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RESUMEN
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de Intoxicacion par Mercurio.
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Proposito:

DCebido a que no se conacen kos efactas del marcurio sobre lineas celulares de ongen renal, en este
trabajo_enfocamus nuestru interés hacia la caracterizacidn de alteraciones marfoldgicas y funciunales
inducidas por ¢l cloruro mercarico (HgClz) en células OK.

Método de Estudia;

Evaluamos la respuesta de células OK tratadas con dosis vanables de HgCl; durante diferentes
tiempas de incubacion, mediamte pruebas de funcion mitocondrial y analisis marfoldgicos utilizando
microscopia de luz, micrgscopia electranica de transmision y micrascopia canfacal.

Resultados:

Dosis de 1y 10 yM de HgTl; incrementaron Ia actividad del sisterna mitogondrnizl succinato tetrazolio
reductasa, asi camo el contenido intracelular de ATP, sin indudir alteraciones morfologicas. Con dosis de
15 UM disminuyd I3 actividad mitocondrial y el contenido enddgeno de ATP. Al microscapio de |uz, en los
cullivas incubados con esta dosis, las células se redondearon, presentaron abundantes vacuolas y se
desprendieryn lds monocapas. Los cambios ullraestructurales fusron: dispersion de loy ribgsamas,
dilatacion de las cistemas del reticulo endopldsmico rugoso, aumento en el numero de vacuolas
citoplasmicas, condensacion de la cromatina, invaginaciones de la membrana intema de la enwoltura
nuclear, cuerpos de inclusidn citoplasmaticos, cuerpos apoptdsicos y alteraciones en el tamano v la
marfologia de las mitocondnas. Mediante micrgscopia corfocal pudimos establecer cambios ¢ualitativos
inducidos por mercurio sobre ¢l potencial de membrana mitocondrial. La disipacidn del potencial no se
observo a tiempos cartas a esta misma dosis, ni tampoco con las dosis de 1 y 10 yM en tadas los tismpas
analizados.

Canclusionas:

A |a dosis de 1 y 10 yM de HgCl: se estimula la actividad de deshidrogenasas mitacondriales y la
produccion endégena de ATP, pero no se abservan cambios marfoldgicos mediante microscopia de luz,
microscopia electrdnica de transmisidn y microscopia confocal. Con dosis de 15 yM de HgCl; se afectan
notablemente la tuncién mitocondrial, asi camo la morfologia y la ultraestructura de |as células OK.

Contribuciones:

El presente trabajo contribuye al conocimiento de los efectos sobre la ultraestructura y fisiclogia
mitocondrial. asimismo en la morfologia celular inducidos por ¢cloruro mercurico en lineas celulares de
origen renal. Ademas, el modelo que hemas empleado podria ser utilizado para evaluar el efecto de éste y
otros metales pesados en diversos cuitivos, para estudiar el fenomano de harmesis y también en |a
investigacion de nuevas agentes quelantes o de otras compuestos de interés terapéutico ylo toxicolagica.
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CAPITULQ 1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos Generales de los Metales Pesados.

De los 106 elementos de la tabla periédica, 80 son considerados como
metales; muchos de ellos son necesarios para que puedan ocurrir procesos
fisiologicos normales en los seres vivos, pero otros, como comentamos mas
adelante son toxicos per se (Hughes, 1996). Aln aquellos metales que son
considerados esenciales pueden resultar toxicos cuando su concentracion
intracelular es excesiva. Entre los 80 metales conocidos, existen 40 que tienen
pesos especificos mayores de 5 g/cm®, los cuales son definidos como “metales
pesados” y se encuentran principalmente en forma dispersa en formacianes

rocosas, pera también en el medio ambiente (Hughes, 1996).

Los seres humanos hemos estado expuestos a los metales pesados
desde tiempos remolos. No obstante, en las Ultimas déecadas se ha
incrementado tanto el emplec de estos metales taxicos y de sus compuestas,
que hemos llegado al punto en el cual las sociedades dependen de ellos para el
adecuado funcionamiento de casi todos sus procesos industriales. Esto ha

acasionado que los metales pesados sean abundantes en el agua, aire y suelo
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y que debido al potencial carcinogénico que se les ha atribuido, representen

una verdadera amenaza para la salud (ATSDR, 1999).

Las metales entran al cuerpa principalmente a traves de la via digestiva y
respiratoria, mientras que la arina es la principal ruta de eliminacian, aunque
pueden ser excretados directamente hacia la luz del tracto digestivo a través de
la mugosa intestinal. La circulacion enterohepatica de algunos compuestos
metalicos organicos (por ejemplo metil mercurio) favarece que se incremente la

vida media de este tipo de cempuestas (Hughes, 1996).

Los metales pesados son redistribuidos naturalmente en el medic
ambiente a traves de ciclos biolagicos y geolégicos. Los ciclos bioldgicos
incluyen biocancentracion por plantas y animales, asi como su incorporacion en
las cadenas alimenticias. Actualmente, las cantidades de metales pesados
emitidas de manera natural a la atmdsfera, cuerpos de agua y suelos, han sido

sobrepasadas por el ciclo antropogénica, coma ocurre en el casa particular del

mercurio {Klaassen, 1996).

Entre los metales pesados mas conocidos, par sus aplicaciones y sus
miltiples efectos toxicos en los seres humanos y los animales se encuentran el
mercurio, el plomo, el cadmio y el metaloide arsénico. La importancia

toxicologica de algunos metales menos conocidos, tales como el indig y el galio
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podria verse incrementada con nuevas aplicaciones en terapia antitumoral,

microelectranica y otras tecnologias (Klaassen, 1996).

Por ser el mercurio el abjeta de esta tesis, a cantinuacion se describen

algunos aspectos relevantes de este metal,

1.2 Mercurio: Una Amenaza para la Salud

Aunque no se le conoce algun efecto benéfico para la fisialogia humana,
s¢ ha estimado que un ser humano con un pesa promedio de 70 kg, tiene una
cantidad equivalente a 13 mg de mercurio en su cuerpa (Pier, 1975). El
mercurio es un elemento muy reactivo y produce sus efectos tdxicos al unirse a
grupos sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo y fosforilo presentes en diversas
moléculas o compuestos. Se encuentra ampliamente distribuido como
contaminante ambiental e industnial. En humanos, se pueden encontrar niveles
elevadaos de mercurio en la piel, las ufias, el pelo y los rifiones. Las fuentes de
exposicion mas importantes para los seres humanos son: (a) las amalgamas
dentales, (b) los productos farmacéuticas, (¢) los cosmeticos y (d) los alimentos,

principalmente pescada contaminado con mercurio (Eley, 1997).
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En el medio ambiente se pueden encontrar tres formas quimicas, cada
una con propiedades de solubilidad, reaccion quimica y toxicidad caracteristicas
(Clarkson, 2002). El mercurio efemmental se libera hacia el medio ambiente a
través de |a evaporacion de la corteza terrestre y de los oceanos, asi como par
la quema de combustibles fosiles (ATSDR, 1999). Los compuestas inorganicos
mercurasos (calomel) y las sales mercuricas se han empleado desde siglos
pasados con fines medicinales y como detonadores en explosivos,
respectivamente. Por otra parte, ciertos microorganismos que habitan en rios y
arroyos son capaces de biometilar los iones mercuricos para formar especies

de mercurio organico, incluyendo metil, etil y fenil mercurio (Klaasen, 1990).

