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Resumen

Los experimentos mostrados en el presente trabajo sefialan
queel Hg? a concentraciones relativamente bajas (5 a 10uM),
produce un dafio en la membrana interna mitocondrial. Este
dafio da como resultado la formacién de canales idnicos que
permiten la salida espontinea del Ca* de la matriz. Aunado
alo anterior la formacién de canales produce el equilibrio del
gradiente quimiosmético, dando como resultado el abati-

Summary

The experimentsrefered to in this article point to the fact that
relatively low concentrations of Hg2+ (5-10 mM) produce
damage to the internal mitochondrial membrane. This damage
results in the formation of ionic channels that allow the
spontaneus effusion of Ca+2 from the matrix. Together with
this,the formation of channels produce the balance of the
chemo-osmotic gradient, resulting in the overcoming of the
tr brane potential and the uncoupling of oxidative

miento del potencial transmembranaly el desacoplamiento de
la fosforilacion oxidativa. Los experimentos llevados a cabo
en vivo, sefialan que el mercurio produce necrosis tubular
aguda en el tejido renal. Estos efectos toxicos del Hg* son
prevenidos in vitro por la adicién de 15 uM de la droga
inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina,
captopril. En los experimentos in vivo se demuestra que la
inyeccién intraperitoneal de captopril (40 mg/kg) protege
completamente de la disfuncién mitocondrial producida por
fa intoxicacién mercurial.

phophorylation. The experiments carried out in vivo, point to
the fact mercury produces acute tubular necrosis of kidney
tissue. These toxic effects produced by Hg2+ in vitro withthe
addition of 15uM ofthe inhibition of the angiotensin converting
enzyme, captopril. In vivo experiments show that
intraperitoneal injection of captopril (40 mg/kg) completely
protects from mitochondrial dysfunction produced by
mercurial infoxication.

Introduccién

La presencia de metales pesados en ¢l medio ambiente es
ahora un problema de salud en nuestra sociedad. Se sabe que
algunos metales como el plomo, cadmio, cromo y mercurio,
producenefectos patologicos ds tipo neurolégico, psicomotores
y les." De estos les, el mercurio (Hg) ha causado
severos cuadros toxicos. En Jap6n en ladécada deloscincuen-
ta, se presentaron 700 casos d t0 por

peces de la Bahia de Minamata, hacia la cual se habia
desechado mercurio metalico.’ En 1964 se produjo otro caso
deenvenenamiento masivo por compuestos alquimercuriales.®
Enlrak, entre 1971y 1972, existieron diversos casos de enve-
nenamiento al ingerir semillas que habian sido tratadas con
un fungicida mercurial

La intoxicacién por mercurio puede efectuarse por dife-
rentes vias, ya sea por inhalacion del medio ambiente o
mediante la ingesta de alimentos contaminados o farmacos.
Ha sido reportado que aproximadamente el 80 por ciento del
mercurio inhalado es retenido y que la absorcién gastro-
intestinal del Hg en la forma de metil mercurio es del 100 por
ciento, en tanto que las sales inorganicas del mercurio se
absorben un 7 por ciento.

Los efectos toxicos del mercurio en el organismo implican
disfunciones metabdlicas, hormonales, neuronales, inmu-
noldgicas y hemodindmicas.” Estudios realizados en tejidosy
cétulas aisladas sefialan que el mercurio produce alteraciones
en el movimiento del Ca? por medio de la membrana plas-
mitica,® e induce lipoperoxidacion en eritrocitos.” Por otro
lado se sabe que la acumulacidn de Hg?" en el tejido renal,
induce insuficiencia renal.'® A nivel celular, la nefrotoxicidad
inducida por Hg*, s¢ caracteriza por un hinchamiento del
reticulo endoplasmico y de las mitocondrias.!! En estos
ultimos organelos, la fijacion de Hg* induce pérdida de su
capacidad para formar ATP y ademds estimulacién de una
activacion de la enzima adenosin trofosfatasa,

En este trabajo analizamos el efecto del mercurio sobre la
capacidad de las mitocondrias de rifion de captar Ca® y
formar un potencial ¢ branal. Se analiz6 también el
efecto del captopril, una droga que inhibe a la enzima
convertidora de angiotensina I, y que ha sido postulada como
atrapadora de radicales superdxido. Los resultados sefialan
que el mercurio aunaconcentracion deentre 5y 10uM induce
la salida del calcio acumulado en la matriz mitocondrial,
colapse del potencial transmembranal e hinchamiento de las

* Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chédvez, Juan Badiano L. México, D.F. 014080, México.

