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Resumen 
Los experimentos mostrados en el presente trabajo sefialan 
queelHgz+a concentraciones relativamente bajas (5  a 10 uM), 
produce un daño en la membrana interna mitocondrial. Este 
daño da como resultado la formación de canales iónicos que 
permiten la salida espontánea del Ca* de la matriz. Aunado 
a lo anterior la formación de canales produce el equilibrio del 
gradiente quimiosmótico, dando como resultado el abati- 
miento del potencial transmembranal y eldesacoplamiento de 
la fosforilación oxidativa. Los experimentos llevados a cabo 
en vivo, sefialan que el mercurio produce necrosis tubular 
aguda en el tejido renal. Estos efectos tóxicos del Hg" son 
prevenidos in vitro por la adición de 15 uM de la droga 
inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina, 
captopril. En los experimentos in vivo se demuestra que la 
inyección intraperitoneal de captopril (40 mgkg) protege 
completamente de la disfunción mitocondrial producida por 
la intoxicación mercurial. 

Summary 
The experimentsrefered to in thisarticlepoint to thefoct that 
relatively low concentrations of Hg2+ (5-10 produce 
damage to !he internalmitochondrialmembrane. Thisdamage 
results in !he formation of ionic channels that allow the 
spontaneus efision of Ca+lfrom the matrix. Tagether with 
this,the formation of channels produce !he balance of the 
chemo-osmotic gradient, resulting in the overcoming of the 
transmembrane potential and the uncoupling of oxidative 
phophorylation. The experimentscarriedoutin vivo, point to 
the fact mercury produces acute tubular necrosis of kidney 
tissue. These toxic elfectsproduced by Hg2+ in vitro withthe 
addition ofl5uMofthe inhibition ofthe angiotensin converting 
enzyme, captopril. In vivo experiments show that 
intraperitoneal injection of captopril (40 mgk@ completely 
protects from mitochondriol dysfunction produced by 
mercurial intoxication. 

Introducción 
La presencia de metales pesados en el medio ambiente es 
ahora un problema de salud en nuestra sociedad. Se sabe que 
algunos metales como el plomo, cadmio, cromo y mercurio, 
producenefect~~patológiaisdetiponeurológim, psicomotores 
y renales.'-' De estos metales, el mernvio (Hg) ha causado 
severosniadrostóxicos. En Japón en ladécadadeloscincuen- 
ta, se presentaron 700 casos deenvenenamiento por consumir 
peces de la Bahía de Minamata, hacia la cual se había 
desechado mercurio metálico.' En 1964 se produjo otro caso 
deenvenenamientomasivo porcompuestos alquimercuriales.' 
En Irak, entre 1971 y 1972, existieron diversoscasos de enve- 
nenamiento al ingerir semillas que habían sido tratadas con 
un fungicida mercuriaL6 

La intoxicación por mercurio puede efectuarse por dife- 
rentes vías, ya sea por inhalación del medio ambiente o 
mediante la ingesta de alimentos contaminados o fármacos. 
Ha sido reportado que aproximadamente el 80 por ciento del 
mercurio inhalado es retenido y que la absorción gastro- 
intestinal delHg en laformade metil mercurio es del 100 por 
ciento, en tanto que las sales inorgánicas del mercurio se 
absorben un 7 por ciento. 

Los efectos tóxicos del mercurio en el organismoimplican 
disfnnciones metabólicas, hormonales, neuronales, inmu- 
nológicas y hemodinámicas.' Estudios realizados en tejidosy 
cblulas aisladas sefialan queel mercurio produce alteraciones 
en el movimiento del Caz+ por medio de la membrana plas- 
mática,8 e induce lipopemxidación en eritrocitos? Por otro 
lado se sabe que la acumulación de Hg2+ en el tejido renal, 
induce insnñ~ienciarenal.'~A nivel celular, lanefrotoxicidad 
inducida por Hg2+, se caracteriza por un hinchamiento del 
reticulo endoplásmico y de las mitocondrias." En estos 
últimos organelos, la fijación de Hg2' induce pérdida de su 
capacidad para formar ATP y además estimulación de una 
activación de la enzima adenosín trofosfatasa. 

