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Estamos espiritual y culturalmente paralizados, incapaces de
enfrentarnos a la inmensidad, de aceptar que no somos el centro y
de encontrar nuestro verdadero sitio en la estructura de la
naturaleza. Maltratamos este planeta como si tuviésemos algtn otro
a donde ir. El hecho de que todavia hagamos ciencias es un atisbo
esperanzador de salud mental, sin embargo, no basta con aceptar
intelectualmente estos conceptos mientras nos aferramos a una
ideologia espiritual que no solo no tiene sus raices en la naturaleza,
sino que, en muchos aspectos, desprecia lo que es natural. La ciencia
es un camino que conduce a niveles de conciencia de otro modo
inaccesibles; que, llevando la contraria a la tendencia propia de
nuestra cultura, la dnica gratificacion que la ciencia nos niega es el
engaho.

Ann Druyan.

Prélogo del libro

"La diversidad de la ciencia”
Carl Sagan, 2007
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RESUMEN

Este trabajo esté dirigido a la implementacion de diversos esquemas de tratamiento orientados a
contrarrestar los efectos toxicos que el Mercurio inorganico ejerce sobre la bioquimica y la fisiologia
renal.

La intoxicacién con metales pesados representa un grave problema de salud, el cual se extiende
cada vez mas debido a que, de forma cada vez mas frecuente, las personas viven en contacto
directo con ellos por medio de la comida, el agua, el suelo, el aire, las fabricas, las actividades diarias,
las exposiciones ocupacionales y no ocupacionales, entre otras cosas. Este problema no cuenta con
algun tratamiento adecuado el cual pueda contrarrestar la gran variedad de efectos toxicos que los
metales pesados ocasionan en muchos organismos.

En el caso del Mercurio se han llevado a cabo algunos estudios con antioxidantes o con
micronutrientes que han proporcionado resultados interesantes. Sin embargo, también se ha
documentado la necesidad de implementar mas experimentos relacionados con la atenuacion, la
prevencién y el tratamiento de la gran variedad de efectos toxicos que este metal ocasiona en el
rindn. Se sabe que este padecimiento puede ser ocacionado por la presencia del Mercurio en el
rifdn. La Enfermedad Renal Cronica (ERC), es una de las 10 enfermedades de mayor mortalidad a
nivel mundial y se relaciona directamente con la Diabetes Mellitus y las Enfermedades
Cardiovasculares (ENSANUT, 2012). En relacion con lo anterior el Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) prevé que los pacientes con insuficiencia renal aumentaran del 1.1% en 2011 al 14.3%
en 2050 (Hernandez, 2019).

Debido a lo anterior y teniendo en cuenta el conocimiento de todo el dafio que el Mercurio causa en
los seres vivos, nacio el interés de estudiar el efecto de posibles esquemas de tratamiento basados
en el uso de un compuesto quelante (acido dimercaptosuccinico, DMSA) y dos micronutrientes
(Selenio y Zinc) sobre la intoxicacion renal con Mercurio.

Dentro de los procesos toxicologicos existen indicadores de diferentes tipos, entre los cuales se
encuentran los de exposicion, los de susceptibilidad y aquellos que se relacionan directamente con
algun efecto especifico del agente toxico. El grupo de investigacion dirigido por la Dra. Leticia
Guadalupe Navarro Moreno en la Universidad del Papaloapan ha podido establecer, con base en
estudios en animales y microorganismos expuestos a Plomo una relacion entre la presencia del
metal, el aumento de las Especies Reactivas de Oxigeno y la actividad de la enzima Glutation S-
Transferasa (GST).

En este trabajo de Tesis se experimentd con ratas macho de la raza Wistar con peso promedio de

200 gramos. Se formaron diferentes grupos (intoxicados con Mercurio; tratados con un agente



guelante; tratados con micronutrientes y tratados con mezclas de los tres anteriores) incluyendo los
controles necesarios. Los grupos estuvieron integrados por seis ratas.

En esta investigacion se uso la actividad de la enzima como indicador de dafio ocasionado por la
intoxicacion con xenobidticos en la presencia de Especies Reactivas de Oxigeno. También
evaluaron las actividades de las enzimas Catalasa y Superdxido Dismutasa que forman parte del
sistema antioxidante. Entre los resultados obtenidos se observé que el Mercurio genera el aumento
de Especies Reactivas del Oxigeno y de la actividad de la enzima GST. Cuando se administraron
los diferentes tratamientos se observd que el uso de los microelementos Selenio [35.45 + 4.35
pmol/mg]; y Zinc [38.12 + 4.39 pmol/mg], causaron la disminucion de 15y 12 unidades de Especies
Reactivas de Oxigeno respectivamente en relacion con el grupo intoxicado con Mercurio [50.66 +
6.21 pmol/mg]; normalizaron la actividad de la enzima GST, asi como la de las enzimas
antioxidantes. Lo anterior se reflejo en la actividad fisiol6gica del rifion, la cual fue recobrada al usar
la mezcla de los micronutrientes empleados. Los tratamientos con el agente quelante DMSA
mostraron también resultados benéficos al ser administrado junto con el metal pesado [29.93 + 38.63
pmol/mg], a comparacion de cuando los animales son intoxicados solo por Mercurio [50.66 + 6.21
pmol/mg]. Cuando se llevaron a cabo las determinaciones usando en forma conjunta los
micronutrientes y el agente quelante se observé que, de forma general, existi6 una mejor proteccion
contra el dafio ocasionado por el metal.

Los resultados obtenidos pueden ampliar el panorama relacionado con posibles alternativas de
tratamiento y resolver preguntas de investigacion, aportando y contribuyendo a complementar el
estudio de la importancia de conocer el papel de los micronutrientes y los agentes quelantes no
agresivos (como el DMSA) para poder ayudar a disminuir los dafios causados por la presencia
excesiva de Mercurio en los seres vivos. En area de Salud, asi como en las areas Biologicas y la
Bioguimica, estudios como los llevados acabo en este trabajo podria contribuir a los mecanismos
por los cuales los micronutrientes utilizados con o sin el agente quelante dismunuira el efecto téxico
del Mercurio en el rifién.

Se debe recordar que una falla metabdlica conlleva a una o varias fallas fisiologicas que al final de
cuentas conducen a la aparicion de enfermedades, cuya intensidad dependera de cudles
mecanismos celulares se hayan dafiado. Al conocer lo anterior se podran establecer posibles
esquemas de ayuda para contrarrestar los dafios ocasionados. Este trabajo se fundamentd en la
idea anterior y en el afdn de ayudar a comprender la enfermedad renal ocasionada por la exposicion

aguda a Mercurio.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION



1. Contaminantes ambientales

Hoy en dia, se habla mucho sobre el tema de la contaminacién ambiental ocasionada por elementos
0 compuestos que resultan ser muy téxicos y dafiinos para la salud de los seres vivos debido a que
ya forman parte de los diferentes componentes de los ecosistemas y ello les ha facilitado el contacto
directo con muchas de las formas vivientes del planeta. Muchos elementos y compuestos se han
clasificado como contaminantes del medioambiente. Ellos se encuentran en los desechos
industriales, los provenientes de los hogares y algunos que se forman como residuo de otras
actividades humanas como la alfareria. Entre los contaminantes, que debido a su persistencia en el
ambiente y su poca capacidad de biodegradacion, clasificados como peligrosos se encuentran los

metales pesados Plomo (Pb), Cadmio (Cd), Cromo (Cr) y Mercurio (Hg) entre otros.

1.1 Mercurio

El Mercurio se libera en el medio ambiente a partir de fuentes naturales y antropogénicas. Este metal
se presenta en tres formas béasicas: elemental, inorganica y organica como se muestra en la Figura
1. Dependiendo de la dosis, la via de entrada, las caracteristicas fisicoquimicas del metal, el estado
de salud de los individuos, asi como su estado nutricional, los compuestos de mercurio pueden ser
dafiinos para los seres humanos. El metilmercurio es la forma mas téxica a la que los seres humanos
pueden ser expuestos principalmente a través del consumo de pescados, mariscos y setas. Los
hijos de las mujeres en edad fértil que consumen estos alimentos se encuentran en mayor riesgo.
El comité de expertos de la Organizacién para la Alimentacion y la Agricultura y la Organizaciéon
Mundial de la Salud han realizado estudios sobre los aditivos alimentarios y han establecido como
ingesta semanal tolerable en mujeres embarazados 1.6 miligramos del metal por kilogramo de peso

corporal, afirmando que dicha cantidad puede ser tolerable y no afectar el desarrollo del feto (Ferrer
Dufol, 2003).

El Mercurio circula de forma natural en la biosfera, en donde de 30,000 a 50,000 toneladas son
producidas por la desgasificacion de la corteza terrestre y los océanos. Ademas, 20,000 toneladas
de Mercurio se liberan en el medio ambiente cada afio a través de las actividades humanas, como
la combustion a base de combustibles fésiles y las emisiones industriales. Aproximadamente 2,000
toneladas de Mercurio al afio se producen para uso industrial, y una pequefa parte se utiliza para la
sintesis de compuestos organicos de Mercurio. La produccion mundial de Mercurio para usos
comerciales ha ido disminuyendo lentamente en los Ultimos 20 afios, debido a los problemas

ambientales y de salud que ha provocado su presencia descontrolada en el medio ambiente. En la



actualidad existe una prohibicién de la exportacién de Mercurio desde la Union Europea al resto del

mundo (Espafiol Cano, 2001).

Elemental Hg°
TS Hg?*
2 _E Sales HgS
3 'E Inorganicas HgCl,
T <
= 1.- (CH;),Hg
Organicas 2.-CH,Hg*
3.' C6H5Hg+

Figura 1. Formas quimicas del Mercurio y principales compuestos contaminantes (Espafiol Cano, 2001).

Las aguas superficiales acidas pueden contener cantidades significativas de Mercurio. Cuando los
valores de pH estan entre cinco y siete, las concentraciones de Mercurio en el agua se incrementan
debido a la movilizacién del metal en el suelo. Una vez que este elemento ha llegado a las aguas
superficiales o a los suelos, los microorganismos lo pueden convertir en metilmercurio, una sustancia
gue puede ser absorbida rapidamente por la mayoria de organismos y que se sabe ocasiona dafio
severo al sistema nervioso central. Los peces son organismos que absorben grandes cantidades de
metilmercurio de aguas superficiales cada dia. Como consecuencia, el metilmercurio puede
acumularse en peces y en las cadenas alimenticias en las que ellos forman parte. Por lo que el

pescado contaminado constituye un problema muy grave en paises industrializados.

1.2 Usos del Mercurio

El Mercurio (azogue) es el Unico metal liquido a las temperaturas usuales en la tierra. Es un metal
de densidad elevada y color plateado. Mal conductor del calor, pero relativamente buen conductor
de la electricidad. Por lo anterior posee un elevado uso en la industria, pero un mal manejo de

residuos constituyéndolo, asi como una gran fuente de contaminacién ambiental.

