. 24h después, las
células se lavaron con PBS y con ayuda de un gendarme de goma se levantaron de la botella de
cultivo. Al momento de hacer la determinacién las células se rompieron con nitrégeno liquido
y de este lisado se tomaron 0. Iml para determinar la concentracién de proteina. El homogenado
celular se dividié en dos fracciones (0.5ml cada uno), en una se determind los grupos SH
proteicos y los SH solubles (glutation) y en la otra los grupos SH totales. De la primera fraccidn
las protefnas se precipitaron con dcido tricloroacético (TCA) al 5% y dcido etilendiamino-tetra-
acético (EDTA) SmM, se mezcl6 vigorozamente y se centrifugé a 6000rpm por 15min, Del botén
Se cuantificaron los grupos SH proteicos solubilizéndolos con buffer TRIS 0.2M-EDTA 0.02M
suplementado con dodecil-sulfato de sodio (SDS) al 1% pH 8.2 y del sobrenadante se
cuantificaron los grupos SH solubles (glutarion) que se hicieron reaccionar con el DTNB y se
ley6 la absorbancia a 412nm. De la segunda fraccion se determinaron los grupos SH totales, los
cuales se solubilizaron con buffer TRIS. La cuantificacién de los grupos SH se determiné con

base en una curva estdndar de cistefna y los resultados fueron expresados por mg de protetna.

H1.10 ACUMULACION DE CADMIO EN LAS CELULAS WRL-68

El contenido de cadmio se determiné por absorcion atémica. Se sembraron
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60,000cel/cm? en botellas de cultive (Nunc) con DMEM complero y se dejaron crecer por 24h.
Pasado ese tiempo, se les cambié el medio por uno de acuerdo a los diferentes tratamientos con
cadmio. 24h después las células se lavaron tres veces con PBS y con ayuda de un gendarme de
goma se levantaron de la botelia de cultivo. Se tomaron 0.1ml de la suspension celular liséndolo
en nitrégeno lfquido para determinar la concentracién de prorefna. El homogenado celular se
dividié en dos fracciones (cada uno de lmi}, para determinar por un lado el Cd-total y por el
otro el Cd-interno aplicdndoles un procedimiento de digestion de acuerdo a Krishnamurty et al
(1976). Para cuantificar el Cd-imerno se le adicioné al homogenade, 1ml de EDTA 2mM,
dejdndolo incubar por 15min a 37 °C, con el fin de quelar el cadmio que se encontraba pegado
a la membrana., Posteriormente, se dejé enfriar y se centrifugé a 3,500rpm por 10min, el boton
celular (Cd-interno) se resuspendié en Iml de PBS. La digestion de las muestras se levaron
acabo en tubos de teflon, a los que se les adiciond dcido nitrico (HNQOy) al 10%, perdxido de
hidrégeno (H,0,) al 1% y se colocaron en un horne de microondas (MDS-81D) por 20min al
70% de presion. Posteriormente, las muestras se dejaron enfriar 'y se leyeron en un
espectrofoiémetra de absorcién atdmica (Zeiss Aasi). La concentracion de cadmio se determiné
con base en una curva estdndar de cadmio (0.2, 0.6 y Ippm). Los resultados fueron expresados

por mg de proteina.

1I1.11 EFECTO DE LA NIFEDIPINA, VERAPAMIL Y CADMIO EN LA ENTRADA
DE CALCIO EN LAS CELULAS WRL-68
Se determiné con base al método de Blaska y Shaikh (1991). Se sembraron 2ml
de una suspension conteniendo 250,000cel/ml sobre cajas de cultivo de 35mm de didmetro (Nunc)

con DMEM complete y se dejaron crecer por 24h. Para estudiar el efecte de los bloqueadores
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del canal de calcio (nifedipina y verapamil) y de cadmio sobre la entrada de calcio a la célula
WRL-68, se les cambid el medio por uno conteniendo nifedipina (100uM), verapamil (100uM o
250uM), cadmio (50uM) y “CaCl, (actividad especifica 1000cpm/nmol} y se dejaron incubar
duranie 30min a 37 °C. Al término de este tiempo se lavaron las células tres veces con PBS
suplementado con EDTA 10mM y las células se defaron toda la noche con hidrdxido de amonio
(NH, O0H) 1.5M a temperatura ambiente para digerirlas. De este digerido se tomaron 0.250m!
para determinar la concentracion de protelna y en el volumen restante se cuantificé la
radiactividad en un contador de centelleo. Se determinaron las nmoles de Ca** y fueron

expresadas por mg de proteina.

111.12 EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CADMIO EN LA

ACUMULACION DE CALCIO

Se determind con base en el método de Blazka y Shaikh (1992a). Se sembraron
2ml de una suspensién conteniendo 250,000cel/m! sobre cajas de cultivo de 35mm de didmetro
{Nunc) con DMEM completo y se dejaron crecer por 24h. Para estudios de competencia en las
células, se les cambib el medio por uno conteniendo diferentes concentraciones de CdCl, (10,
50y 100uM) y “CaCl, (actividad especifica 1000cpm/nmol) y se dejaron incubar a diferentes
tiempos (1, 3, 5, 10, 20, 30, 45 y 60 min) a 37 °C. Al término de cada tiempo se lavaron las
células tres veces con PBS suplementado con EDTA 10mM y se dejaron toda la noche con
hidréxido de amonio (NH,OH) 1.5M a temperatura ambiente para digerirlas. De este digerido
se tomaron 0.250ml para determinar la concentracién de protelna y en el volumen restante se
cuantificé la cantidad de radiactividad en un contador de centelleo. Se dererminaron las nmoles

de Ca*? 'y fueron expresados por mg de protefna.
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1II.13 DETERMINACION DEL TIPO DE INHIBICION QUE PRESENTA EL

CADMIO SOBRE LA ENTRADA DE CALCIO

Se sembraron 2ml de una suspensién conteniendo 250,000cel/ml sobre cajas de
cultivo de 35mm de didmetro (Nunc) con DMEM completo y se dejaron crecer durante 24h. Para
estudios de inhibicién sobre la entrada de calcio por el cadmio en las células WRL-68, se les
cambié el medio por uno conteniendo 1uM o 10uM de CdCl, y diferentes concentraciones de
CaCl, (3, 5, 10, 20, 40, 60, 80y 100uM) con “*CaCl, (actividad especifica 1000 cpm/nmol) y
se dejaron incubar durante 30min a 37 °C. Pasado ese tiempo se lavaron las células tres veces
con PBS suplementado con EDTA 10mM y se dejaron toda la noche con NHOH 1.5M a
temperatura ambiente para digerirlas. De este digerido se tomaron 0.250ml para determinar la
concentracion de protefna y en el volumen restante se cuantificé la cantidad de radiactividad en
un contador de centelleo. Se determinaron las nmoles de Ca*? y fueron expresadas por mg de

proteina.

H1.14 DETERMINACION DL LA CONSTANTE DE INHIBICION (Ki) DEL
CADMIO SOBRE LA ACUMULACION DE CALCIO
Se sembraron 2ml de una suspensién conteniendo 250,000cel/ml sobre cajas de
cultivo de 35mm de didmetro (Nunc) con DMEM completo y se dejaron crecer durante 24h. Para
cuantificar el valor de la constante de inhibicién (Ki) del cadmio en las células, se les cambié
el medio por uno conteniendo diferentes concentraciones de CdCl, (1, 2, 5, 10, 50 y 100uM) y
“CaCl, (actividad especifica 1000cpm/nmol) y se dejaron incubar durante 30min a 37 °C. Al
término de ese tiempo se lavaron las células 1res veces con PBS suplementado con EDTA 10mM

Yy se dejaron toda la noche con NH,OH 1.5M a temperatura ambiente para digerirlas. De este
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digerido se tomaron 0.250ml para determinar la concentracién de protefna y en el volumen
restante se cuantificé la cantidad de radiactividad en un contador de centelleo. Se determinaron

las nmoles de Ca** y fueron expresadas por mg de protefna.