En este trabajo analizamos el efecto del mercurio sobre la 
capacidad de las mitocondrias de riAón de captar Ca2* y 
formar un potencial iransmembranal. Se anal¡& también el 
efecto del captopril, una droga que inhibe a la enzima 
convertidora de angiotensina 1, y que ha sido postulada como 
atrapadora de radicales superóxido. Los resultados señalan 
que el mercnrio aunaconcentración de entre5 y 10uM induce 
la salida del calcio acumulado en la matriz mitocondrial, 
colapso del potencial transmembranal e hinchamiento de las 
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mitocondrias. Cuando el mercurio fueadministrado in vivo a M 

ratas por vía oral, las mitocondrias aisladas de riñón presen- 
p'"' Hg 

taron el mismo cuadro patológico. Estos efectos fueron supri- 
midos por la administración de captopril. 

Material y métodos 
Las mitocondrias fueron aisladas de riñones de ratas wistar 
que pesaban aproximadamente 250 g. Los riñones se 
hornogeneizaron en sacarosa 0.25 M, que contenía 1 mM de 
EDTA, el pH de esta solución seajustóa 7.3 conTrisbase. Las 
mitocondrias se separaron del homogenadopor centrifugación 
diferencial según el método reportado por Chávez y cols.'Xa 
proteína mitocondrial se determinó según el método de 
Lowely y cols." El consumo de oxígeno se determinó plaro- 
gráticamente con un electrodo de tipo Clardk. El volumen 2OpM Mersalyl Hg 
mitocondrial se analizó por cambios en la densidad óptica a Pipnl,nc rceiob lMdylyrmsankion~craoi nit-b m~o.obrorl-toni.do 
540nm. El transportede Cal+atravésdelamembranainterna ~.w.+,-~-M ~ , b . ~ ~ h m i ~ h i c ~ i h v m n * d i d a ~ ~ ~ ~ ~ d ~  

metalocrómico arsenazo In." Alternativamente, el transpor- 
te de calcio se determinó utilizando 45, con una actividad 
especifica de 1000 cpm por nmol, mediante el método de 
filtracion en Millipore." Para los experimentos in vitro el 
Hgz+fue administrado intraperitonealmente (4mgkgdepeso) 
y los efectos tóxicos se analizaron 24 horas después. El 
captopril fue administrado kunbiéii intraperitonealmente a 
una dosis de 40mg por Kg de peso. Como control se adininis- 
tró cisteína a lamismadosis. Para los estudiosde microscopia 
de luz los riñones fueron fijados por perfusión vascular coi1 4 
por cientodeformaldehídoy 1 porcientodeflutaraldehido en 
un amortiguador de fosfato 10 mM en ratas anestesiadas.I6 

Resultados 
El experimento presentado en la Figura 1, trazo A, muestra 
que la adición de 20 uM de mersalyl a mitocondrias que han 
acumulado Cal* por oxidación de wccinato, no induce un 
cambio en la permeabilidad membranal, traducido en salida 
del catión acumulado. En contraste, el t m o  B senala que la 
adición de Hg" a concentraciones de 5 y 6 ¡M, produce una 
salida del calcio intramitocondrial. Una pérdida del Caz+ 
acumulado en la matriz, también fue obsewada con 
concentraciones de 3 y 4 uM; pero bajas concentraciones de 
Hg" (1 o 2 uM) no produjeron ningún cambio en la 
concentración del Ca intramitocondrial. El efecto del Hg 
sobre la permeabilidad de la membrana es inhibido por la 
adición de 12.5 uM de cisteiiia, cuando este aminoácido es 
añadido previamenteal mediode incubación (Figura 2A). Sin 
embargo, cuando la cisteina es afiadida después del mercurio, 
no hay una reversión del efecto del metal pesado (Figura 28). 
La falta de efecto de la cisteina en revertir la salida del Caz+ 
cuando es añadida después del mercurio, sugiere que el efecto 
de este metal es irreversible. Para probar esta posibilidad se 

