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RESUMEN



Practicamente en cualquier lugar de nuestro plancta se acumulan diariamente
numerosas sustancias nocivas para la vida, conocidas como Xxenobidticos. Actualmente
se considera que hay mas de 200, 000 xenobidticos que son producidos por €l hombre y
que estin perjudicando seriamente a la bidsfera. Desde el punto de vista médico, los
agentes xenobidticos mas importantes son diversos medicamentos, aditivos para
alimentos, pesticidas y desechos o materias primas industriales. La mayor parte de los
xenobibticos producen sus efectos actuando directamente en el organismo, donde causan.
lesiones a nivel celular o molecular y producen o liberan moléculas caracteristicas, que
pueden ser casi siempre detectadas en los laboratorios. A las moléculas indicativas de
problemas causados por xenobidticos se les llama biomarcadores. La importancia médica
de los biomarcadores consiste en que su deteccion oportuna en ¢l hombre o en los
animales permite pronosticar el grado de riesgo hacia una enfermedad particular en
poblaciones expuestas a algin xenobidtico, asf como hacer una evaluacién de la gravedad

de los dafios ocasionados por los mismos, o para valorar procedimientos terapéuticos.

El mercurio puede ser considerado un xenobidtico. Este metal se ha utilizado
desde la antigiiedad con diversos fines. Su nefrotoxicidad estd relacionada con su
acumulaciéon en las células del glomérulo y de los tiibulos contorneados proxima]es,
donde causa severos dafios estructurales y funcionales. Entre estos tltimos es
caracteristica la proteinuria. Dicho signo clinico estd muy relacionado con trastornos en la
excrecién y la reabsorcion de proteinas de alto y bajo peso molecular. Ademas, se le ha
asociado con episodiog de intoxicacién grave en poblaciones humanas numerosas, como

el desastre ocurrido en la ciudad de Minamata, en Japén .

Nosotros dirigimos nuestro inter.és al estudio de los efectos nefrotéxicos del
mercurio, como parte de un proyecto encaminado a identificar moléculas que sirvan como
biomarcador para detectar disfuncién renal antes de que hayan ocurrido dafios
irreversibles a nivel del tubulo contorneado proximal. Para lograr esto, implementamos
en nuestro laboratorio un modelo ir vitro de transporte de seroalblimina con células OK,

a las cuales intoxicamos por diferentes tiempos con dosis variables de mercurio, y



determinamos los cambios ocurridos con respecto a las células no tratadas. En este .
modelo las células se cultivan sobre membranas permeables (insertos). Una vez
implementado el modelo experimental, determinamos que las células QK formaron
monocapas con resistencia transepitelial maxima (50-53 Q/em®) a los 8 dias de cultivo,
esta caracteristica elécirica nos indicé el momento adecuado para efectuar los
experimentos de transporte. Respecto a esto, las eélulas transportaron transepitelialmente
seroalbimina bovina, la direccién del transporte fue del lado apical al basolateral y fue
“directamente proporcional al tiempo de incubacidn, correspondié a 18 pmoles/em’ a los
90 min de incubacion. Los productos transportados al lado basolateral fueron
caracterizados posteriormente. y se establecié que correspondieron a péptidos y
‘aminoécidos, los cuales provenian de la digestién de la proteina completa. El HgCl; tuvo
un claro efecto inhibitorio sobre la viabilidad celular, asi como sobre la resistencia

transepiielial.

Con respecto al efecto del mercurio sobre el transporte de seroalbtimina en.
cultivos in vitro de células provenientes de tibulo contorneado proximal intoxicadas con
mercurio, este se inhibe con dosis subletales. Por esta razom, la determinacion cuant.itativa
del transporte transepitelial de alblimina por células OK puede ser 1til como una nueva
herramienta para pronosticar el potencial efecto nefrotoxico de ‘mercurio y  otros

xenobidticos y en la blisqueda de biomarcadores de dafio renal temprano,

8%



INTRODUCCION



La exposicion ocupacional o en el ambientec general a agentes xenobidticos
constituye un problema grave de Salud Puablica. Sus efectos sobre Ja salud humana se
estan estudiando intensamente. El uso de biomarcadores ha mostrado ser muy util para
estos fines y para detectar oportunamente procesos patolégicos o valorar procedimientos
terapéuticos. Tradicionalmente, el uso de ammales de experimentacion ha sido
indispensable para la deteccion y validacién de biomarcadores, para el estudio de los
efectos tdxicos de agentes xenobidticos, de procesos patolégicos o para el desarrollo de
nuevos medicamentos. Sin embargo, restricciones éticas y limitaciones técnicas han
hecho necesario el uso de modelos alternativos de investigacion in vitro. Las células
aisladas de organismos y las lineas celulares en cultivos constituyen una de las mejores

alternativas (Said-Femandez ef al, 1997)

El rifién: organo blanco de diversos compuestos.

El rifion es un érgano complejo, formado entre otros elementos por componentes
tubulares y vasculares. Es susceptible al efecto téxico de diversos agentes quimicos, tales
como disolventes organicos, metales pesados y medicé_mentos (Tarloff v Goldstein,
1994). La razén de la susceptibilidad del rifién es que es un drgano altamente dinamico, el
flujo sanguineo renal es muy alto: los dos rifiones reciben cerca del 23% del gasto
cardiaco. Ai)roximadamente un tercio del agua del plasma que Ilega al rifién es filtrada, y
de este material, el 98-99% de sales y agua son reabsorbidas. El alto flujo sanguineo hacia
el rifion es el responsable de la liberacién de grandes cantidades de cualquier sustancia
presente en la sangre. Por esta razdn, el rifion puede acumular grandes cantidades de un
compuesto quimico si este atraviesa con facilidad las diferentes membranas biolégicas.
Ademas, la acumulacién pasiva de grandes cantidades de compuestos potencialmente
nefrotéxicos puede originar elevadas concentraciones intracelulares de éstos, lo cual

altera la funcién renal (Berndt, 1994).

Otros factores fisioldgicos son también importantes. Por ejemplo, la capacidad del

riién para producir una orina muy concentrada. Cualquier sustancia presente en ¢!



filtrado glomerular, puede potencialmente aumentar como consecuencia del proceso
normal de concentracidon urinaria, un xenobidtico tan concentrado puede ejercer efectos
indeseables sobre las membranas tubulares, 1o cual facilita la difusién de tal substancia
hacia la células del epitelio tubular renal. Un tercero, e igualmente importante mecanismo
que favorece el desarrollo de nefrotoxicidad, es la capacidad de las células de los tiibulos
renales para transportar una gran variedad de compuestos del filirado glomerular hacia las
células. Este proceso, junto con el elevado flujo sangnineo, puede explicar el porqué
muchos agentes nefrotdxicos ejercen su efecto inicial en los tubulos proximales, la
- mayoria del flujo sanguineo llega a la corteza, donde se localizan practicamente los

segmeritos iniciales de los titbulos proximaies (Berndt, 1994).

Caracteristicas anatémicas y fisiologicas del rifion .

La unidad fisiolégica y anatémica del rifién es la nefrona, que consiste del
glomérulo renal, el tabulo contorneado proximal, el asa de Henle, el tibulo contorneado
distal y el tibulo colector. En forma simplificada se puede decir que el glomérulo es un
ovillo formado per un vaso aferente y otro eferente, incluidos en una cépsula; En
condiciones normales, la sangre fluye por los vasos aferente y eferente del glomérulo

renal. Es en esta porcién de la nefrona donde se lleva a cabo la filtracién glomerular

(Guyton, A, C., 1988).

El tibulo contorneado proximal se encuentra contiguo al glomérulo y recibe el
filirado glomerular, el cual pasa por el asa de Henle. Después de pasar por ahi, el liquido
entra en el tibulo contormeado distal. A continuacion, entran en coalescencia hasta ocho
de los tubulos distales para formar el tibulo colector, cuyo extremo se aparta de la corteza
renal y pasa hacia abajo por el espesor de la médula, sitio en el que se convierte en
conducto colector. Los conductos colectores se vacian en la pelvicilla renal. Al fluir el
filtrado glomerular por los tibulos, cerca de 99% de su agua y cantidades variables de sus

solutos se reabsorben normalmente hacia el sistema vascular, y también se secretan



cantidades pequefias de algunas sustancias hacia los tubulos. El agua tubular restante y las

sustancias disueltas en ella se convierten en orina (Guyton, A. C., 1988).

A nivel tubular, la nefrona tiene entre otras, una funcién secretora. Mediante este
mecanismo se transportan en forma activa sustancias que se suman al filtrado que se
encuentra en la luz del tdbulo. Este proceso de secrecion tubular es mds notable y eficaz
en la regién del tibulo contorneado proximal. Los solutos ntiles al organismo son
reabsorbidos a lo largo de los tibulos contomeados proximal y distal, pero

principalmente a nivel del contomeado proximal (Guyton, A. C., 1988).

El filtrado glomerular contiene numerosas y pequefias proteinas que se reabsorben

casi completamente en los tiibulos proximales {Carone, F. A et al, 1979; Gauthier, C. er

“al, 1984). El contenido de proteina es del rango de mg/l (Rosenberg y Hostetter, 1992;
‘Van Liew ef al, 1970). La cantidad de proteina filtrada en seres humanos es de varios
cientos de mg por dia y gran parte de ella es albimina (Maack et al,1992). La albiimina es

reponsable en gran parte del mantenimiento de la presion oncética del plasma y liquido

intersticial y sirve como acarrcador de moléculas importantes tales como dcidos grasos

(Hutter, J. F., et al,1984), testosterona y estradiol {Corvol y Bardin, 1973), hormonas

tiroideas y bilirrubina (Brodersen, R., 1978), etc. La albiimina es la principal proteina

~ urinaria de origen plasmitico, debido a su tamafio (radio molecular: 3.6 nm) y su carga
fuertermente negativa; esta proteina se retiene casi completamente en la barrera
glomerular. Las pequefias cantidades que a pesar de eso escapan al filtro glomerular son
reabsorbidas por los tibulos proximales con una eficiencia cercana al 99% (Bernard y
Lauwerys, 1991). En el rifidn, se evita la pérdida de la albimina filtrada mediante la
reabsorcion, via endocitosis, en el titbulo proximal. La endocitosis de 1a albiimina ocurre
por un proceso selectivo mediado por receptores. Una vez internalizada, las vesiculas

endociticas se fusionan con los lisosomas para formar fagolisosomas, donde la albiimina

se digiere (Camargo, 1984).



En peneral, 1a etapa inicial en la endocitosts adsortiva en los tibulos contorneados
proximales del rifién es la union de las proteinas a la membrana luminal; las etapas
siguientes consisten en 1a internalizacion en vacuolas endociticas y reciclamiento de los

‘receptores hacia la membrana plasmatica. Finalmente, las proteinas son transferidas a los

lisosomas secundarios para su degradacion (Figura I).

R 'Membr_nna:_'_"
e sGialer o

Figura 1. Rutas en el compartimente endosomal de las células epiteliales (UH = Unién

hermética).

En condiciones normales solamente una pequeiia fraccién de proteinas de bajo
peso molecular ¢scapa a la reabsorciOon tubular. Su concentracion en la orina ¢s tan
pequefia que la sensibilidad de los métodos analiticos no es suficiente para detectarlas o

cuantificarlas con precision (Grossman ef al, 1974; Koch, 1992},



Otra funcién importante de los tubulos proximales del rifion es reabsorber y
degradar péptidos y proteinas que son filtradas por el glomérulo. Esto s¢ logra mediante
los siguientes mecanismos: a) endocitosis en la superficie del lumen de la membrana
celular; b) protedlisis intralisosomal y ¢) transporte de los productos (principalmente
aminoécidos libres) a través de la membrana lisosorhal (Carone et al, 1979; Rabkin et al,
1989). Aunque la tasa de moléculas no filtrables de la membrana basal del glomérulo para
proteinas es alto en individuos sanos, un dafio leve al glomérulo causa escape masivo de
alblimina hacia el lumen tubular debido a su elevada concentracién en ¢l plasma. Sin
éembargo, solo se observa albuminuria en estados de dafio glomerular evidente. La
‘cantidad de albimina excretada se eleva casi linealmente con la permeabilidad del
glomérulo. Por esta razén, la albiimina ha atraido la atencién como un sustrato modelo

para estudiar la reabsorcién de proteinas por el epitelio de los tilbulos renales (Dennis y

Robinson,1985).

El mercurio como contaminante ambiental y como agente nefrotoxico.