El Mercurio metalico es tdxico por inhalacion, ingestion o contacto, es por eso que esta siendo
reemplazado por otros compuestos menos toxicos. Algunos ejemplos de compuestos de Mercurio
gue siguen usandose hasta el presente son los siguientes: Cloruro de Mercurio (HgCl,), en medicina;

Fulminato de Mercurio [Hg (CNO)], que se emplea como detonador y es utilizado en explosivos; y



Sulfuro de Mercurio (1) (HgS) un pigmento de pintura de alto grado. Este metal posee otros usos
dentro de varias industrias. Algunos ejemplos que ilustran las posibles consecuencias de su uso y
su mal manejo al convertirse en residuo son los siguientes: a) Desde hace mucho tiempo el Cloruro
de Mercurio (1) se us6 como antihelmintico, purgante y diurético mientras que el cloruro de Mercurio
(IN fue empleado para curar la sifilis. Actualmente este Ultimo se usa como conservante de tejidos y
catalizador de muchas reacciones quimicas. En este caso el contacto es mayor con el ser humano
y puede entrar al organismo de forma directa; b) El Mercurio liquido se ha utilizado en la fabricacion
de instrumentos de medicibn como termémetros y barémetros, aunque actualmente esta siendo
reemplazado en humerosos paises. De esta forma el contacto se llevaba o se sigue llevando a cabo

a través de la piel cuando alguno de estos instrumentos de medicidn se llega a romper (ATSDR, 1999).

La industria utiliza el Mercurio para la fabricacién de electrodos liquidos utilizados en el proceso de
fabricacion de cloruro e hidréxido de sodio por electrélisis de salmuera. De la misma manera se usa
para fabricar lamparas de vapor de Mercurio, lamparas fluorescentes y en motores de turbina, en la
fabricacion de rectificadores y termostatos. El 6xido de Mercurio se usa en la fabricacion de baterias
secas de larga duracién y como antiséptico. Como consecuencia de esta actividad, generalmente
los vapores de Mercurio generados entran en contacto por via respiratoria con los seres vivos. Los
compuestos alquilicos de Mercurio siguen siendo usados en la agricultura como fungicidas y
plaguicidas. Los compuestos fenil mercaricos se emplean como antisépticos en el tratamiento de

maderas y granos (PNUMA, 2002).

En el pasado los compuestos de Mercurio se utilizaron como diuréticos, pero fueron reemplazados
al haberse demostrado que producian dafio renal. Finalmente, otro uso caracteristico es su empleo
en la preparacion de amalgamas en odontologia. Todos los usos anteriores aseguran la entrada de
los compuestos del Mercurio por vias aérea, oral y cutdnea (Espafiol Cano, 2001). Actualmente se esta
reduciendo el uso de Mercurio en las amalgamas al emplear compuestos menos tdxicos. Las
propiedades fisicas y quimicas del Mercurio responsables tanto de su demanda industrial como del

dafio que provoca en los seres vivos se muestran en la Tabla 1.

1.3 Contaminacion por Mercurio en México

Se calcula que la contaminacién mundial anual por metales pesados excede a la contaminacién
combinada por desechos radiactivos y organicos. Se han detectado valores toxicos de metales
pesados en las cercanias de sitios de desperdicio municipal e industrial y en diversos tipos de suelo,
incluyendo los agricolas. Siendo las minas las que generan todo tipo de metales y originan

contaminacién significativa de los suelos y aguas adyacentes.



Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de Mercurio.

Fuente: TermoFisher SCIENTIFIC, Ficha de Datos de Seguridad,2020.

Estado fisico Liquido (fluido)
Color Metalico
Umbral olfativo Inodoro
Densidad 13.55 g/cmia 20°C
Punto de fusién -38.48 °C

Punto de ebullicion 356.8 °C

Punto de inflamacién No aplicable
Radio I6nico 0.11 nm
Presiéon de vapor 0.003 hPa a 25 °C
Densidad de vapor 6.93 (aire=1)
Tasa de evaporacion No existe datos disponibles
Hidrosolubilidad Practicamente insoluble
Estados de valencia HgP, Hg*t, Hg*?
Entalpia 2.295 KJ/mol

Propiedades explosivas = No se clasifica como explosiva

Uno de los sitos afectados por la contaminacién de metales pesados es la laguna “La Zacatecana”,
en el municipio de Guadalupe, Zacatecas. En esta zona desde la época virreinal hasta 1900 fueron
depositados a través de los rios que desembocaban en el area, los desechos del proceso de
amalgamacion de la plata, los cuales contenian altas concentraciones de Plomo, Arsénico y Mercurio
(Santos-Santos et al. 2006). Estos desechos se acumularon en la laguna la cual se deseca
completamente durante una época del afio y es aprovechada para la agricultura, representando un
posible vector de contaminacién. Calculos recientes estiman que a la fecha existen en el lugar entre
10 y 20 millones de toneladas de residuos mineros acumulados (zetina-Rodriguez 2012). Actualmente
en esta zona se cultivan importantes productos agricolas de consumo humano como frijol y maiz,
sobre los cuales existen reportes que indican la acumulacion de Asénico y Plomo (Gonzélez-Davila et
al. 2012). Asimismo, se ha reportado la presencia de niveles elevados de Plomo y Cadmio en sangre,

asi como Arsénico en orina de nifios del lugar (Trejo-Acevedo et al. 2009).

Respecto a los ambientes acuaticos, se ha reportado la acumulacion de Mercurio en peces de con-
sumo humano, en algunos casos se han encontrado concentraciones mayores a los limites
establecidos en las normas nacionales (1 mg/kg) como es el caso especifico del tiburdn (Garcia-
Hernandez et al. 2007). Otro ejemplo, es lo reportado por Velasco (Velasco-Gonzélez et al. 2001) quién, al
analizar la concentracién de Mercurio en seis diferentes marcas de atin enlatado producido en
México, encontraron que el 36 % de las muestras rebasaron la concentracion de metal establecida
por las normas mexicanas. En la Tabla 2 se mencionan casos reportados en la literatura donde

existe una problemética por contaminacién con metales pesados.



Tabla 2. Lugares de la Republica Mexicana mas afectados por la contaminacion de metales pesados e indican los
principales metales contaminantes, la concentracion del metal y la referencia correspondiente, (Modificado de Covarrubias,

2017).

San Felipe,

Nuevo Mercurio

San Joaquin,
Sierra Gorda

Rio
Coatzacoalcos

Sistema
Lagunar
Alvarado

Zimapan

Santa Maria

Villa de la Paz

Milpillas,
Minatitlan

Varias
comunidades

Vetagrande

Ledn

Estado

Zac

Qro

Ver

Ver

Hgo

SLP

SLP

SLP,
Ver

Chih,
SLP,
Tlax

Zac

Gto

Metal

Hg

As

Pb

Cr

Afectacion

En suelos (1569 mg/kg) y orina de nifios
(29.6 ug/gert)

En suelo (300 mg/kg) y cultivos de maiz

En agua del rio (6.96 mg/L)

Acumulacion de baja a moderada
personas por ingesta de mariscos

En acuifero (1.09 mg/L), suelos
(14 700 mg/kg), en cabello de
personas (8.55 mg/kg)

En suelos (300 mg/kg)

En suelos (7200 mg/kg), agua (5.9 mg/L)

En sangre de nifios (SLP: 5.6 ug/dL, Ver:
5.5 pg/dL)

En suelos (400 mg/kg), en sangre de

nifios
(Tlax: 52.3 pg/dL)
En sangre de nifios (>10 pg/dL)

En suelos (12.960 mg/kg de Cr (lIl),
65.14 mg/ kg de Cr (VI)

Referencia

Costilla-Salazar et al. 2010

Martinez-Trinidad 2013,
Hernandez-Silva et al. 2012

Villanueva y Botello 1992

Guentzel et al. 2007

Ongley et al. 2007, Armienta et
al. 1997, Espinosa et al. 2009,
Armienta et al. 2000

Castro-Larragoitia et al. 1997

Razo et al. 2003, Yafiez et al.
2003,

Trejo-Acevedo et al. 2009

Flores-Ramirez et al. 2012

Gonzéalez-Valdez et al. 2008

Mauricio-Gutiérrez et al. 2010,
Armienta et al. 1996,

Robles-Camacho y Armienta
2000



Lo anterior resulta un indicativo de que el mal manejo de los residuos producidos por la
industrializacion de este metal podria tener un impacto negativo en todos los miembros vivientes de
los ecosistemas, tomando en cuenta que el Mercurio es un metal no esencial del cual no se han

reportado acciones fisiolégicas en las células.

1.3.1 Ubicacién: minerales que contienen las minas de Mercurio en México

Veintiln estados de la Republica Mexicana poseen yacimientos naturales de minerales que
contienen Mercurio, sobre todo en las regiones del noroeste y centro-occidente de México. En estos
yacimientos es posible encontrar. metacinabrio, onofrita, cinabrio, amalgama, livingstonita,
guadalcazarita (metacinabrio con 4% de Zinc), montroyedita, terlinguaita, eglestonita y Mercurio
nativo, presente en cantidades menores en forma de pequefios globulos liquidos alojados en lo alto

de las grietas o en orificios de las menas de Mercurio. La Figura 2 muestra lo anterior.

Figura 2. Principales yacimientos naturales de Mercurio en México (Castro, 2013).

1.3.2 Produccién de Mercurio en México

Los minerales de Mercurio se encuentran localizados principalmente en las siguientes entidades
federativas (en particular en el noroeste y centro este del territorio nacional): Aguascalientes,

Chihuahua, Coahuila, Durango, Guanajuato, Hidalgo, México, Morelos, Nuevo Leon, Querétaro, San



Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala y Zacatecas, ubicandose los principales
yacimientos en los estados de San Luis Potosi, Zacatecas, Querétaro, Guanajuato y Guerrero. La
Figura 2 muestra los principales yacimientos de Mercurio en la Republica Mexicana (Castro 2013). Se
tienen registros de la produccién de Mercurio en México desde 1891, y en los ultimos afios ha
mostrado la misma tendencia descendente que la produccién mundial. Entre 1920-1929 su
produccién fue minima y alcanzé su maximo de 1,118 toneladas en 1942; en 1991 se produjeron
340 toneladas de Mercurio, mientras que en 1994 sélo 11 toneladas. Durante los Ultimos afios en
gue se produjo Mercurio en nuestro pais, se realizd principalmente en los estados de Querétaro,
San Luis Potosi y Zacatecas. Sin embargo, la produccion secundaria de Mercurio ha continuado, en
particular, al recuperarlo como subproducto de la extraccion de plata y oro a partir de jales mineros
en el estado de Zacatecas, donde se producen alrededor de 20 toneladas anuales. Entre las plantas
productoras de minerales metdlicos registradas en la Camara Minera de México, se aprecia la
existencia de cuatro plantas que se dedican a producir Mercurio (de manera secundaria) a partir del
beneficio de minerales y de jales de Mercurio, las cuales se encuentran ubicadas en los estados de
San Luis Potosi, Durango y Zacatecas. La Tabla 3 muestra la produccién de Mercurio en los

diferentes estados de la Republica Mexicana.