II1.15 PARTICIPACION DE LOS GRUPOS SULFHIDRILO (SH) EN LA

INHIBICION DE LA ENTRADA DE CALCIO POR CADMIO

Se sembraron 2ml de una suspensién conteniendo 250,000cel/ml sobre cajas de
cultivo de 35mm de didmerro (Nunc) con DMEM completo'y se dejaron crecer durante 24h. Para
evaluar el papel que juegan los grupos sulfhidrilo (SH) en la inhibicién de la entrada de calcio
por el cadmio se les adicioné a las células 100uM de 1-4 ditiotreitol (DTT) con el fin de reducir
los grupos SH y 50uM de CdCl, con “CaCl, (actividad espectfica 1000cpm/nmol) y se dejaron
incubar a diferentes tiempos (1, 3, 5, 10, 30y 60 min.) a 37 °C. Al término de cada tiempo se
lavaron las células tres veces con PBS suplemeniado con EDTA 10mM y se dejaron toda la
noche con NH,OH 1.5M a temperatura ambiente para digerirlas. De este digerido se tomaron
0.250ml para determinar la concentracién de protefna y en el volumen restante se cuansificé la
cantidad de radiactividad en un contador de centelleo. Se determinarén las nmoles de Ca*®y

fueron expresadas por mg de protefna.

II11.16 CONTENIDO DE PROTEINA
La determinacién del contenido de protefna en las células WRL-68 se determind
con base en el método de Lowry et al (1951). Se prepard una solucion A compuesta de carbonato
de sodio (Na,CO;) al 2%, hidréxido de sodio (NaOH) 0.1Ny tartrato de sodio-potasio al 0.02%.

La solucién B, fue preparada con sulfato de cobre (CuSOy al 0.5%. Para la solucion C, fue
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tomado 50ml de la sol.A 'y Iml de la sol. B y se mezcl perfectamente. A una alicuota de la
muestr.a se le adiciond Sml de la solucién C, 0.5ml de reactivo de Folin-Ciocaiteau dilufdo 1:1
con agua, se mezclé y se dejé incubar 45min a temperatura ambiente. La concentracion de
protefna de las muestras problema se determiné con base a una curva estandar de albimina de
bovino (10, 25, 50, 75 y 100ug/mi} cuya absorbancia fue lefda a una longitud de onda de

660nm.

II1.17 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS
La prueba estadistica utilizada fue una ANOVA seguida por una prueba Tukey.
El nivel de significancia utilizado fue p < 0.05. Los experimentos se realizaron tres veces de

manera independiente y en cada caso por triplicado.
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IV-RESULTADOS

IV.1 VIABILIDAD DE LAS CELULAS WRL-68 EXPUESTAS A CADMIO

La viabilidad de las células WRL-68 expuestas duranie 24h a concentracién de
cadmio entre 0.5 y 100uM se evalué por la exclusién del azul de tripeno. Las células vivas se
contaron en un hematocitémerro. Los resultados fueron graficados como % de viabilidad
considerando el 100% de viabilidad el de las células en ausencia del meial. En la Figura 1, se
observa un comportamienio dosis dependiente y se encuentra que la viabilidad disminuye a partir
de 1uM de CdCl,, descendiendo rdpidamente hasta encontrar un 10% de viabilidad con 50uM
de CdCl, Pricticamente se encontrd 0% de viabilidad con 100uM de CdCl,. La LCy, fue de
4.66uM. Aun cuando a concentraciones de 50y 100uM se encontré algunas células vivas, al
observarlas por microscopla dptica, se aprecia que la morfologta celular estd alterada debido
a la presencia del metal. Dado que el objetivo del presente trabajo es evaluar las alteraciones
producidas por el metal a nivel celular, el interés estaba en encontrar las concentraciones del
CdCl, que estuviesen ocasionando dafio celular y no aquellas que produjeran la muerte. Se
considerd necesario que las células mantuvieran la capacidad de proliferar al ser resembradas.
Fara ello, las células se expusieron a diferentes concentraciones de CACl, para evaluar la
capacidad proliferativa. De estos resultados se determing tratar a las células con 0.5uM donde
las células presentaban una viabilidad del 100% y una capacidad de proliferacidn alta y S5uM
donde la viabilidad era cercana al 50%, pero las células mantenfan la capacidad de
proliferacién. Con base en estos resultados se consideraron apropiados los siguientes
tratamientos, los cuales fueron arbitrariamente denominados como:

Tratamiento “leve” 0.5uM CdCl, durante 24h.
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Figura 1. Curva de viabilidad de células WRL-68 después de 24h en presencia de
error tipo.
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Tratamiento "crénico” 0.5uM CdCl, durante 7 dfas y

Tratamiento "agudo” SuM  CdCl, durante 24h.

IV.2 ALTERACIONES MORFOLOGIICAS DE LAS CELULAS WRL-68 EXPUESTAS
A CADMIO

Iv,2,1 MICROSCOPIA OPTICA
Los cambios morfolégicos observados con microscopfa dptica en las
células WRL-68 con diferentes tratamientos de CdCl, se muestran en Ia Figura 2. Las células
fueron tefiidas con azul de Comasie para un mejor contraste. En las células tratadas leve (C,D)
y crénicamente (E,F) no se aprecia ninguna alteracién. Sin embargo, en las células tratadas
agudamente (G,H) se observa alteracion en la morfologla, siendo de alargada y poligonal que

es la caracteristica de la linea celular (conirol A,B) a una forma mas redondeada.

IV.2,.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Los cambios morfolégicos observados por microscopla electrénica de
transmision se muestran en la Figura 3. Se aprecia en las células conrrol (A,B) una
ultraestructura caracterfstica de células en cultivo crecidas sobre un sustrato rigido. E! tamafio
corresponde al de células epiteliales en cultivo. El tamanio del niicleo y forma son caractertsticos,
asf como los organelos intracitopldsmicos. Las mitrocondrias tienen un tamano y aspecto normal
con crestas bien definidas. Las células con un tratamiento leve de cadmio (C,D} presentaron en
el citoplasma la presencia de estructuras aparentemente vacias de forma irregular. El retfculo
endopldsmico rugoso (RER) estd bien preservado y hay pocas mitocondrias. Las uniones

intercelulares estdn presentes y se observan estructuras parecidas a los desmosomas. En las

33



Microscopla dpiica de las células WRL-68  expuestas a Jos diferentes
fratamientos con cadmio. Células control: A (160X) v B (5]2X). Tratamiento
leve: C(l60X) v D (512x). Tratamionto  crdnico: f (160X) v i (512X).

Traramiento agido: G (160X) v 1 (512X5,

Figura 2.






M

e




H

Y

By

TRt AL
sy

oy

:,.

oy

5 & i

37



Figura 3. Microscopia electrénica de transmision de las células WRL-68 expuesias a los
diferentes rratamientos con cadmio. Células control: A (5640X) y B (13160X).
Tratamieno leve: C (5640X) y D (37600X). Tratamiento cronico: E (13160X})
y F (22560X). Tratamicnto agudo: G (13160X) y H {20000X).
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células tratadas crénicamente (E,F), se observan cuerpos residuales compactos, el RER se
encuentra desorganizado, les mitocondrias muestran alteraciones en las crestas y en muchos
casos unicamente una cresta mitocondrial estd presente. En el niicleo se aprecia vacuolizacién
y desorganizacién de la cromatina con ausencia de cromatina condensada, la envoltura nuclear
se observa poco definida. Las células con tratamiento agudo (G,H) muestran esteatisis,
representado por abundantes gotas liptdicas en el citoplasma, también se observan tonofilamentos
alineados paralelamente a la membrana plasmdtica, Hay presencia de numerosos polirribosomas

en el citosol y cuerpos residuales con un contenido amorfo unidos a la membrana.