Ningin otro metal representa mejor la diversidad de efectos causados por
diferentes formas quimicas como el mercurio. En base a sus caracteristicas toxicologicas,
' existen tres formas: elemental, inorgénico y organico. La fuente principal de mercurio es
la evaporacién natural de la corteza terrestre, incluyendo las 4reas terrestres, rios y .
ocednos, Se ha estimado en el orden de 25,000 a 150,000 toneladas por afio (WHO, 1976;
Goldwater y Stopford, 1977; NRCC,1979). El mercurio metilico en la atmdsfera
representa la ruta principal de transporte global de mercurio. Aunque las fuentes
antropogénicas de mercurio han alcanzado 8,000 a 10,000 toneladas por afio desde 1973,
las fuentes no antropogénicas son los factores predominantes. Sin embargo, la mineria,
fundicidon y descarga industrial fueron los factores responsables de la contaminacion
ambiental en el pasado. Los usos industriales mas comunes son: en las plantas
productoras de cloro-alcalis, en la industria del papel, en la industria de los combustibles
(productos del petréleo y gas natural). Otros usos incluyen la preparacion de amalgamas

dentales, en la industria de ldmparas de mercurio, fabricacion de termometros, de



.ﬁmgicidas y de baterias, por mencionar algunos. Un tercio del mexcurio atmosférico
puede ser debido a la liberacién industrial de formas orginicas o inorgénicas.
Independientemente de la fuente, tanto las formas organicas como inorganicas pueden
sufrir transformacién ambiental. El mercurio metélico puede ser oxidado a mercurio
inorganico divalente, principalmente en presencia de material organico, tal como el que
se halla en el medio acuético. El mercurio inorginico divalente puede, a su vez, ser
reducido a mercurio metalico bajo condiciones que favorecen este tipo de reacciones.
Otro tipo importante de conversion es la transformacion del mercurio divalente a dimetil
mercurio por bacterias anaerdbicas; este puede difundirse hacia la atmdsfera y regresar a
la corteza de la tierra o cuerpos de agua como metilmercurio en el agua de lluvia. Si este
es tomado por peces de la cadena alimenticia, puede reciclarse al ser humano (Goyer, R.

A., 1986).

El mercurio metalico tiene una alta presidén de vapor, ¥ por lo tanto se mezcla a
temperatura ambiente répida y eficazmente con los componentes del aire, de donde es
absorbido por los seres vivos (Aposhian er al, 1995). El metilmercurio se absorbe
facilmente por el organismo. Ambas formas del metal se acumulan en diversos organos,
‘pero preferentemente en el rifién donde puede producir toxicidad renal (WHO, 1991). Se
ha sugerido que ésta se debe a una vasoconstriccién y a un dafio celular directo. El sitio
miés susceptible al efecto toxico del mercurio en la nefrona es la pars recta del tibulo
contorneado proximal; pero si se usan dosis de mercurio mayores que las que afectan a
las pars recia resultara afectada toda la parte proximal de la nefrona (Hook y Hewitt,
1986). Estas lesiones se manifiestan por proteinuria (microalbuminuria y excrecion por

orina de proteinas de bajo peso molecular).



Profeinuria.

El mercurio y otros metales pesados como el cadmio y el plomo producen dafio
renal y uno de los signos indicadores es la proteinuria (Piscator, 1989). La proteinuria
puede deberse las siguientes causas: a) que ha disminuido la capacidad de las células de
los tibulos proximal y distal para recuperar proteinas, principalmente de bajo peso
molecular que son liberadas a nivel del glomérulo, b) que la membrana plasmética de las
células de la nefrona ha sido lesionada y libera proteinas, c) a la presencia de proteinas de
alto peso molecular, como la albimina; d) a daiio de la membrana basal del glomérulo, €)
o a una combinacién de las causas mencionadas (Herrera, G., 1994). Otros signos y
sintomas que son producidos por la mayoria de los metales pesados, a dosis relativamente
bajas, son ani'moaciduria, giucosuria y poliuria. Si se incrementa la dosis del metal se
incrementa el nitrogeno de la urea, también se observa anuria, necrosis renal y puede

ocurrir la muerte (Goyer, R. A., 1986) .

En sujetés sanos y jévenes , las proteinas del plasma contribuyen con un 10-20%
de la proteinuria. Los principales componentes de la proteinuria normal son la
glicoproteina de Tamm-Horsfall y proteinas que provienen de la descamacién del epitelio
que recubre al tracto urogenital. Cuando existe dafic o enfermedad renal, el aumento de
las proteinas plasmdticas se incrementa considerablemente y en el caso del sindrome
nefrético, excede del 90% con respecto a la concentracion basal. Si se omiten las
enfermedades malignas, la proteinuria patolégica resulta principalmente del aumento en

el escape de las proteinas plasmaticas en la orina (Bernard y Lauwerys, 1991).

Una albuminutia elevada puede reflejar un aumento en la liberacion de proteinas a
nmvel glomerular 0 un defecto en la reabsorcion tubular de la albumina filtrada.
Cuando la albuminuria es masiva (proteinuria mayor de 3.5 g/dia) y estd asociada con
edema (sindrome nefrdtico) se debe a una salida excesivamente elevada de albimina a
nivel glomerular. Si la albuminuria es menos importante, pero clinicamente significativa

(> 0.5 g/dia) lo mas probable es que sea debida a un aumento en la filtracién glomerular.



En estas circunstancias, el incremento relative en la excrecién urinaria es mayor de lo
esperado cuando existe falla completa en la reabsorcién tubular (Mogensen y Solling,

1977).

Cuando la albuminuria es menor de 0.5 g/dia, ésta se denbmina micrealbuminuria
o paucialbuminuria, y se le asocia con frecuencia a formas crénicas de nefropatias
desarrolladas como consecuencia de una intoxicacion (Trivin y Giraudet, 1988). Cuando
la microalbuminuria se acompana de un aumento en la excrecién urinaria de proteinas de
~ bajo peso molecular, el problema se debe parcial o totalmente a una mala reabsorcion
tubular (Peterson et al, 1969). Si la microalbuminuria no se acompafia de proteinas de
bajo peso molecular, puede ser debida a una elevada permeabilidad del glomérulo

(Bernard ef al, 1987; Bernard ef al, 1988).
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Antecedentes Directos

La toxicidad renal del mercurio se relaciona con su acumulacién en los tubulos
proximales y su unién intracelular a grupos funcionales tales como sulthidrilo, carboxilo
y fosforilo. Los resultados de estas interacciones son la inactivacién de enzimas ¢
inhibicién de sintesis de proteinas (Bohets ef al, 1995). Las formas alquiladas del
mercurio, que pueden formarse a partir del mercurio metélico o de los iones mercurio,
son las responsables de la intoxicacién por este metal. Aunque éste hecho ha sido
estudiado en seres humanos y animales, se sabe poco acerca de la naturaleza de éste
evento a nivel celular, excepto que ocurre una alta . ihcidencia de aberraciones
cromosdmicas en cultivos de linfocitos de humanos con una alta concentracion tisular del
metal. También se ha observado inhibicion de la multiplicacién celular, muerte celular,
disminucién en la incorporacién de uridina y timidina y rompimiento de cadenas sencillas
de DNA cuando se exponen cultivos de células 1.5178Y a dosis variables (1-5 uM) de

cloruro de metilmercurio y cloruro mercirico (Nakazawa et al, 1975).

El cloruro merciirico, es conocido por su toxicidad aguda. Una sola dosis oral de
un grame puede ocasionar fallo renal en adultos, usualmente con prondstico de muerte.
La exposicion de ratas por varias semanas a dosis de 20-25 pg/100 g de peso, de cloruro

mercurico administradas por via parenteral produjo proteinuria (Druet et al, 1982).

Las propiedades nefrotdxicas del mercurio inorganico y metilmercurio, son muy
diferentes in vive. El mercurio inorganico causa nefropatia severa después de una sola
exposicion y se caracteriza por pérdida de la funcién y viabilidad celulares (Ganote et al,
1975); mientras que se requiere de exposiciones repetidas de metilmercurio para que sean
perceptibles signos moderados de disfuncion renal y dafio a los tubulos proximales
(Fowler, 1972; Klein et al, 1973; Ware et al, 1975; Stroo y Hook, 1977). Una dosis
equimolar de mercurio inorganico se acumula en mayor cantidad que el metilmercurio en

el rifién después de 24 horas de su administracién (Magos y Webb, 1977). El mercurio



inorganico se localiza principalmente en las células de los tubulos proximales (Hultman y

Enestrom, 1986; Rodier ef al, 1988; Zalups y Barfuss, 1990).

Efecto del mercurio sobre la excrecion renal de proteinas.,

© El mercurio produce dafios renales agudos o crénicos en humanos y animales. En
el rifién, los efectos del mercurio inorgdnico varian desde proteinuria tubular ligera hasta
necrosis tubular, dependiendo de la dosis. La exposiciéon cronica a este metal puede
resultar en el desarrollo de una alteracién que afecta principalmente al glomérulo, lo que
en casos severos da lugar a glomerulonefritis o sindrome nefrético. Se ha reportado
aumento en la excrecion de protefnas urinarias en trabajadores expuestos a vapores de
mercurio, la proteinuria  generalmente es de tipo glomerular y se asocia con una

excrecidon mayor de 50 pg Hg/g de creatinina, pero puede ser reversible (lesato et al 1977;

Stewart ez al, 1977).

Ellis v colaboradores (1973) administraron diferentes dosis de cloruro mercirico
en perros y posteriormente efectuaron mediciones de la nefrotoxicidad funcional e
histolégica. Estos investigadores midieron los niveles séricos de nitrdgeno de la urea,
excrecion de proteinas, depuracién y velocidad de transporte de &cido p-aminohipurico.
También analizaron la actividad de enzimas urinarias, tales como fosfatasa alcalina, N-
acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) y glucosidasa. Todas estaban uniformemente
aumentadas en estos animales. Estos mismos investigadores confirmaron sus hallazgos en
diferentes animales de laboratorio (Ellis y Price, 1975). Otros investigadores encontraron
que los mveles de excrecion de NAG estaban aumentados en relacidon directa con la
concentracion de mercurio en orina, pero no con los niveles sanguineos del mismo

(Joselow y Goldwater, 1967).

Los trabajadores expuestos a una mezcla de vapores de mercurio presentes en el

aire y aerosoles de compuestos inorgdnicos manifestaron proteinutia que fué lo
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suficientemente scvera para producir sindrome nefrético (Kazantzis ez al, 1962). Buchet y
colaboradores (1980) encontraron proteinuria en un grupo de trabajadores expuestos a
vapor de mercurio. Los valores de mercurio urinario fueron considerablemente menores
que los reportados por Kazanizis y el grado de proteinuria fue menor. La frecuencia en la
* excrecion anormal de alblunina urinaria aumenté en funcién de la excrecién del mercurio
en orina por encima del valor umbral estimado que era de 50 pg de Hg /g de creatinina.

Este es uno de los valores mas bajos de umbral renal para albuminuria.

Otros investigadores reportaron una forma leve de dafio renal en nifios que habian
absorbido fenilmercurio a través de sus pafiales. En estos casos los efectos se
manifestaron por un aumento en la excrecion urinaria de y-glutamiltranspeptidasa. La

severidad de la enzimuria estaba relacionada con la concentracion de mercurio en la orina

(Gotelli et al, 1985).
Aspectos generales del transporte en epitelios.

Las uniones herméticas (UH) son una de las -principales caracteristicas de los
epitelios cuyas funciones son la absorcién y la secrecion. Las UH constituyen una barrera
de permeabilidad transepitelial que controla la difusién de iones y moléculas neutras a
través de la ruta paracelular, es decir, la ruta de transporte a través de ese espacio. Esta
funcion recuerda a las de un “portén” y una “cerca” (Figura 2). La funcién de portdn
permite el paso unidireccional solamente de ciertas sustg.ncias y participa en la
organizacion de la ruta transcelular, la ruta de transporte a través de las células. Esto es
debido a que participan en la polarizacion de la membrana plasmatica de los epitelios
para delimitar los dominios apical y basolateral, los cuales son distintos considerando su
composicién quimica, arquitectura y funciones fisioldgicas. La distribucién polarizada de
los canales idnicos, bombas y enzimas en dichos dominios es responsable de la
unidireccionalidad del transporte transepitelial. Debido a que las UH constituyen el limite
entre estos dominios membranales, también se considera que estas estructuras fun_ciona_n

como una “cerca” en la membrana plasmaética.



La forma mas sencilla y sensible de medir su funcion es la resistencia eléctrica
transepitelial. Las UH representan obstaculos para la difusion de peguefias moléculas
polares, también evitan la difusion de macromoléculas a través de los- espacios

paracelulares que cruzan la monocapa celular, ain a valores relativamente bajos de

resistencia transepitelial (Gumbiner, 1987},

UTA
— ESPACIO  PARACELULAR
INTERCELULAR

RUTA TRANSCELULAR

BASOLATERAL

Figura 2. Funcienes de “porton” y “cerca” de la uniones herméticas (UH). El
portén controla la difusion de solutos a través de Ia mata paracelular. La cerca
manticne la distribucién polar de las proteinas de la membrana plasmaitica en los
dominios apical y basolateral (Diamond, 1977).
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La permeabilidad de las membranas celulares a diferentes sustancias varia
ampliamente. Los gases se mueven a través de la membrana con mucha facilidad y las
‘moléculas pequefias pasan a través de ellas mds facilmente que las moléculas mas
grandes, aun cuando posean propiedades quimicas semejantes. Usualmente la mayor
solubilidad de una sustancia en los lipidos significa mayor permeabilidad de ella a través
de las membranas; mientras que las células son con frecuencia menos permeables a los
electrolitos que a los no electrolitos. Las sustancias pueden difundir a través de las
membranas en forma pasiva (transporte pasivo) o pueden requerir el consumo de energia
para llevar a cabo este movimiento (transporte activo). La selectividad de las membranas
evita la difusién por transporte activo de sustancias al azar y permite a las células
controlar el medio ambiente interno, proporcionando distintos microambientes dentro.de

los organelos subcelulares (Hall y Baker, 1982).