La exposicion ocupacional juega un papel muy importante, sobre todo en
ciudades altamente industrializadas. Todas las formas del metal se acumulan
en distintos érganas, pero preferentemente en el rifion (WHQO, 1991). La
exposicion 2 concentraciones elevadas de mercurio metalico, arganico o
inorganico pueden danar permanentemente los rifiones, el cerebro y alterar el
desarrallo fetal. Los efectos sobre la funcion cerebral pueden resultar en
irritabilidad, temblores, alteraciones en la visidn, el oido y problemas de
memoria. También pueden presentarse dafio hepatico, nauseas, vomito,
diarrea, aumento de |a presion sanguinea y del ritmo cardiaco (ATSDR, 1999).
Aunque no existen datos suficientes sobre induccion de cancer, el cloruro

mercurco propicia la aparicion de diferentes tipos de tumores en ratas y ratones
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y el metil mercurio ha producido tumores en rifiones de ratones machos. En
base a datos epidemiacldgicos y experimentales actualmente disponibles, la
Agencia Estadounidense para la Proteccion del Ambiente (EPA) ha
determinado que los compuestos de cloruro mercurico y metil mercurio son

posibles carcindgenos para los seres humanos (ATSDR, 1899).

1.3 Mecanismos de Toxicidad del Mercurio

Se ha propuesto que el principal mecanismo de toxicidad del mercurio es
su elevada afinidad hacia grupos sulfhidrlo presentes en cierlas proteinas
(Clarkson 1972, Hughes 1957; Passow y cols,, 1961). Debido a que las
proteinas se encuentran tanto en los organeles como en el Gitoplasma y en las
membranas celulares, y parque los grupas sulfhidrilo son muy importantes en la
estructura y funcidn de la mayoria de estas proteinas, los blancos especificas
del mercurio no se han establecido del todo. Sin embargo, se ha propuesto que
ocurre inactivacion de enzimas, de proteinas estructurales y de procesas de
transparte (Bulger 1986), asi como alteraciones en la permeabilidad de la
membrana plasmatica por la formacién de mercéaptidos (Sahaphong y Trump

1971).
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En los rifiones, la toxicidad del mercurio se relaciona con su acumulacion
en los tubulos proximales y can su unidn intracelular a grupos sulfhidrilo,
carboxilo y tosforilo (Klaassen, 1996). Los resultados de estas interacciones son
la inactivacion de enzimas e inhibicion de la sintesis de prateinas (Bohets y
cols., 1995). También se ha observado inhibicion de la multiplicacién celular,
disminucion en la incorporacion de uridina y timidina, rompimiento de cadena

sericilla en el DNA y muerte celular, (Nakazawa y cols., 1975),

El mercurio altera el contenido intracelular de grupas tiol y de esta
manera, induce estrés oxidativo, peroxidacion de lipidos, disfuncion mitocondrial

y cambios en el metabolismo del hemo (Zalups y Lash 1994).

Se ha demaostrado que el mercurio puede ocasionar despolarizacion de la
membrana mitocondrial interna, coh un aumento en la formacién de peraxido de
hidrogeno. Este evento se ha relacionado con la disminucidn de glutatién y
axidacion de nucledtidos inducidas por mercurio, l0 cual da lugar a un estado de
esirés oxidativo que se caracteriza por aumento en |la susceptibilidad de la
membrana mitocondnal hacia la peroxidacion de lipidas (Lund y caols., 1993).
Estos mismos autores han propuestc que las alteraciones en la homeaostasis
mitocondrial del calcio inducidas por mercurio pueden exacerbar el estres
oxidativo inducido en células renales. Las etapas entre la union a grupas tiol y la

disfuncion o dafio celular no han sido elucidadas, sin embargo, existen algunas
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teorias. Por ejemplo, Fowler (1993) sugiere que después de la entrada del
mercuric o metil mercurio hacia las células de los tubulos proximales, por
mecanismgs de transpaorte a través de la membrana basolateral o de la
membrana en borde de cepilla, ocurre una interaccin con compuestos que
poseen grupos tiol. Esta interaccion praduce alteraciones en la permeabilidad
de la membrana celular hacia iones calcio e inhibe la funcion de las
mitocondrias. Pasiblemente despues, a travées de mecanismos de serializacion
desconocidas, el mercurio induce la sintesis de glutation, metalotioneina y
proteinas de estrés (Fowler, 1993). Sin embargo, debida a que la expasicion a
mercurio disminuye los mecanismos celulares de defensa contra el estrés
oxidativo (superoxido dismutasa, catalasa y peroxidasa), se piensa que en los
rifiones, el dafio epitelial ocurre coma resuliado de un aumento en la formacion
de radicales libres y peroxidacion de lipidas (Gstraunthaler y cals., 1983). Por el
contrario, en las mitocondrias ocurre disminucidn del glutation, lo cual favorece
un aumento de peroxido de hidrégeno en la membrana mitocondrial interna
(Lund y cols., 1991) y puede contribuir al aceleramiento en el recambio de
potasio y magnesio que ha sido observado a este nivel (Humes y Weinberg
1983). Se ha propuesto que el fallo renal agudo que resulta de la exposicion a
mercurio es debido principaimente a la disminucion en la reabsorcion de cloro y

sodio en |gs tabulos proximales y a un aumento en la concentracion de éstos.
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Otros autores han demostradc que el mercurio inhibe una amplia
variedad de enzimas. Sekowski y colaboradores (1997) utilizaron un complejo
multiprotéico de células humanas al cual denominaron “sintetosoma de DNA”
para evaluar in vitro las efectos del cloruro mercurico sobre la replicacion y
sintesis de DNA mediada par este complejo. De acuerdo con los autores, el
sintetosoma de DNA proporcicna un ambiente altamente organizado para que
ocurra la replicacion de DNA y al mismo tiempo, permite identificar el
mecanismo o el sitio donde ocurre el efectc mediado por mercurio. Los
resultados de esle grupo demostraron que la actividad de replicacion y de
polimerizacion del ONA, asi como la fidelidad del sintetosoma fueron inhibidos
especificamente por Hg** a concentraciones fisialdgicas; segun los autores de

este trabajo, los iones mercuricgs inhiben la etapa de elongacion durante la

replicacion del DNA.