Tabla 3. Produccién de Mercurio en diferentes estados de la Republica Mexicano (Ramirez, 2000).

Estado Minas que Producen | Minas que Producen Minas que
Solo Hg Hg y otros metales producen Hg
Chihuahua 6 1 7
Durango 6 9 15
Estado de México 2 2
Guanajuato 1 1
Guerrero 1 3 4
Querétaro 14 3 17
San Luis Potosi 18 18
Zacatecas 18 1 19
Total 66 17 83

1.3.3 Legislacion, reglamentos y normas federales

La percepcion de los riesgos del Mercurio no ha sido muy amplia en México, y ain no se han
desarrollado normas muy precisas en cuanto al manejo de productos especificos. Sin embargo, hay
elementos en las leyes que derivan de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos,
gue permiten regular los usos y manejos de este contaminante. La Tabla 4 muestra la normatividad

del Mercurio en México.



Tabla 4. Normatividad del Mercurio en México (Tomado de Ramirez et al., 2000).

Ley

Ley General del
equilibrio Ecoldgico y
Proteccion al Ambiente
(LGEEPA)

Ley de aguas de Salud

Ley General de Salud

Ley Federal del Trabajo

Ley Federal Sanidad y
Animal

Ley de caminos, puentes
y autotransportes
Federal

Ley Federal de Armas y

Explosivos

Ley de industrias
mineras

Reglamento

Reglamento de Residuos
Peligrosos

Reglamento de aguas
Nacionales

Reglamento para el control
sanitario de las
actividades.

Establecimientos,
productos y servicios

Reglamento, Seguridad,
Higiene y Medio ambiente
del Trabajo

Reglamento para
transportes terrestres de
materiales y residuos
peligroso

Reglamento de Armas y
Explosivos

Reglamento para
actividades Mineras

Normas Oficiales Mexicanas

NOM-052-ECO-1993

NOM-031-ECOL-1993
NOM-071-ECOL-1994

NOM-010-STPS-1994

NOM-010-STPS-1994

NOM-016-Z00-1994

NOM.002-SCT2/1994

No existe un reglamento oficial
mexicano. Sin embargo, el Art. 41
indica que el fulminato de mercurio
esta sujeto a los reglamentos de la
secretaria de la Defensa Nacional

No existe un reglamento oficial
mexicano. Sin embargo, el Art. 41
indica que el fulminato de mercurio
esta sujeto a los reglamentos de la
secretaria de la Defensa Nacional

Entidad
Responsable

SEMARNAP,
INE, PROFEPA.

SEMARNAP,

INE, PROFEPA.

SSA

STPS

SAGAR

STC

SEDENA

SECOFI

De las leyes y los reglamentos, se derivan las Normas Oficiales Mexicanas (NOM), que son de

aplicacion federal y son redactadas con la participacion de los diferentes sectores de gobierno,

academia e industria y sometidas a consulta publica antes de su publicacion definitiva; hasta la fecha

se han publicado las normas listadas en la Tabla anterior.



La entidad encargada de vigilar el cumplimiento de estas normas, es la Procuraduria Federal de
Proteccién al Ambiente (PROFEPA) y cuenta con las oficinas generales en la Ciudad de México y

representaciones en cada estado de la Republica Mexicana (Moreno, 1995).

1.4 Metodos de deteccion
El Mercurio se utiliza como Mercurio elemental y como compuestos organicos e inorganicos (vapor

de Mercurio, Mercurio liquido, sales de Mercurio, compuestos alquilmercurio de cadena corta,
compuestos alcoxialquillmercuricos, y compuestos de fenilmercurio), todos con diferentes
propiedades toxicoldgicas. ElI Mercurio total en agua, aire, y material biol6gico se puede determinar
mediante métodos de absorcion atomica de vapor frio y por analisis de activacién de neutrones.
Mediante estas técnicas, el Mercurio puede ser detectado a concentraciones bajas (décimas de
nanogramo por gramo) en material especialmente el de origen biolégico. EI metilmercurio (MeHg)
en muestras bioldgicas se puede detectar a niveles de unos pocos nanogramos por extraccion con
benceno después de fuerte acidificacion con acido clorhidrico, seguido por analisis cromatografico
de gases de metilmercurio. De forma adicional, se han establecido algunos métodos analiticos para
determinar varias especies de sales de Mercurio inorganico y varias de las formas
organomercuriales. Estos métodos incluyen la espectrometria de masas por dilucién isotdpica,
espectrometria de masas de tiempo de vuelo, cromatografia liquida de alto rendimiento acoplado
inductivamente a espectrometria de masas (ICP) de plasma, electroforesis capilar-ICP,

cromatografia de gases-ICP, y la espectroscopia de absorcién de rayos X de estructura fina (Cabafiero
Ortiz, 2005).

1.5 Mercurio en el ambiente
Las emisiones de Mercurio a partir del humo de carbén constituyen la fuente principal de descarga

antropogénica y de contaminacién por Mercurio en la atmdsfera. Se estima que las emisiones de
Mercurio aumentaran a un ritmo del 5% anual (zhang et al., 2002). EI Mercurio en el aire con el tiempo
pasa a los rios, lagos y océanos después de viajar largas distancias junto con el viento para
finalmente tener contacto con los seres vivos (Espafiol Cano, 2001). También pueden contaminarse el
agua, los alimentos, los productos farmacéuticos y los cosméticos. Lo anterior plantea serias
preocupaciones ya que el metal persiste en el medio ambiente y se acumula en la cadena
alimenticia, tal como se aprecia en la Figura 3. En ella se pueden observar las fuentes de emisioén y
las interacciones del mercurio con las diferentes partes de los ecosistemas: atmésfera, gedsfera e
hidrésfera. Al final de cuentas, los seres vivos que habitamos la Tierra estamos expuestos a todos y
cada uno de los elementos y compuestos esenciales y no esenciales mediante las interacciones

ciclicas que se muestran en esta Figura, por lo cual no es raro que todas las especies vivas estemos
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expuestas a los agentes que, como el Mercurio, ocasionaran tarde o temprano algun efecto en el
estado normal de los individuos. En el caso del Mercurio, la Figura 3 muestra el ciclo que este

elemento lleva a cabo dentro del medio ambiente (zahir et al., 2005).

Atmodsfera
(\VVapores de Mercurio)
S Quema de combustibles fosiles,
A‘bQ industrias, incineradores de residuos,
> etc
$
\}
Hidrdsfera Geosfera (suelo)
(Biotransformacidn a partir inorgénico al é (Liquido como el Mercurio
Mercurio orgéanico) ( inorganico)
(Mar, rios, lagos vy aguas subterraneas)

Figura 3. Ciclo del Mercurio en el medio ambiente (Modificado de Zahir et al., 2005).

De las formas de Mercurio existentes, la organica resulta la mas téxica para los seres vivos debido
a su solubilidad en los compuestos de naturaleza lipidica. Investigaciones recientes han demostrado
la existencia de efectos adversos para la salud a dosis bajas de metilmercurio (zahir et al., 2005). Sin
embargo, el dafio causado por la intoxicacion con este metal puede dar lugar al fenémeno conocido
como estrés oxidativo, provocado por el aumento de especies quimicas que poseen al menos un
electrén desapareado conocidas como radicales libres. Debido a su gran inestabilidad, estas
especies reaccionan rapidamente con especies ricas en electrones libres como los lipidos, los acidos
grasos y, en caso extremo, el ADN. Como consecuencia de lo anterior se puede provocar alteracién
en el metabolismo, generando diversos problemas ocasionados por la inhibicion de las funciones de

las enzimas antioxidantes.

Entre los efectos que el Mercurio tiene sobre los humanos se puede mencionar, como ejemplo, el
ocasionado en la bahia de Minamata en Japdén como consecuencia del desecho de residuos
contaminados con el metal vertidos en el agua, lo que provocd que miles de personas murieran al
consumir pescado contaminado con compuestos organicos de Mercurio (Zalups, 2017). Esta tragedia
se debi6 a los efectos que el metal tiene a nivel celular en los diferentes érganos de los seres vivos.
De manera interesante se pudo observar que los peces acumularon el metal sin presentar

alteraciones visibles, mientras que el efecto en los seres humanos fue devastador. Algunos de los
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dafos que ocasiona el Mercurio se relacionan con el rompimiento de la estabilidad de muchas

estructuras macromoleculares y fenébmenos como el oxidativo, asi como su accion ionoforética.

1.5.1 Efectos de laintoxicacion con Mercurio en los seres vivos
El Mercurio produce intoxicacion en los seres vivos. A este proceso se le conoce como

hidrargiria, hidrargirismo o mercurialismo y es ocasionado, cuando el Mercurio, en cualquier estado
de oxidacion, entra a los organismos y ocasiona dafio. Los efectos toxicos de los compuestos de
Mercurio dependen de su naturaleza. Los compuestos organicos (principalmente el metilmercurio)
pueden afectar rifiones, higado, sangre, epitelio intestinal y pulmones, mientras que las sales
inorganicas tienen sus efectos principalmente en higado, sistema nervioso, epitelio intestinal, rifidn
(en donde se acumulan de manera preferencial) y musculo (Mela, 2012). En cualquiera de estos casos,
el Mercurio ocasiona dafos debido a que puede interaccionar con grupos sulfhidrilo (SH) de
proteinas, con el glutation, y algunos casos con proteinas ricas en Azufre, como las Metalotioneinas.
Lo anterior puede ocasionar que el contenido de grupos tiol disminuya su funcién y ello tenga como
consecuencia un aumento en el estrés oxidativo debido al incremento de Especies Reactivas de
Oxigeno y la disminucion de los sistemas antioxidantes que dependen de glutatién y enzimas que
requieren grupos SH. EIl Mercurio metalico y los vapores del metal son lipofilicos y por ello pueden
atravesar las membranas, lo que lleva a su acomulacién en varios 6rganos. De esta manera son
capaces de atravesar la barrera hematoencefélica y la placentaria ocasionando dafios neuro y fetos

téxicos (Guan & Dai, 2009).