En la difusién simple (transporte pasivo), cuando dos compartimientos acuosos
que contienen concenfraciones diferentes de un compuesto soluble o ion, son separados
' pdr una barrera permeable, el soluto se mueve por difusiéon simple de la region de mayor
" concentracidn, a través de la barrera, a la region de concentracion mas baja, hasta que los

dos compartimentos tengan igual concentracidn de solutos.

En la difusidn facilitada, el paso transmembranal de compuestos polares y iones es

posible debido a la funcion de proteinas acarreadoras. Esta cinética es parecida a la
‘cinética enzimatica, solo que los solutos no son modificados quimicamente. En el
transporte pasivo las especies transportadas se mueven siempre a favor de un gradiente de
concentracion y no ocurre acumulacion neta de los solutos. El transporte activo resulta en
la acumulacion de un soluto en un lado de la membrana, ocurre en contra del gradiente de

concentracion y requiere de energia, usualmente ATP o GTP (Lehninger et al, 1993).
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Modelos in vitro para el estudio de nefrotoxicidad.

En los Gltimos aiios, los modelos in vitro han cobrado una extraordinaria
importancia y la tendencia de su uso es ascendente. La razdn es que estos modelos forman
parte importante del comjunto de métodos alternativos al uso de animales de laboratorio
para estudiar el efecto de agentes xenobidticos y para el desarrollo de biomarcadores y
medicamentos que se llevan a cabo actualmente (Said-Fernandez er al, 1997). En el
mundo existe una fuerte presidn para que se usen lo menos posible, animales de
laboratorio para investigacidn por razones €ticas, técnicas y econdmicas (Adolphe, 1995).
Los modelos in vitro son particularmente Utiles para analizar con detalle las relaciones de
las -vias metabdlicas y las “caracteristicas” farmacodinamicas . de xenobidticos y

medicamentos en desarrollo (Chiu, 1993) .

Para estudiar los efectos de los agentes nefrotéxicos, se han usado animales y
organos aislados, sin embargo, debido a la complejidad anatdmica y fisiologica de estos
modelos, es dificil analizar e] mecanismo citopatogénico de los agentes nefrotéxicos a
nivel celular o molecular. Por ello, en los ultimos afios se ha recurrido para este propdsito
a rebanadas de rifidn, tbulos contomeados aislados y monocapas de células de rifion de

diversas especies-de mamifero cultivadas in vitro (Tarloff y Goldstein, 1994).

(a) Rifiones completos

El rifidn aislado y perfundido puede utilizarse para evaluar ex vivo o in vitro el
efecto de agentes nefrotdxicos (Bekersky, 1983). Generalmente se usan érganos de rata o
congjo. Una vez aislados, los rifiones se himpian de grasa y se perfunden en una camara
dotada de un sistema de recirculacién a velocidad y presion constantes, para ello se utiliza

una solucidn rica en nutrientes y sales minerales.



(b) Rebanadas de riiion

El modelo con rebanadas de la corteza renal se desarrolld inicialmente para
estudiar el transporte de aniones, el mas importante ha sido el p-aminohipurato (PAH ) y
cationes organicos tales como el tetraetilamonio (Kuo y Hook, 1982). Lﬁs primeros
estudios indicaron una buena correlacién entre la secrecidon in vivo y la acumulaéién de

los iones orgdnicos en el tejido renal.

(¢} Suspensiones de tiibuios

Generalmente los tibulos se obtienen de rifién de conejo, aungue también se aislan de los
de ratas y ratones (Sina ef al, 1986; Porter vy Dawson, 1879). Los rifiones se canalizan in
situ vy luego se perfunden con un medio que contiene glucosa, aminodcidos,
cianocobalamina y albiimina para remover la sangre. Se repite la operacién agregando.
colagenésa a la solucidn de perfusion, se remueven los rifiones y el tejido se dispersa
manualmente. Se separan los titbulos de los restos celulares mediante filtracion a través
de gasa o centrifugacion en gradientes discontinuos de Percoll o Ficoll y se pasan a través
de tamices de alambre, donde finalmente los glomérulos son removidos (Rush y Ponsler,
1991). Estas suspensiones se utilizan para investigar la respuesta bioquimica de las
células

epiteliales del rifién a agentes téxicos (Lau et al, 1984; Monks et al, 1985). También se

vtilizan para estudiar el metabolismo y mecanismos de transportc del rifién normal
(Kinne, 1983).

(d) Suspensiones celulares.
El proceso de obtencion de este material bioldgico es similar al de las
suspenstones de tabulos. La diferencta principal consiste en que el tiempo de perfusion

para obtener células en suspensién en presencia de colagenasa es de 15 a 30 min;

mientras que para obtener tibulos, los riftones se perfunden por sélo 5 a 10 min.
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En términos generales, estas preparaciones ofrecen las mismas ventajas que las
suspensiones de tibulos como modelo de estudio. Sin embargo, con este procedimiento
pueden obtenerse células provenientes especificamente del tibulo proximal o del distal

(Vinay et al, 1981).
(e) Cultivos celulares.

Para estudios toxicoldgicos se utilizan tanto cultivos in vifro de lincas celulares
como de cultivos primarios (Bruggeman ef af, 1989; Malstrém et a_l, 1987). Las lineas
més utilizadas son las de células LLC-PK; OK y MDCK. Los cultivos celulares in vitro
se utilizan ampliamente debido a que los otros modelos tienen un tiempo de vida
limitado, mientras que las lineas celulares establecidas pueden subcultivarse
indefinidamente. Los cultivos celulares primarios se cultivan un mimero limitado de
veces, pero pueden utilizarse con fines experimentales antes de que las células se
diferencien y pierdan funciones especificas (Boogaard et al, 1990). Las técnicas para el
cultivo de células estan bien establecidas. Se cultivan en cajas o botellas, de vidrio o
poliestireno, con medios de composicién definidas y se controlan la tensién de CO,,

humedad y temperatura (Tarloff y Goldstein, 1994).

Células OK

La linea celular OK (Opossum Kidney) fue establecida a partir del rifion de la
zarigiieya americana (Didelphys virginiana; Koyama et al, 1978), sirve como un sistema
modelo de tdbulos proximales debido a la considerable similitud de sus procesos de
transporte de solutos, como ocurre in vive (Malstrom et al, 1987). Estas células poseen
propiedades altamente diferenciadas tales como una cadena hormonal completa de
sefiales de transduccién para la inhibicién de la toma de fosfato por la hormona
paratiroidea (Malstrdm et al, 1988). Los cultivos de células de epitelio renal desarrollan

una organizacidn polarizada, crecen formando monocapas confluentes y forman domos



sobre soportes permeables. La ultima caracteristica indica transporte transepitelial de
solutos (Handler,1986). Otras caracteristicas que presentan son el transporte de hexosas,
amino4cidos, fosfato inorganico y receptores para la hormona paratiroidea (Tertelbaum y
Strewler, 1984). También permiten un intercambio reducido de iones Na™ e H" y

transporte de fosfato acoplado a sodio (Malstrtdm y Murrer, 1986). Las monocapas que
forman muestran una resistencia transepitelial de 63 +15 Oem?® (Horl er al, 1993),

aunque Schwegler la encuentra de 41 Q/em’ (Schwegler ef al, 1989). En cultivo, el lado
apical queda expuesto al medio de cultivo y es equivalente al lado luminal del epitelio
tubular in vivo, y al mismo tiempo queda accesible a sustratos marcados, mientras que la

membrana basolateral se orienta hacia el material de soporte.
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Originalidad

Las personas expuestas ocupacionalmente a mercurio, que muestran sintomas
leves de intoxicacién, no presentan proleinuria cuando se utilizan métodos
convencionales. Esto puede deberse a que, a pesar de que el rifién esté siendo afectado,
los métodos empleados no tienen la suficiente sensibilidad para detectar concentraciones
muy pequefias de proteinas. Por lo anterior, nos propusimos identificar una proteina que
sirviera como marcador temprano de intoxicacidn renal por mercurio. Para esto

implementamos un modelo celular, el cual resultdé mucho mas sensible que los métodos

utilizados actualmente.

Hipdtesis

En’ epitelios cultivados in vitre de células OK el transporte transepitelial de

seroalbimina es sensible a dosis subletales de HgCl,.
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OBJETIVOS



1) Establecer la relacién temporal de formacion de moncapas de las células OK

cultivadas sobre insertos Millicell-HA (Millipore).

2) Definir el transporte transepitelial de seroalbimina bovina fraccién V,

en sentido apical-basolateral y basolateral-apical por monocapas de células OK.

3) Determinar el porcentaje de lisis inducida por mercurio, utilizando como indicador
la capacidad de reducir el MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio).

~ 4) Analizar el efecto del mercurio sobre la resistencia transepitelial de las monocapas.

5) Analizar el efecto del mercurio sobre el transporte transepitelial de seroalbiimina

bovina en epitelios de células OK.
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MATERIALES



A. Origen de los reactivos.
De Amersham (K. R. Amtmann, México, D.F.): [*H]-Inulina.
De Difco Laboratories (Detroit, Michigan, USA): Tripsina.

De GIBCO BRL Laboratories (Grand Island, N.Y., USA): Medio Esencial Minimo de
Eagle.

De J.T. Baker (México): Alcoho! etilico absohuto y Bicarbonato de sodio.
De Lakeside S.A. (México): Penicilina y Sulfato de estreptomicina.
De Mallinckrodt Chemical Works (New York, USA): Cloruro Mercurico. .

De Merck (Alemania): Rojo de fenol, POPQOP [2,2°p-Fenilen-bis (5-feniloxazol)],

Cloruro de sodio, Sulfato de magnesio, Butanol, Acido acético, Ninhidrina y Piridina.
De Pharmacia Fine Chemicals AB (Uppsala, Sweden) Sephadex G-25.

De Pierce Chemical Co. (Rockford, Il. USA). Seroalbiimina bovina (fraccién V) grado
RIA.

De Reactivos Monterrey (México): Hidréxido de sodio, Hidréxido de potasio,
Fosfato monobdsico de potasio, Fosfato dibdsico de potasio, Acido clorhidrico, Cloruro

de calcio, Cloroformo y Tolueno.
De Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, USA): Acido ascoérbico, Dodecil

sulfato de sodio, Glucosa, Trizma base, MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazolio), PMS (Metasuifato de Fenazina), Aminoacidos, 2-mercaptoetanol,
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Iodogen (1,3,4,6-tetracloro-3a,6a-diphenylglicoluryl), Tritén X-100, PPO 2,5,
Difeniloxazol), Marcadores de peso molecular, Acrilamida, Bis-acrilamida, Lauril-
sulfato, Persulfato de amonio, azul de bromofenol, TEMED (N'N'N'N'-

Tetrametiletilendiamina), Amortiguador de muestra, Amortiguador concentrador y

Amortignador separador.

De Técnica Quimica (México): Cloruro de potasio. -
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B. Material Biolégico.

Linea celular

Utilizamos la linea de células OK (Opossum Kidney), de American Type Culture
Collection (ATCC, Rockviile, MD, EUA). Estas células se aislaron a partir de tiibulos
contorneados proximales de zqigﬁeya americana (Didelphys virginiana) y en cultivo
- forman epitelios que conservan las uniones intercelulares, polaridad y la habilidad de
transportar en sentido apical-basolateral diversas moléculas, como sucede en los tabulos -
contorneados proximales. Fueron cultivadas en medio esencial minimo de Eagle (Gibco
BRL, Life Technologies, Inc. Grand Island N.Y. ), adicionado con 10% de suero fetal de

bovino, a 36 °C, en atmdsfera hlimeda con 5% de CO,
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C. Preparaciéon del medio de cultivo y del suero para cultivo.

Medio Esencial Minimo de Eagle (MEM).

Medio basal. El contenido de un sobre con 9.6 g (Gibco BRL, Life Technologies, Inc.
Grand Island N.Y.) se disuelve en 800 ml de agua desionizada y posteriormente se afiaden
2.2 g de NaHCOs. Se ajusta el pH a 6.8 con HC1 1 ¥ y se agregan 10 ml de una mezcla de
penicilina-estreptomicina 100 X. Se afora el volumen a 1000 ml y se esteniliza por
filtracidén a través de membranas de nitrocelulosa con didmetro de poro de 0.22 pm
(Millipore Corporation, Bedford, MA.,USA). Se divide en fracciones de 85 ml en botellas
de vidrio estériles, con tapon de rosca. Se colocan los frascos a 37 °C por 48 h en prueba

de esterilidad. El almacenamiento se hace a 4 °C hasta su uso.

Preparacion y almacenamiento de MEM completo.

- Antes de usar, el MEM basal se adiciona en condiciones de esterilidad, con 15 ml de
suero fetal de bovino, estéril, descomplementado. Se colocan los frascos a 37 °C por 48 h

en prueba de esterilidad y posteriormente se almacenan a 4 °C, listos para usarse.

Obtencion y almacenamiento del suero fetal o de ternera de bovino.

El suero se obtiene a partir de sangre que se colecta en el Rastro Municipal. Se incuba la
sangre por 5 h a 36°C en probetas de plastico de 2 1. Después se separa el codgulo de las
paredes de la probeta con una varilla de vidrio. Se deja a 4°C toda la noche. Se centrifuga
la sangre a 1000 xg por 30 min y se colecta el suero por aspiracidn con vacio. Se vuelve a

centrifugar de la forma anterior por tres veces mds, hasta clarificar el suero. Se almacena

a -20 °C en botellas de 500 ml.