1.4 Mitocondrias; Blanco Celular del Mercurio

El mercurio es un agente nefrotoxica bien caracterizado, el cual causa
dafio a las células de los tubulos contorneados proximales (Fowler y Woods,
1977). Numerosos estudios, tanto in vitro como in vivo, han demostrado que las
mitocondrias representan el blanco mas sensible de los efectos de este metal,

el cual se manifiesta principalmente como hinchamiento de estos arganelos
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(Fowler y Woods, 1977), disminucion de la fosforilacion oxidativa (Southard y

Nitisewojo, 1973) y abatimiento de la sintesis de ATP (Nieminem y cols., 1990).

Coma es bien sabido, las mitocondrias son organelos muy importantes
para la fisiologia celular. Ademas de su conocida funcion en la praduccion de
energia (ATP), participan en el metabolismo de la urea, de los carbohidratos y
en la biosintesis del grupo hemo (Squibb y Fowler, 1981). La relevancia
fisiologica de estos organelos ha aumentado debido a que se ha establecido
que la concentracion intracelular de ATP, asi como [a expresion de ciertas
proteinas mitocondriales estan involucradas directamente en los procesas de
muerte celular por necrosis y apoptosis (Nicotera y cols., 19838; Kuwana y
Newmeyer, 2003). Por otra parte, cuando las mitocondrias son afectadas por
algun agente taxica las células pueden entrar en estrés a incluso morir, debido
a que, como se ha mencionadg, las mitocondrias son las responsables de |a
produccién de energia en las celulas. El efecto del mercurio sobre las
mitocondrias ha sido descrito por varios grupos de investigadares (Weinberg y

cols., 1982, Lund y cals., 1983, Konigsberg y cols., 2001, Araragi y cals., 2003,

Stacchiotti y cols., 2003).
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1.5 Alteraciones Ultraestructurales Inducidas por Mercurio

Diversas investigadores han asociade cambios morfologicos y
ultraestructurales en células intoxicadas con metales pesados (Pfaller y cols.,
1990, Bizarro y cols., 2003). Dentro del rindn, el principal blanca del mercurio es
la pars recta (segmento S3) de los tdbulos proximales, principalmente en la
region donde se unen la carteza y la médula externa (Stacchiotti y cols., 2003).
La presencia de cambios morfologicos tubulares inducidos por HgClz: ha sido
documentada in vivo (Rumbeiha y cals., 2000), e in vitro, tanto en tubulos
proximales aislados (Fowler, 1972) como en cultivos de células provenientes del
epitelio tubular renal (Duncan-Achanzar y cols., 1996). A pesar de que existen
numergsos estudios, |la patogenesis de la nefrotoxicidad inducida por mercurio,
asi camo las alteraciones ultrasstructurales inducidas por dosis variables del

metal no han sido establecidas.

Como resultado de una busqueda exhaustiva de reportes acerca de los
efectos sobre la ultraestructura celular inducidos por los metales pesados,
particularmente por mercurio, a continuacién describimos los hallazgos

publicados por distintos grupos de investigadores.

Uno de los trabajos mas detallados al respecto es el que putlicaron

Gritzka y Trump en 1968, quienes emplearon ratas Sprague Dawley y eligieron
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para su estudio diferentes tiempos de exposicion y 2 dosis de HgCly: 4 y 16 mg

por kg de pesa.

Con 4 mg de HgCl; por kg de peso y tiempos de exposicion de 3y 6 h se
observaron cambios muy sutiles y similares en ambos grupos a nivel del epitelia
tubular renal. Un hallazgo interesante fue que los cambios observados no
fueron uniformes, pugs mientras que algunas celulas mostraban diferentes tipos
de alteraciones, sus vecinas presenlaban apariencia narmal. Los nucleos
permanecieron sin cambios, excepto porque ocasionalmente se ohservaran
zonas focales densas en €l nucléolo. El citoplasma se observd hinchado vy
menos denso que en la mayoria de las células normales. En algunas células,
las mitocondrias perdieron sus granulos de ta matriz. El reticulo endoplasmico
rugoso presentd dilatacion de las cisternas, pérdida de ribosomas y dispersion
de los mismos por toda ¢l citoplasma, mientras que el reticulo endoplasmico liso
mostré aumento en el nomerg y tamario de las cisternas. A las 12 y 24 h se
observaron cambios similares entre los dos grupos, sin embargo, a las 24 h,
todas las celulas de la pars recta habian experimentado necrosis. En las celulas
necréticas de 12 h, las membranas celulares presentaron puntos de distarsidn y
ruptura. En el lado apical, las microvel[osidades estaban casi completamente
ausentes y |la membrana plasmatica tenia un coentorno simple, dificilmente se
pudieron evidenciar los complejos de unidn intercelular. Muchas celulas

perdieron su configuracion columnar, volviéndose esféricas y perdiendo
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contacto con la membrana basal. Los nlcleos de las células necréticas a las 12
h de exposicion a HgCl, mostraron una agregacion muy marcada de la
cromatina. A las 24 h se ogbservd suptura de la envoltura nuclear, los
companentes del nuclecplasma tenian apariencia floculenta y estaban
distribuidos al azar. En el citoplasma de una misma célula se podian ohservar
areas muy densas o diluidas, probablemente debido a condensacién de
prateinas citoplasmaticas, En las células menos danadas las mitocondnas
tenian apanencia normal, sin embargo, en la mayoria de los casos se
observaran muy hinchadas y con depodsitos amorfos y densos en la matriz
(agregados densos), con frecuencia, el espacio intracristico estaba agrandado y
la matriz aparecia més condensada. A las 24 h también se observo gran
variabllidad en los cambios de las mitocondrias, pero la magnitud de las
alteraciones fue mayar. En las mitocondrias mas dafiadas la matriz estaba muy
hinchada y los depositos denso-amorfos fueron de mayor tamafo. En todas las
mitocondrias el numero de crestas disminuyé. El reticulo endoplasmico mostrd
cambios diversos, tanto a las 12 como a las 24 h. Hubo proliferacion y
fragmentacion del reticulo endoplasmico liso. El nimero de ribosomas
disminuyd marcadamente a las 12 h, mientras que a las 24 h desaparecieron,
debido a esto dltimo, no se pudieron identificar las cisternas del reticulo
endoplasmico. A las 24 h, se presentaron depdsitos de microcristales en

algunas mitocondrias y las restos de crestas se identificaran como perfiles
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tubulares membranosos dentro de la matriz, en algunas mitocondrias se

observaron figuras similares a mielina.