1.6 Mercurio inorgénico en los organismos

En esta investigacion se trabajo con Cloruro de Mercurio (HgCl,), una sal que posee un mecanismo
de toxicidad propio al de los compuestos inorganicos de Mercurio. Las vias de entrada de este
compuesto al organismo son tres. La primera es la respiratoria que es la mas importante tanto para
este compuesto como para el Mercurio elemental. La segunda es la digestiva, por esta via los
compuestos inorganicos resultan menos absorbidos que los compuestos organicos de Mercurio. La
tercera via es la cutanea, misma que tiene poca importancia dentro del fenémeno de la intoxicacion
con Mercurio. Una vez que el metal ha ingresado al organismo su distribucién dependera de sus
caracteristicas fisicoquimicas. Se sabe que el 50% del Mercurio inorganico absorbido se transporta
por el plasma unido a la albumina y que el equilibrio que se logra dentro del organismos es funcién
de la dosis, la duracién de la exposicion, el grado de oxidacién, la concentracién en sangre, la
concentracion de grupos SH libres, su afinidad por compuestos celulares varios y de la velocidad de

asociacion/disociacion del complejo Mercurio-proteina.

12



En relacion a los procesos normales de biotransformacion del metal, no se ha reportado ninguno en
seres humanos. Sin embargo, en microorganismos y roedores se han detectado cuatro. El primero
involucra la oxidacion del Mercurio metalico por la enzima Hidrogeno peroxido Catalasa la cual se
localiza en los peroxisomas de animales de laboratorio. El segundo es un proceso de reduccién de
Mercurio en estado 2+ por la enzima Xantina Oxidasa convirtiéndolo en Mercurio 0; este proceso se
ha encontrado en ratas y ratones. El tercer proceso se ha encontrado en higados de ratas y consiste
en la metilacién de Mercurio en estado 2+ a metilmercurio. Finalmente, el cuarto mecanismo
involucra la biotransformacion, en higado, del metilmercurio a Mercurio 2+, también observado en
ratas expuestas al metal (Ramirez, 2008).

Se ha reportado que existen tres vias de eliminacion del metal. El primero se conoce como central
e involucra a todos los drganos menos al rifidn y al higado. Al segundo se le ha llamado periférico y
se hadividido en rifién (en donde se acumula por periodos largos) y en higado (en donde se acumula
por periodos cortos). Los procesos involucrados en higado y rifién incluyen la filtracion glomerular,
la secrecion biliar y la secrecion intestinal. Finalmente, el cuarto compartimento se da cuando existe
un depoésito antes de la salida del metal del organismo (orina, pelo, heces y ufas). La Figura 4

muestra el modelo téxico cinético para Mercurio inorganico (Ramirez, 2008).

Figura 4. Modelo toxico cinético del Mercurio inorganico (Tomado de Ramirez, 2008).
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Como se menciond anteriormente, uno de los depdsitos mas comunes del Mercurio inorgénico es el
rifidn, por lo cual éste se ha convertido en blanco de estudio de la nefrotoxicidad ocasionada por la
exposicion a bajas dosis de este metal. En ratas expuestas de 1 a 25 mM de Mercurio por kilogramo
de peso se reportaron una serie de dafios histoldgicos en las células de tibulo proximal de rifiones
de ratas expuestas. Entre estas alteraciones se distinguieron pequefios cuerpos membranosos que
posteriormente se identificaron como lisosomas anormales que aparecen en el lumen tabulo
después de una exposicion al metal. Adicionalmente y después de 12 horas de exposicion se han
detectado cambios mitocondriales, asi como necrosis celular y tubular apareciendo granulos
anormales en los tubulos renales. Se ha observado que dosis mayores de Cloruro de Mercurio en
humanos y animales puede producir anuria asociada con necrosis de la porcién distal del tabulo
proximal. De la misma manera se han reportado muchos casos de personas que han sufrido de
insuficiencia renal aguda ocasionada por gran variedad de compuestos de Mercurio. Sin embargo,
el estudio de la anuria ocasionada por la exposicion a este metal no ha sido bien abordada y requiere
de mayores investigaciones (kazantzis, 1970). En 2014, el equipo de Rice, reporté que la exposicion a
mercurio ocasiona necrosis tubular, glomerulonefritis, dafio renal crénico, cancer renal y sindrome
nefrético (Rice et al., 2014). Cuando las células renales son sometidas a una intoxicaciéon con Mercurio
todos sus componentes se ven comprometidos y el metabolismo puede ser inhibido al ser atacadas
las enzimas y demas macromoléculas participantes. Se sabe que cuando el Mercurio entra a las
células y se encuentra en estado i6nico se puede fijar a macromoléculas ricas en grupos sulfhidrilo
(SH), lo que altera varios sistemas enzimaticos pertenecientes a los diferentes organelos o a las
membranas celulares ademdas de alterar las funciones energéticas de las mitocondrias. Se ha
reportado que el Mercurio puede inhibir la actividad de la fosfatasa alcalina, el transporte de Potasio
y la actividad de la ATPasa de la membrana celular (Tchounwou, 2012., Ramirez, 2008). De la misma
manera se ha publicado que cualquier forma quimica de Mercurio puede ocasionar problemas
celulares debido a la generacion de estrés oxidativo, ya que el metal posee una elevada afinidad por
los grupos sulfhidrilo libres de muchas macromoléculas participantes como las enzimas
antioxidantes (Catalasa, Glutation Peroxidasa y Glutation Disulfuro Reductasa) y al Glutation (GSH).
El metal se puede unir a los grupos SH (inhibiendo la actividad de muchas enzimas) o formar enlaces
con el GSH depletado, de esta manera, a la célula del compuesto mas importante dentro del
metabolismo antioxidante. Se ha observado que también los niveles de acido ascoérbico y vitamina

E (otros sistemas antioxidantes enddgenos) son disminuidos en casos de intoxicacion con el metal
(Zalups, 2017., Farina et al., 2013, Li et al., 2008).
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Para entender completamente la nefropatia ocasionada por la exposicion a Mercurio en las células
renales, hace falta realizar més estudios. Sin embargo, y a pesar de ello, se han propuesto dos
mecanismos por medio de los cuales el metal puede ingresar a las células proximales, uno de ellos
por la membrana luminal (borde en cepillo) y otro a través de la membrana basolateral. La Figura 5
muestra el mecanismo propuesto para la entrada de Mercurio por la membrana en borde de cepillo

(luminal) y sus efectos dentro de las células del epitelio renal.

Glomeérulo
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Figura 5. Mecanismo de entrada del Mercurio a células de tubulo proximal de rifién (Modificado de Zalups, 2017).

En esta Figura se puede observar que el Mercurio llega al glomérulo renal formando complejos con
Cisteinas o Glutation. Una vez que se encuentra en el lumen de los tubulos proximales cualquiera
de los dos complejos puede ingresar a la célula mediante algunos transportadores de cationes entre
los que se encuentra el de Sodio. Una vez en el interior el Mercurio se libera del Glutatiéon o de las
Cisteinas libres que lo ayudaron a entrar a la célula y adquiere su valencia 2+ dando lugar, de esta
manera, a la forma toxica del metal. Una vez dentro de la célula puede ocasionar los efectos que se
han mencionado anteriormente dafiando, ademas, al material genético ocasionando mutaciones y
desencadenando posibles fendmenos cancerigenos (zalups, 2017). El segundo mecanismo involucra

los transportadores de acidos dicarboxilicos, la sintesis de alfa-cetoglutarato dentro de la célula y el
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transportador de aniones organicos. Este trasporte involucra especies de Mercurio que forman
complejos con Cisteina, Glutation y N-acetilcisteina. Se ha propuesto que el Glutatién sintetizado
dentro de la célula sale a través de la membrana basolateral y forma complejos con el Glutation
fuera de la célula. De la misma manera el metal forma complejos con cisteina y N-acetil Cisteina.
Estos complejos entran a través de la membrana por los transportadores sefialados repletando a la

célula de alfa-cetoglutarato (zalups, 2017).

1.7 Estrés Oxidativo

En las dos ultimas décadas se ha producido un explosivo interés en el papel de los radicales libres
de Oxigeno, de manera mas general conocidos como "Especies Reactivas de Oxigeno," (EROS o
ROS por sus siglas en inglés) y de las "Especies Reactivas de Nitrdgeno” (ERN o RNS por sus siglas

eninglés) en la actividad experimental basica y en la investigacion en medicina clinica (Cadenas, 1989).

En relacién con los efectos fisioldgicos (benéficos) o no fisiolégicos (téxicos) de los radicales libres
se puede decir que los primeros incluyen papeles metabdlicos en las respuestas celulares como la
defensa contra agentes infecciosos y en la funcién de un nimero de sistemas de sefializacion
celular. Un ejemplo de lo anterior lo constituye la induccién de la respuesta mitogénica. En contraste,
a altas concentraciones, las Especies Reactivas tanto de Oxigeno como de Nitrégeno pueden ser
mediadores importantes de dafios a las estructuras celulares, incluyendo los lipidos de membranas,
las proteinas y los acidos nucleicos ocasionando un fenémeno denominado estrés oxidativo (G. Poli
et al., 2004).

El efecto de las Especies Reactivas de Oxigeno y de Nitrégeno esta equilibrado por la accién de
varias barreras antioxidantes. Estas se encuentran formadas por varias enzimas, péptidos,
aminodcidos y elementos que constituyen el sistema antioxidante total del organismo. Estas
especies resultan extremadamente importantes, ya que contribuyen a la eliminacion directa de los
radicales libres (prooxidantes), proporcionando asi una proteccién maxima para diferentes sitios
biolégicos. De la misma manera existen antioxidantes no enzimaticos ademas de las enzimas
antioxidantes (Duques, 2011). A pesar de la presencia de los sistemas de defensa antioxidante de la
célula para contrarrestar dafio oxidativo por ROS, este se acumula durante el ciclo de vida. Los
dafios relacionados con el ADN, las proteinas y los lipidos se ha propuesto como precursores clave
del desarrollo de enfermedades dependientes de la edad como el cancer, la arteriosclerosis, la
artritis, neurodegenerativa y otras condiciones (Duques, 2011). Dentro del grupo de trabajo al cual

pertenece el presente, al igual que por otros autores (Redman, et al., 2017, Franco, et al., 2007); se ha
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establecido que uno de los efectos mas importantes de la intoxicacién con Mercurio es el aumento

de las Especies Reactivas de Oxigeno, las cuales desencadenan el fenomeno de estrés.

Se ha establecido que un buen antioxidante debe presentar alguna o algunas de las siguientes
caracteristicas: 1) eliminar especificamente a los radicales libres; 2) eliminar los metales redox de
guelatos; 3) interactuar con otros antioxidantes dentro de la "Red antioxidante" con la finalidad de
establecer un proceso de generacion-uso-regeneracion; 4) tener un efecto positivo sobre los genes
de expresion; 5) ser absorbido facilmente; 6) tener una concentracion fisioldgica en tejidos y fluidos
biolégicos y 7) actuar tanto en la fase acuosa como en los dominios de la membrana. Algunos
antioxidantes actian de un ambiente hidrofilico, otros en un ambiente hidrofébico, y algunos actian
en cualquier entorno celular. Por ejemplo, la vitamina C reacciona con el superdxido en la fase
acuosa mientras que la vitamina E lo hace en la fase lipidica. Por su parte, acido lipoico actla a su
vez tanto en las fases solubles en agua como en las solubles en grasa y por lo tanto puede funcionar

tanto en membranas celulares como en el citosol.