analizó el efecto de la cisteina sobre la fijación del Hg2+ a la 
membrana interna mitocondrial. La Figura 3 señala que 
cuando la mezcla de incubación contenia 5 uM de Hgw, las 
mitocondrias fijan aproximadamente 6 nmol de Hg2+ por mg 
de proteína. La adición de 200 uM de cisteina induce una 
rápida caída en la cantidad de Hg" unido a la membrana 
mitocondrial hacia valores de 1.6 nmollmg. Esto demuestra 
que el daño producido por launión del mercurioala mitocon- 
dria es permanente. 
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transmembranal (Trazo A). El potencial es reestablecido 
después dela adición del quelante de Ca2+EDTA. Estoúltimo 
indica que el Hg2+ induce un ciclo de Caz+ a través de la 
membrana interna, este ciclo produce la despolarización 
membranal; cuando el Caz+ es atrapado por el quelante se 
interrumpe el ciclo y el potencial se reestablece. 

Después de analizar estos resultados experimentales nos 
pareció interesante investigar si el captopril era capaz de 
producir un efecto protector sobre los efectos deletéreos del 
Hg2* en mitocondriales aisladas. La figura 5A muestra el 
efecto de concentraciones crecientes de captopril sobre la 

Un aumento en la permeabilidad membranal es acompa- 
fiado por una disminución paralela en el potencial negativo 
interno mitocondrial. Como seobservaenlaFigura4,cuando 
se afiade al medio de incubacióii 50 uh4 de Caz+ tina parcial 
despokuización membranal tiene lugar, la cual es seguida de 
una recuperación. Sin embargo la subsecuente adición de 5 
nM de Hgx induce una completa pérdida del potencial 

salida de Caz+ intramitocondrial inducida por HgZ+. Como 
puede observarse, una rápida salida de Caz* tiene lugar, 
después de la adición de 10 uM de HgZ+. Sin embargo, un bien 
definido efecto protector es inducido por concentraciones 
crecientes de captopril. Una completa protección es obtenida 
por la adición de 15 uM de Captopril (CP). Debe mencionarse 
que el CP no restlura la entrada de Caz+ en rnitocondrias 
tratadas con Hg ". El experimento de IaFigura 5B indica que 
el captopril previene de la despolarización membranal indu- 
cida por Hg2+. 

Como se demostró con los anteriores experimentos, bajos 
niveles de captopril previenen, enmitocondrias, de losefectos 
tóxicos del mercurio sobre la homeostasis del Ca" y la 
energización transmembranal. En vista de lo anterior se 
decidió investigar en vivo el efecto protector del captopril 
sobre el envenenamiento por mercurio. Las ratas fueron 
inyectadas intraperitonealmente con una dosis alta de biclo- 



mro de m e r m o  (4 m&g) Después de 24 horas, las carac- 
terísticas funcionales de las mitocondrras aisladas y la 
morfologia ultraestrnctural de los riñones fueron estudiadas 

Los resultados dela Figura6 muestran que la captación de 
Caz+ de las mitocondrias y de las mitocondrias provenientes 

mit-mdnaa prweniantu dc rata. 
blada"cmHf+wmbcsp"p"Iy  
cistrina Las .ondirionsa 

de las ratas tratadas con Hg2+ fue drásticamente diferente. 
Estasúltimas exhibieron una entrada parcial de Caz+ seguida 
deuna rápida salida (Trazo B). En contraste las mitocondrias 
aisladas de ratas tratadas con mercurio m5s captopril (Trazo 
C) acumularon Casa un nivel similar al de las mitocondrias 
control (Trazo A). Como se observa en la misma Figura la 
cisteína no protege de los efectos tóxicos del Hg" (Trazo D). 