Trabajo de ingreso del Dr. Edmundo Chévez Cosio leido el 26 de agosto-de 1992,

134



mitocondrias. Cuando el mercurio fue administrado in vive a
ratas por via oral, las mitocondrias aisladas de rifién presen-
taron el mismo cuadro patoldgico. Estos efectos fueron supri-
midos por la administracion de captopril.

Material y métodos

Las mitocondrias fueron aisladas de rifiones de ratas wistar
que pesaban aproximadamente 250 g. Los rifiones se
homogeneizaron en sacarosa 0.25 M, que contenia 1 mM de
EDTA, el pH de esta solucion se ajusté a 7.3 con Trisbase, Las
mitocondrias se separaron del homogenado por centrifugacion
diferencial segiin €l método reportado por Chéavez y cols.”? La
proteina mitocondrial se determind segin el método de
Lowery y cols.” El consumo de oxigeno se determind plaro-
graficamente con un electrodo de tipo Clardk. El volumen
mitocondrial se analiz6 por cambios en la densidad optica a
540 nm. El transporte de Ca* a través de lamembrana interna
mitocondrial fue seguido espectrofotométricamente a dos
longitudes de onda (685-675) utilizando el indicador
metalocrémico arsenazo I11." Alternativamente, el transpor-
te de calcio se determiné utilizando 45, con una actividad
especifica de 1000 cpm por nmol, mediante el método de
filtracion en Millipore.® Para los experimentos in. vitro el
Hg* fue administrado intraperitonealmente (4mg/kg de peso)
y los efectos toxicos se analizaron 24 horas después. El
captopril fue administrado también intraperitonealmente a
una dosis de 40mg por Kg de peso. Como control se adminis-
tro cisteina a la misma dosis. Para los estudios de microscopia
de luz los rifiones fueron fijados por perfusién vascular con 4
por ciento de formaldehidoy 1 por ciento de flutaraldehido en
un amortiguador de fosfato 10 mM en ratas anestesiadas.'®

Resultados

El experimento presentado en la Figura 1, trazo A, muestra
que la adicion de 20 uM de mersalyl a mitocondrias que han
acumulado Ca* por oxidacién de succinato, no induce un
cambio en la permeabilidad membranal, traducido en salida
del cation acumulado. En contraste, el trazo B sefiala que la
adicién de Hg?" a concentraciones de 5y 6 uM, produce una
salida del calcio intramitocondrial. Una pérdida del Ca*
acumulado en la matriz, también fue observada con
concentraciones de 3 y 4 uM, pero bajas concentraciones de
Hg? (1 o 2 uM) no produjeron ningin cambio en la
concentraciéon del Ca intramitocondrial. El efecto del Hg
sobre la permeabilidad de la membrana es inhibido por la
adicién de 12.5 uM de cisteina, cuando este amino4cido es
afiadido previamenteal medio de incubacion (Figura2A). Sin
embargo, cuando la cisteina es afiadida después del mercurio,
1o hay una reversion del efecto del metal pesado (Figura 2B).
La falta de efecto de la cisteina en revertir la salida del Ca**
cuando es afiadida después del mercurio, sugiere que el efecto
de este metal es irreversible, Para probar esta posibilidad se
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analizo el efecto de la cisteina sobre la fijacion del Hg a la
membrana interna mitocondrial. La Figura 3 sefiala que
cuando la mezcla de incubacién contenia 5 uM de Hg™, las
mitocondrias fijan aproximadamente 6 nmol de Hg** por mg
de proteina. La adicién de 200 uM de cisteina induce una
rapida caida en la cantidad de Hg?" unido a la membrana
mitocondrial hacia valores de 1.6 nmol/mg. Esto demuestra
que el dario producido por launién del mercurio ala mitocon-
dria es permanente.
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Un aumento en la permeabilidad membranal es acompa-~
fiado por una disminucién paralela en el potencial negativo
interno mitocondrial. Como se observa en la Figura 4, cuando
se afiade al medio de incubacion 50 uM de Ca* una parcial
despolarizacién membranal tiene lugar, la cual es seguida de
una recuperacion. Sin embargo la subsecuente adicién de 5
uM de Hg* induce una completa pérdida del potencial
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transmembranal (Trazo A). El potencial es reestablecido
después dela adicién del quelante de Ca?* EDTA. Esto tltimo
indica que el Hg* induce un ciclo de Ca* a través de la
membrana interna, este ciclo produce la despolarizacion
membranal; cuando el Ca** es atrapado por el quelante se
interrumpe el ciclo y el potencial se reestablece.