Con la dosis de 16 mg de mercurio por kg de peso, los cambios
ultraestructurales fueron similares a los observados con 4 mg, excepto per un
desarrollo mas rapido y calcificacibn mas prominente. Los cambios mas
interesantes fueron en las mitocondrias; en las células menos afectadas la
matriz aparecia hinchada, con perdida de sus granulos. No cbstante, en la
mayoria de las mitocondrias el dafio fue més severo y se caracterizd por
agregados floculentos y depdsitos microcristalinos, asi como hinchamienta y
perdida de los granulgs en la matriz. Las membranas y crestas mitocondriales

estaban distorsionadas debido al hinchamiento de la matriz.

Por otro lado, Goyer y Krall (1963) estudiaron los cambios
ultraestructurales que se presentan en mitocondrias aisladas de rifiones de
ratas intoxicadas con plomo durante ensayos controlados de respiracion celular
in vitro. Estos autores repartaron gue las mitocondrias se transformaron de una
conformacion ultragstructural condensada (después de la intoxicacién con
plomo) a una conformacion ortodoxa luego de unos minutos en presencia de
piruvato-malato como sustrate de la respiracion. Muchas mitocondrias no
cambiaron de la forma condensada a la forma ortodoxa y degeneraron

rapidamente. Los autores propusieron que los cambios observados pueden ser
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debidos a los efectos nacivos del ploma sobre la cadena respiratoria y sobre un

aumento en la labilidad de las membranas de las mitocondrias, las cuales

experimentan degradacion posterior.

En 1972, Fowler estudid los efectos de la exposicion cronica (84-112
dias) a metil mercurio (2.0 ppm) sobre la pars recta de los tubulos renales de
ratas. Los cambios ultraestructurales fueron limitados a los tubulos proximales y
consistieron en aumenta del reticulo endoplasmico liso y degeneracién de las

mitocondrias, seguidos de muerte celular.

En otro estudio, Ganote y cols., (1974) investigaron la secuencia de
cambios morfologicos inducidos en los rifiones de ratas inyectadas con 1mg de
HgCl; par kg de peso. Ellos encontraron que las alteraciones morfologicas
iniciales (8 h despues de la intoxicacion con mercurio) caonsistieron en perdida
de las membranas con borde de cepillo, dispersidn de ribosomas y agregados
citoplasmaticos de membranas provenientes del reticulo endagplasmico liso,
aparicion de vacuolas y cuerpos densos amorfos en ol citoplasma, asi como
agregacion de la cromatina en el nucleo. En etapas tardias ocumig
hinchamiento celular acompafiade de ruptura de la membrana plasméatica y
cambios mitocondriales que en conjunto caracterizaron el inicio de eventos de
necrosis. A este tiempo, las mitocondrias contenian granulos densos en la

matnz y un material amorfo que se asocig con la presencia de calcio.
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Desnoyers y Chang (1975) analizaron los cambias ultraestructurales
producidos en hepatocitos de ratas intoxicadas con 10 mg de metil mercuria por
kg de peso. A las 5 h, se observaron dilataciones en |as cisternas del reticulo
endoplasmico rugasa, ondulacion de [as membranas de las mitocondrias y
acumulacidn ocasional de lipidos. A las 24 h se observargn areas facales con
material amorfo producto de degradacion citoplasmica. Las mitocondrias
mostraron cambios prominentes a las 48 h, tales como hinchamiento de la
matriz con pérdida de sus grénulos, asi como rompimiento de la membrana
externa y perdida de las crestas, dando como resultado la presencia de cuerpos
floculentos rodeados por una sola membrana que fueron vistos con frecuencia a
este tiempo experimental. Sin embargo, en algunas mitocondrias con
hinchamiento masivo se observaron crestas desplazadas hacia la periferia y
anormalmente acortadas, pero sin granulos en la matriz. Otrg hallazgo
importante fue la presencia cuerpos autofagicos que contenian arganelos

citoplasmicos degenerados o en procesos de degeneracion.

Por ctra parte, Fowler y Wagods (1977) analizaron los cambios
morfalogicos en mitocondrias aisladas de ratas intoxicadas cronicamente (6
semanas) con dosis variables de metil mercurio. En los animales control, las
mitocondrias estaban alargadas y las crestas tenian un arreglo regular, sin
embargo, en las ratas tratadas con 5 y 10 ppm de metil mercurio observaron

hinchamiento in sftu de las mitocondrias presentes €n las celulas de los tubulos
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praximales, con crestas distorsionadas; estos efectos fueron més notables en
los segmentos S2 y S3 de los tubulos proximales. Las alteraciones en la
ultraestructura mitocondnal se relacionaron, mediante estudios bioquimicos, con
pérdida de la funcidn de enzimas invalucradas en el metabolismo de las
mitocondrias, tales como citocromo oxidasa, mong-amino oxidasa,
deshidrogenasa malica y ALA sintetasa, asi comao alteracion en los niveles de

porfirings urinarias,

Otros investigadores han empleado modelos menos canvencionales para
estudiar los efectos de |os metales pesados sobre la ultraestructura celular. Por
ejemplo Gullvag y cols., {1978) utilizaron los higados de codornices a las cuales
alimentaron con 0.8 ppm de metil mercurio adicionado durante 6 semanas en
sus dietas. Sus hallazgos fueron, presencia de mitacondrias hinchadas,
dilataciones del reticulo endoplasmico liso, pérdida de ribosomas del reticulo

endoplasmico rugaso y aumento en el numero de vesiculas citoplasmicas.

Rao y cols,, (1989) utilizaron patos para estudiar los cambios
ultraestruciurales inducidos en les rifiones par efecto de mezclas de metil
mercurio, plomo y cadmig. Las células de |os tubulos proximales acumularon
gotas de lipidos, observaron ademas cuerpos lisgsamales y vacuolas unidas a
la membrana celular. Los cambios observados se caracterizaron paor

acumulacion de gotas de lipidos, aumento de lisosomas, mitocandrias
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hinchadas, lisosomas can organelos en proceso de degeneracion, vacuolas con

estructuras similares a mielina y vacuolas unidas a la membrana celular.

Christensen y cols., (1993) estudiaron el efecto del metil mercurio en
cultivos de macrofagos peritoneales de ratén. Luego de 24 h de intoxicacion con
dosis menores de 10 yM de metl mercurio, no se observaron cambios
morfoldgicus comparados ¢on los controles sin tratar. A concentraciones
mayares de 10 pM, se observé el citoplasma condensado por la presencia de
abundanies lisosomas y reticulo endoplasmico rugoso. En algunas células, |a
membrana celular se desintegro y fue dificil establecer la presencia de
estructuras citoplasmicas. A tiempos mayores de exposicion (3 a 8 dias), os
cambios morfologicos asociados con toxicidad y muerte celular fueron mas

frecuentes, hasta llegar a un momento en que todas las células se volvieron

picnoticas.