1.8 Toxicidad del Mercurio en células eucariontes

Hasta el momento no se han reportado mecanismos encargados de metabolizar al Mercurio dentro
de las células de organismos eucariontes superiores como los humanos. Sin embargo, se ha
reportado que en ratas y ratones el metilmercurio puede ser oxidado a Mercurio inorganico antes de
entrar a las células del tabulo contorneado proximal de las nefronas. EI mecanismo de esta
conversién es desconocido (Donn et al.,1980).

El efecto méas importante de la entrada de Mercurio a las células es su union a las Metalotioneinas.
Estas moléculas tienen peso molecular bajo (6000 a 7000 Da) y contienen numerosos residuos de
cisteina en donde se pueden unir metales como Mercurio, Cadmio y Zinc entre otros. (Piotrowski et
al.,, 1974). Cuando se exponen ratas de laboratorio a Cloruro de Mercurio o a vapores de Mercurio la
cantidad de Metalotioneina se eleva, de manera preferencial en rifidén. Se ha observado que, en este
organo, el vapor de Mercurio puede ser convertido a Mercurio inorganico, el cual es el responsable
de la induccién de la proteina. Este fenébmeno involucra la transcripcion de los genes MT-1 y MT-2
via interaccion con factores de transcripcibn dependientes de Zinc, asi como elementos
denominados “de respuesta a metal” que se encuentran en la region promotora de los genes de
Metalotioneinas (Koropatnick, 2000).

Tanto las formas organicas como inorgénicas tienen efectos también en el metabolismo del Glutation
en los rinones. Al administrar concentraciones elevadas de Mercurio, el nivel de Glutatién intracelular
disminuye hasta en un 85% en ratas. Se ha observado que a concentraciones no tdxicas de Mercurio

el contenido de Glutatibon aumenta debido a la induccion de la enzima Gama-glutamilcisteina
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sintetasa. De igual manera dosis bajas de metal inducen la actividad de las enzimas Glutatiéon
Disulfuro Reductasa y Glutation Peroxidasa (Lash, 1992).

La exposicion a compuestos de Mercurio también ocasiona estrés oxidativo. Lo anterior puede
deberse a la union del Mercurio al Glutation, disminuyendo el contenido del mismo y disminuyendo
la actividad de enzimas como Superdxido Dismutasa, Catalasa, Glutation Peroxidasa y Glutation
Disulfuro Reductasa en células renales (Gstraunthaler,1983).

El Mercurio inorganico interfiere con la respiracion mitocondrial ocasionando el aumento del
Perdxido de Hidrégeno y con ello el fenédmeno de estrés oxidativo. De la misma manera se ha
demostrado que el Mercurio ocasiona salida de Calcio de la mitocondria, oxidacion de nucledétidos
de piridina y colapso del potencial de membrana (Chavez, 1988., Chavez et al., 1991).

Finalmente, se ha demostrado que el Mercurio puede ocasionar alteraciones en la ATPasa de Sodio
y Potasio de la membrana basolateral de las células de tubulo proximal; inhibir las proteinas
acuaporinas 1 a 6 presentes a lo largo de toda la nefrona (verkman,1992); alterar el metabolismo del
grupo hemo ocasionando porfirinuria (Woods et al.,1990); afectar la composicion del citoesqueleto de
células de tubulo proximal (Miura,1984); e inducir proteinas de estrés de 70 y 90 kDa de peso
molecular. Estas proteinas podrian usarse como marcadores renales de intoxicacion con el
Mercurio. También, se han reportado proteinas de choque térmico de 65y 70 kDa, en células de
tibulo proximal, después de la administracion de Mercurio (Georing et al.,1992).

El Mercurio, resulta ser muy agresivo cuando se encuentra dentro de las células aun a
concentraciones muy bajas y en periodos muy cortos de tiempo. Por ello el diagnéstico y el
establecimiento de terapias de tratamiento resulta muy dificil. Se conocen algunos sintomas de la
presencia de este metal en el humano. En la fase inicial (de absorcién) se presenta pérdida de
apetito, adelgazamiento, cansancio facil, cefalea, mareos, insomnio, artralgias y peristalgias.
Cuando la intoxicacion corre su curso, los sintomas se pueden clasificar en dos. El primero se
relaciona con la digestion y se encuentra caracterizado por sabor metalico, mal aliento, nauseas,
vomitos y diarrea. El segundo se clasifica como neurolégico, en donde la primera fase se caracteriza
por tristeza, irritabilidad, ansiedad, insomnio, suefio agitado, temor, debilidad muscular, excesiva
timidez, susceptibilidad emocional, hiper-excitabilidad y encefalitis (en casos muy graves). A todo lo
anterior se le conoce como eretismo mercurial. También se ha reportado la existencia de temblores
no intencionales, los que guardan una estrecha relacion con la gravedad de la intoxicacion y con la
concentracion de Mercurio en los tejidos, adicionalmente se presenta el sindrome renal, el sindrome
oftalmoldgico y dafios en piel, rinitis y conjuntivitis, parestesia, ataxia, dificultad auditiva, dafios en

sangre, hipersensibilidad y efectos teratogénicos (Ramirez, 2008).
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1.9 Tratamientos contra la intoxicacién con Mercurio

1.9.1 Terapiade quelacion
La terapia de quelacion se basa en el uso de agentes con propiedades de union a metales pesados

como Plomo, Cadmio y Mercurio. En cualquiera de los casos se ha establecido que la terapia de
quelacion es utilizada para el tratamiento de intoxicaciones humanas y que se fundamenta en las
propiedades de unién de los agentes quelantes formando complejos estables con las especies
metalicas toxicas evitando que éstas ataquen a sus blancos biol6gicos. El primer compuesto de esta
naturaleza propuesto contra la intoxicacion con Mercurio fue el NazCeHsO7 (Citrato de Sodio), usado
por Kety en el afio de 1941. A partir de entonces se han sintetizado otros compuestos, mismos que

muestra en la Tabla 5 (Guan y Dai, 2009).

Tabla 5. Grupos de los compuestos quelantes.

Acidos sintéticos mercaptanos Compuestos con grupos tioles
Acido etilendiaminotetraacético 2,3-dimercaprol (Anti Lewisita)
(EDTA) (BAL)

Acido etilenglicol tetra acético Acido meso 2,3-dimercaptosuccinico
(EGTA) (DMSA)

Acido amino fenoxietano tetra acético

(BAPTA) Acido meso monoisoamil 2,3- dimercaptosuccinico

(M; ADMSA)

Acido meso monometil 2,3- dimercaptosuccinico
(MmMADMSA)
Acido meso monociclohexil 2,3-dimercaptosuccinico
(Mch ADMSA)
Acido 2,3-dimercapto-1-propanosulfénico
(DMPS).

Se ha reportado que la administracion de DMPS o DMSA luego de una intoxicacién con Mercurio
reduce la retencién y acumulacion de este en varios 6rganos y baja la excrecion urinaria del mismo.
Se ha reportado que el DMPS resulta el mejor quelante para compuestos inorgéanicos de Mercurio y

gue el DMSA para compuestos organicos (Ramirez, 2008).

1.10 Acido dimercaptosuccinico (DMSA)
La naturaleza hidrofilica del DMSA es responsable de su considerable absorcion gastrointestinal

cuando este quelante es administrado por via oral. Estudios en animales de laboratorio y humanos

han demostrado que en el torrente sanguineo el DMSA se une en un 90% a la albamina. Se ha
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establecido que esta unidn se lleva a cabo por uno de los dos grupos SH libres del quelante y que
el otro grupo SH es utilizado para quelar diferentes metales téxicos.

Este quelante tiene una gran aplicacion clinica debido a que es el menos toxico de los compuestos
utilizados para remocién de metales toxicos, sin afectar los niveles de metales esenciales como Zinc,
Hierro, Calcio y Magnesio, aunque se ha reportado que puede alterar el metabolismo del Cobre
(Flora, 2010).

Cuando llega a los riflones, el DMSA puede pasar a través de la membrana basolateral de las células
del tubulo contorneado proximal a través del transportador de iones Sodio; el transportador de &cidos
dicarboxilicos o el transportador de aniones organicos. Una vez dentro puede formar conjugados
estables con Mercurio. Estos conjugados pueden ser, entonces, sustratos para transportadores
enddgenos como la proteina asociada a multirresistencia 2 localizada en la membrana apical de las
células de tabulo proximal por donde son excretados hacia la luz tubular, formando parte de los
desechos renales, eliminados por medio de la orina (Bridges, 2008).

Adicionalmente se ha observado que el DMSA se puede eliminar también, en pequefias
proporciones, como compuesto puro sin transformaciones y en forma de compuestos metabolizados
por reduccién electrofilica en forma de compuestos disulfuro con cisteina u otros compuestos con
grupos sulfhidrilo (Aposhian, 1989). La Figura 6 muestra los mecanismos de absorcion, accién y

eliminacién del DMSA.

Figura 6. Metabolismo de DMSA en células de tubulo proximal de rifién (Modificada de Bridges, 2008).
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1.10.1 Uso de micronutrientes
Algunos micronutrientes que se han empleado como antagonistas de metales pesados son

Manganeso, Cobre, Zinc y Selenio. La importancia de estos elementos radica en que participan
como agentes activos formando parte de la estructura de moléculas como Metaloenzimas o
Metaloproteinas. Entre las primeras se pueden mencionar a las enzimas que participan dentro del
metabolismo antioxidante. El Zinc, el Manganeso y el Cobre sirven como cofactores para la enzima
Superoxido Dismutasa y el Selenio de las enzimas Glutation Peroxidasa, Glutation Reductasa y
Tioredoxina Reductasa (Rakhi & Jai Raj, 2007).

Se ha establecido que el Selenio y el Mercurio actdan en el organismo disminuyendo cada uno la
actividad del otro. En el rifidn, se ha reportado que la presencia de Selenio puede reducir la cantidad
de Mercurio. Sin embargo, la cantidad del metal pesado aumenta en el resto del organismo de
manera preferencial en el higado. Esta relacion presenta ciertas desventajas como el hecho de que
el selenio puede presentar propiedades prooxidantes ocasionando la oxidacion de los grupos tiol y
generando superoxidos. De la misma manera el selenio puede afectar la via urinaria de eliminacion
de Mercurio. Se ha observado que Selenio puede ocasionar modificaciones en la distribucion del
Mercurio dentro del rifion. Se sabe también que ambos elementos forman asociaciones 1:1 pero no

se tiene bien estudiada la implicacién de esta asociacion (Rakhi & Jai Raj, 2007; Lourdes, 1991; Li et al.,
2008); Choi, 1978).