Descomplementacion y filtracion del suero para culfivo.

Se sumerge el frasco con suero (congelado a -20 °C) en bafio maria a 36 °C hasta
descongelarlo y se descomplementa 2 56 °C por 30 minutos. Se prefiltra a través de
membranas de 30 um y posteriormente se filtra a través de una serie de membranas de 10,

8,5,3,1,0.8,0.4 y 0.22 um, utilizando presion positiva de nitrdgeno Después de esto, el
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suero se esteriliza en condiciones asépticas filtrandolo a través de membranas Millipore
con poros de 0.22 pm. El suero se distribuye en alicuotas de 100 ml en botellas de vidrio
estériles, con tapén de rosca. Se incuban los frascos con suero por lo menos 48 h a 36 °C

para comprobar su esterilidad. Se almacenan a -20 °C hasta su uso.
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D. Composicion y preparacién de las soluciones.

La concentracion de las soluciones madre se indica con un nimero seguido de una X,

eslo representa su concentracion respecto a la solucion de trabajo (solucion 1X).

Amortiguador de Dulbecco. (NaCl 137 mM; KCl 3 mM; Na,HPO, 8 mM; KH,PO, 1.5
mM; CaCl, 1.0 mM, MgCl, 0.5 mM; Glucosa 5 mM).

~ Se pesan 8 g de NaCl, 0.22 g de KCI, 1.13 g de Na,HPOQ,, 0.20 g de KH,PO,, 0.11 g de
CaCl,, 0.101 g de MgCl, y 0.9 g de Glucosa y se disuelven en 900 ml de agua

desionizada, se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 1 N y se afora a 1000 ml. Se esteriliza en

autoclave a 121 °C por 15 min y se almacena a -20 °C.

Amortiguador de pH isoténico de Tris 1 X (Salin-o D).

Se pesan 8.0 g de NaCl, 3.75 g de KCl, 0.1 g de Na,HPO4 y 3.0 g de Trizma base. Se
disuelven los componentes en 800 ml de agua desionizada. Se agregan 15 ml de HC1 1 NV
y se deja en agitacién hasta que la solucién adquiera la temperatura ambiente
(aproximadamente 15 min). Se ajusta el pH a 7.4 con HCl 1 N y se afora a 1000 ml con
agua desionizada. Se distribuye en frascos de vidrio, cada uno con 50 ml y se esterilizan

en autoclave por 15 min a 121 °C. Se almacena a temperatura ambiente.

Amortiguador salino de fosfatos (PBS).

Se pesan 6.5 g de NaCl, 2.8 g de K;HPO, y 0.4 g de KH,PO, Se disuelven estos
componentes en 800 m! de agua desionizada, se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 10 N y se
afora a 1000 ml. Se distribuye en frascos de vidrio de 100 ml y se esteriliza en autoclave

por 15 min a 121 °C. Se almacena a temperatura ambiente.

Antibidticos. Mezcla 100 X [Penicilina (200,000 Ul) y Estreptomicina (0.5 g)].
La mezcla se prepara a partir de frascos de Penicilina G-sddica cristalina (Lakeside) de
1x106 unidades y sulfato de estreptomicina (Lakeside) de 1 g. Se disuelven los

componentes en forma individual en 2 ml de agua desionizada. Se toman 0.4 ml del
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frasco de penicilina y se mezclan con 1 ml de la solucién de estreptomicina. Esta mezcla
se afora’a 100 m! con agua desionizada y se esteriliza por filtracién. Se almacena en

fracciones de 10 ml en tubos estériles con tapon de rosca a -20 °C.

Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) ] a 2 mg/ml (MTT).
‘Se pesan 0.02 g de MTT y se disuelven en 10 ml de SSB. Se esteriliza por filtracién con
filtros de 0.22 um y se coloca en un tubo de vidrio estéril. Se almacena a -20 °C, cubierto

con papel de aluminto para protegerlo de la oxidacién catalizada por la luz.

Coctel de Centelleo para muestras liquidas,

Se pesan 6 g de PPO y 0.6 g de POPOP, se disuelven en 1 litro de tolueno y se afiaden
500 ml de Tritén X-100, se mezclan los reactivos utilizando un agitador magnético y
posteriormente se filtra la solucion en papel Wahtman #1. Se almacena en frascos de

color ambar a temperatura ambiente.

Estindar de Seroalbiimina Bovina de 1 mg/ml. _
Se pesan 0.01 g de seroalbimina bovina grado RIA y se disuelven en 10 ml de agua

Milli-Q. Se alicuota en fracciones de 1 ml en tubos eppendorf y se almacena a - 70 °C.

Isopropanol dcido (HCI 0.04 M en isopropanol).
" Se mezclan 160 pl de HCl 12.5 M con 49.84 ml de isopropanol. Se almacena a

temperatura ambiente.

Metasulfato de Fenazina a 3.5 mg/ml (PMS).
Se pesan 0.035 g y se disuelven en 10 mi de agua desionizada. Se esteriliza por filtracton
con filtros de 0.22 um vy se coloca en un tubo de vidrio estéril. Se almacena a -20 °C,

cubierto con papel de aluminio para protegerio de la oxidacion catalizada por la luz.

Mezcla de aminodcidos. Se preparan soluciones de 1 mg/ml de cada aminoicido.

(cisteina, glutamina, alanina, tirosina, lisina, serina, prolina, valina, acido aspartico,
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histidina, glicina, metionina, fenilalanina, arginina, 4cido glutamico, leucina, triptofano,
isoleucina, treonina y asparagina), de cada una de ellas se toman 50 pl (50 pg) y se

mezclan en un tubo comun. Se almacenan a -20 °C.

Ninhidrina. '
Se pesan 2 g de ninhidrina y se disuelven en 10 ml de piridina, se afora 2 1000 ml con

etanol al 96%. Se almacena en frasco oscuro a 4 °C,

Rojo de fenol. Solucion al 1 %.
Se pesa 1 g de rojo de fenol y se disuelve en 6 ml de NaOH 1 N, se afora a 100 ml con

agua desionizada. Se filtra a través de papel Wahtman # 1 y después se esteriliza por

filtracién con membranas Millipore de 0.22 pm. Se almaeena a -20 °C.

Solucion Salina Balanceuda de Hanks (SSB 1X).
Se pesan 0.07 g de CaCl,, 1.0 g de Glucosa, 7.2 g de NaCl, 0.4 g de KCI , 0.2 g de

MgSO, y 0.12 g de Trizma base. Se disuelven los componentes en 800 ml de agua -
desionizada y se ajusta el pH a 7.0 con HCL 5 N. Se afora a 1000 ml. Posteriormente se
ajusta la osmolaridad a 300 + 10 mOsm con NaCl. Se esteriliza por filtracién y se
distribuye en fracciones del00 ml en frascos de vidrio, estériles con tapén de rosca. Se

almacena a - 20°C.

Tripsina. Concentrado al 2.5%.

Se pesan 2.5 g de tripsina 1:250 (Difco) y se disuelven en 100 m] de agua desionizada
fria. Se deja a 4 °C en agitacién lenta toda la noche, luego se filtra a través de papel
Wahtman # 1 utilizando un embudo Biichner y después se esteriliza por filtracion a través
de membranas Millipore de 0.22 pm. Se divide en fracciones de 10 ml y se almacena a

-20 °C.
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Tripsina-TD 0.25% (1X).

- En condiciones asépticas se mezclan las siguientes soluciones (previamente esterilizadas),
en frascos con 50 ml de Salino TD 1X estéril: 5 mi de la solucién de tripsina al 2.5%, 0.3
m} de rojo de fenol al 1%, y .5 mi de la solucién de penicilina-estreptomicina (100 X).
Se djstribuye en alicuotas de 10 ml en tubos de vidrio con tapén de rosca, estériles. Se
toman al menos tres tubos, al azar, del lote recién preparado y se incuban a 36 °C por 48

h para comprobar su esterilidad. Se almacena a-20°C.
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METODOS



A) Tratamiento del material para cultivo

Lavado del material

El material de vidrio para cultivo se remoja por lo menos 24 h en Cloralex™

(Productos Allen, México)al 1% en agua de la llave, se talla con escobillén y se enjuaga
4 veces con agua de la llave. Se pasa a 4cido clorhidrico diluido al 1% con agua de la
llave y se limpia con escobillon. Se enjuaga vigorosamente con agua de la llave y después
se enjuaga tres veces con agua destilada. Se coloca el material boca abajo en canastillas

metdlicas. Se seca en homo a 200 °C.

Las pipetas serologicas cortas (Bellco Glass Inc. N.J., USA) y las pipetas Pasteur
se remojan en PCC-54"* (Pierce, Rockford, Tll, USA) al 1% en pipeteros de polipropileno
(Nalgene Labware Division, N.Y., USA) al menos por 12 h y después se enjuagan con

"agua de la llave en un sifon para lavar pipetas (Nalgene Labware Division, N.Y., USA)
por 2 h. Posteriormente se enjuagan dos veces con agua destilada y se secan en horno a

200°C.

Los bulbos usados se colocan en frascos de vidrio con boca ancha y tapén de
rosca. Se esterilizan en autoclave por 15 minutos a 121 °C. Los bulbos contaminados con
material biolégico y los tapones de los recipientes de cultivo se remojan en cloruro de
benzalconio (Dermo-Qrit™ Dermo Mex, - México) al 1% por 24 h y se enjuagan
vigorosamente con agua de la liave, después con agua destilada. Se dejan escurrir boca

abajo a temperatura ambiente, hasta que se sequen.
Limpieza de la incubadora de CO,

Se colocan los cultivos en un lugar seguro-y sin corrientes de aire. Se lavan las
charolas y el interior de la incubadora con SDS al 1% y se enjuagan con agua destilada
estéril para eliminar el detergente, después se limpian con etanoi al 96%. Se introduce un
recipiente con agua destilada estéril para mantener la atmoésfera humeda y se colocan

nuevamente las charolas y frascos de cultivo en su sit1o.
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B) Cultivo de células

Antes de cada experimento se siembran las células en botellas de cultivo de
poliestireno (Corning Incorporated, New York, USA) de 60 x 15 mm. Se usan inéculos
de 1000 células/ml. Los cultivos se incuban a 36 °C en atmodsfera himeda y 5% de CO,
hasta que las célulés forman una monocapa. Entonces se resiembran tres botellas, usando

para desprenderlas tripsina al (.25 %.
Resiembra y mantenimiento de las células.

En condiciones de esterilidad, a partir de-una botella de cultivo con células
confluentes: |
1.- Se retira el medio de cultivo utilizando vacio.

2.- Se agregan 1.5 ml de tripsina al 0.23%.

3.- Se incuba por 10-20 min a 36°C hasta que se desprendan las células.

4.- Se resuspenden suavemente y se pasan a un tubo estéril.

5.- Se lava la botella con 2 ml de medio basal o PBS, este - volumen se coloca también en
el tubo con las células.

6.- Se centifuga a 600 xg (Centrifuga Sorvall RC-3B) por 10 min.

7.- Utilizando vacio, se elimina el sobrenadante con tripsina.

8.~ Se resuspende la pastilla celular con 3 ml de medio basal o PBS y se centrifuga como
en el paso 6.

9.- Se elimina el sobrenadante.

10.-Se resuspende €l paquete de células en 5 ml de medio de cultivo completo.

11.-Se toma una alicuota y se cuenta en una cdmara de Neubauer (American Optical,

Scientific Instruments Div., New York, USA).

12.- Se siembran 1000 células/ml en botellas de cultivo nuevas y se agregan a cada una 4
ml de medio de cultivo completo

13.- Se incuban a 36 °C en atmosfera himeda y 5% de CO, dejando flojos los tapones.
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Criopreservacion de las células OK.
En condiciones de esterilidad.
1.- Seleccionar botellas con células al 85% de confluencia.
2.- Eliminar el medio de cultivo utilizando vacio.
3.-Tripsinizar por 10 minutos a 36 °C.
4.- Resuspender suavemente las células y pasarlas a un tubo cénico estéril.
5.- Lavar las botellas con 2 ml de medio basal o PBS y colectar este volumen también en
el tubo con las células.
6.- Centrifugar a 600 xg por 10 minutos.
7.- Eliminar el sobrenadante y lavar con medio basal o PBS.
8.-Centrifugar a 600 xg por 10 minutos.
9.-Eliminar el sobrenadante, resnspender suavemente el paquete celular en 5 ml de medio
basal, tomar una alicuota y contar en una camara de Neubauer. _
10.- Ajustar la densidad celular a 5x10%-2x10 ” células/ml en medio de cultivo con 20% .
de suero fetal y 10% de DMSO.
'11.- Resuspender las c€lulas y dividir la suspensién en alicuotas de 1 ml en viales NUNC
previamente esterilizados y rotulados.
12.- Colocar a 4 °C por 1 hora.
13.- Colocar a -20°C por 4 horas.
14.- Pasar los viales al Revco (-70 °C) y dejarlos toda la noche.

15.- Transferir a nitrégeno liquido (-190 °C).