Mas recientemente, Bucio y cols., (1995), estudiaron la toxicidad del
mercuriv y del cadmio sobre una linea celular establecida de hepatacitas
humanos. En lo que respecta al mercurio, utilizaron concentraciones de 0.5y 5
pM de HgCl, durante 24 h (dosis aguda baja y alta respectivamente) y 5 uM de
HgCl; durante 7 dias (dosis cronica). De acuerda con sus hallazgos, en la dosis
aguda baja, el citoplasma se observd vacuolado y con estructuras

aparentemente formadas por microtubulos, mientras que las mitocondrias
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perdieron sus crestas. A |la dosis aguda alta se observé acortamiento de las
microvellosidades, vacuolizacidon del citoplasma, disminucion del reticulo
endopldsmico rugoso, aumentc en el numero de ribosomas libres, perdida de
los contactos intercelulares y lobulaciones e indentaciones del nicleo. La
expasicion de los hepatocitos a la dosis cronica indujo pérdida y acortamiento
de las microvellosidades, cambios en la electrodensidad de |a matriz
mitocondrial y espacios vacios en los sitios donde antes habia reticulo

endoplasmico rugaso.

Rumbeiha y cols., (200Q) utilizaron ratones a los que intoxicaron con 1.75
mg HgCl; por kg de pesec, ademas de lipopolisacarido de Escherichia cofi. A
nivel ultraestructural, los cambios consistieron en perdida de las
microvellosidades apicales, aumento en el nimero de lisausomas secundarios y
de gotas de lipidos, presencia de mitacondrias hinchadas, edema basal y

dilatacién de las membranas del reticulo endoplasmico liso.

Utilizanda el modelo de hepatocitos humanos, Kdnigsberg y cals., {2001),
encontraron cambios ultraestructurales inducidos por HgCl; a dosis de § pM, los
cuales se relacionaron con un arreglo atipico de |a cromatina. Las mitocondrias
estaban alargadas y su membrana dispersa. A mayores aumentos observaron

que existe dafio a la membrana plasmatica, que se perdieron las pliegues de la
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membrana mitocondrial interna y que las membranas internas que confarman €l

reticulo endoplasmico y aparato de Golgi se dispersaron por el citoplasma.

En un modelo experimental con delfines Wang y Pfeiffer (2001),
realizaron uno de los primeros estudios ultraestructurales acerca de células
renales de cetaceos expuestas a mercurio in vitro. Sus hallazgos demostraron
la presencia de mitocondrias y reticulo endoplasmico rugoso dilatados, cuerpos
densos en las mitocondrias y pequefios granulos esféricos muy electrodensos
en el citoplasma, ademas de vacuolas citoplasmicas y figuras de mielina. Los
cambios nucleares que observaron consistieron en cariolisis, protuberancias

nucleares y fragmentacién del nucleglo.

En otro estudio reciente, Stacchiotti y cals., (2003) intoxicaron ratas
Sprague Dawley durante 24 h con 2 dosis subletales de HgCI; y establecieron
que los cambios observados se relacionan directamente con la dosis de
mercurio dentro de lgs tubulos proximales. El grupo de ratas que recibid 1 mg
de HgCl; por kg de peso mostrd alteraciones representadas por rompimiento de
las microvellosidades, abundantes cuerpos lisosomales, mitocandrias
hinchadas, vacuolizaciéon del citoplasma y figurag de mielina. También se
observaron cambios nucleares tales como cromatolisis y desorganizacion

parcial del nucléolo. Los animales que fueron intoxicados con 3.5 mg de HgCl;
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presentaron tanto apoptosis, como necrosis nuclear, dafio en las membranas
basalaterales y de borde de cepillo, mitocondrias anormales con las creslas casi
totalmente destruidas y poli-ribosomas libres. El nucléolo se desarganizo par
completo y su companente denso-fibrilar fue escaso, aunque en ocasiones se
obsenvd un cuerpo enrollado semejante a una inclusién, separado del nucléolo y

casi continuo con la cromatina marginal.

1.6 Células OK (Opossum Kidney) como Madelo de Estudio

La linea celular que empleamos en este trabajo se selecciond tomando
en cuenta el hecho de que por su actividad fisioldgica, el rifion, en particular la
porcion proximal de los tabulos renales, representan el blanca mas sensible
para evaluar el efecto del mercurio y otros agentes nefrotdxicos. Las celulas OK
se aislaron originalmente a partir del rifidn de la zarigueya americana Didelphys
virginiana (Koyama y cols., 1978); se consideran como un sistema modelo de
libulos proximales debido a |a considerable similitud de sus procesos de
transporte de solutos, tal como acurre in vivo (Malstrdom y cols., 1987). Estas
células poseen propiedades altamente diferenciadas tales como una cadena
hormonal completa de sefiales de transduccion para la inhibicion de la toma de
fosfato por la hormona paratiroidea (Malstrém y caols., 1988). En cultivo

desarrollan una organizacién polarizada, crecen formando monocapas
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confluentes y desarrollan domos sobre soportes permeables, (Handler, 1986).
Otras caracteristicas que presentan son el transporte de hexosas, aminoacidos,
fosfato inorganico y la presencia de receptores para la hormana paratir-oidea
(Tertelbaum y Strewler, 1984). Tambien permiten el intercambio de iones, asi
coma €l transponte de fosfato acoplado a sodio. En cultivo, el lado apical queda
expuesto al medio de cultivo y es equivalente al lado luminal del epitelio tubular
in vivg, pero al misma tiempo queda accesible a diversos sustratos, en tanto
que la membrana basolateral se orienta hacia el material de soporte (Malstrom

y Murrer, 1986).
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1.7 Justificacion

La intoxicacion par metales pesadaos representa un problema importante de
salud publica. El mercurio es un metal pesado que debido a las aplicaciones
que tiene en diversas industrias se ha canvertido en un contaminante frecuente,
pero ademas representa un serio riesgo a la salud de los seres humanos y de
los animales.

Se han realizado numerosos estudios morfoldgicos, ultrasstructurales y
fisioldgicos en celulas de animales intoxicados con dosis milimolares de HgClz.
Sin embargo, las alteraciones marfoldgicas y funcionales que son inducidas por
mercurio no han sido del todo establecidas, ne se conocen las dosis minimas
de mercurio capaces de causar estos dafios al ser aplicadas directamente
sobre las células y ademas, existen muy pacos estudios al respecto en los
cuales se hayan empleado lineas celulares de rifidn, el cual constituye el
grgano blanco de este metal.