Después de analizar estos resultados experimentales nos
parecio interesante investigar si el captopril era capaz de
producir un efecto protector sobre los efectos deletéreos del
Hg® en mitocondriales aisladas. La figura 5A muestra €l
efecto de concentraciones crecientes de captopril sobre la
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salida de Ca** intramitocondrial inducida por Hg*. Como
puede observarse, una rapida salida de Ca® tiene lugar,
despuds de la adicion de 10 uM de Hg*. Sinembargo, unbien
definido efecto protector es inducido por concentraciones
crecientes de captopril. Una completa proteccién es obtenida
por la adicion de 15 uM de Captopril (CP). Debe mencionarse
que el CP no restaura la entrada de Ca® en mitocondrias
tratadas con Hg . El experimento de la Figura 5B indica que
el captopril previene de la despolarizacién membranal indu-
cida por Hg*.

Como se demostré con los anteriores experimentos, bajos
niveles de captopril previenen, en mitocondrias, de los efectos
toxicos det mercurio sobre la homeostasis del Ca™ y la
energizacion transmembranal. En vista de lo anterior se
decidié investigar en vivo el efecto protector del captopril
sobre ¢l envenenamiento por mercurio. Las ratas fucron
inyectadas intraperitonealmente con una dosis alta de biclo-



ruro de mercurio (4 mg/kg). Despuds de 24 horas, las carac-
teristicas funcionales de las mitocondrias aisladas y la
morfologia ultraestructural de los rifiones fueron estudiadas.

Losresultados dela Figura 6 muestran que la captacién de
Ca™ de las mitocondrias y de las mitocondrias provenientes
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de las ratas tratadas con Hg? fue drésticamente diferente.
Estas uilltimas exhibieron una entrada parcial de Ca®* seguida
de una rapida salida (Trazo B). En contraste las mitocondrias
aisladas de ratas tratadas con mercurio mds captopril (Trazo
C) acumularon Ca?* a un nivel similar al de las mitocondrias
control (Trazo A). Como se observa en la misma Figura la
cisteina no protege de los efectos toxicos del Hg* (Trazo D).

Un andlisis cuantitativo de la entrada de Ca* en mito-~
condrias es representado en la Tabla 1. Como se ve, las
mitocondrias aisladas de las ratas control, acumularon 56nmol

Tabla 1
Condiciones nmol Ca* mg!
Control 56
+Hg* 9
+ Hg* +CP 52
Tabla 1, Captacién de Ca* por mitocondrias aisladas de ratas inyectadas con Hg y

Hg mis Captopril, Las condi i les fueron
descritas para la Figura 1, excepto que Ca* radiactivo fue usado,

como las

de Ca**/mg. En tanto que las mitocondrias provenientes de las
ratas tratadas con Hg*, captaron 9 nmol de Ca**/mg. En
contraste las mitocondrias aisladas de los rifiones de ratas
tratadas con Hg? y captopril acumularon Ca* de una manera
similar a los controles (52 nmol/mg).