IV.3 CINETICA DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS WRIL-68 TRATADAS

"CRONICAMENTE" CON CdCl,

La proliferacién de las células WRL-68 se evalud en presencia de CdCl, 0.5uM,
que es la concentracién utilizada en el tratamiento crénico y se siguié durante 7 dias que es el
perfodo de exposicién para este caso. Las células WRL-68 fueron sembradas y 24h después se
les adicioné el medio con CdCl, y éste fue denominado dfa cero. Paralelamente se hizo la curva
de proliferacién de las células en ausencia del metal (control). Graficando el niimero de células
por em? en funcién de los dlas sembrado (Figura 4), se encuentra que no hay diferencia
significativa entre ambas curvas. A baja densidad, las células requieren de 22.8h para
duplicarse, alargdndose este perfodo a medida que hay mayor densidad celular. La densidad
mdxima alcanzada se encontré en aproximadamente 160,000 cel/cm® en el dfa quinto, empezando
a disminuir posteriormente, debido a que las células empiezan a despegarse. En la grdfica ya
no se muestra el conteo de células al séptimo dla, ya que la mayorfa de ellas se habfan

despegado del sustrato,
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Figura 4. Cinética de proliferacion de las células WRL-68 control 'y tratadas
"crénicamente* con 0.5uM de CdCl,. Cada punto expresa el valor promedio +
error tipo. '

43



IV.4 DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN LAS
CELULAS WRL-68 EXPUESTAS A CADMIO
IV.4.1 LACTATO DESHIDROGENASA
La citotoxicidad que presentan las células WRL-68 debido a la presencia

de cadmio fue evaluada por la determinacién espectrofotométrica de la actividad enzimdtica de
la lactato deshidrogenasa (LDH) liberada al medio de cultivo. La actividad especifica de la LDH
expresada en mU/10 ® células se muestra en la Figura 5, en donde se observa que para las
células control el valor determinado de la actividad enzimdtica fue de 831,8+37.3 mU/10 ® cel.
En las células intoxicadas con 5uM de CdCl, con un perfodo de exposicién de 24h, la actividad
de esta enzima aument6 significativamente, tres veces mds su valor, (2450.8+45.3 mU/10° cel)
con respecto al control. Sin embargo, en las células tratadas con 0.5uM de CdCl,, pero con un
perfodo de exposicién de 24h'y de 7 dfas no se encontré ningtin cambio en la actividad especffica
de la enzima con respecto al control. Esto muy probablemente se deba a que en presencia de
cadmio 0.5uM las células presentan un 100% de vialbilidad y la LDH no es liberada al medio,
sin embargo con concentraciones mayores la viabilidad disminuye y la acrividad de LDH se ve
incrementada. La LDH tampoco se ve incrementada con perfodos largos de exposicién.

1V.4.2 ASPARTATO AMINO TRANSFERASA

La hepatotoxicidad producida por el cadmio en las células WRL-68, se

evaluo por la determinacién espectroforométrica de la acrividad enzimdtica de la aspartato amino
transferasa (ASAT) liberada al medio de cultivo. Esta enzima se eligié como un marcador
bioquimico de daflo hepdtico, ya que es un indicador de necrosis hepatocelular. La actividad
especifica de la ASAT expresada en mU/10 ¢ células, se muestra en la Figura 6, en donde se

observa que para las células control el valor determinado fue de 22249 mU/10 ® cel. En las
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Figura 5. Determinacion de la actividad enzimdtica de la Lactato Deshidrogenasa (LDH)
en medios de cultivo de las células WRL-68 expuestas a cadmio. Cada punto

Tratamiento

expresa el valor promedio + error tipo.
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células intoxicadas con SuyM de CdCl, con un perfodo de exposicion de 24h, el valor de Ia
actividad de esta enzima se duplicé (556.1420.3 mU/10 ° cel) con respecto al control. Sin
embargo, en las células tratadas con 0.5uM de CdCl, con un perfodo de exposicion de 24h 'y de
7 dfas no hub6 ningiin cambio. Probablemente esto se deba a que en presencia de cadmio 0.5uM
las células presentan un 100% de viabilidad, sin embargo, con concentraciones mayores ésta
disminuye y la actividad de la ASAT se ve incrementada. La ASAT tampoco se ve incrementada
a perfodos largos de exposicién.
Iv.4.3 ALANINA AMINO TRANSFERASA

La hepatoroxicidad producida por el cadmio en los células WRL-68, se
evalud por la determinacion espectroforométrica de la acrividad enzimdtica de la alanina amino
transferasa (ALAT) liberada al medio de cultivo. Esta enzima se eligié ya que es un indicador
de necrosis hepatocelular. La actividad especlfica de la ALAT expresada en mU/10° células, se
muestra en la Figura 7, en donde se observa que para las células control el valor determinado
Sfue de 197.1412.6 mU/10° cel. En las células intoxicadas con 5uM de CdCl, por un perfodo
de exposicién de 24h, la actividad de esta enzima se duplicé (490.24-20 mU/10 ° cel) con
respecto al control. Sin embargo, en las células tratadas con 0.5uM de CdCl, por un perfodo
de exposicién de 24h y de 7 dlas no se mostré ningtin cambio en la actividad especifica de la
enzima con respecto al control, muy probablemente debido a que en presencia de cadmio 0.5uM
las células presentan un 100% de viabilidad, sin embargo, a concentraciones mayores ésta
disminuye y la actividad de la ALAT se ve incrementada. La ALAT tampoco se ve incrementada

a perfodos largos de exposicién.
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Figura 6. Determinacién de la actividad enzimdtica de la Aspartato Amino Transferasa
(ASAT) en medios de cultivo de las células WRL-68 expuestas a cadmio. Cada
punto expresa el valor promedio -+ error tipo.
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Figura 7. Determinacién de la actividad enzimdtica de la Alanina Amino Transferasa
{ALAT) en medios de cultivo de las células WRL-68 expuestas a cadmio. Cada
punto expresa el valor promedio + error tipo.
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IV.5 GRADO DE LIPOPEROXIDACION EN LAS CELULAS WRL-68

INTOXICADAS CON CADMIO

Se considera a la lipoperoxidacién (LPO) como uno de los posibles mecanismos
para explicar el dafio a nivel celular producido en presencia de algunos metales pesados. La
LPO inducida por el cadmio se determiné en las células WRL-68 por la produccién de
malondialdehido (MDA) en presencia de dcido tiobarbitirico (TBA) expresado en nmol/mg
protelna. En la Figura 8, se observa que para las células control el valor determinado de la LPO
Jue de 0.223+0.022 nmol MDA/mg protefna. En las células tratadas levemente, se encontré que
los valores de la LPO son semejantes a los presemtados en células control. En las células
tratadas crénicamente, el valor de la LPO se duplicé (0.4311-0.019 nmol MDA/mg protelna) con
respecto al control. En el caso de la células tratadas agudamente, se encontré un aumento
significativo aunque menor que el encontrado en células tratadas crénicamente en el grado de
LPO (0.36540.1 nmol MDA/mg protefna). Estos resultados indican que la lipoperoxidacion es

un pardmetro sensible a concentraciones altas del metal o bien en perfodos largos de exposicion.

IV.6 EFECTO DEL CADMIO EN LA INDUCCION DE METALOTIONEINA
La metalotionefna (MT), es una protefna de bajo peso molecular que entre otras
Junciones se le ha atribuldo el de jugar un papel protector importante contra la toxicidad
causada por la presencia del cadmio, es por ello el interés de evaluar la capacidad de inducir
a la MT en las células WRL-68 en presencia del metal. En la Figura 9, se muestra el contenido
intracelular de la MT expresado en pug/mg proteina, en donde se encontré que las células control
presentaron un valor basal de 0.158+0.046 ug MT/mg protefna. En las células traradas leve y

crénicamente, se observé un incremento considerable de la concentracion de la proteina. En el
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tratamiento leve el valor de la MT se incrementé 57 veces (9+0.71 ug/mg proteina), ast como
104 veces (16.54:1.4 ug/mg proteinaj en el caso del tratamiento crénico, con lo cual se observé
que la MT es una proteina que se induce con bajas concentraciones del metal y que se ve
incrementada con el tiempo de exposicién, ya que se acumula en el interior celular. En las
células intoxicadas agudamente, el contenido de MT solo aumenté 7 veces con respecio al
control, Se observo que la MT no aumenté en funcién de la concentracion del metal por lo que
se realiz6 una curva dosis-respuesta con el fin de evaluar la dependencia de la produccién de
MT con la concentracion de cadmio. En la Figura 10, se muestra los datos de una curva dosis-
respuesta. Se observo que con 24h de tratamiento de cadmio el contenido de MT aumenta
paulatinamente hasta llegar a un mdximo con 1.5uM de Cd (14.5+1.5 ug/mg proteina), siendo
este valor 92 veces mds que el presente en las células control. A partir de ésta concentracion el
contenido de MT disminuye hasta obtener un valor de 1.1340.07 pg/mg proteina con SuM de

Cdcl,

IV.7 EFECTO DEL CADMIO EN EL CONTENIDO DE GRUPOS SULFHIDRILO

El cadmio se une a los grupos SH debido a la gran afinidad que presenta por ellos.