Descongelamiento de las células (Prueba de viabilidad).
En condiciones de esterilidad:
1.- Sacar un vial con células congeladas del nitrogeno liquido.
2.- Descongelar incubando inmediatamente por inmersién en un bafio de agua a 37 °C.
3.- Pasar a un tubo eppendorf estéril y centrifugar 5 minutos a 1000 rpm en una
microcentrifuga.

4.- Eliminar el medio con DMSO.
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5.~ Resuspender la pastiila en 1 ml de medio completo.

6.- Dividir la suspension en 2 botetlas de cuitivo.

7.- Adicionar 4 ml de medio de cultivo MEM completo.

8.- Incubar a 36 °C en atmdsfera himeda y 5% de CO, por 6 horas. A este tiempo las
células viables deberan haberse adherido a la superficie de crecimiento de la botella

de cultivo.
Curva de crecimiento de las células OK,

Se siembran 1 x 10* células OK en cajas Petri de plastico de 25 cm®, (se forman
grupos de tres cajas para contar durante 7 dias). Se incuban a 36°C con atrosfera himeda
y 5% de CO,. Cada 24 h segln corresponda, se retira el medic de cultivo y se agregan 2
ml de tripsina al 0.25 %, se incuba por 10 min a 36°C y se agregan 4 ml de medio basal.
Se resuspende y se cuenta el nimero de células de cada caja (por triplicado) en una

camara de Neubauer.



C) Modelo Experimental
(1) Montaje del modele.

El modelo consiste en placas de poliestireno con 24 pozos (Corning), que albergan
insertos de poliestireno en forma de anillo, en cuya parte inferior tienen unido un filtro de
0.6 cm® de superficie libre, con poros de 0.45 pm de diametro (Millicell HA, Millipore,
Bedford MA, EUA). Sobre estos filtros se siembran 4x10° células/om® y se incuban en
medio fresco hasta que formen la monocapa. El epitelio queda rodeado por el medio de
cultivo por todas sus caras. Los solutos son transportados en forma transepitelial de la
cara apical a la basolateral o viceversa. Cuando los solutos se transportan de la cara apical
a la basolateral estos pasan por los poros del filtro y se depositan en ¢l medio que se
encuentra bajo los insertos. Cuando las monocapas de células OK estan perfectamente
formadas presentan una resistividad caracterfstica de 41 a 78 Q/cm® (Schwegler ez al,

1989, Hom et al, 1993). La cual puede determinarse con un ohmetro Millicell-ERS
(Millipore) (Figuras 3 y 4).

Uniones
Membrana apical hermdticas

Membrana basolateral

Figura 3. Modele Experimental. Dibujo del inserto.
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(2) Relacion Temporal de la Formacion de Monocapas de Células OK Cultivadas sobre

Insertos.

La meta de esta etapa consistio en lograr que se formaran las monocapas celulares
sobre los filtros de los insertos, es decir, que las células formaran uniones herméticas y

que presentaran su resistividad caracteristica, El procedimiento fue el siguiente:

1. Se precubren los insertos con 200 pl de suero fetal y'Se incuban a 36 °C toda la noche. .
Antes de sembrar [as células, se retira el suero bajo condiciones de esterilidad utilizando

vacio.

2. A partir de cultivos en confluencia se prepara una suspensidn celular de 600,000
células/ml y se siembran en cada inserto 240,000 células (400 nl). Los insertos se
hallan colocados en microplacas de 24 pozos. En los pozos, se colocan 700 pl de MEM

completo.
3. Se incuba la microplaca a 36 °C, en atmoésfera himeda y 5% de CO,.

4. Cada 24 horas (durante 11 dias) en condiciones estériles, se mide -la resistencia
transepitelial en los insertos de acuerdo al siguiente protocolo, recomendado . por el

fabricante del ohmetro:

(a) Se enciende el ohmetro (Millicell- ERS) durante 3-4 horas con el electrodo
sumergido en PBS y después 15 minutos en etanol.

(b) Se calibra con medio de cultivo estéﬁl, sin suero.

(c) Se deja en reposo por 15 minutos. El voltaje debe ser igual a 0 + 0.01 volts, la
resistencia debe ser cero. Estos valores deben mantenerse estables.

(d) Se coloca el electrodo entre el pozo de la microplaca y el inserto, teniendo cuidado de

" no tocar la membrana donde han crecido las células para no romper la integridad de las

monocapas.

36



(e} Efectuar lecturas en insertos "blanco" con medio basal, sin células.

La Resistencia Transepitelial (RTE) es igual a;

+

(Resistencia del inserte muestra - Resistencia del inserto blance) x 0.6

donde: 0.6 = drea de membrana efectiva, y las unidades estdn dadas en $2em’.

Cuando se enconird la maxima resisiencia transepitelial en la curva
correspondiente, se consideraron formadas las monocapas celulares y definimos el tiempo

de incubacion para este evento, segin nuestras condiciones experimentales.

Figura 4. Modelo Experimental, Forma de medir la resistencia eléctrica transepitelial
utilizando ¢} ochmetro (Millicell- ERS).

37



(3) Marcaje de seroalbiimina con By (Fracker y Speck, 1978).
() Preparacion de los tubos de reaccion con Iodogen.

Se pesa 1| mg de iodogen [1,3,4,6-tetracloro-3cz,6‘a~diphenylglicoluryl], (Sigma
Chem. Co. St. Lduz‘s MO., EUA) y se disuelve en 25 ml de cloroformo. Se colocan
alicuotas de 50 pl en tubos de vidrio y se secan con corriente de nitrogeno, teniendo
cuidado de formar una pelicula en el fondo del tubo. Se cubren los tubos con parafilm y
se almacenan a -20 °C. EIl reactivo asi preparado reacciona rapidamente e¢n esta. fase

solida con mezclas acuosas de iodo y proteinas para producir "proteinas iodinadas”.

(ii) Iedinacion.

A partir de un estandar de 1 mg/ml de seroalbtimina bovina grado RIA, se toman

20 pg y se mezclan con 200 pCi de 131

I (amablemente donado por el Dr. Gonzalo Bazén
Varela, Jefe del Departamento de Medicina Nuclear del Hospital Regional de
Especialidades # 25 del IMSS, Monterrey, N. L.) en los tubos de reaccién preparados con
iodogen. Se incuban por 30 min a temperatura ambiente, se detiene la reaccién
adicionando 100 pl de SSB. La proteina se separa del iodo libre haciendo pasar la mezcla
de marcaje a través de una columna de Sephadex G25 (Pharmacia, Suecia) prelavada con

8-10 ml de SSB. La proteina iodinada se colecta en fracciones de 500 pl, a un flujo de 14
mb/h.

(iii) Determinacion de radiactividad en las fracciones colectadas.

De cada fraccion se toman 5 pl y se colocan en viales que contienen 5 ml de
cocte] de centelleo para muestras liquidas. Se mide la radiactividad en un contador de
centelleo Tri-Carb TR-1600, (Packard, Canberra Company, Australiq) y se seleccionan

las fracciones con mayor radiactividad.
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(iv) Autorradiografia.

Este procedimiento nos permite comprobar que la proteina ha sido adecuadamente
marcada. Se prepara vn gel discontinuo de poliacrilamida con SDS y se corren las
muestras que representan a las fracciones seleccionadas con mayor radiactividad. El
corrimiento del gel se realiza a 75 mV mientras que las muestras atraviesan el gel
concentrador (p'oliacrilamidé al 5 %) y se incrementa el voltaje a 150 mV durante su
separacién en poliacrilamida al 12.5%. Una vez terminada la corrida, se toma el gel y se
envuelve en un plistico especial ("saran wrap"”). Se coloca el gel en un cartucho para
radiografias y se expone a pelicula para rayos X por periodos de 6, 12y 24 h a -20 °C. En
cada tiempo mencionado, se saca una de las peliculas y se revela. La presencia de una
banda Gnica, sin degradar, en !a posicién que corresponde a la albdmina (se iodinan .
simultdineamente proteinas marcadoras de peso molecular), es indicativo de que la.

proteina ha sido marcada adecuadamente, ver la Figura 7 en la seccion de resultados.

(v) Cuantificacion de proteina en la muestra iodinada.

Una vez que se tiene la certeza del correcto marcaje de la proteina, se determina la
concentracién de proteina recuperada. Se mide la absorbancia de las muestras a 280 nm
en cubetas de cuarzo y lampara de luz ultravioleta, contra una curva estindar de
seroalbimina bovina de 10-100 pg/ml. Se obtiene la ecuacién de la recta y se calcula la

concentracion de 1311 ]-SAB,

(vi) Determinacion de la Actividad Especifica de la [131] ]-SAB.

Finalmente, se calcula la actividad especifica de la muestra iodinada, de acuerdo

con el procedimiento que se explica en el siguiente ejemplo:
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Si 1a concentracion de [131] ]-SAB = 25 ug /ml y la radiactividad total en 5 pl = 280,680
cpm, por lo tanto en 1 ml = 56°136,000 cpm. Este numero de cpm se divide entre (.46
que ¢s la eficiencia del equipo para iedo, 1o cual nos da 122°034,782 dpm/1ml
Si;
1 uCi ~—me 2.2 x10° dpm

X 122°034,782 X=55 uCi de radiactividad en la muestra

P 1Y S— X X=0.36 nmoles, es la masa de [13!1] ]-SAB
55 pCi ------- 0.36 nmoles
X = 1 nmol X=153 p.Ci/nmoI Es la actividad especifica el dia en gue se mide
la radiactividad

Si el experimento estuviera programado para realizarse 3 dias después de que se calcula

la actividad especifica, se vuelve a calcular este pardmetro para.el dia del ensayo.

La vida media del [1311 ] = 8.06 dias. _

Vidas medias expiradas = 3/8.06 =.0.374. Se busca en la tabla de decaimiento de
radioisdtopos la fraccién de actividad remanente, se encuentra que es de 0.774 (Packard,

Manual Técnico, 1985).

153 -1
X —-0.774 X=119 uCi/nmol  Es ia actividod esperada el dia del experimento.

Las concentraciones de SAB e inulina determinadas para un ensayo deben ser

equimolares y nosotros utilizamos en todos los experimentos una concentracién de 140

nmolar;
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140 nmoles ----- 1030 ml

X e I ml X=0.140
0.140 nmoles - I ml
X - 0.4 X=0.056 nmoles/pozo = 56 pmoles/pozo

Sise van a utilizar 24 insertos, cada uno con 400 pl de muestra, el volumen de trabajo es

9.6 ml v, si el volumen de fracciones radiactivas colectadas es 6.5 ml,

0.056 nmoles ------- 1 pozo

X ~—----- 24 pozos X=1.344 nmoles totales a nsar en el experimento

si tenemos,

0.36 nmoles ----- 1 ml

X e 6.5 m! X=2.34 nmoles totales en la muestra iodinada

2.34 nmoles ----—— 6.5 ml
-1.34 nmoles -—--—-—-- X X=372ml

Entonces, para la solucién de trabajo se toman 3.72 mi de la SAB iodinada y se

adicionan 5.88 mi de buffer de Dulbecco

(4) Transporte de [13"1 J-Seroalbiimina y f H [-inulina en sentidos apical-basolateral y

baselateral-apical

Nos basamos en el método descrito por Ryohei Hori y colaboradores (1993).
Utilizamos monocapas de células OK  cultivadas sobre insertos que presentaran una

resistencia transepitelial de al menos 50-53 Q/cm?, de acuerdo a nuestros resultados

experimentales en la etapa 2.
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En microplacas de 24 pozos que contienen los insertos con las monocapas a usar:

1.- Se lavan las células dos veces con PBS y a cada inserte (para el sentido apical-
basolateral), o a los pozos (para el sentido basolateral-apical) se¢ les agregan cantidades
equimolares (56 pmoles) de ['H Jinulina o ['I J-SAB disueltos en 400pl de

amortiguador de Dulbecco .

2.- Al tiempo cero y cada 15 min, durante 90 minutos, se toman 5 pl de cada wno de los
pozos (para el sentido apical-basolateral), y el mismo volumen de los insertos (para el
sentido basolateral-apical). Se colocan en un vial previamente rotulado que contiene 5 ml
de coctel de centelleo para muestras liquidas (un vial por muestra). Cada vez que se toma
" una muestra, el liquido se restituye con un volumen igval de amortiguador de Dulbecco.

Se incuba la microplaca con los insertos a 36 °C y entre cada fiempo se agita suavemente,

3.- Al final del experimento, s¢ llevan los viales a un contador de centelleo Tri-Carb
modelo 1600 TR (Packard Company, Canberra, Australia). Se determina la radiactividad

y se expresa en desintegraciones por minuto (dpm). Con los datos obtenidos se calculan

los pmoles/em’ de inulina o seroalbiimina transportados. Se calcula el transporte neto del

equivalente de [°'I]-SAB (Fouda ef af, 1989).