1.10.2 Metabolismo del Selenio
El papel clave del Selenio en las funciones de las selenoproteinas determina que sea esencial en

varios organismos incluido el ser humano. Como constituyente de las Selenoproteinas, el Selenio
juega un papel estructural y enziméatico. Ademas de su papel como antioxidante, el Selenio también
actla como catalizador para la produccion de la hormona activa tiroidea y es necesario para el
funcionamiento del sistema inmune (Navarro & Lépez, 2000). Las formas biodisponibles de Selenio en
la dieta son la Selenometionina y la Selenocisteina. La primera no puede ser sintetizada en el
organismo, solo es adquirida mediante la dieta y se utiliza como un reservorio de Selenio. La
segunda constituye el compuesto mas importante que se incorpora a las Selenoproteinas. La
Selenocisteina es codificada por el codon UGA del ARN mensajero, por lo que se considera como
el aminoacido nimero 21. Este codon es leido como un codoén de finalizacion, por lo que la

descodificacién de la Selenocisteina requiere una reprogramacion de la transcripcion (Haweks,1985;
Driscoll, 2003).
El Selenio se absorbe bien por el tracto gastrointestinal. El 90% de la Selenometionina se absorbe

por el mismo mecanismo que la Metalotioneina. Sin embargo, de la Selenocisteina se conoce poco

su mecanismo de absorcion. Tras la absorcion, el Selenio circula en el plasma unido principalmente
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a la Selenocisteina P (que contiene una tercera parte del Selenio plasmatico) y la Selenoproteina W
(que contiene una sexta parte del Selenio plasmético), hallandose el resto unido a la albumina
plasmatica. El metal se distribuye principalmente en higado, rifiones, pancreas y musculos. El
Selenio se transfiere al feto por via placentaria y también aparece en la leche materna. La
biodisponibilidad del metal depende de la absorcién intestinal y de su conversién en alguna forma
biolégicamente activa. Las diferentes formas de Selenio siguen rutas metabdlicas distintas. La
selenometionina puede almacenarse en un almacén proteico. El catabolismo de este almacén
genera seleniuro. La Selenocisteina no se almacena, sino que se cataboliza y el Selenio resultante
forma una nueva reserva de metal. Las formas inorganicas del Selenio se almacenan directamente
en forma de selenuro, el cual, independientemente de su origen, se utiliza para la formaciéon de
selenofosfato, precursor de la selenocisteina que formara parte de las Selenoproteinas. El exceso
de Selenio es excretado ya sea via renal o gastrointestinal, pero la homeostasis del Selenio se
consigue mediante su excrecion urinaria. En algunos casos puede eliminarse por via respiratoria
(Rayman, 2000).

La funcion més importante del Selenio es como antioxidante ya que se encuentra en cada uno de
los cuatro centros cataliticos de la enzima Glutation Peroxidasa. Esta enzima utiliza al Glutatién para
reducir los peréxidos, protegiendo a las membranas y otras estructuras celulares de la accién de los
peroxidos lipidicos y otros radicales libres. La Selenocisteina es oxidada rapidamente por los
hidroperéxidos, lo cual constituye la primera parte de la accién catalitica de la enzima. En su sitio
activo contiene un residuo de Selenocisteina en el que el Selenio sufre un ciclo de oxidacion-
reduccién, constituyendo el selenol (E-Se-H), la forma activa que reduce los Perdxidos de Hidrogeno
y Nitrogeno. El selenol es oxidado a &cido selénico (E-Se-OH), el cual reacciona con el Glutatién
Reducido (GSH) formando un compuesto derivado del acido selénico (E-Se-S-G). Un segundo
Glutation regenera la forma activa de la enzima reaccionando con E-Se-S-G y formando el Glutation
Oxidado (GSSG). En conjunto dos glutationes son oxidados para reducir un hidroxiperéxido (Casals
et al., 2005). La Figura 7 muestra el mecanismo sefalado anteriormente.

Se han identificado cerca de treinta Selenoproteinas, pero no de todas se conoce su funcién.
Algunas Selenoproteinas de funcién conocida son la Tioredoxina Reductasa (con funciones
inmunolégicas, se conocen tres isoformas), la lodotironina desyodidaza (cataliza la disociacion de
la tiroxina, T4; se conocen tres isoformas), Selenoproteina P (con gran poder antioxidante, contiene
mas de doce residuos de Selenoproteina) y la Selenoproteina W (proteina muscular de funcién no

conocida). (Casals et al., 2005).
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ROH ROOH
E-Se-H E-SeOH
GSSG GSH
E-Se-S-G
GSH H-.0

Figura 7. Mecanismo catalitico de la Glutation Peroxidasa (Modificada de Casals et al., 2005).

1.10.3 Metabolismo del Zinc
El Zinc es un elemento que se encuentra unido a una gran cantidad de enzimas y proteinas (cerca

de 300), entre ellas a la enzima Superdxido Dismutasa. Ademas, se ha estimado que mas de 1000
factores de transcripcion requieren de este elemento. Muchos estudios han indicado que la falta de
este nutriente se relaciona con retardo en crecimiento, disfuncion del sistema inmune, dafio o retardo
cognitivo y otros efectos clinicos. La esencialidad del Zinc en humanos fue establecida en 1963.
Desde hace 50 afios se ha investigado el metabolismo del Zinc y se ha descubierto que no solo
participa como mediador de la respuesta inmune, sino que es un agente antioxidante y
antiinflamatorio. Se ha observado que la suplementacién de Zinc en la dieta ha ayudado a disminuir
la generacion de estrés oxidativo, asi como la produccion de citocinas inflamatorias, relacionadas
con enfermedades como la ateroesclerosis (Prasad, 2014)aby ¢, (Chasapis et al., 2012). El Zinc no impide
directamente la generacién de Especies Reactivas de Oxigeno. En lugar de ello, el Zinc actia de
manera directa sobre la estructura de la membrana celular promoviendo y participando en los
siguientes eventos: 1) activa a la enzima Superoxido Dismutasa: 2) mantiene las concentraciones
tisulares de Metalotioneina; 3) protege a los grupos tiol; 4) evita la interaccidén entre grupos quimicos
con Hierro para formar radicales libres y 5) evita dafios al DNA. La deficiencia de Zinc puede generar
organismos mas susceptibles al estrés oxidativo, aumentando los niveles de lipoperoxidacién en las

membranas mitocondriales y microsomales (Stefanidou, 2006).
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Las proteinas que unen Zinc como las Metalotioneinas, constituyen macromoléculas que protegen
contra el estrés oxidativo generado por la presencia de metales téxicos, infecciones y baja
concentracion de Zinc. Las Metalotioneinas son proteinas constituidas por 61 aminoacidos, de los
cuales 29 son cisteinas. Ellas tienen un papel muy importante en la homeostasis celular relacionada
con los metales debido a que tienen gran afinidad por los mismos (en particular por Zinc y Cobre).
Aunque puede unir varios metales, el Zinc es el metal que se reconoce como principal inductor de
estas proteinas. No se sabe sila unidn de Zinc a Metalotioneina constituya el resultado de la sintesis
o actividad de la misma. Sin embargo, se sabe que cuando la proteina es degradada el Zinc puede
ser liberado y participar dentro del metabolismo o inducir la formacion de nuevas proteinas. La
Metalotioneina pueden ayudar a detoxificar a las células ya sea por unidon de metales toxicos o de
Especies Reactivas de Oxigeno, como los radicales hidroxilos (300 veces mas que el Glutatién). De
esta manera se puede establecer que otro de los papeles del Zinc es mantener el nivel de
Metalotioneinas para proteger a la célula de los dafios ocasionados por el estrés oxidativo derivado
de agentes téxicos que entran a las células. Por la cual se protege al DNA y a otras estructuras
biolégicas de los dafios ocasionados por los radicales libres. Se ha establecido la posible induccién
de los genes MtT-1 y MtT-2 por Zinc.

Lo anterior indica la importancia del Zinc como elemento mediador de dos de las defensas
antioxidantes celulares (Superéxido Dismutasa y Metalotioneina) ademas de tener la funcion de
proteger grupos tioles y prevenir la interaccion entre diversos grupos quimicos y el Hierro, evitando
la formacion de Especies Reactivas de Oxigeno intracelulares. Finalmente se sabe que el Zinc
puede estabilizar al DNA ya que posee la capacidad de localizarse dentro del nlcleo por largo
tiempo. El Zinc también puede participar en la apoptosis celular, el sistema inmune, el metabolismo
del Cobre, el sistema cardiovascular, el cancer y enfermedades como Alzheimer, Diabetes mellitus,
depresion y enfermedad de Wilson (Stefanidou, 2006; Christos, 2012; Prasad, 2013).

El Zinc funciona como antioxidante por diferentes mecanismos. Las Especies Reactivas de Oxigeno
son constantemente producidas in vivo dentro de la célula ya sea mediante la cadena de transporte
de electrones de la mitocondria, las enzimas microsomales del citocromo P450, las flavoproteinas
oxidasas y el metabolismo peroxisomal de acidos grasos. Ademas, la enzima nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa (NADPHoxs) cataliza la formacion de ion superdxido (°O2) desde el
Oxigeno utilizando al NADPH como donador de electrones. El Zinc tiene la capacidad de inhibir la
actividad de esta enzima, siendo, ademas, cofactor de la Superoxido Dismutasa, la cual cataliza la
dismutacién del radical superoxido a Peréxido de Hidrogeno (H-0,). Por otro lado, el Zinc puede
competir con los iones Fierro (Il) y Cobre (Il) por sitios de unién tanto en las membranas biologicas

como en algunas proteinas, de manera que los iones catalizadores de Especies Reactivas de
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Oxigeno no cumplan su funcién. El metal también tiene la propiedad de activar a las enzimas
dependientes de Glutation, reducir la actividad de enzimas oxidantes como el 6xido nitrico sintetasa
(iNOS) y la NADPH oxidasa, asi como inhibir los productos de la lipoperoxidacion. A nivel genético
se sabe que el Zinc puede tener un papel regulador sobre el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), un
miembro de la familia CNC-b ZIP, que constituye un factor de transcripcién critico que regulan la
expresion genética de proteinas antioxidantes como Superdxido Dismutasa, Glutatién S-Transferasa
(GSTA-1), Hemoxigenasa (HO-1) y GSH por unién con un elemento responsable antioxidante (ARE)

en la region promotora del gen blanco (Prasad, 2014).