En la Figura 11, se muestra el contenido de grupos SH proteicos y no proteicos en las células
expuestas a los diferentes tratamientos con cadmio. Los resultados se expresan en nmol de
SH/mg prorefna. Se encontré en general, una disminucién en el comtenido de grupos SH
proteicos, siendo de un 17% para los tratamientos leve y crénico, y de un 53% para el
tratamiento agudo con respecto al valor del control. Los resultados indican que la cantidad de
cadmio unido a los grupos SH proteicos es independiente del perlodo de exposicién, ya que los

valores presentes en los tratamientos leve y crénico no presentan diferencias significativas,
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Figura 9. Efecto del cadmio en la induccion de la Metalotionefna en las células WRL-68
tratadas con cadmio. Cada punto expresa el valor promedio = error tipo.
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Figura 10. Efecto de diferentes concentraciones de cadmio en la induccion de la

Metalotioneina en las células WRL-68. Cada punto expresa el valor promedio
error tipo.
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mientras que muestran una dependencia con la dosis, a mayor concentracién del metal hay una
menor cantidad de grupos SH proteicos. Por otro lado, la fraccién soluble puede considerarse
como una medida de glutatién reducido (SH no proteicos), encontrando una disminucién del 42%
en los tratamientos leve y crénico y de un 67% para el agudo con respecto al control. De estos
resultados podemos concluir que con una mayor concentracién de cadmio tenemos una menor

disponibilidad de GSH reducido para la proteccién celular.

IV.8 CONTENIDO DE CADMIO TOTAL, PEGADO E INTERNALIZADO EN LAS
CELULAS WRL-68
El contenido de cadmio total, pegado e internalizado en las células expuestas a los
diferentes tratamientos fue expresado en ng de Cd/mg protefna y se muestra en la Figura 12. Se
observé un comportamiento dosis dependiente. El contenido de cadmio total aumenté 10 veces
en las células tratadas agudamente y 5 veces en las células tratadas crénicamente. El contenido
de cadmio pegado a membrana aumenté 7 veces en las células tratadas agudamente y 4 veces
en las células tratadas crénicamente. El contenido de cadmio en el interior celular aumenté 29
veces en las células tratadas agudamente y 7 veces en las células tratadas crénicamente. En
todos los tratamientos se presenté un comportamiento muy similar en la distribucion del
contenido total de cadmio; la mayor parte permanecié pegado a membrana y una pequefia
Sfraccioén penetré al interior celular, En las células con un tratamiento leve se muestra que un
87% del cadmio total permanece pegado y iinicamente un 13% se internaliza. Al aumentar el
perfodo de exposicién con la misma concentracién de cadmie se muestra que un 73% del cadmio
toral permanece pegado y un 27% se internaliza, con lo cual encontramos que al aumentar el

perfodo de exposicién aumenta el contenido de metal en el interior celular. Al analizar el
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Figura 11. Efecto del cadmio en el contenido de los grupos sulfhidrilo totales, proteicos
Yy no proteicos en las células WRL-68 tratadas con cadmio. Cada punto
expresa el valor promedio t-error tipo,
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Figura 12. Contenido de cadmio total, pegado e internalizado en las células WRL-GS.
Cada punto expresa el valor promedio + error tipo.
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contenido de cadmio en las células tratadas agudamente, se muestra que un 62% def cadmio
total permanece pegado y un 37% se internaliza. Estos resultados muestran que el cadmio
imteracciona con los grupos anidnicos de la membrana celular y que la internalizacién del metal
a la célula es dependiente tanto del tiempo de exposicién como de la concentracion del meral

presente.

1V.9 EFECTO DE LA NIFEDIPINA, VERAPAMIL Y CADMIO SOBRE LA

ENTRADA DE CALCIO EN LAS CELULAS WRL-68

En la figura 13 se puede observar el efecto de los bloqueadores del canal de calcio
{nifedipina y verapamil) asf como del cadmio sobre la entrada de calcio a la célula. En ella, se
muestra el porciento de inhibicidn en la entrada de calcie a los 30 min de incubacion. Los dos
bloqueadores utilizados fueron insolubles en agua, por lo que se utilizé dimetil sulfoxido (DMSO)
al 1.7%. La cantidad de DMSO utilizada no afecta la entrada de calcio a la célula, Por
microscopta dprica, las células no presemtaron ningiin daflo aparente en presencia de los
blogueadores. En el caso de la-rzifedipina a concentraciones mayores de 100uM resulto insoluble
atin en DMSQO. Los resultados indican que la nifedipina disminuye la entrada de calcio a la
célula en un 37%. Con verapamil no se encontré una diferencia en la entrada de calcio con
concentraciones de 100uM o 250uM del blogueador (62.5%). El cadmio presenté un % de
inhibicién del 40.0 en la entrada de calcio con 50uM, siendo su comportamiento muy semejante
al encontrado con nifedipina. A mayores concentraciones de cadmio {100y 500uM) se observd
que el porciento de inhibicion en la entrada de calcio fue muy semejanre al encontrado con

S50uM. Con base en estos resultados se tomd ésta dltima concentracion para el estudio.
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Figura 13. Efecto de la nifedipina, verapamil y cadmio sobre la entrada de calcio,
utilizando **Ca (actividad especifica 1000cpm) después de 30min de exposicién
en las células WRL-68. Cada punto expresa el valor promedio + error tipo.
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IV.10 EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CADMIO SOBRE LA
ENTRADA DE CALCIO EN LAS CELULAS WRL-68
En ia Figura 14 se puede observar el efecto que el cadmio tiene sobre la entrada
de calcio a la célula. En ella, se graficaron los nmoles Ca**/mg proteina presentes en la célula
a diferentes tiempos de incubacion, en presencia de diferentes concentraciones de cadmio. Se
aprecia que en ausencia de Cd, se presenta un comportamiento bifdsico en la acumulacién de
calcio en las células, donde se observa primero una fase inicial rdpida en los primeros minutos
de incubacion, seguida de una fase lenta hasta llegar a una saturacion, donde el valor mdximo
en la acumulacién de calcio fue de 1.206 + 0.10 nmoles/mg de protefna. Al analizar el efecto
de diferentes concentraciones de cadmio (10-100 uM) sobre la acumulacion de caicio, se observé
un comportamiento inhibitorio dependiente de la concentracidn del metal, es decir, a mayor
concentracién de cadmio mayor el grado de inhibicién. No se observa diferencia en la inhibicion
en presencia de 50 y 100uM de Cd. La inhibicidn es evidente en la fase rdpida de entrada del
Ca en todas las concentraciones de cadmio, sin embargo, en presencia de 10uM de Cd se
alcanza la misma entrada de Ca después de 60min que en el control. Bdsicamente con 50uM de
Cd se observa una inhibicién mdxima en la entrada de Ca, ya que con 50y 100uM de Cd 'y aiin
a concentraciones mayores (500 uM) dato no mostrado se observa una misma inhibicién, cercana

al 40% en la entrada de Ca a los 60 min de incubacion.