El maodelo in vitro que empleamaos en este trabajo ofrece la posibilidad de
realizar estudios muy detallados desde el punto de vista morfoldgica,
ultraestructural y fisioldgico para estudiar los mecanismos de accién del metal.
Ademas, una vez caracterizadg, sera muy util para analizar el efecto de nuevos
quelantes que sean utiles para el tratamiento de la intoxicacion par mercurio.
Por estos motivos, para este trabajo utilizamos una linea celular representativa
de los tibulos proximales renales para caracterizar los efectos del mercurio

sobre |a ultraestructura y funcion mitocondrial in vitro.
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1.8 Hipoétesis

Las células OK representan un modelo de estudio adecuado para
caracterizar el dafio en la ultraestructura y funcién mitocondrial inducido por
cloruro mercurico (HgClz) y para conocer los tiempos y dosis en los que gcurren
los cambios morfolégicos y fisioldgicos por intoxicacidbn con mercurio en este

modelo experimental.

1.9 Objetivo General

Analizar el efecto de dosis micromolares de HgCl, sobre la actividad

funcional y sobre la ultraestructura de celulas QOK, con énfasis en las

mitacondrias.
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1.10 Objetivas Especificos

1. Estudiar el efecto del mercurio sobre la actividad de deshidrogenasas
mitocondriales en funcion de la reduccidn de una sal de tetrazolio
(ensayo de reduccion del MTT).

2. Analizar el efecta del mercurio sobre el cantenido intracelular de ATP.

3. Analizar mediante microscopia de luz con contraste de fase los cambios
marfolégicos inducidos por mercurio.

4. Estudiar mediante microscopia electrénica de transmisidn los cambios
ultraestructurales que se presentan en celulas OK intoxicadas con
mereurio, con énfasis en las mitocondrias.

5. Determinar mediante microscopia confocal los cambios inducidas por
mercurio en el patrén de tincidn del colorante afin a mitocondnas,

MitoTracker Red.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material Biologico

Se utilizé la linea de colulas OK (Opossum Kidney), ATCC 1840-CRL de
la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA), entre los

pasajes 80 a 100, Fueron cultivadas en medio esencial minimo de Eagle (Gibco

BRL, Life Technologies, Inc. Grand Island N.Y.), suplementado con 10% de
suero fetal de boving € incubadas a 37°C, en atmdsfera hiumeda con 5% de
COs.

2. 2 Origen de los Reactivos

De AGFA Corporation (Ridgefield Park, NJ, USA): Pelicula fotografica AGFA

Pan APX 25

De Bia Whittaker (Rockland, ME, USA): Kit ViaLight® HS para cuantificacion de
ATP.
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De Eastman Kodak Company (Rochester, NY, USA): Papel para impresion

folografica Kodabrome (| RC-F2.

De GIBCO BRL Lahboratories (Grand Island, NY, USA): Medie Esencial Minimo

de Eagle, Suerao fetal de bavina.

De Molecular Probes (Eugene, OR, USA); Mitotracker® Red CMXH2Raos.

De Sigma Chemical Company (Saint Louis, MQ, USA): Acido clorhidrico,
Alcohol etilico absoluta, alcahal isopropilica, Bicarbanato de sodia, Cloruro de
calcio, Cloruro de magnesio, Cloruro mercurico, Cloruro de potasio Cloruro de
sodio, Dodecil sulfato de sodio, Fostato monobasico de potasio, Faosfato
dibasico de potasio, Glucosa, Hidréxido de sodio, Hidréxido de patasio, MTT
(Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazalio), Penicilina, PMS
{Metasulfato de Fenazina), Rojo de fenol, Sulfato de estreptomicina, Sulfata de

magnesio.

De Ted Pella Inc. (Redding, CA, USA): Acetato de uranilo, Cacodilato de sedio,

Citrato de plomo, Formaldehido, Resina Spur, Tetraoxido de osmio.
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2.3 Equipo

Agitador magnetico

Balanza analitica

Bafio de agua

Campana de flujo laminar

Centrifuga con control de temperatura

Cangelador (-20 °C)

Incubadora para cultiva celular con flujo regulable de CO-
Lectar de microplacas

Luminémetro

Microscopio confocal

Microscopio de luz con campo claro y contraste de fase
Microscopio eleclronico de transmision

Microscopio estereascapico

Microscopio Invertido

Potenciometro

Refrigerador

Tanque de nitrageno liquido

Ultracangelador (-80 °C)
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2 4Métodos

El aorigen de los reactivos y equipo de laboratorio Qque se utilizaron en el
presente trabajo se detalla en los apartados 2.2 y 2.3 de este capitulo. La

preparacion de las soluciones de trabajo se describe en el Apéndice.

2.4.1 Mantenimiento de la Linea Celular

Para el mantenimiento de rutina de los cultivos, las células OK se
sembraron en botellas de poliestireno para cultive (Coming Incorporated, New
York, USA) con un area de 25 cm?. Se utilizaron inéculos de 10,000 células/ml.
Los cultivas se incubaron a 37°C en atmosfera humeda y 5% de CQO; hasta que
las células formaron una monacapa confluente: entonces, a partir de un cultivo
fuente de indculo, se subcultivaron tres botellas bajo candiciones de esterilidad
de acuerdo can el protacolo que se detalla a continuacion:

1.- Se retir6 el medio de cultivo utilizando vacio.

2.- Se agregaron 0.5-1.0 ml de tripsina al 0.25%.

3.- Se incubd par 10-20 min a 37°C hasta que se desprendieron las células.

4.- Las células fueron resuspendidas utilizando medio de cultivo completo y se

colocaron en un tubo estéril.
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5.- Se lavo |a botella con medio de cultivo, este volumen se colocd también en
el tubo con las células.

6.- Se centrifugd a 1000 rpm por 10 min.

7.- Utilizando vaclo, se eliminé el sobrenadante que contenia tripsina.

8.- Se resuspendié la pastilla celular utilizando 3 ml de medio basal y se
centrifugd nuevamente como en el paso 6.

9.- Se eliming el sobrenadante.

10.-Se resuspendid el paguete de celulas en & ml de medio de cultivo completo.
11.-Se tomo una alicuota y se contaron las células utilizando una camara de
Neubauer (American Optical, Scientific instruments, New York, USA).

12.- Se sembrargn 10,000 células/ml en botellas de cultive nuevas y se
agregaron a cada una 5 ml de medio de cultivo completo

13.- Se incubaron las botellas de cultivo dejando los tapones flojos, a 37°C en

atmosfera humeda y 5% de CO,.