TN = (TSAB) - ( TINUL)

donde:
TN = pmoles/cm2 netos transportados del equivalente de [mI]-SAB

131

TSAB = pmoles/cm’ transportados del equivatente de ['*'I}-SAB experimental

TINUL = pmoles/cm’ transportados de [*H]-inulina (marcador de flujo paracelular)
4.- Se solubilizan las monocapas con 500 pl de NaOH 0.1 N a 4 °C. Se deja en reposo

por 5 min, se resuspende este volumen con una pipeta de repeticién y se cuenta una

alicuota de 5 pl para determinar la radiactividad acumulada en el interior de las células.
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Se calcula la masa en pmoles/em?® de [“'-SAB y [*HJ-inulina, como se explica a
continuaciéon. El mismo razonamiento se utiliza para calcular la masa transportada

transepitelialmente. Las consideraciones aritmétjcas son:

(cpm en 5pul)* +(0.46)° = dpm en 5 pl X (80)° = dpm en 400 pl + (2.2X10%) = pCi +

(Actividad especifica)® = nmoles totales + (0.6)" = nmoles/cm’ X 1000 = pmoles/cm?

donde:

® Es el volumen tomado en el tiempo correspondiente durante el ensayo.
YEs la eficiencia del equipo para 'L, para [°H] la eficiencia es de 67%.

© Es un factor de conversién adaptado al volumen total inicial en €l inserto.

9 Es un factor de equivalencia: 1 puCi=2.2X10° dpm.
® Es la actividad especifica calculada para ['>'[]-SAB, para [*H]-inulina es 3.3.

T'Es el 4rea de membrana efectiva del inserto.

(5} Electroforesis en geles de poliacrilamida y cromatografia en papel.

Al final del experimento, se colecta el liguido de los pozos y se concentra a 1 ml
en un concentrador de sélidos “Centrivap” (Labconco Corporation, Kansas City, USA).
Se analiza por cromatografia en papel, utilizando como solventes el sistema,
butanol:acido acético:agua (12:3:5) y se revela con ninhidrina. Al mismo tiempo, se corre

una electroforesis discontinua en gel de policrilamida al 12.5 %. Ambas preparaciones se

revelan por autorradiografia.
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(6) Digestion de [*'1)-SAB con tripsina.

Con el fin de tener el patrén de manchas cromatograficas, asi como la
autorradiografia correspondiente a los productos de hidrélisis de la seroalbimina
digerida, se realizé lo siguiente: en un tubo eppendorf se colocaron 250 pg de
seroalbiimina bovina mas 100 pl de una solucidén de tripsina al 0.25% en salino TD 1X.
Se incubé por 3 h a 37°C vy se corrié una cromatografia en papel utilizando el sistema de
solventes mencionado previamente, después se reveld con ninhidrina. El mismo papel se

sometio a exposicion con pelicula de rayos X.

(7) Determinacion del efecto de dosis variables de mercurio sobre la viabilidad de

células OK,

El objetivo de este experimento fue establecer las dosis subtéxicas y citotdxicas
de cloruro mercirico para utilizar posteriormente en experimentos de transporte con
células intoxicadas con este metal. Adaptamos un método especifico para las necesidades
del proyecto, basandonos en trabajos de diferentes grupos de investigacién (Nakazawa et
al, 1975; Aleo et al, 1992; Bohets et al, 1995). El ensayo se realiza de la siguiente

manera.

1.- Se siembran 50,000 células en placas de poliestireno con 6 pozos (diametro del pozo =
9.2 cm?) y se incuban a 36 °C con 5% de CO, y atmosfera imimeda, hasta que formen una

monocapa confluente.

2.- Se elimina el medio de cultivo y se sustituye por 0.8 mi de medio de cultivo sin suero
adici_onado con diferentes concentraciones de cloruro mercurico (0, 0.1, 1.0, 3.0, 5.0,

10.0, 30.0 y 100 uM). Cada dosis representa un grupo de 4 pozos.
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3.- Se incuban por 24 horas a 36 °C con 5% de CO» y atmdsfera hiimeda y se determina la
viabilidad celular utilizando un método colorimétrico cuyo: fundamento es la reduccién -
del MTT por la actividad de enzimas deshidrogenasas presentes en células viables. El
MTT es reducido a formazan, un compuesto coloreado insoluble que precipita en el
interior de las células. Posteriormente, este compuesto se solubiliza y extrae con alcohol
isopropilico acidificado en forma de un complejo color pitrpura. La absorbancia a 545 nm

es directamente proporcional al nimero de células vivas.

Ensayo colorimétrico:

1.- S¢ decanta el medio con mercurio.

2.- Se lavan suavemente los pozos dos.veces con 1 ml de SSB.

3.- Se agregan a cada pozo 500 pl de MTT y 100 pl de PMS.

4.- Se incuban las microplacas a 36 °C por 75 minutos. .

5.- Se decantan los reactivos y se lavan los pozos con 1.ml de SSB.

6.- Se agrega 1 ml de alcohol isopropilico acidificado (HC1 0.04 M en isopropanol).

7.- Se dejan reposar las placas por 15 minutos y se resuspende vigorosamente el alcohol-
con una pipeta de repeticién.

8.- Se pasa el sobrenadante a una placa nueva y se lee la absorbancia en un lector de
microplacas (EIA Multiwell Reader, Sigma Diagnostics) a 545 nm con un filtro

diferencial de 630 nm,

(8) Determinacion del efecto del mercurio sobre la resistencia transepitelial de. las

monocapas.

1.- A partir de cultivos en confluencia se prepara una suspension celular de 600,000
células/ml y se siembran en insertos precubiertos con suero, 240,000 células (400 pl). Los
msertos se hallan colocados en microplacas de 24 pozos. En los pozos, se colocan 700 ul

de MEM completo.
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2.- Se incuba la microplaca por 8 dias a 36 °C, en atmésfera hiimeda y 5% de CO,.Una

vez alcanzada una RTE de 50 a 53 Qom®, se forman grupos de tres insertos por
concentracion de HgCl, a vsar y se adicionan a los insertos, en condiciones de esterilidad
400 pul de cada una de las dosis de prueba (0, 5 10 1520 y 25 uM). En los pozos se
adicionan 700 pl! de la misma concentracién de HgCl,, el cual se encuentra diluido en

MEM basal,

3. Se incuba la microplaca por 24 h a 36 °C, en atmosfera himeda y 5% de CO; y se mide

[a resistencia transepitelial utilizando el Millicell-ERS, como se describid previamente.

(9) Efecto del mercurio sobre el transporte de seroalbiimina bovina.en monocapas de

células OK.

En esta etapa investigamos si el mercurio tiene un efecto inhibitorio sobre el transporte de
seroalbiimina bovina, dependiente del tiempo de incubacidn y de la dosis del metal.
Hicimos lo mismo que en la etapa 4, pero analizamos el transporte (inicamente en sentido
‘apical-basolateral. Estos experimentos se- realizan inmediatamente después de que las -

monocapas alcanzan una resistividad estable (50 a 53 Q/cm?) y se tratan como sigue: -

1.- Se incuban las células con 0, 5 10, 20, 25 y 30 uM de clorure mercitrrico en medio
basal por 24 horas.

2.- Una vez texminada la preincubacién, se elimina el HgCl,, y se lavan las células
suavemente con SSB, despuss se agregan la [*'I]-SAB y [*H]-inulina a las monocapas y

se analiza el transporte como se describié previamente en la etapa 4.
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RESULTADOS



Relacion temporal del crecimiento in vitro de las células OK.

La figura 5 muestra una curva de crecimiento a partir de inoculos de 1000 células/ml,
sembradas como se describe en Ja seccion de métodos. Se observa que el punto medio de
la fase logaritmica de crecimiento se presenta a los 5 dias de cultivo. De acuerdo con estos
resultados, las fechas de resiembra periddica se programaron para efectuarlas cada cinco

dias.

Células/ml

450000

400000 ¢

350000 ¥

300000 4

250000 «

200000 +

150000 4

100000 -

50000 4

04

Dias de Incubacién a 36 °C

Figura 5. Relacién temporal del crecimiento in vitro de las células OK.

En botellas de cultivo de 25 cm” se sembraron 1000 células/ml y se incubaron a 36 °C en
atmosfera de CO, al 5% por tiempos variables. Las células se despegaron cada 24 h con
tripsina al 0.25% y se contaron en un hemocitémetro. Se representan los promedios + DE
de tres experimentos por triplicado.

47



Relacion temporal de la formacion de monocapas de las células OK cultivadas sobre
insertos.

En la figura 6 se observa que las monocapas de células OK muestran una relacion
monomodal con respecto al tiempo de incubacion. A los ocho dias la monocapa estaba
completamente formada y su resistencia transepitelial alcanzd el valor maximo, este valor
correspondié a 53 C/cm’. Después de este tiempo descienden los valores de RTE. Segun
estos resultados, los experimentos de transporte se realizaron considerando este fiempo

de incubacién e indculos de 240,000 células/inserto.
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Figura 6. Relacion temporal del incremento de la resistencia transepitelial durante
la formacién de monocapas de células OK crecidas sobre insertos.

En insertos con 0.6 cm” de 4rea de membrana efectiva, colocados en placas de 24 pozos,
se sembraron 2.4X10° células y se incubaron a 36 °C en atmésfera de CO, al 5% por 11
dias. Cada 24 h se les midié la resistencia transepitelial con un ohmetro. Promedios = DE
de tres experimentos por triplicado.
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Radiomarcaje de seroalbumina bovina.

La figura 7 representa una fotografia de la autorradiografia de la seroalbiimina iodinada
en nuestro laboratorio segin Fracker y Speck (1978), junto con una mezcla de
marcadores de peso molecular. Como era de esperarse, la seroalbiimina aparece como una
mancha predominante que corresponde a su peso molecular con respecto al marcador.
Los protocolos de iodinacién y autorradiografia se efectuaron sisteméaticamente cada vez

que se realizé un experimento.

Figura 7. Autorradiografia de un gel de poliacrilamida-SDS donde aparece la
banda de ["1]-SAB.

Se marcaron 20 pg de seroalbtimina bovina grado RIA con 200 pCi de 1317, Se eliminé el
exceso de iodo haciendo pasar la preparacion a través de una columna de Sephadex G25 y
se desarrollé la electroforesis a 75 mV. En el carril 1 se muestra una coleccién de
marcadores de peso molecular de 116, 84, 58 y 45 kDa que se 1odinaron simultineamente
con la seroalbtimina bovina, los carriles 2y 3 tienen 100 pg de [**'I]-SAB, los carriles 4
a 6 corresponden a 30 pg de la misma proteina iodinada.
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Difusion de radiactividad asociada a [ H]-inulina a través del espacio paracelular de
monocapas de células OK.

La figura 8 muestra que la radiactividad asociada a inulina difunde libremente a través de
los poros de la membrana del inserto, en funcidon directa del tiempo de incubacion. En los
insertos con células la difusion de inulina es impedida por la monocapa v la radiactividad

detectada corresponde al flujo paracelular de la inulina.

cpm
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Minutos de Incubacion a 36 °C

Figura 8. Difusién de radiactividad asociada a ["H]-inulina a través del espacio
paracelular de monocapas de células OK.

A monocapas de células OK con 8 dias de incubacion se les adicionaron 5,500 cpm
correspondientes a [*H]-inulina en el lado apical. Se incubaron las células a 36 °C por
tiempos variables. Al cabo de cada periodo de incubacion se tomaron 5 pl del lado
basolateral y se determiné su radiactividad. Testigo negativo, inserto sin células.
Promedios + DE de tres experimentos por triplicado.
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Transporte transepitelial del equivalente de seroalbiimina o sus productos de hidrolisis
por monocapas de células OK.

La figura 9 muestra que las células OK fueron capaces de transportar transepitelialmente
seroalbimina bovina, lo cual no ocurre con la inulina. El transporte transepitelial del
equivalente de SAB por las monocapas corresponde a una relacion lineal con respecto al
tiempo de incubaciéon. A los 90 min, los epitelios transportaron el equivalente a 18
picomoles/cm” de SAB y 1.9 de inulina.
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Figura 9. Relacion temporal del transporte transepitelial del equivalente de
[**'1}-SAB y difusién paracelular de ["H]-inulina.

A monocapas de células OK con resistencia transepitelial de 50-53 Q/em’® se les

adicionaron 56 pmoles de [1311]-SAB o [*Hl-inulina en la cara apical. Se incubaron a 36 °C

por tiempos variables, en cada periodo de incubacion se tomaron 5l del lado basolateral.

Se determind la radiactividad y se calculd el transporte como se describe en las paginas

42 y 43. Promedios *+ DE de tres experimentos por triplicado.
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Direccionalidad del transporte.
En la figura 10 se puede observar que el transporte transepitelial del equivalente de

seroalbamina ocurre principaimente en sentido apical-basolateral (A-B), con respecto al
sentido basolateral-apical (B-A) El evento es dependiente del tiempo de incubacién. Como
se esperaba, el flujo paracelular de inulina se mantuvo en niveles cercanos a 2
picomoles/cm®.

pmoles/cm®
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Figura 10. Relacion temporal del transporte transepitelial del equivalente de
[('1]-SAB en sentidos apical-basolateral (A-B) y basolateral-apical (B-A) y difusién
de [*H]-inulina (A-B y B-A) por monocapas de células OK.

A monocapas de células OK con resistencia transepitelial de 50-53 Q/cm’ se les
adicionaron 56 pmoles de ['I]-SAB o [’H]-inulinz en la cara apical y a otro grupo en el
lado basolateral. Se incubaron a 36 °C por tiempos variables, en cada periodo de
incubacién se tomaron 5 pl del lado opuesto al que se adicionaron. Se determiné su
radiactividad y se calcul6 el transporte. Promedios + DE de tres experimentos por
triplicado.
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Radiactividad acumulada por las monocapas.