IV.11 DETERMINACION DEL TIPO DE INHIBICION Y EL VALOR DE LA
CONSTANTE DE INHIBICION (Ki) DEL CADMIO SOBRE LA ENTRADA
DE CALCIO

Para determinar el tipo de inhibicidn que presenta el cadmio sobre la entrada de
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Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones de cadmio sobre la entrada de calcio,
utilizando “Ca (actividad especifica 1000cpm} a diferentes tiempos de
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caicio en las células WRL-68, se evaluaron las constantes cinéticas para el calcio en presencia
y ausencia del metal. En la Figura 15, se graficaron los nmoles Ca**/mg de proteina presente
en la célula en funcidn de diferentes concentraciones de calcio (uM) a los 30 min de incubacion.
Estas condiciones se eligieron con base al experimento anterior, en donde se observa que se ha
alcanzado el mdximo de entrada de Ca a la célula. Las concentraciones de Cd utilizadas fueron
1y 10uM ya que a concentraciones mayores se ve enmascarado el efecto. Se encontrd que a
mayor concentracion de Ca, se incrementa la acumulacién del metal en el interior celular. La
entrada de Ca se ve disminufda con la presencia de Cd, no encontrando una diferencia
significativa con respecto a la concentracion utilizada. Al analizar los resultados por una
regresion de Lineweaver-Burke, se determinaron los valores de la Km y Vmax los cuales se
muestran en la Tabla 1. Se observa que el valor de la Km se incrementa en un 45% para 1IuM
de cadmio (16 + 1.57uM) y en 130% para 10uM de cadmio (25.53 + 4uM) con respecto al
control (11.07 + 3.41uM). Sin embargo, el valor de la Vmax no se ve modificado por el metal,
siendo de 0.528 + 0.086 nmoles Ca’/mg proteina para el control y 0.6 + 0.038 nmoles Cq*’/mg
para 10uM de CdCl,. De estos datos se puede inferir que la entrada de calcio a la célula es
dependiente de la concentracion de éste y que el cadmio modifica vnicamente la Km por lo que
se comporta como un inhibidor de tipo competitivo en la entrada de Ca. Para evaluar la Ki se
determiné el % de inhibicién de la entrada de calcio con las siguientes concentraciones de
cadmio: 1, 2, 5, 10, 50y 100 puM a los 30 min de incubacién. En la Figura 16 se graficaron el
% de inhibicién de entrada cle calcio en funcién de las diferentes concentraciones de Cd. Se
observa que el % de inhibicién se incrementa a medida que aumenta la concentracion de Cd,
llegando a ser mdxima a 50 uM, por lo que no se observa aumento en el % de inhibicion ain

a concentraciones mds altas. Graficando la inversa del porciento (%) de inhibicion en la entrada
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Figura 15. Efecto del cadmio sobre la entrada de diferentes concentraciones de calcio,

utilizando " Ca (actividad especilfica 1000cpm) después de 30min de
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Km

Vmax

{pM) Ca (nmol/mg protefna)
CONTROL 11.07 + 3.41 0.528 + 0.086
Cd-1um 16.0 + 1.57 0.511 + 0.010
Cd-10puM 25.53 + 4.0 0.60 + 0.038

Tabla 1. Efecto del cadmio en la cinética de entrada de caicio, utilizando “°Ca
{(actividad especifica 1000cpm} en las células WRL-68. Los valores fueron

obtenidos porunaregresionde Lineweaver-Burke. Cada punto expresa el valor

promedio + desviacién estandar.
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de calcio en funcion de la inversa de la concentracion de cadmio (Figura 17), se encontré que

el valor de la constante de inhibicion (Ki) fue de 4.68uM.

IV.12 PARTICIPACION DE LOS GRUPOS SULFHIDRILO (SH) EN LA

INHIBICION DE LA ENTRADA DE CALCIO POR CADMIO

Para evaluar el papel que juegan los grupos sulfhidrilo en la inhibicion de la
entrada de calcio, se estudié la reversibilidad de la inhibicién de la entrada de calcio por 50 uM
de cadmio en presencia de un agente reductor de los grupos SH, el 1-4 ditiotreitol (DTT). Como
control se evalud que la entrada de Ca no fuese afectada por la presencia de DTT. En la Figura
18, se graficaron los nmoles de Ca**/mg de proteina en funcion del tiempo. Se observa que en
las células tratadas con 50uM de CdCl,, la entrada de Ca se encuentra inhibida en un 34% a
los 60min de incubacién con respecto al control. Al adicionar el DTT an presencia del metal,
se observa una recuperacion en la entrada de calcio hasta de un 90% (1,160, 1 Inmoles Ca’/mg
de protelna). De estos resultados se ve que los grupos SH de la membrana celular juegan un
papel relevante en el mecanismo por le cual el cadmio inhibe la entrada de calcio a las células

WRL-68.
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Figura 16. Efecto de diferentes concentraciones de cadmio sobre la entrada de calcio,
utilizando *Ca (actividad especifica 1000cpm) después de 30min de
exposicion en las células WRL-68. Cada punto expresa el valor promedio +
error tipo.
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Figura 17. Determinacidn de la constante de inhibicion (Ki) del cadmio sobre la entrada
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Figura 18. Participacion de los grupos sulfhidrilos (SH) en la inhibicién de la entrada
de calcio, utilizando *Ca (actividad especifica 1000cpm) por el cadmio a
diferentes tiempos de exposicion en las células WRL-68. Cada punto expresa
el valor promedio . error tipo.

67



V-DISCUSION

V.1 ALTERACIONES FUNCIONALES Y MORFOLOGICAS PRODUCIDAS POR
EL CADMIO EN LAS CELULAS WRL-68

La ltnea celular WRL-68 fue utilizada para determinar las alteraciones de algunos

pardmetros funcionales que son tradicionalmente considerados como medida de dafio celular. Las
células presentaron una curva de viabilidad dosis dependiente, donde la DL, fite de 4.66 uM de
CdCl,, concentracién semejante a la reportada para la linea celular 3T3 de fibroblastos de ratén,
de aproximadamente 4.16uM (Borenfreud y Puerner 1986). Las células WRL-68 mostraron un
50% de viabilidad en presencia de SyM de CdCl, durante 24h, valor un poco mds alto que el
presentado por las células endoteliales hepdticas, de 32%, después de 24h de exposicion al metal
(Liu et al 1992a), lo que hace suponer que las células WRL-68 son menos sensibles a la
presencia del cadmio. Al comparar la toxicidad del cadmio con respecto a otros metales se
encuentra que es mds toxico que Cr, Ni, Mn, Co y Zn, mientras que Ag y Hg son mds tdxicos
que el cadmio (Liu et al 1991, Borenfreud y Puerner 1986). En el presente trabajo las
condiciones elegidas para exponer a las células al cadmio fiueron de 0.5uM de CdCl,,
concentracion «a la cual se presentaba un 100% de viabilidad con dos perfodos de exposicion:
24k y 7d, ya que se tenfa interés en comparar el daflo causado por una concentracién que no
causaba mortalidad por diferentes periodos de tratamiento y la otra concentracion elegida fue
de 5.0uM de CdCl, por presentar las células una viabilidad cercana al 50% con un perfodo de
exposicién de 24h dnicamente, y as{ poder evaluar el dafio con diferentes dosis del metal. Por
tanto, arbitrariamente, como se ha seflalado en otra seccidn de este trabajo, se ha denominado

tratamiento leve a una exposicion de 0.5uM durante 24h, tratamiento crénico la misma
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concentracién pero durante 7d y tratamiento agudo a una exposicion de SuM durante 24h. Para
evaluar si la presencia del metal alteraba la velocidad de proliferacion celular, se siguit durante
7d el crecimiento de las células. Se encontré que al menos durante los 7d, tiempo de exposicién
en el tratamiento crénico, la velocidad con la cual las células proliferaban no se vela afectada
por la presencia del metal, ast como tampoce la capacidad de adhesién (datos no mostrados);
sin embargo, aunque en este trabajo no se signid la proliferacion de ias células traradas
agudamente debido a su baja viabilidad en presencia del metal, reportes de células endoteliales
expuestas @ 2.0y 3.GuM de CdCl, durante 24h, muestran que su proliferacion se ve disminulda,
muy probablemente debido a que el metal inhibe la sintesis de DNA, RNA y proteinas (Kagi et
al 1992). Es importante hacer notar que aunque la concentracion de CdCl, agregado al medio
de cultivo es 0.5 y 5.0uM, los medios en los cuales las células son crecidas y expuestas al Cd
contienen suero de ternera y ya que el Cd se une a protefnas del suero (Nordberg et al 1986),
la concentracion de Cd libre en el medio es mucho menor que la concentracién de Cd agregada;
se reporta que el cadmio es de 2 a 5 veces mds potente cuando es adicionadoe a las células LLC-
PK en un medio libre de suero o en buffer, pero los efectos bajo estas condiciones son
cualitativamente idénticos a los producidos cuando el suero estd presente (Prozialeck y
Niewenhuis 1991). Sin embargo, la mayorfa de los autores reportan la concentracién del metal
agregado como la concentrieidn de tratamiento, por lo que en este trabajo se manejé de la
misma manera.