Un análisis cuantitativo de la entrada de Ca2+ en mito- 
condnas es representado en la Tabla 1 Como se ve, las 
mitocondnasaisladasdelasratascontrol, acumularon 56nmol 

Tabla 1 

Condiciones iimol Caz+ mg-' 

Control 56 
+ Hg2' 9 

+ Hg" +CP 52 

Tahla 1. Caphcihdc C.'* pormitowndtias aisladas de ratas inyectadas can Hgy 
HgmSs Captapril. Las condiciones experimentalcr hnon esmeialrncnts como las 
descritas para la Figur. 1, excepto que Cs" radirctivo h e  wado. 

Previos reportes" han demostrado que la fosforilación 
oxidativa en mitocondrias de ritiones de ratas inyectadas con 
Hg" estaba desacoplada. De acuerdo con estos reportes, 
nosotros encontsamos que las mitocondrias de ratas intoxiMdas 
con HgZ+ tenían un bajo control respiratorio (CR=I). Sin 
embargo, el control respiratorio de las ratastratadas conHgW 
y captopril es muy semejanteal observado en las mitocondsias 
control: 3.3 y 3.1 respectivamente (Figura 7). 

T 
76nA0 cR: 3.3 
1 

mnMuando 25OmMde as-aa; IOmMdemalsto. l0mMds dutamafo, l o  &da fnuto 
y 10 mM & IEPES. el medio hir ajjtado c m  KCH a pH 7 3. 

Reportes de laliteratnra18 indicanque elmercurio produce 
cambios histológicos en el tejido renal. De acuerdo con estas 
observaciones, la Figura 8B señala que el mercurio produce 
necrosis tubular. Estas alteraciones no fueron observadas en 
las ratas tratadas con mercurio más captopril (Figura SC), 
aunque algunas áreas de necrosis focal fueron observadas. 

de Caz+lmg. En tantoque las mitocondrias provenientes de las 
ratas tratadas con Hg2*, captaron 9 nmol de Ca2+lmg. En 
contraste las mitocondrias aisladas de los riñones de ratas 
tratadas con Hg" y captopril acumularon Ca" de una manera 
similar a los controles (52 nmollmg). 



cilamina,?' EGTA y ditiotreitol" y microesferas quelante del 
Hg2+.'ZNuestrnestudio estableceque el inhibidnr delaenzima 
convertidora de angiotensina, captopril, previene efectiva- 
menteel daño renal producido por la intoxicacióndeHg2+. Sin 
embargo, losexperimentosinvitmdemuestranqueel captopril 
es incapaz de revertir el daño nerotóxico por Hg2+. A este 
respecto debe ser considerado que la constante de añnidad 
entre el mercurio y los grupos tioles membranales es de 1.5 x 
10,'' micnuds la ~&&inte de alinidad entre el captopnl 
\ Ha2' es de 2 x 10.' Esta diferencia debe tomarse en menta - ~-~ .-.- ~- 
paraexplicar la falla del captopril para remover el mercurio 
unido a la membrana y revertir sus efectos. Por otro lado 
posiblemente algunos iones de mercurio podrían estar sitna- 
dos en la membrana en sitios inaccesibles para el captopril. 

Los experimentos en vivo demuestran que el captopril es 
efectivo para proteger la morfología y función del tejido renal 
del daño por mercurio. El efecto protector del captopril 
correlaciona de manera directa con la cantidad de Hg2+ 
encontrado en las mitocondrias de las ratas inyectadas con 
Hg2+lmg en las ratas tratadas con Hg2+ +CP y 1.8 nmol 
Hg2+ lmg en las ratas control. 

El mecanismo porel cualel captopril protege delosefectos 
del mercurio seguramente se debe al gmpo tiol que tiene en 
su molécula la droga.24 Es fácil que el mercurio se pegue con 
cierta afinidad al captopril como se demostró por medio de su 
constante de afinidad (2 x lo'). Es posible que el captopnl 
forme un complejo estable con el mercurio, antes de que este 
metal llegue a los rifíones. Por el momento no podemos decir 
con seguridad si esto es lo quepasayaque serianecesano tener 
el compuesto marcado radiactivamente. 
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