1.11 Distribucion y transporte de Zinc

Una vez que el catién se transfiere desde los eritrocitos al plasma, se fija a diferentes sistemas
transportadores. La albumina es el transportador mayoritario en el plasma. Sin embargo, existen
otros transportadores de Zinc tales como la transferrina o la alfa-2-microglobulina. El porcentaje en
el que este elemento es acarreado por los transportadores mencionados se encuentra entre el 57 y
el 40%, para la albimina y la alfa-2-microglobulina respectivamente, y en muy poca proporcién por
la transferrina. También se encuentra unido a aminodacidos (3%), formando complejos sobre todo
como Zn-cisteina o Zn-histidina. Es a partir de estos sistemas de transportadores sanguineos como
los tejidos toman mayores o menores cantidades de cation, en funcion de sus necesidades. La

Figura 8 muestra el transporte de Zinc en células epiteliales.

Figura 8. Distribucion y Transporte de Zinc en células epiteliales (Tomado de Terrés, 1999).
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CAPITULO 2
ANTECEDENTES
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Uno de los principales efectos del Mercurio es la produccion de radicales libres, al ocasionar la
disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes. Los radicales libres ocasionan dafios a
macromoléculas como el 4cido desoxirribonucleico (DNA), las proteinas y los lipidos. Lo anterior no
indica que solo las macromoléculas mencionadas sean susceptibles de dafio, pero si hace referencia

a que son las que resultan mas dafiadas.

2.1. Dafio por estrés oxidativo

La presencia de electrones desapareados generalmente confiere un alto grado de reactividad a los
radicales libres. Los radicales derivados de Oxigeno representan la clase mas importante de
especies generadas en los sistemas vivos; siendo mas importantes que los radicales libres de
Nitrégeno. En la actualidad, dia a dia, se va incrementando el porcentaje de personas que padecen
enfermedades como dafio renal, cancer, Parkinson y Alzheimer. Existen avances en el conocimiento
del origen y la evolucion de algunas de estas enfermedades, por lo que se han podido estudiar los
efectos de algunas de las enfermedades mencionadas. Se ha observado que el estrés oxidativo
juega, muchas veces, un papel importante en el desarrollo de estas y otras patologias. El fenbmeno
del estrés oxidativo puede generarse a partir de sustancias endoégenas o exégenas. Dentro de las
primeras se pueden incluir la cadena de transporte de electrones de las mitocondrias, el metabolismo
del Citocromo P450, la actividad de los peroxisomas, y la activacion de células inflamatorias. Las
mitocondrias pueden generar cantidades significativas de glutation y mantener el estado redox
involucrado en procesos como la reparacion y expresion del DNA. En la Figura 9 se observa la
entrada de Especies Reactivas de Oxigeno en las células y el proceso seguido hasta originar

posibles mutaciones.

Cuando se presenta un entorno oxidativo se produce la modificaciéon de los grupos sulfhidrilo de
algunas proteinas (proteina-SH), ya que estos pueden sufrir el proceso de oxidacion. Los productos
parcialmente oxidados tienen la capacidad de reaccionar con Glutation Reducido y con proteinas
unidas al péptido (proteina-SSG), que se reducen por medio del ciclo del Glutatién a través de las
enzimas Glutation Reductasa, Glutaredoxina y Tiorredoxina, cuya finalidad es la restauracion de los
sulfhidrilos de las proteinas (proteina-SH). Sin embargo, si el proceso de oxidacion de los grupos
sulfhidrilo de las proteinas no es frenado por GSH, la oxidacién adicional conduce a la formacion de
forma irreversible de formas oxidadas, tales como proteina-grupo acido sulfinico (proteina-SO2H) y
proteina-grupo acido sulfénico (proteina-SOsH). Generalmente, la capacidad antioxidante de los
compuestos tiol se debe a que el atomo de Azufre puede facilmente perder un solo electrén. Durante

el tiempo que dura la existencia de las especies radicales de Azufre se genera un radical tiilo (GSe),
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significativamente importante al igual que muchos otros radicales generados durante el estrés. La
reaccion de Glutation Reducido (GSH) con un radical Re es la siguiente: GSH + Re — GSe + RH. Los
radicales tillo generados pueden dimerizarse formando el Glutatién Oxidado (GSSG): GSe + GSe —
GSSG. Este producto se puede acumular en el interior de las células y entonces adquiere un valor
esencial la relacién de GSH / GSSG como medida del estrés oxidativo de un organismo. Una
concentracion demasiado alta de Glutatibn Oxidado puede dafiar la actividad de varias enzimas. De
manera adicional, el GSSG puede reaccionar con los grupos sulfhidrilo de proteinas para producir
la proteina mixta disulfuro méas Glutation: GSSG + proteina-SH < proteina-SSG + GSH. Los
disulfuros mixtos (proteina-SSG) tienen una vida media mas larga de GSSG, muy probablemente

debido al plegamiento de las proteinas. Todo lo anterior se puede observar en la Figura 10.

Figura 9. Etapas que conforman el proceso carcinogénico en presencia de radicales libres (Modificado de Valko, 2006).

Las principales funciones de proteccion del Glutation contra el estrés oxidativo involucran los
siguientes aspectos: 1) el Glutatién es un cofactor de varias enzimas desintoxicantes contra el estrés
oxidativo, por ejemplo: Glutatién Peroxidasa (GPx) y Glutation Transferasa; 2) el Glutation participa
en el transporte de aminoéacidos a través de la membrana plasmatica y 3) este péptido puede

neutralizar radicales hidroxilos, Oxigeno singlete, Peréxido de Hidrogeno y perdxidos de lipidos.
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Figura 10. Papeles de GSH en la de los grupos sulfhidrilo de proteinas (Modificado de Valko, 2006).

El efecto de las Especies Reactivas de Oxigeno y las de Nitrégeno esta equilibrado por la accion de
agentes antioxidantes no enzimaticos y de enzimas antioxidantes. Tales defensas antioxidantes son
muy importantes, ya que representan la eliminacion directa de los radicales libres (prooxidantes),
proporcionando asi una proteccibn maxima para algunos sitios biolégicos importantes. Un buen
antioxidante debe cumplir algunas caracteristicas, entre las que se encuentran 1) eliminar de manera
especifica los radicales libres; 2) debe metabolizar los metales redox de quelato; 3) interactuar
(regenerar) a los antioxidantes dentro de la "Red antioxidante"; 4) tener un efecto positivo sobre el
gen de expresion; 5) ser absorbido facilmente; 6) estar presente en los tejidos y fluidos a una
concentracion fisiolégica; 7) llevar a cabo su accion tanto en la fase acuosa como en los dominios

de la membrana.

Los antioxidantes enziméticos mas eficientes comprenden una bateria de enzimas que incluye a la
Superoxido Dismutasa, la Catalasa y la Glutatibn Peroxidasa. Los antioxidantes no enziméaticos
incluyen a la vitamina C, la vitamina E, los carotenoides, los antioxidantes tiol (Glutatién, Tiorredoxina
y el &cido lipoico), los flavonoides naturales, un producto hormonal de la glandula pineal, la
melatonina y otros compuestos. Algunos antioxidantes actian en un ambiente hidrofilico, otros en
un entorno hidrofébico, y algunos actidan en ambos ambientes dentro de la célula. Los mecanismos
de accion dependeran del tipo de antioxidante del que se trate. Por ejemplo, la vitamina C reacciona
con el superéxido en la fase acuosa mientras que la vitamina E lo hace en la fase lipofilica. En

contraste, el acido lipoico es soluble tanto el agua como en los lipidos y por ello puede funcionar
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tanto en membranas celulares como en el citosol. Todo lo mencionado anteriormente sustenta la
importancia de los agentes antioxidantes porque pueden equilibrar la produccién de radicales libres,

asi como inhibir la produccion de estas especies dafiinas.

Existen microelementos esenciales que también cuentan con accién antioxidante, entre ellos estan
el Selenio y el Zinc. La creciente importancia del Selenio en la fisiopatologia humana radica no sélo
en la mayor consideracion clinica que cada dia tienen los elementos traza sino en su papel en la
proteccién de la célula contra el estrés oxidativo. EI hombre ingiere el Selenio en forma de
Selenometionina y Selenocisteina, siendo esta Ultima la forma en que el Selenio se encuentra en
las proteinas y la de mayor biodisponibildad. El Selenio forma parte de la Glutation Peroxidasa (GSH-
Px), una enzima fundamental en el sistema de defensa antioxidante celular, ya que descompone los
hidroperéxidos lipidicos y el peréxido de hidrégeno en presencia de Glutation Reducido. La Figura

11 muestra la importancia del Selenio dentro del sistema antioxidante.

Se

Figura 11. Accion antioxidante del Selenio como cofactor de enzimas antioxidantes (Modificado de Navarro, 2004).

Los mecanismos precisos de la accion y acumulacién del Mercurio y su retencién dentro de los
drganos blancos aln no estan claros. En general, la asociacion de Mercurio con Selenio se utiliza
para explicar estos fendmenos y una correlacion positiva entre los dos elementos ha sido notificada

con frecuencia (watanabe 2002). Las interacciones de Mercurio y Selenio involucran procesos
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toxicoldgicos y bioquimicos complicados. Por ejemplo, la interaccidon entre Mercurio inorganico y
Selenito de Sodio muestran caracteristicas diferentes a la interaccion entre metilmercurio (MeHg) y
Selenio.

El Mercurio suele ser acumulado y/o retenido y el Selenio (Se) puede proteger a las células de
efectos nocivos de metal pesado. Por “retenido” se entiende lo que se acumuld y que no se elimino.
En humanos la acumulacién de Mercurio fue observada en grupos expuestos a vapor de Mercurio
de forma laboral (mineros y personal dental) o a través de un entorno contaminado (alimentos
contaminados) o por implantes odontoldgicos como las amalgamas. Se ha reportado que la
acumulacién y retencion mas alta de ambos elementos (Mercurio y Selenio) presenta una relacion
casi equimolar, determinandose en la glandulas tiroides y pituitaria seguido de la corteza renal y
algunas partes del cerebro de mineros jubilados y personal dental (Kosta, 1975; Nylander 1991; Falnoga,
2000). En estas personas se pudo detectar una concentracion muy elevada de Mercurio en los
organos y un dafio celular muy bajo, lo cual puede sugerir la formacién de asociaciones o complejos
1:1 entre ambos metales. A nivel celular, después de la homogeneizacion y centrifugacion de los
tejidos, asi como de los estudios de microscopia electronica y de rayos X realizados, se encontrd
gue tanto la acumulacion como la retencién de Mercurio y Selenio se localizaron en lisosomas y
nacleos en forma de agregados (Friberg, 1989, citado en Drasch 1996).

El proceso de desintoxicacion no puede ser atribuido solamente a la formaciéon de conjugados
Mercurio-Selenio. Dentro de las células de diferentes érganos se ha detectado un tripéptido de suma
importancia metabdlica, el Glutation en estado reducido (GSH) y una proteina citosdélica de unién a
metal rica en cisteina denominada Metalotioneina (MT). Esta proteina es conocida por formar
complejos estables con metales, incluido el Mercurio en 6rganos como rifidn (Cuello, 2016; Zalups, 2000;
Chen, 2004 a b), higado (Chen, 2004 a, b), la glandula tiroides (Falnoga, 1994) y el cerebro (Falnoga, 1993). L0
anterior se ha determinado en experimentos con animales expuestos a vapor de Mercurio o sales
de Mercurio inorganico.