Los cambios morfolégicos presentados en las células WR-68 fueron evaluados en los diferentes
tratamientos; no se observaron cambios por microscopfa dptica en los tratamientos leve y
crénico, sin embarga, en las células tratadas con 5.0uM del metal, la morfologla se alteré de

una forma poligonal a una redondeada, observando una menor fuerza de union de la célula al
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sustrato, efecto similar al encontrado en células endoteliales expuestas a la misma dosis y
perfodo (Kagi et al 1992). Con concentraciones mayores de 10.0uM de CdCl,, las células aiin
por microscopla dptica, muestran alteraciones a nivel de membrana que podria rener como
consecuencia un incremento en la permeabilidad de ella, la cual es seguida de una necrosis. Este
incremento en la permeabilidad de la membrana puede deberse muy probablemente, primero a
que al cadmio esté alterando las uniones interceluiares, como el caso reportado en las células
LLC-PK (Prozialeck y Niewenhuis 1991) y segundo a que el cadmio esté modificando la
organizacion del citoesqueleto, como el observado en las células MDCK, que por
inmunofluorescencia, se muestra que la distribucién del patrén de actina estd alterado
dramdticamente (Mills et al 1989), que se explica en funcién de la imeraccién del cadmio con
los grupos sulfhidrilo de la tubulina.

La observacion por Microscopia Electronica de Transmision (MET) de las células WRL-68
tratadas con cadmio, revela que los cambios en la morfologla celular y en la ultraestructura son
dependientes del tiempo de exposicién y de la concentracion del metal ya que aiin en las
concentraciones donde las células WRL-68 presentan 100% de viabilidad y que por microscopla
dptica no se observan alteraciones, la witraestructura celular se encontraba ya alterada, siendo
mucho mas dramdticos estos cambios a concentraciones mds altas. En las células WRL-68
tratadas cronicamente se observa por MET que el RER estd desorganizado, ademds de
alteraciones en las crestas mitocondriales, no observadas en las células tratadas levemente, de
lo que se puede concluir, que a pesar de que las células estdn tratadas con la misma
concentracion del metal, a mayor tiempo de exposicién el dafio es mayor. En el tratamiento
agudo las alteraciones fueron mds evidentes, se observo la presencia de numerosos

polirribosomas en el citosol y cuerpos residuales, alteraciones en las crestas mitocondriales y
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retfculo endopldsmico fragmentado, resultados que son comparables con lo observado en
muestras de higado de rata intoxicadas agudamente con cadmio (Early et al, 1992).

La citotoxicidad fue evaluada determinando la actividad extracelular de la lactato deshidrogenasa
(LDH) y se probé que su actividad no fuera inhiblda por las concentraciones del metal utlizadas
en este trabajo. La LDH se considera como una medida de dario que puede relacionarse con la
muerte celular. Los resultados muestran que en las células WRL-68 tratadas leve y crénicamente
la actividad de la LDH no se ve incrementada, sin embargo, en las tratadas agudamente, donde
la muerte celular aumenta, la actividad se incrementa en 3 veces su valor con respecto al
control, resultados semejantes se reportan en células endoteliales hepdticas crecidas con 5.0uM
de CdCly (Liuet al 1992a), y en cultivo primario de hepatocitos en donde encuentran un aumento
considerable, de un 117%, en la actividad de LDH con tratamiento 0.2ug/ml de cadmio (Beattie
et al 1990).

Las actividades de ASAT y ALAT se eligieron como marcadores bioquimicos de dafio hepdtico
ya que pueden considerarse indicadores de necrosis celular. En las células WRL-68 las
actividades enzimdticas de ASAT y ALAT se encontraron incrementadas tinicamente en las células
tratadas con 5.0uM de CdCl,, siendo los valores de un 150% y 110% respectivamente en
comparacion al control, lo que indica que las células WRL-68 sufren necrosis como resultado
de la exposicién aguda al cadmio, esto también se ve apoyado por el hecho de que por MET se
encuentran alteraciones a nivel de membrana plasmdtica. En higado de rata perfundido, se
reporta un incremento en la actividad de la ALAT con una concentracién diez veces mayor a la
utilizada en el tratamiento agudo (Lupo et al 1986), del tal manera que en las células WRL-68,
las actividades enzimdticas de la LDH, ASAT y ALAT unicamente se vieron incrementadas con

concentraciones altas del metal.
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Se ha relacionado a la lipoperoxidacion (LPO) como uno de los posibles mecanismos de dafio
celular causado por el cadmio "in vivo” e "in vitro” (Stacey et al 1980a, Santone et al 1952,
Miller 1986, Andersen y Andersen 1988). Se ha reportado que el cadmio inhibe la actividad de
dos enzimas involucradas en la proteccién de daflo debido a los radicales libres, la catalasa y
la superéxido dismitasa (SOD) en higado de rata (Hussain et al 1987). En las células WRL-68
se encontré un 64% de incremento en el valor del grado de LPO en el tratamiento agudo y un
93% en el valor para el caso del tratamiento crénico a pesar de que no se observd pérdida de
la integridad en la estructura de la membrana celular por microscopfa dptica, no encontrando
diferencia en las células tratadas con la misma dosis del metal pero con un perfodo corto de
exposicién. Este hecho se podria explicar de dos diferentes formas, primero debido a que la
catalasa y la SOD son sensibles al tiempo de exposicién y a la concenracion del metal
inhibiendo su actividad, de tal manera que la desintoxicacion de los aniones superdxidos
Jormados disminuye, ocasionando lesiones severas en la célula y segundo porque el sistema de
la glutation peroxidasa también se encuentra blogueado por el cadmio (Shukla et al 1989). Al
aumentar la concentracion del meral durante un tiempo corto de exposicion (24h) se incrementa
ligeramente la lipoperoxidacidn, resultado similar reportado en hepatocitos de rata expuestas a
diferentes concentraciones de cadmio (Miller 1986), por lo que la LPO es evidente con
concentraciones elevadas del metal o bien tratamiento prolongado, aunque la actividad de la
LDH utilizada como medida de toxicidad celular se vié considerablemente aumentada. En el
tratamiento agudo esto sugiere que la lipoperoxidacion no es el primer evento en la roxicidad
aguda debida al cadmio, pero puede ser una consecuencia del dafio membranal inducido por el
metal. Mas atin Stacey et al (1980a) han mastra&o que la LPO no parece ser un evento critico,

ya que la toxicidad del Cd en hepatocitos de rata aislados no se ve alterada por la presencia de
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agentes antioxidantes, donde la formacion de malondialdehido y presumiblemente, la LPO estdn
completamente bloqueadas.

La induccion de la MT en las células WRL-68 fue demostrada en este estudio, sugiriendo que el
metal incrementa esta protefna por una accién directa sobre la célula, sin embargo, el papel
Sisiolégico de lu MT no se conace con exactitud, pero parece estar involucrada en el control del
merabolismo de metales esenciales tales como el Zn y el Cu (Cousins 1985), en la proteccién en
contra de lps metales pesados (Webb 1986} y recientemenie se le ha dado un papel antioxidante
durante el estrés producido por el cadmio (Giralt er al 1993). Se ha reportado "in vitro® que el
orden de afinidad de los metales a la metalotionelna es: Zn< Cd< Cu< Hg (Holt et al 1980),
de tal manera que el cadmio puede reemplazar al Zn de ia MT quedando la estructura como Cd,
en el domonio A y Zn,Cd, en el dominio B (Boulanger et al 1982, Funk et al 1987) en higado
de rata. En las células WRL-68 tratadas con 0.5uM de CdCl, se incrementd mas el conenido
de MT cuando el perfodo de exposicién se prolongd, por 7d, debido a que esta proteina es
inducida y es acumulada en el interior celular. Resultados similares se reportan en culiivos
primarios de hepatocitos de rata, donde la cantidad del metal unido a la MT se incrementa
proporcionalmente a nivel intracelular con el cadmio presente (Failla et al 1979) y en un
tratamiento agudo con CdCl,, el mRNA para la MT intracelular se ve incrementado, por lo que
concluyeron que el cadmio induce fuertemente la sintesis de MT (McKim et al 1992, Shiraishi
y Waalkes 1994). Sin embargo, en las células WRL-68, tratadas con 5.0uM de CdCl, el
contenido de MT disminuye con respecto al comrol, por lo que se realiz6 una curva dosis-
respuesta, encontrando un mdéximo en la induccién de MT con 1.54M de CdCl, durante 24h de
tratamiento, cayendo drdsticamente a partir de 2.5uM del metal, debido muy probablemente a

que en general la sintesis de protefnas se ve disminuida (Bracken y Klaassen 1987). Se reporca
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que la MT juega un papel muy importante en la proteccion celular, encontrando que en las
células WRL-68, tratadas con una concentracién pequefia de cadmio no se observa un incremeto
en la actividad de la LDH como medida de citotoxicidad, sin embargo, en las células tratadas
con una dosis mayor, la actividad de la LDH se incrementa significativamente, de tal manera
que la ciroroxicidad del cadmio parece ser debido a la cantidad del ion cadmio libre que se
encuentra presente en la célula, el cual no es secuestrado por la metalotionetna o glutation
disponible (Suzuki y Cherian 1989) ocasionando dafio celular, debido a que disminuye la sintesis
de MT y por lo tanto la proteccin celular disminuye alterando la funcién celular.