Previos reportes”” han demostrado que la fosforilacion
oxidativa en mitocondrias de rifiones de ratas inyectadas con
Hg* estaba desacoplada. De acuerdo con estos reportes,
nosotros encontramos que las mitocondrias de ratas intoxicadas
con Hg?" tenian un bajo control respiratorio (CR=1). Sin
embargo, el control respiratorio de las ratas tratadas con Hg?*
ycaptopril es muy semejante al observado en Ias mitocondrias
control: 3.3 y 3.1 respectivamente (Figura 7).
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Hg™ y Hg™ més:
Captropil oenrin fie adindida n 1.9 mi do un medio de incubacide:
conteniendo: 2: mM de malsto; 10 mM de glutamato; 10 mM de foafato
y 10 mM de HEPES,; el medio fue ajustado con KCH a pH 7.3.

Reportes de laliteratura'® indican que el mercurio produce
cambios histoldgicos en el tejido renal. De acuerdo con estas
observaciones, la Figura 8B sefiala que el mercurio produce
necrosis tubular. Estas alteraciones no fueron observadas en
las ratas tratadas con mercurio mas captopril (Figura 8C),
aunque algunas 4reas de necrosis focal fueron observadas.
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Discusion

De acuerdo con datos de la literatura,' la adicién de varios
reactivos mercuriales a la membrana mitocondrial es depen-
diente de varios factores, por ejemplo: la polaridad del
reactivo, pH, la composicidn idnica del medio de incubacion
y el estado metabdlico de las mitocondrias. Sin embargo, la
adicion de los reactivos para grupos sulfihidrilo inducen una
permeabilidad generalizada a los cationes, en vista de que
producen un aumento en la salida del Ca,?* s asi comotambién
entrada de K+.% Los resultados aqui mostrados sefialan que
el mersalyl, que estimula la entrada de K* en mitocondrias de
corazén,”® no aumenta la permeabilidad del Ca® en las
mitocondrias de rifion. De estos resultades pareceria que los
grupos -SH mé¢mbranales que regulan los procesos de
permeabilidad membranal al Ca* y al K, son diferentes.
Pareceria que el Hg? es especifico para inducir salida de Ca?*.

Las caracteristicas histoquimicas y bioquimicas de la
nefrotoxicidad inducida por Hg?, han sido estudiadas con
anterioridad.'® Sin embargo, los resultados que se muestran
hacen hincapié en el hecho de que el mercurio induce un
aumento en la permeabilidad membranal a la salida de Ca>
Y un aumento en la permeabilidad a los H* puesto que colapsa
el potencial transmembranal.

Laterapia parael envenenamiento por mercurio involucra
el uso de una amplia variedad de drogas. Por ejemplo d-peni-
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cilamina,® EGTA y ditiotreitol* y microesferas quelante del
Hg?* .2 Nuestro estudio establece que el inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina, captopril, previene efectiva-
mente el dafio renal producido por la intoxicacion de Hg?*. Sin
embargo, losexperimentos in vitro demuestran queel captopril
¢s incapaz de revertir el dafio nerotoxico por Hg*. A este
respecto debe ser considerado que la constante de afinidad
entre el mercurio y los grupos tioles membranales es de 1.5 x
10, micntras que la constante de afinidad entre el captopril
y Hg” esdc 2 x 10." Esta diferencia debe tomarse en cuenta
para explicar la falla del captopril para remover el mercurio
unido a la membrana y revertir sus efectos. Por otro lado
posiblemente algunos iones de mercurio podrian estar situa-
dos en la membrana en sitios inaccesibles para el captopril.

Los experimentos en vivo demuestran que el captopril es
efectivo para proteger la morfologia y funcién del tejido renal
del dafio por mercurio. El efecto protector del captopril
correlaciona de manera directa con la cantidad de Hg?
encontrado en las mitocondrias de las ratas inyectadas con
Hg™/mg en las ratas tratadas con Hg? +CP y 1.8 nmol
Hg™ /mg en las ratas control.

Elmecanismo por el cual el captopril protege de losefectos
del mercurio seguramente se debe al grupo tiol que tiene en
su molécula la droga.? Es facil que ¢l mercurio se pegue con
cierta afinidad al captopril como se demostré por medio de su
constante de afinidad (2 x 107). Es posible que el captopril
forme un complejo estable con el mercurio, antes de que este
metal llegue a los rifiones. Por el momento no podemos decir
con seguridad si esto es lo que pasa ya que seria necesario tener
el compuesto marcado radiactivamente.
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