La figura 11 muestra que las células OK transportan transepitelialmente la radiactividad
correspondiente a [*'I]-SAB, pero no la asociada a inulina. Se¢ representa la radiactividad
acumulada en el interior de las células al final de experimentos de transporte, la cual se
extrajo mediante solubilizacién de las monocapas con NaOH 0.1 N.
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Figura 11. Masa equivalente de [''I-SAB y [‘HJ-inulina acumulada por las
monocapas de células OK, después de un experimente de transporte en el cual las
células estuvieron en contacto con los compuestos radiomarcados por 90 min a

36 °C.

Al final de un experimento de transporte se lavaron los insertos con las monocapas de
células OK, utilizando amortiguador de Dulbecco. Después se adicionaron 500 pl de
NaOH 0.1 ¥ a 4 °C y se resuspendicron vigorosamente para solubilizar la monocapa y
extraer la radiactividad acumulada en el interior de las células. Se toiaron 5 ul y se les
detetermind su radiactividad. Se calculé la masa de ['I)-SAB vy [*H]-inulina que fue
endocitada por las células OK. Promedios + DE de tres experimentos por triplicado.
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Radiactividad asociada a aminodcidos y péptidos de ['I]-SAB digerida durante el
transporte transepitelial.
La figura 12 representa el porcentaje de "I distribuido en las manchas que aparecieron a

lo largo del carril de cromatografia.
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Figura 12. ™I asociado a aminodcidos y péptidos en las muestras de experimentos
de transporte.

Este analisis corresponde a una muestra que se obtuvo al mezclar el liquide de 4 pozos
correspondientes al extremo basolateral de las monocapas después de un experimento de
transporte. Las manchas se visualizaron en el papel porque se corrieron junto con un
estandar de aminoacidos (50 pg/pl de cada uno). La cromatografia se tifié con ninhidrina.
ORI y FTE corresponden a la radiactividad en el origen y frente de corrimiento de las
crompatoplacas respectivamennte. Los nimeros corresponden a las ocho manchas que se
tifieron con ninhidrina en el cromatograma.
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Cromatografia de ["'1]-SAB digerida con tripsina.
En la figura 13 se muestra el patrén cromatografico que se obtiene al incubar [1311]_S AB

Bl .SAB COTI®SPOzden a un

grupo de manchas similar al encontrado en los experimentos de transporte.

en presencia de tripsina. Los productos de la digestion de [

IJSEI]'SAB [lSll]_SAB
+ Tripsina

Figura 13. Autorradiografia de ['*!1]-SAB digerida con tripsina.

La digestion in vitre de proteinas por enzimas proteoliticas produce fragmentos que
corresponden a péptidos y aminoacidos. El patrén obtenido nos permitié corroborar que
en el caso de la [°'I-SAB, los productos de la hidrélisis intralisosomal durante el
transporte transcelular por las células OK correspondian también a aminoacidos y
péptidos.
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Efecto del cloruro mercurico sobre la viabilidad de las células OK.

La figura 14 cotresponde a la grafica que muestra el efecto citotdxico de dosis variables
de mercurio sobre la viabilidad celular, medida en funcion de la capacidad de enzimas
deshidrogenasas presentes en células vivas, para reducir el MTT a formazén, un
compuesto coloreado. La absorbancia a 545 nm es directamente proporcional al niimero
de céluias viables. Como se observa en la gréafica, dosis mayores de 15 uM de HgCl>

disminuyen notablemente la viabilidad.

Absorbancia 545 nin
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log de la concentracion de HgCl, (pM)

Figura 14. Efecto del cloruro mercurico sobre la viabilidad de ¢élulas OK.
Monocapas de células OK se incubaron por 24 h a 36 °C y atmosfera de CO; con dosis
variables de HgCl; (0, 0.1, 1.0, 3.0, 5, 10, 30 y 100 xM). Promedios = DE de tres
experimentos por triplicado.
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Efecto del cloruro mercitrico sobre la resistencia transepitelial de monocapas de
células OK.

La figura 15 muestra que la integridad de las monocapas celulares se rompe al adicionar
HgCl,, en cualquier concentracion, desde las dosis subtoxicas, hasta las dosis toxicas. Lo

anter:or se refleja en una disminucion de los valores de RTE, con respecto a la dosis de

HgCl,.

Concentracion de Hgcl; (M)

Figura 15. Efecto del cloruro mercurico sobre la resistencia transepitelial de

monocapas de células OK.
Monocapas de células OK se incubaron por 24 h a 36 °C y atmésfera de CO; con dosis

variables de HgCl, Se midid la resistencia transepitelial como se describe en las paginas
36 y 37. Promedios = DE de tres experimentos por tripiicado.

57



Efecto del cloruro merciirico sobre el transporte del equivalente de seroalbimina

bovina.
En la figura 16 se observa que ¢l transporte intracelular/basolateral de los productos de

hidrolisis de la ["*'I]-SAB se inhibe en funcién de la dosis de HgCl,.
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Figura 16. Efecto de la concentracién de HgCl; sobre el transporte transepitelial del
equivalente de [°'I]-SAB por monocapas de células OK a los 75 minutos de

incubacién.
Monocapas de células OK se incubaron por 24 h a 36 °C y atmosfera de CO; con dosis

variables de HgCl, Se determiné el transporte de [*'I]-SAB como se describe en las
paginas 42 y 43. Promedios + DE de tres experimentos por triplicado.

58



DISCUSION



Para estudiar la fisiologia, bioquimica y toxicologia renal se utilizan diferentes
modelos in vitro. Estos modelos conservan la estructura celular y funciones especificas
correspondientes a la porcién del rifin de donde fueron aisladas, atn en las lineas

celulares establecidas.

Comparado con los estudios ir vivo y con los experimentos con tibulos aislados,
los cultivos de células tienen la ventaja de que su medio de crecimiento puede ser
controlado y cambiado- por tiempos prolongados, segun las necesidades experimentales.
Ademds, representan una herramienta muy valiosa para estudiar el papel de las hormonas
y matriz extracelular en el crecimiento epitelial, polaridad y estructura y funcién normal.
También han servido para estudiar los efectos de la edad, de las nefrotoxinas y del dafio -

andxico.

Las células cultivadas sobte insertos, una vez que forman una monccapa, se
comportan como verdaderos epitelios y adquieren el fenotipo caracteristico de estos,
incluyendo la polarizacién de sus dominios apical y basolateral, por lo que son capaces de
repfoducir las cafacteristicas diferenciales,. anatémicas y fisiologicas de los tubulos,

contorneados proximales.

Para el modelo que nosotros desarrollamos durante ¢l presente trabajo elegimos
los epiteiios de células OK cultivados sobre insertos. En dicho modelo, el extremo apical
~ corresponde funcional y anatémicamente a la luz de los tubulos contorneados proximales,
con la ventaja de que en esta cara se pueden adicionar diversos sustratos marcados. La
membrana basolateral queda en contacto con la membrana de soporte. Con el fin de
encontrar a mediano plazo, una proteina biomarcadora de dafio renal, nosotros hicimos
uso de esta ventaja para estudiar los efectos de la exposicién aguda de mercurio sobre el
transporte transepitelial de seroalbamina bovina por monocapas de células OK.
Supusimos que con esto se podria analizar el efecto de este y de otros metales pesados o

farmacos sobre el transporte o sobre la reabsorcion de proteinas, y detectar las
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alteraciones a este nivel, lo que finalmente nos permitiria identificar o predecir dafio

renal.

Al igual que en los epitelios in sifu, en los cultivos in vitro de células OK ocurren
procesos de transporte de sustancias fales como hormonas, iones, solutos, nutrientes,
proteinas y drogas. Es decir, en términos de transporte fransmembranal, son muy
parecidos y presentan también propiedades eléctricas similares. Esta viltima caracteristica
les confiere en cultivo la resistencia eléctrica transepitelial (RTE), que distingue a cada

linea celular y es un indicador de la formacién de monocapas celulares herméticas.

El presente trabajo consistié de dos etapas: En la primera nos propusimos
implementar el modelo de transporte, y durante la segunda etapa pusimos a prueba

nuestra hipdtesis.

Desarrollo del modelo experimental. Para estudiar transporte a través de monocapas
crecidas sobre soportes permeables (insertos) es necesario tener monocapas integras. Por
esta razon, establecimos como primer objetivo la- determinacién del tiempo requerido
- para que las células formaran upa monocapa uniformemente polarizada, con uniones
herméticas bien formadas. Un indicador de que las monocapas celulares estan integras, es
la medicion de la RTE. Nosotros utilizamos un ohmetro (Millicell-ERS, Millipore) para
estas mediciones y encontramos que con inéculos de 400,000 células/em?, a los ocho dias
de cultivo, las células alcanzaron 53 Q/cm?, que correspondioé al valor mas alto de RTE
en nuestras condiciones de trabajo (Ver Fig. 6). Este valor esta dentro del rango reportado
para monocapas integras de células OK, que lo sithian en 41 (/cm® (Schwegler et al,
1989) y 63 +15 {Y/cm? (Hori et al, 1993). A los nueve dias de cultivo se observa una
caida brusca en los valores de RTE que aun y cuando podrian caer dentro del rango
permitido reportado por otros investigadores, nosotros sistematizamos el protocolo

- experimental para ser efectuado al tener el valor maximo mis cercano a 53 Q/cm?.

El siguiente objetivo fue validar nuestro modelo. Para ello utilizamos [*H]-inulina

como marcador de flujo paracelular. La inulina es un polisacarido de 5 kDa que no es

60



transportado transepitelialmente por las células OK, sino que se difunde entre los
espacios paracelulares, esto-es debido a que la inulina no se une significativamente-a la
membrana Iuminal y ademds las membranas celulares son impermeables a este

compucsto, por este motivo, la usamos como testigo negativo ( Hyung et al, 1984; Gang

Yuan ef al, 1991).

Para efectuar la comprobacion experimental, hicimos pasar una cantidad conocida
de radiactividad a través de insertos con una monocapa bien formada de células, y por
separado en insertos sm células. Como esperdbamos, en funcién del tiempo de
incubacién, la [*H]-inulina pas6 libremente a través de los insertos sin células. Por otro

lado, los insertos con monocapas de células crecidas sobre ellos impidieron su difusién

(Ver Fig &)

Considerando que: a) segim el principio de difusion simple, ¢l transporte pasivo s
" independiente del tamafio, pero dependiente del gradiente de concentracién ¥, b) en una
monocapa existen numerosos espacios paracelulares, nosotros utilizamos el concepto
ampliamente aceptado que postula que si se adicionan solutos en concentraciones
equimolares, por ejemplo de [lsll]-SAB y [3H]-inulina, ambos compuestos difunden a la
misma velocidad por estos espacios. Esto nos permitié restar la masa de inulina que
difundio paracelularmente, de la masa total de albimina que se transporté por via
transepitelial durante los experimentos de fransporte, para conocer la cantidad neta de

masa eqguivalente de [13 1I]—SAB que fue transportada transcelularmente. -

Con respecto a los experimentos de transporte, encontramos que las células OK
fueron capaces de incorporar en funcién del tiempo [*'I}-SAB y de transportar hasta la
cara basolateral de los epitelios, péptidos y aminoacidos (equivalente radiactivo) que
provenian de la SAB original. Esto lo establecimos debido a que al hacer un analisis del
medio correspondiente a la cara basolateral de las monocapas mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida, y revelar los resultados por autorradiografia no encontramos la

banda correspondiente a la molécula de seroalbiimina. Considerando que ya habia sido
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reportado que en sistemas de hibulos aislados y rifiones completos perfundidos, los
productos de la hidrélisis intralisosomal no solo de la albiunina, sino de otras proteinas,
son péptidos y aminodcidos (Hyung, 1988), la explicacion mas razonable fue que la
seraolbimina bovina habia side degradada al pasar por los compartimentos endociticos
de las células OK. Para corroborar esto, disefiamos un experimento de cromatografia en
papel, en el cual mezclamos el medio del compartimento basolateral con un estindar de
19 aminoacidos. Una vez revelada la cromatografia con ninhidrina, encontramos que las
manchas de los aminoacidos estaban asociadas con la muestra experimental y ademas el
origen (donde no hubo aminoacidos libres) estaba fuertemente marcado (Ver Fig. 12).
Concluimos que el 31 estaba asociado a distintos aminoécidos y quizd péptidos que se
quedaron en él. Para comprobar esta Gltima posibilidad, digerimos con tripsina una
cantidad conocida de sercalbumina y encontramos nuevamente una mancha radiactiva en
el origen (Ver Fig. 13). Lo anterior nos permite establecer que las células OK toman Ia
SAB por el extremo apical, la internalizan selectivamente y la degradan hasta péptidos y
. aminoécidos, después la exportan por el extremo basolateral. Con estos experimentos
encontramos que la SAB es degradada durante su transporte. Lo que nosotros observamos
en este trabajo se ha descrito en modelos de tabulos aislados de rifién de conejo (Clapp ef
al, 1988) y rifiones completos perfundidos de rata (Sumpio y Maack, 1982; Camargo ef
al, 1984) donde proteinas como lisozima, hormona del crecimiento humano, B-2-
microglobulina y citocromo C también son digeridas y los aminodcidos que se liberan son
regresados a la circulacion. La velocidad de la hidrélisis puede variar de unos pocos
minutos a varias horas o dias, dependiendo de la sensibilidad de la proteina a las
proteasas lisosomales. Ademas del catabolismo lisosomal, que es ampliamente aceptado
como la principal ruta de eliminacién de las proteinas reabsorbidas, algunos autores han
postulado que éstas podrian ser transportadas intactas del lumen tubular a los capilares
peritubulares (Maack y Kinter, 1969; Maack et al, 1971). Esta hipdtesis ha sido refutada
por estudios mas recientes que demuestran que el transporte tubular de proteinas, si existe
como un todo, es insignificante comparado con la via catabolica (Christensen y

Maunsbach, 1973; Ottosen y Maunsbach, 1973; Ottosen et af, 1979).
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Desde el punto de vista cuantitativo, las células OK transportaron
transepitelialmente 18 pmoles/cm® del equivalente de [P']-SAB a los 90 min de
incubacién, en cambio, para la inulina, que atraviesa los epitelios por via paracelular, pero
no por via transcelular, fue equivalente a 1.5 pmoles/cm?, mostrando una meseta desde
los 45 minutos (Ver Figura 9). Para determinar la cantidad total del equivalente de ['*'T)-
SAB transportada a diferentes tiempos (vias transcelular y paracelular) restamos la
cantidad total de [*H]-inulina transportada (via paracelular) a tiempos equivalentes de
ﬁlcubacién. Con ello estimamos la cantidad neta de [*'I]-SAB por via transcelular, un

procedimiento valido, segin otros autores (Fouda ef al, 1989).