La habilidad del cadmio para unirse a los grupos sulfhidrilo (SH) se ha propuesto como una
posible explicacién de su citotoxicidad (Christie y Costa 1984), sin embargo, no se ha
comprobado una relacién directa, aunque se conoce que existe una interaccion directa del metal
con los componentes de la membrana celular. En las células WRL-68, el contenido de los grupos
SH reducidos totales, proteicos y no proteicos disminuyeron en todos los tratamientos con el
metal, encontrando el mismo contenido con una concentracién de 0.5uM de CdCl, aiin en un
tiempo prolongado de 7d de exposicidn, indicando que el metal tiene una afinidad alta por los
grupos SH, siendo independiente del tiempo de exposicion. Al aumentar la concentracién del
metal, la disminucién de los grupos SH es mds notoria en las células, debido a que aiin existe
disponibilidad de algunos grupos SH reducidos en las distintas proteinas que forman parte de
las membranas celulares.

Se le ha dado al ghearién (GSH) un papel muy importante en ciertos procesos celulares
incluyendo transporte de membrana, vias metabdlicas, actividades enzimdticas, mantenimiento
de la integridad de la membrana, sintesis de macromoléculas (Ketterer 1982, Kang y Enger

1991) y citoproteccién por cadmio (Kang y Enger 1987, 1988, 1990), demostrado este iltimo en
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ratas tratadas con CdCly y butionin sulfoximing (BSO) que es un inhibidor de la sintesis de
glutation, de tal manera que al disminuir la concentracién de GSH en la célula, se presenta un
incremento de la susceptibilidad hepatotdxica por el cadmio (Chan'y Cherian 1992). La fraccion
soluble no proteica puede considerarse como el contenido de GSH reducido intracelular
(Ponsoda et al 1991). En las células WRL-68, se encontré una disminucion del 42% en el
contenido del GSH reducido en los tratamientos leve y crénico, que podemos explicar, con base
a que el cadmio se acompleja con GSH reducido intracelular via grupos SH, de manera que
protege a la célula de la toxicidad del cadmio, reflejado también por los valores obrenidos de
las actividades enzimdticas de la LDH y las transaminasas, sin embargo, al aumentar la
concentracion de cadmio, en el rratamiento agudo, se encontré un 67% en la disminucién del
GSH reducido pero se ve aumentada la citotoxicidad, debido a que a esta concentracion,
probablemente el cadmio afecra el metabolismo del GSH como ha sido reportado por Wong y
Klaassen 1981, que puede resultar en alteraciones de la integridad de las membranas,
desprotegiendo a la célula y causando indirectamente efectos t6xicos por un incremento en el
estrés oxidativo (Ponsoda et al 1991). Se ha reportado que el glutation es un factor importante
en el control de la lipoperoxidacién (Halliwell y Gutieridge 1985), encontrando que el CdCl,
disminuye los niveles de glutatién testicular (Sugawara y Sugawara 1984) e inhibe la actividad
de la glutatién peroxidasa en rifion e higado (Jamall y Smith 1985), de tal manera que esto
podria explicar el aumento de la lipoperoxidacion en las células WRL-68 por el cadmio, donde
posiblemente aumente la sensibilidad de la gluratién peroxidasa atin con concentraciones
pequefias y en perfodos largos de exposicion al metal. De estos resultados observamos, que las
células WRL-68 sufren alteraciones en algunas funciones biogquimicas semejantes a los reportados

"in vitro" e "in vivo" (Friberg et al 1974, Iturry y Pefla 1986) por el tratamiento con cadmio,
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por lo que se puede considerar que son un modelo adecuado para estudiar los mecanismos de
toxicidad producidos por el metal.

La toxicidad de los merales pesados se puede explicar por diferentes mecanismos generales: 1)
compitiendo con metales esenciales en sus sitios funcionales, 2) formando complejos con los
grupos sulfhidrilo de ias prorefnas debido, a su gran afinidad por estos grupos, cambiando la
conformacién de las enzimas o perturbando la unién enzima-sustrato (Goering 1993) y 3)
bloqueando el transporte de iones esenciales (Sturrock et al 1990, Harris 1991, Blazka y Shaik
1991, 1992b).

Entre los resultados que apoyan estos mecanismos generales de daflo en el caso especifico del
cadmio estdn la generacién de radicales libres en higado, rifién y testfculo de rata (Sato et al
1983, Klimczak et al 1984, Sugawara y Sugawara 1984) que rambién se ha observado en
hepatocitos aislados "in vitro” (Stacey et al 1980a, Waalkes et al 1985), aunque existen
evidencias de que este proceso es independiente de la toxicidad celular (Stacey y Klaassen 1981,
Milller y Ohnesorge 1982, Miiller 1983). También se ha sugerido que la inhibicién de la
adenosina trifosfatasa, podria ser un posible mecanismo de dafio (Valiee y Ulmer 1972, Christie
y Costa 1984), aunque este mecanismo no se ha comprobado, ya que el efecto inhibitorio de los
metales sobre la enzima no muestra ninguna asociacién con la citotoxicidad (Stacey y Klaassen
1981). Otros de los mecanismos propuestos para explicar la toxicidad son la interferencia con
las funciones mitocondriales que ha sido apoyada por algunos autores (Miiller y Ohnesorge
1984), ast como la habilidad de varios metales incluyendo el cadmio para interactuar con los
grupos sulfhidrilo (Vallee y Ulmer 1972, Christie y Costa 1984), pero una participacion directa
no ha sido documentada, sin embargo, parece ser que existe una interaccién directa del cadmio

con los grupos SH, ya que existe una relacion con el daflo celular en hepatocitos aislados (Stacey
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1986, Christie y Costa 1984), ademds hay reportes que indican una interaccién directa del
cadmio con los componentes del citoesqueleto (Mills y Ferm 1989). También se ha propuesto que
el cadmio compite con el calcio (Babitch 1988), altera patrones de fosforilacion (Suzuki et al
1985), interfiere con el calcio por los sitios de unién en la calmodulina (Flik et al 1987) e inhibe
a la enzima inositol 1-fosfocinasa que pertenece al sistema de fosfato inositol como segundos
mensajeros (Smith et al 1989). Asf mismo, se encuentra en la literatura que el cadmio altera el
metabolismo y funcién de metales esenciales tales como Cu, Zn, Fe, Mn, Se y Ca al competir
por los ligandos en los sistemas biolégicos (Petering et al 1979, Whanger 1979, Schafer y Forth
1984, Koziowska et al 1993), bloqueando los canales de calcio en diferentes tipos celulares
(Kostrzewska y Sobieszek 1990, Blazka y Shaikh 1991, Chowdhury et al 1993), e inhibiendo la
ATPasa de calcio (Verbost et al 1989, Visser et al 1993).

Estos mecanismos generales se explican en funcién d; la interaccidn de los metales pesados con
las diferentes macromoléculas a diferentes niveles: (1) un desplazamiento de un metal esencial
de un sitio activo por un metal tdxico, (2) la unién de un metal iénico en un lugar diferente del
sitio activo de la macromolécula, (3) a nivel de DNA un entrecruzamiento de bases ocasionando
agregaciones no deseadas, (4) error en la sintesis de protefnas, el cual puede ser causado por
un desapareamiento de bases y (5) despolimerizacién de macromoléculas biolégicas (Eichhorn
1973). Existe una gran variedad en los mecanismos propuestos para explicar la citotoxicidad
inducida por el cadmio, de ral manera que parece ser un proceso multifactorial, en donde existe

una relacién estrecha entre los diversos eventos seflalados.