2.4.2 Intoxicacion de las celulas OK con HgCl;

Monocapas confluentes de células OK, cultivadas en microplacas de 96

pozos, fueron incubadas por tiempos y dosis variables con clorure mercunca

como se describe a continuacion;
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1. Se sembraron 2 x 10* células/pozo de una microplaca de 96 pozos.

2. Se incubd la microplaca a 37 °C en atmasfera hameda y 5% de CQO; hasta
que se formd una monocapa confluente.

3. Se incubaron las células en presenciade 0, 1, 10y 15 uM of HgCl; durante 1,
3,6y9h.

4. Se procesaron segun las necesidades experimentales, ya sea para realizar
pruebas funcionales 0 analisis morfoldgices, de acuerda a como se describe en

los apartados correspondientes.

2.4.3 Ensayo de Reduccion del MTT (Bromuro de 3-[4,5dimetiltiazol-2-il]-

2,5-difeniltetrazolio)

Este ensayo se fundamenta en el hecho de que las mitoccondrias intactas
de celulas viables reducen la sal amarilla del colorante tetrazolio (MTT) y lo
transforman en un compuesto insoluble de color azul (formazan). La cantidad
de formazan producido es directamente proporcional a la aclividad de
deshidragenasas mitocandriales, la cual se relaciona con la viabilidad celular
(Mosmann, 1983). Bajo nuestras condiciones experimentales, el ensayo se

realizd de la siguiente manera:
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1.- Se sembraron 2 x 10* células en cada uno de los pozas de una microplaca
de poliestireno de 96 pozgos y se incubaron a 37°C con §% de CO; y atmdsfera
humeda, hasta que formaran una monocapa confluente.

2.- Se elimind el medio de cultiva y se sustituyé por 200 pl de media de cultivo
que contenia las diferentes concentraciones de HgClz (0, 1, 10 y 15 pM).

3.- Las microplacas fueron incubadas durante 1, 3, 6 y 9 h a 37°C can 5% de
CO2 y atmosfera humeda.

4 .- Se decantd el medio con mercurio y se lavaron dos veces los pozas con 200
ul de PBS.

§.- Se agregaron a cada pozo 200 ul de una mezcla 5:1 de MTT y de PMS,
respectivamente.

6- Las microplacas fueran incubadas a 37°C por 75 min.

7.- Se decantaron los reaclivos y se lavaron los pozos con PBS.

8.- Se agregaron 200 ul de alcohal isopropilico acidificado.

9.- Las microplacas se dejaron reposar por 15 min a temperatura ambiente y el
alcohol fue resuspendido vigorosamente utilizando una pipeta de repeticion.
10.- Se coloco el sobrenadante en una placa hueva y se leyd la absorbancia a

570 nm en un lector de microplacas.
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2.4.4 Anailisis del Contenido Intracelular de ATP

Para este ensayo se utilizd el Kit Via Light HS de Bio Whittaker
(Rockland, ME, USA). Se siguieron las indicaciones del fabricante, de acuerdo

con |a técnica que se detalla a continuacion:

Se sembraron 2 x 10* células en un volumen de 100 pl de medio
completo en cada una de los pozos de una microplaca de poliestireno de 96
pozos. Las microplacas se incubaron por 12 h para gue las células formaran
una monocapa. Una vez formadas las monocapas, se les retird el medio de
cultivo y se trataron con 0, 1, 10 y 15 uM de HgClz disueltos en 100 pl de medio
durante 1, 3, 6 y 9 h., Después de estos tiempos de incubacidn, se les
adicionaran a cada pozo 100 ul de ‘reactivo liberador de nuclectido” y se
incubaron a temperatura armbiente por 30 min. Posterior a la incubacion se
transfirieron 180 pl a una placa nueva y se adicionaron 20 ul de “reactiva para
monitorear ATP”. Se incubd la microplaca por 10 min a temperatura ambiente y
se leyd en un luminometro Spectra Max 340 (Moiecular Devices Corporation.
Sunnyvale CA). Las resultados se expresaron como unidades relativas de luz;
se considera que la intensidad de la luz emitida se relaciona directamente can

la concentracion intracelular de ATP.
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2.4.5 Microscopia Confocal y Tincion con Mitotracker® Red

Para el analisis al microscopio confocal se realizd lo siguiente:
1. Se sembraron 30 x 10° células sobre cubreobjetos de vidrio de 1.5 mm de
grosor, colocados previamente en los pazas de una microplaca de 6 pozos.
2. Se incubd |la microplaca a 37°C en atmdsfera hiumeda y §% de CO; hasta
alcanzar aproximadamente el 75% de confluencia,
3. Los cultivos se incubaron durante 1,3, 6 y 9 h en presenciade 0, 1, 10y 15
MM de HgCl,.
4. Después de cada tiempo experimental, se retiraron los tratamientos y se
lavaron las células con PBS.
5. Se incubaron a 37°C por 30 min con una solucidn 200 nM de MitoTracker
Red CMXH2Ros (Molecular Probes. Eugene OR, USA) en medio de cultivo,
6. Se realizaron dos lavados con amortiguador de Dulbscco.
7. Se fijaran con formaldehido al 4% par 20 min a temperatura ambiente.
8. Se realizaron tres lavados con amortiguador de Dulbecco y se mantd cada
cubreobjeto sobre un portaobjetos empleando medio de montaje para muestras
fluorescentes y se sellaron utilizando barniz de ufias.
9. Las preparaciongs se observaron utilizando un micrascopio confocal marca

Leica modelo TCS-4D y el software SCANWARE version 5.1b.
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2.4.6 Microscopia de Luz con Contraste de Fase

Para este andlisis, las células tratadas o no con mercurio, fueron
visualizadas directamente sobre las botellas de cultivo utilizando un microscopio
invertido marca Zeiss modelo Axiovert 100, con camara fotografica y editor de
imagenes que nos permitieron tomar fotografias in situ utilizando contrasie de

fase.

2.4.7 Microscopia Electronica de Transmision

En esta etapa del estudio, se utilizaron cultivos de ceélulas OK crecidas
sobre insertos Millipare-CM de 12 mm de diametro y tamafio de poro de 45 ym.
Se sembraron 6 x 10° células/ml sobre las membranas de los insertos sn 400 pl
de medio de cultivo completo y se incubaron a 37 °C hasta que formaron una
monocapa cenfluente. Una vez formadas las monocapas, se procesaran para
su analisis al microscopio electronico de transmision de acuerdo al siguiente
protocolo:

1. Se cultivaron las células OK sobre insertos Millicell CM hasta que formaron
monacapas confluentes.

2. Se adicionaran los tratamientos experimentales durante los tiempos

establecidos.
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3. Se lavaron [as monacapas celulares con PBS.