Como esperdbamos, la difusion de inulina fue muy pequefia y representa
aproximadamente ¢l 2.6 % de la masa tnicial adicionada a las monocapas. Esta masa de
inulina detectada por nosotros no se debié a un transporte activo, por las razones antes
seiialadas. Puede haber dos explicaciones para su presencia en estos experimentos: a) que:
la [*H]-inulina se haya quedado unida inespecificamente a la superficie de los epitelios o
que este compuesto haya sido atrapado entre los espacios paracelulares o b) que haya sido -
internalizada al estar disuelta en el liquido englobado por las vesiculas endociticas
(pinocitosis de liquidos). Este ultimo fenémeno es ampliamente conocido. Lo més
probable es que nuestros resultados hayan sido una ¢combinacion de las dos posibilidades

arriba sefialadas y no fueron inesperados.

Con respecto al transporte de seroalbiimina este fue del 32 %. En un modelo
similar, pero utitizando monocapas de células endoteliales de aorta de bovino, la cantidad
de albimina transportada también se increment6 con el tiempo y fue de un 30% a los 60
minutos (Antohe et al, 1993). Otro de los aspectos del transporte transepitelial de
seroalbiimina que determinamos - en este trabajo fue la direccion del proceso.
Encontramos que ocurre principalmente en sentido apical-basolateral (Ver Fig. 10). Al
restar el flujo paracelular correspondiénte a inulina ( ¥ que refleja a la albimina que pudo

haber pasado por los espacios paracelulares), se torna insignificante el transporte
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basolateral-apical. Antohe ez @/ (1993) mencionan que en epitelios de aorta de bovino la

albiimina se transporta también en sentido apical-basolateral.

Efecto de concentraciones variables de HgCl, sobre el transporte de [‘ij-SAB. Esta
tiltima fase del trabajo consistié de dos partes: a) determinacién del efecto del mercurio
sobre la viabilidad de las ¢élulas OK y sobre la integridad de las monocapas y b) anélisis
del efecto del HgCl, sobre el transporte de [1311]-SAB. Las concentraciones de cloruro
mercurico a emplear se seleccionaron de acuerdo con la experiencia de otros autores
(Nakazawa et al, 1975; Aleo et al, 1992; Bohets et al, 1995), nosotros encontramos
reproducibles las dosis consideradas como subtdxicas y citotdxicas (Ver Fig. 14). Esto lo
determinamos mediante un ensayo colorimétrico que mide la viabilidad celular en base a

la reduccion del sustrato MTT por las enzimas deshidrogenasas presentes en células vivas

(Mosmann, 1983).

La observacién microscopica de los cultivos tratados con las dosis de prueba
demostré que las monocapas se rompen con dosis mayores a 20 yM de HgCl, sin .
embargo, con 5 uM las células tienden a redondearse ligeramente. Por este motivo,
‘medimos el efecto del metal sobre la resistencia eléctrica transepitelial. Encontramos que
los valores de RTE disminuyen conforme se aumenta la concentracion de mercurio y que
el efecto es medible aln a dosis consideradas como subtoxicas (Ver Fig. 135). La medicion
de 1a caida de RTE resulté ser mas sensible que Ia medicién de la reduccion de MTT. El
efecto inicial podria entonces ocurrir a nivel de las uniones herméticas en los epitelios
celulares, y reflejarse en ¢l dafio celular directo propuesto por algunos autores como parte
del mecanismo promotor de dafio in vive (Hook y Hewitt, 1986). Con estos resultados,
nosotros consideramos que la medicién de RTE en modelos de cultivo celular como el
agui descrito, podria constituir una prueba wtil para conocer las dosis de otros agentes
nefrotéxicos que son capaces de producir una lesion renal en los tibulos contorneados
proximales, o tal vez podria aplicarse a otros tipos de células para evaluar el posible

efecto sobre el 6rgano del cual provienen. En cuanto al efecto del mercurio sobre el
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transporte transepitelial de seroalbimina en nuestro modelo, éste se inhibe con dosis
consideradas subtéxicas (Ver Figura 16).
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CONCLUSIONES



1.- Las células OK forman monocapas con RTE de 50-53 £Ycm’ a los ocho dias de

incubacion, a partir de inéculos de 240,000 células por inserto.

2.- Las células OK transportan seroalbiimina bovina en sentido apical-basolateral. El

trahsporte fue de 18 picomoles/cm2 a los 90 min y corresponden al 32% de ]a masa total

adicionada.

3.- Los productos de hidrdlisis de la seroalbtumina corresponden principalmente a

péptidos y aminoacidos.

4.- Las monocapas de células OK son.un buen modelo celular in vitro para estudiar el
transporte de proteinas, porque se conserva la polaridad de transporte que tienen los
tubulos contorneados proximales en ¢l rifién completo,

5.~ El transporte de seroalbimina es sensible a la dosis de HgCls.

6.- Dosis de 0 a 20 uM de HgCl; son subletales.

7.- Las dosis subletales producen una caida notable de la RTE, desde 51 hasta 23 Q/cm’,

8.- La medicién de la RTE es un parametro mas seguro y sensible que la determinacion

de la reduccidon del MTT.

9.- Dosis mayores de 10 pM de HegCl, producen una clara inhibicién del transporte

transepitelial de la SAB.

10.- La medicion de la resistencia transepitelial en monocapas celulares tratadas con dosis

variables de HgCl; es una prueba directa que sirve para evaluar dafio celular.
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©11.- Mediante el modelo in vitro que hemos implementado es posible reconocer dafio a

las células de rifién a dosis de HgCl, consideradas subtoxicas.

12.- Los epitelios in vitro de células OK representan un buen modelo celular, sensible y

preciso para analizar los efectos toxicos de mercurio con dosis muy pequefias del metal. -

13.- El potencial efecto nefrotéxico de cualquier xenobidtico puede ser relacionado con

su efecto sobre el transporte de seroalbimina en epitelios de células OK.
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PERSPECTIVAS



Debido a que actualmente se utilizan diferentes modelos, pero principalmente
celulares para buscar biomarcadores para diversos padecimientos, nos propusimos como-
objetivo principal demostrar que la albumina, la proteina mas abundante del plasma,
podria servir como un predictor de dafio renal. Postulamos que el transporte de
seroalbimina, utilizando el modelo descrito, podria ser un parametro Atil para evaluar el
efecto téxico del ‘mercurio a nivel de los tibulos proximales y posiblemente de otros

agentes con potencial nefrotdxico, antes de que ocurra dafio renal severo.

En la hipertension arterial, la diabetes mellitus o intoxicaciones por mercurio, |
" cadmio, plomo, disolventes orgdnicos o medicamentos como los salicilatos, se puede
producir un dafio renal desde leve hasta. muy severo (Hook y Hewitt, 1986). Varias-

proteinas de alto o bajo peso molecular presentes en la orina se usan ampliarhente enla -
clinica como biomarcadores de dafio renal (Piscator, 1989). Adema4s, el tipo de proteinas
detectadas en la orina permite saber si el dafio ocurrié a nivel del glomérulo o de los
tabulos contorneados proximales. La presencia en orina de proteinas de peso molecular
mayor a 70 kDa o un porcentaje alto de albumina (mayor al 20% del total de las proteinas
detectadas en orina) son indicativas de lesiones a nivel del glomérulo (Schegler, et al,
1991); en tanto que, la presencia de proteinas de bajo peso molecular indican lesidn del
tubulo contorneado proximal (Mogensen, 1996). Por otro lado, la presencia de proteinas
lisosomales, como la N-acetil-B-D-glucosaminidasa, se debe a que 1las membranas

lisosomal y plasméticé de las células de la nefrona han sido lesionadas (Herrera, 1994).

De lo anterior se deduce que el anélisis de las protefnas urinarias es una
prueba clisica que permite estudiar la nefrotoxicidad de diversos agenfes en animales de
experimentacion. Una evaluacion basada en la determinacién de proteinas totales provee
poca informacion acerca del sitio y naturaleza de la lesién. Por lo tanto, el analisis se

-complementa con la especiacion de las proteinas urinarias con ayuda de técnicas
cromatograficas o electroforéticas. La cuantificacion inmunoquimica de proteinas
urinarias individvales tales como [-2-microglobulina o albimina raramente se utilizan,
aun v cuando son la aproximacién més eficiente para detectar y localizar lesiones renales

(Bernard, 1991).
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Las proteinas urinarias representan un marcador muy sensible para la
deteccion temprana en el ser humano o en animales, de la interferencia de xenobidticos
‘con la estructura o funcion renal. Sin embargo, es importante remarcar que a diferencia de -
las pruebas de funcién renal, no necesariamente reflejan procesos patologicos que
comprometen la capacidad funcional de los rifiones, sino que en algunas ocasiones,
pueden reflejar cambios bioquimicos, fisioldgicos o farmacolégicos, los cuales no

necesariamente implican pérdida de la funcién o integridad estructural del tejido renal .

(Bernard, 1991).

De acuerdo con esto, la utilidad y valor predictivo de cada prucba de
- escrutinio renal debe ser definida de acuerdo a cada situacidn por experimentacién y

cuando sea posible por estudios prospectivos sobre poblaciones en riesgo.

Segun la experiencia de un investigador de nuestro grupo {Gonzalez-Ramirez, D.,
datos no publicados) las pérsonas ocupacionalmente expuestas, con. sintomas leves de
~ intoxicacién por mercurio no presentan proteinuria evidente con métodos convencionales.
Esto puede deberse a que, a pesar de que el rifién esté siendo afectado, los métodos
- empleados ne tienen la suficiente sensibilidad para detectar microconcentraciones de
proteinas. Posiblemente en las fases muy tempranas del cuadro de intoxicacién por
mercurio aparecen en orina albimina y ciertas proteinas de bajo peso molecular por
inhibicién del mecanismo de reabsorcién de proteinas, pero no necesariamente porque ya
hubo una destruccién de los tibulos contorneados, sino porque los receptores especificos
de las céulas tubulares han perdido afinidad por ellas. Nuestra suposicion se apoya en que
existe un transporte selectivo, dependiente de la constante de afinidad (T ) de proteinas
a nivel tubular (Sumpio y Maack, 1982) y en que el mercurio se combina con grupos
sulthidrilo que inhiben gran cantidad de enzimas (Hook y Hewitt, 1986) los cuales

podrian interferir con la unidn de las proteinas con sus receptores, en una forma selectiva.
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Aunque los modelos in vitro son utilizados cada vez mas frecuentemente, es
importante destacar que, st bien son utiles para el ensayo de compuestos quimicos, no
sustituyen totalmente a los animales de.laboratorio. Esto se debe a que los cultivos
celulares in vitro son en realidad una sobresimplificacién de los modelos animales para
estudios farmacolégicos y toxicoldgicos, lo cual en muchas ocasiones impide hacer

extrapolaciones directas de datos obtenidos in vitro a lo que sucede in vivo (Jain, 1987).

De cualquier modo, en el mundo existe una fuerte presién para que se usen lo
menos posible animales de laboratorio para investigacion, por razones éticas, técnicas y

econdmicas.

Por todo lo anterior, la propuesta inicial de implementar un modelo celular. que
permiticra identificar una proteina que sirviera como marcador temprano de intoxicacion
renal por mercurio, se cumplio. El modelo empleado resulté mucho més sensible que los
convencionales y representa en nuestro laboratorio una alternativa al uso de los animales
de experimentacion. También permitira identificar nuevos biomarcadores de intoxicacion
renal y por otro lado, es una buena alternativa para el estudio de éfe_ctos.téxico_s de

diversas sustancias, sin necesidad de sacrificar animales de laboratorio. -

Este mismo modelo también podria funcionar con cultivos establecidos a partir de
organos distintos del rifion para estudiar aspectos de fisiologia, bioquimica, farmacologia,
evalvacion de tratamientos terapéuticos, bisqueda de nuevos medicamentos e

investigacion de nuevos biomarcadores, entre otras aplicaciones.
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