V.2 [EFECTO DEL CADMIO SOBRE EL TRANSPORTE DE CALCIO EN LAS

CELULAS WRL-68
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E! higado juega un papel importante en la disposicién de cadmio, en donde la
acumulacién de cadmio en hepatocitos de rata es un proceso dependiente de la concentracién
del meral e involucra grupos sulfhidrilo (SH) de las protefnas de la membrana plasmdtica (Failla
et al 1979). En las células WRL-68 la acumulacion de CdCl, fue dependiente de su
concentracion, ast como del riempo de exposicién, presentado en las células tratadas con 0.5uM
de CdCl,, donde se incrementd la acumulacién del metal cuando el tiempo de exposicion fue
prolongado, sin embargo, al aumentar la concentracién de cadmio, la acumulacién fue mucho
mayor (29 veces) a pesar del perfodo corto de exposicién de 24h, donde parece ser que la
interaccién del cadmio con los grupos SH de las protefnas de las membranas son un sitio
importante de unién. Esto ha sido estudiado por Gerson y Shaikh (1984) y reportan la presencia
de un acarreador mediado por grupos SH para la entrada de cadmio en cultivos primarios de
hepatocitos, de tal manera que la proporcién de cadmio asociado a la membrana celular indica
el nimero relarivo de sitios de unién disponibles para el meral (Blazka y Shaikh 1992b), En el
presente estudio la mayor parte del cadmio permanecié pegado a la membrana plasmdtica en
todos los tratamientos, pudiéndose cuantificar mediante el uso de un agente quelante (EDTA) que
es impermeable a la membrana y que remueve al metal unido a los diferentes grupos aniénicos
del exterior celular (Blazka y Shaikh 1991). En las células tratadas leve y crénicamente no se
encontrd diferencia en el metal pegado a la membrana, sin embargo, en las células tratadas
agudamente al aumentar la concentracién del metal, se encontré entre 4'y 7 veces mds metal
pegado respectivamente, debido posiblemente a la presencia de sitios anidnicos disponibles que
no hablan sido ocupados por el metal a concentraciones menores.

No se conoce el mecanismo especifico para la entrada de metales téxicos no esenciales a la

célula como es el caso del cadmio, sin embargo, es légico pensar que ocurre a través de un
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proceso existente para los metales esenciales (Blazka y Shaikh 1992b). Se sugiere que el primer
evento en la entrada del metal es la unién a ligandos de la membrana plasmdtica, seguida de
un proceso mediado por acarreador o por via poros, o hien por un canal de calcio que opera
por receptor (Blazka y Shaikh 1991). Se reporta que el cadmio alrera el rransporte de los metales
esenciales como Fe (Sturrock et al 1990), Cu (Harris 1991), Zn (Blazka y Shaikh 1992b), Ca
(Blazka y Shaik 1991) y ya que el transporte de calicio es de vital importancia en la célula, el
interés de este trabajo fue el estudiar el efecto que tiene el cadmio sobre el transporte de este
metal esencial. Entre los numerosos procesos que afecta el cadmio asociados al calcio son, un
desensamblaje de los microtubulos (Perrino y Chou 1986), movilizacién del calcio intracelular
e inhibicién de la ATPasa de calcio (Smith et al 1989) ast como desplazamiento del calcio de la
calmodulina (Flik et al 1987). Se propone que uno de los mecanismos por los cuales el cadmio
inhibe la entrada de calcio es por su interaccién con los canales de calcio en la membrana
plasmdtica (Blazka y Shaikh 1991), de tal manera que para identificar la presencia de canales
de calcio en las células WRL-68, se estudié la inhibicién de la entrada de calcio en presencia
de los bloqueadores mas usuales (nifedipina y verapamil) del canal. Los resultados son muy
semejantes a los reportados por Blaska y Shaikh (1991) en cultivos primarios de hepatocitos de
rata. Se enconiré que con S0uM del cloruro del metal, hay un 40% de inhibicién en la entrada
de calcio a la célula, porcentaje muy similar al obtenido en presencia de nifedipina.

Bygrave et al (1989), reportan que la acumulacién de calcio en hepatocitos ocurre por un
proceso independiente de energla, el cual es sensible a temperatura. La cinética de la entrada
de calcio en las células WRL-68, presenté un comportamiento similar al encontrado por otros
investigadores en hepatocitos de rata (Blazka y Shaikh 1992b), siendo de caracter bifdsico, con

una fase inicial rdpida en los primeros minutos, seguida de una fase mas lenta con un tiempo
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mdximo en la acumulacion de 30min. Se ha reportado que el cadmio compite con los metales
esenciales para su entrada en hepatocitos (Blazka y Shaikh 1991) y su acumulacion en el higado
(Shukla er al 1990). En el presente estudio el cadmio disminuyd la acumulacién de calcio de
manera dosis-dependiente, con un 40% de inhibicidn como mdximo en presencia de 100uM de
CdCl,, valor 20% mas bajo que el reportado para hepatocitos de rara (Blazka y Shaikh 1992b),
lo que hace suponer que las células WRL-68 son mds sensibles a la presencia del cadmio, esto
puede explicarse, con base a que la conformacién estructural de las proteinas de membrana,
puede ser cambiada por la interaccion con el cadmio, dando como resultado alteracion en los
sitios de unién adicionales o en los canales iénicos o poros que participan en la acumulacion de
calcio en la célula (Blazka y Shaikh 1992b).

Con base a los datos obtenidos de las constantes cinéricas (Km y Vmax) para la entrada de
calcio en presencia de cadmio, se encontré que el meral altera la Km de una manera dependiente
de su concentracion, pero con dosis de 10.0uM de CdCl, y mayores, se obtenfan valores muy
semejantes, por lo que, los experimentos fueron realizados con la concentracion mdxima de
10.0uM. El valor de la Km en en las células WRL-68 aumentd en un 130% (25.53uM)} con
respecto al control, valor un poco mds alto que el encontrado en células mesangiales (19.0uM)
(Templeton 1990), sin embargo el valor de la Vmax no se vi¢ alterado, resultando un valor de
4.68uM para la Ki, lo que sugiere que parte del transporte del calcio a las células WRL-68 es
inhibida de manera competitiva por el metal en algin sitio comiin existente para el calcio.

Se ha reportado que existe una interaccién entre el cadmio y otros metales en cultivo de
hepatocitos (Gerson y Shaikh 1984), en donde hay una competencia directa entre los metales
esenciales y metales divalentes txicos por los ligandos que contienen grupos sulfhidrilo (SH) y

se ha sugerido como un mecanismo posible para explicar la capacidad citotéxica del cadmio.
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Stacey (1986) reporta que en presencia del agente reductor de los grupos SH ditiotreitol (DTT)
algunos pardmetros de dafio celular, como son la liberacién de transaminasas y la disminucién
de potasio intracelular mejoran, debido a que tiene la habilidad de mantener a los grupos SH
en su estado reducido. Ademds, se ha reportado que la estructura de ia boca o entrada de los
canales de calcio presentan sitios que son ricos en grupos SH (Catterall 1988, Koshita et al
1993), por lo que, se estudié la participacién de los grupos sulfhidrilo (SH} en la recuperacion
del transporre de calcio inhibldo por cadmio en presencia del DTT. Los resultados indican un
reestablecimiento en la entrada de calcio de un 90%, indicando que la interaccién del cadmio
con los grupos SH juega un papel relevante en la inhibicién de la entrada de calcio en las
células WRL-68.

De los resultados presentados se puede concluir que el mecanismo de citotoxicidad del cadmio
es un proceso multifactorial en el cual juegan un papel relevante la interaccién del metal con
los grupos SH asf como la alteracion del transporte de metales esenciales. En este trabajo se ha
sugerido que los diferentes procesos para explicar la toxicidad no son eventos independientes,
sino complejos y dificiles de evaluar independientemente, que se combinan para dar como
resultado el dafio a nivel celular. Con los resultados aqul presentados, se contribuye al
entendimiento de algunos de los procesos de la citotoxicidad ocasionados por del cadmio, sin
embargo, se requiere de una mayor cantidad de estudios para conocer el mecanismo espectfico

de dafo producido por este metal.
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