4. Se fijaron con glutaraldehido al 3 por 1 h a temperatura ambiente.

5. Se lavaron los insertos tres veces par 10 min cada vez, con PBS a
temperatura ambiente.

6. Se post-fijaron con tetradxido de osmio al 2% durante 1 h a temperatura
ambiente.

7. Se lavaron 3 veces, § min cada vez, con amortiguadar de cacodilatos 0.2 M a
temperatura ambiente.

8. Se deshidrataron en etanol a temperatura ambiente, 5 min (1 vez) en cada
uno de los siguientes: etanal al 50%, etanol al 70%, etancl al 80%, etanol al
95% (5 min, 3 veces) y etanol al 100% {5 min, 1 vez).

9. Se separaron las membranas de los insertos y se cortaron rectangulos de
aproximadamente 1 x 0.5 mm, los cuales fueron colocados en moldes de
inclusion.

10. Se pre-incluyeron en etanol/spur. (50:50) toda la noche, a temperatura
ambiente.

11. Se incubaran durante 48 h a 4 °C en spur puro.

12. Se incluyeron en spur puro a 60 °C por 24 h.

13. Se prepararon piramides y cortes semifinos con ayuda de navajas de un filo

y de un microscopio estereoscopico.
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14, Se prepararon cortes ultrafinos utilizando un ultramicrotomo RMC-MTX (/1SS
Group Services Lid, Manchester, UK). Los cartes se colocaran sobre rejillas de
cabre, las cuales fueron contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plome.
15. Las rejillas con los cortes fueron revisadas utilizando un microscopio
electronico de transmision marca Philips modelo CM 12 y otro marca Zeiss
modelo EM 109.

16. Se tomaron ifotografias con peliculas Agfa Pan APX-23 con asa 100 y se

imprimieron en papel fotografico Kadak Kodabrome [IRC- F2.
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2.4.8 Andlisis Estadistico

Se empleé estadistica descriptiva para comparar los valores de
promedios y desviaciones estandar de los diferentes grupos experimentales con
respecto a los controles no tratados con mercurio, también se utilizé estadistica
inferencial, mediante analisis de varianza (ANOVA) junto con una prueba de
comparacion multiple de las diferencias minimas significativas (DMS). Se aplicd
un ANOVA de dos factores (factor A, dosis y factor B, tiempa), con cuatro
tratamientos para cada uno (factor A: 0, 1, 10 y 15 pM de HgCI2 vs factor B: 0,
1, 3, 6 y 9 h). Posteriormente, con resultados significativos del ANOVA
bifactorial, se utilizd la prueba de comparaciones muitiples de las DMS. Esto,
con el objeta de encontrar |as diferencias de medias entre los pares de grupos.

El nivel de significancia estadistica fue de a= 0.05.

Para el analisis de los datos se utilizé el programa de estadistica SPSS®

version 11.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1 Efecto del mercurio sobre la funcion mitocondrial de las células OK.

Como se puede apreciar en la figura 1, la actividad de deshidrogenasas
mitacondriales en los cultivos de células OK no se afecta por las dosis de 1 y 10
MM de HgCl; con respecto a las células del control sin tratamiento. El efecta
sobre este parametro se manifiesta a la dosis de 15 yM de HgClo. A esta dltima
dosis, a las 6 y 9 h de exposicion al metal, se observo una clara disminucion de
la viabilidad, 31 y 47% respectivamente; comparada con 15y 16% a1y 3 h de
tratamiento con mercurio. Interesantemente, las células tratadas con las dosis
de 1y 10 uM de HgCl; mostraron un ligero incremento en |la capacidad para

reducirel MTT.
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Figura 1. Actividad mitocondrial de las células OK tratadas con dosis y tiempos variables
de HgCl,. Con respecto a los cultivas control sin tratamiento, a las dosis de 1 y 10 uM se
observé un ligero incremento en todos los tiempos analizados, sobre la aclividad de las
deshidrogenasas mitocondriales, el cual resulté ser estadisticamente significativo (ver ia seccién
3.3). Incubando con 15 pM de HgCl,, se observa una marcada disminucién en la aclividad de
estas enzimas, la cual es estadisticamente significativa (p < 0.05), sobre todo a las 6 y 8 h de

Incubecin.
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3.2 Efecto del mercurio sobre el contenido de ATP de las células OK.

Con respecto a la medicibn de este otro parametro fisioldgico, se
encontrd una tendencia similar a la observada con la determinacion de la
actividad de enzimas mitocondriales. Como se puede apreciar en |a figura 2, las
dosis de 1 y 10 yM de HgCl; indujeron la produccion de ATP en [os cultivos de
celulas OK tratados can el metal. Sin embargo, con 15 yM de HgCl; se observa
una disminucién que fue dependiente del tiempa de exposicion. La disminucion
del contenido de ATP, dada en parcentaje fue de 17, 25, 48 y 62% para los

tiempos de expaosicion de 1, 3, 6 y 9 h respectivamente.
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Figura 2. Efecto del cloruro mercirico sobre-el contenide intracelular de ATP. Dosisde 1y
10 pM de HgClL inducen un ligero incremento en los niveles de ATP, los cuales son
estadisticamente significativos (p < 0.05). Con respecto a los cultivos control, el mercurio a
dosis de 15 pM provoca disminucion importante en los niveles de ATP en todos los tiempos
estudiados (p < 0.05).
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La interaccion Dosis vs Tiempo resulto estadisticamente significativa (p <
0.05), tanto para la capacidad de reducir el MTT por las enzimas mitocondriales,
como para los niveles intracelulares de ATP en las células OK intoxicadas con
HgClz. Esto nos indica, en este caso, que entre mayor sea la dosis y el tiempo

de exposicidn, mayor sera el efecto observado.
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3.3 Andlisis al microscopio de luz de los efectos del HgCl; sabre la

morfologia de las células OK

Se fotografiaron cultivos de células OK utilizando un microscopic de luz
con contraste de fase. En la figura 3a se puede apreciar un cultivo confluente de
celulas OK control (sin tratamiento con mercurio). En una monocapa confluente,
las celulas poseen formas poliédricas irregulares y es posible apreciar que los
limites celulares entre ellas se encuentran perfectamente definidos. Con
frecuencia, en los cultivos 100% confluentes de células OK se observan
‘“domos” (figura 3b flecha), estructuras que son indicativas de transporte

transepitelial de solutos i vitro (Cereijido y cols. 1981),

Con dosis bajas [1pM (fgura 4. a, b, ¢, d) y 10 uM (figura 5. a, b, ¢, d)],
no se aprecian cambios morfoldgicos en todos log tiempos estudiados, pero
tampoco en los tiempos tempranos (1 y 3 h