Al revisar la literatura, se encontraron trabajos reportando que el Glutation podria jugar un papel
importante durante la toxicidad aguda con Mercurio. También hay datos e hip6tesis relacionados
con la posibilidad de la participacion del Selenio dentro de las funciones de la Metalotioneina
(Takatera, 1994). Los productos finales de la degradacion de la unién proteina-Selenio (en forma de
enzimas o en Selenoproteinas) podrian contribuir a la formacién de complejos insolubles de Mercurio
como el selenuro de Mercurio o complejos con sulfuro, mismos que se encuentran en los lisosomas
de diferentes tejidos (Aoi, 1985; Li, 2002; citada en Huang, 2004).

Por otro lado, como se especula por algunos autores (Drasch, 1996, 2000; Gailer 2002; Cafiari, 2011), la

unidon del Selenio al Mercurio podria originar una deficiencia relativa de concentraciones
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biolégicamente disponibles del micronutriente en diferentes formas (Selenuro de Hidrégeno u otros
metabolitos reactivos de Selenio) necesarias para la sintesis de enzimas dependientes de Selenio.
Lo anterior podria conducir a la disminucion de las funciones de desintoxicacion de radicales libres,
el metabolismo de la tiroides y la produccién de moléculas del sistema inmune (Tapiero, 2003; Schweizer,
2004). Por ello, se ha comenzado a estudiar la cantidad de Selenio no asociado a Mercurio en los
tejidos (Drasch, 2000). Derivado de la suposicidn de que el Mercurio es cuantitativamente depositado
en los tejidos unido a Selenio en una relacién 1:1, la cantidad de Selenio no unido a Mercurio puede
ser calculado por la diferencia entre el contenido molar de los dos elementos (moles de Selenio-

moles de Mercurio).

2.2. Zinc y estrés oxidativo

Otro oligoelemento esencial dentro de la dieta alimenticia es el Zinc (Zn), uno de los mas importantes
metales traza en el cuerpo y es indispensable para el crecimiento y desarrollo de los
microorganismos, plantas y animales. Se encuentra en todos los tejidos corporales y secreciones en
concentraciones relativamente altas (85% en musculos y los huesos, 11% en la piel y el higado) y
muy elevadas en otros (préstata y partes del 0jo).

En todos los sistemas vivos, las células requieren niveles adecuados de defensas antioxidantes con
el fin de contrarrestar el efecto perjudicial de una producciéon excesiva ROS y para evitar dafios a
las células inmunes. La existencia de estas defensas celulares se debe a que existen procesos
normales de produccion excesiva de Especies Reactivas de Oxigeno. Por ejemplo, los procesos
inflamatorios, la activaciéon de fagocitos y/o la accién de productos bacterianos con receptores
especificos son capaces de promover en conjunto la enzima NADPH oxidasa, quien cataliza la
produccion de altas cantidades del anion superédxido (O2). Bajo ciertas circunstancias los
macrofagos pueden producir radicales libres del tipo superéxido y Peréxido de Hidrégeno (H202)
gue son esenciales en procesos de fagocitosis de microbios invasores (Puertollano, 2011).

El Zinc protege a la célula de dafios de oxidacién por radicales libres. Esto puede ocurrir por varios
factores, entre los que se encuentran la estabilizacion de la estructura de la membrana celular; el
mantenimiento de un nivel adecuado de Metalotioneinas (que son captadores de radicales libres);
ser un componente esencial de la Superéxido Dismutasa (SOD); actuar como agente protector para
tioles; prevenir la interaccion entre los grupos quimicos con hierro para formar radicales libres; asi

como actuar como inhibidor de la NADPH oxidasa (atrapa los radicales) (Davis et al., 1998; Tapiero y Tew
2003; Rahman 2007).
El sistema inmune es especialmente sensible a la oxidacién. Las células que constituyen el sistema

inmune dependen de la comunicacion célula-célula a través de receptores unidos a la membrana

para llevar a cabo una adecuada transmisién de las sefiales. Las membranas celulares son ricas en
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fosfolipidos que, si se oxidan, pueden conducir a una pérdida de integridad de la membrana
alterando la fluidez de la misma (Reyes, 2009) dando como resultado que tanto las funciones celulares
como la sefializacién intracelular se vean afectados intensamente. Algunos investigadores han
demostrado que la exposicion a agentes potencialmente pro-oxidantes puede implicar una reduccion
en la expresion de algunos receptores de la membrana celular en aquellas células que no estan
adecuadamente protegidas por antioxidantes. Por estas razones, resulta obvio que se requieren
cantidades elevadas de agentes neutralizantes (antioxidantes) no solo para proteger las células
contra el estrés oxidativo, sino también para prevenir y/o reducir el dafio de las células inmunes. Por
el contrario, la ingesta insuficiente de antioxidantes, en la dieta, puede conducir a una profunda

supresion inmune de funciones, aumentar el riesgo de sepsis y predisponer a las infecciones (Gruner,
1986).

2.3. Proteccién del Selenio y el Zinc contrala toxicidad inducida por metales pesados
Los metales no esenciales tienen una serie de efectos nocivos en el cuerpo de humanos y animales.
Metales como Plomo (Pb), Arsénico (As) y Cadmio (Cd) son altamente tdxicos incluso a muy bajas
concentraciones (Martinez, 2013). Entre los metales no esenciales, el Arsénico (As), el Plomo (Pb), el
Mercurio (Hg) y el Cadmio (Cd) causan grave preocupacion por su bioacumulacién inadvertida lo
cual genera una alta toxicidad, principalmente por la interrupcién de la condicion homeostatica
celular.

Cada uno de esos metales expone una toxicologia Unica, sin embrago, los mecanismos comunes
de toxicidad incluyen mimetismo, dafio oxidativo y formacién de aductos con ADN o proteinas. La
toxicidad afecta a casi todos los sistemas y érganos en el cuerpo, incluido el cerebro. Algunos efectos
incluyen la generacion de ROS, la alteracion de los procesos de reparacion del ADN; la metilacion
de material genético; genotoxicidad y activacion de la ruta de la proteina quinasa activada por
mitégenos.

La exposicion al mercurio puede dafiar los pulmones, alterar la membrana mucosa y causar vomitos,
nauseas, erupciones en la piel, aumento de la presion arterial, disfuncién renal y neuroldgica grave.
Este metal induce efectos genotdxicos a través del estrés oxidativo; rompe la homeostasis del
Calcio, y altera sistemas neurotransmisores e interacciones citoesqueléticas.

El Zinc es uno de los metales esenciales que puede mimetizar los efectos de metales pesados como
el Plomo, el Cadmio, el Mercurio y el Arsénico, ayudando a mantener la funcionalidad de muchos
procesos fisiolégicos como el crecimiento celular, la maduracién inmune y la reproduccion. Este
micronutriente tiene un papel biologico protector contra el dafio de los radicales libres manteniendo

un nivel adecuado de MT, siendo un componente esencial de Cu, Zn-Superéxido Dismutasa (Cu,

33



Zn-SOD), o como agente protector de los tioles y otros grupos quimicos. También sirve como
cofactor en muchas reacciones enzimaticas importantes incluyendo la actividad de Carboxil
peptidasa, Alcohol deshidrogenasa y Anhidrasa carbonica.

El Selenio juega un papel crucial en la mejora de la toxicidad ejercida por los cuatro metales toxicos
mencionados anteriormente. Muchos estudios demuestran que el Se funciona a través de la
formacion de Selenoproteinas, que contribuyen a la defensa antioxidante; la produccién de hormona

tiroidea y las respuestas inmunes en diversos procesos biolégicos (Spiller, 2017).

2.4. Selenio en la intoxicacién con Mercurio

La toxicidad e interaccion del Selenio con el Mercurio, depende de la naturaleza de este agente
toxico (por ejemplo, Hg® Hg*" y Hg*™?). El mecanismo de la toxicidad del Mercurio se basa en su
capacidad para unirse y en ciertos casos inhibir el resto de las macromoléculas que contienen Azufre
y Selenio. El Mercurio tiene una menor afinidad por los grupos tiol y mayor afinidad para los grupos
gue contienen Selenio, lo que permite un modo de accién multifactorial. La relativa facilidad con la
gue el mercurio puede pasar de un grupo tiol a otro permite el movimiento de un grupo vinculante a
otro alterando el transporte a través de las membranas y afectando a multiples proteinas. La union
del Mercurio al Selenio se realiza en Selenoproteinas y Selenoenzimas. El Mercurio presenta una
afinidad muy alta (varios 6rdenes de magnitud) con los grupos tiol. Cuando el Mercurio se une a
estas estructuras origina la disminucién de las reservas de Selenio y da lugar a dafios suprarrenales
y posteriormente al dafio oxidativo. Por otro lado, el metal (ya sea en forma de MeHg* o Hg?*) unido
a los grupos tioles de las Cisteinas, puede actuar como un sustrato para el transportador de iones
organicos en las células tubulares renales, lo que permite la absorcion en los rifiones y la alta carga
renal de Mercurio. Este hecho se ha propuesto como mecanismo de toxicidad del Mercurio tanto en
los rifiones como en el cerebro. Multiples estudios han demostrado, ademas, la reduccion del
Glutation en células renales, hepaticas y neurales. Esto ocurre ya que el Glutation se moviliza en

respuesta al estrés oxidativo ocasionado por la presencia de Mercurio (Mostafizur, 2019).

2.5. Zinc y la desintoxicacion del Mercurio

Se ha reportado que el mecanismo de proteccion del Zinc contra la intoxicacion con Mercurio (Il) se
realiza principalmente a través de la formacion de Metalotioneina y las manifestaciones
antioxidantes (Jadan-Piedra et al., 2019). Aungue la afinidad del Mercurio a las Metalotioneinas es mayor
que la del Zinc, se ha propuesto que la union del Mercurio a la Metalotioneina (Hg-MT) pudiera
actuar como un mecanismo potencial de proteccién. Fukino et al. (1984), informaron que la

restauracion de las enzimas antioxidantes como GPx y Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, el
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aumento de la vitamina C y E, asi como contenido de GSH podrian servir como un mecanismo

protector originado por el Zinc (Fukino et al., 1984).
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CAPITULO 3
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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Hoy en dia se sabe que los efectos toxicos de los metales pesados en los seres vivos van
aumentando debido, principalmente, a la fabricacion de muchos compuestos quimicos derivados de
los mismos, los cuales se utilizan sin la méas minima conciencia del mal uso que de ellos se ha hecho.
Los metales pesados son muy toxicos cuando se encuentran en forma de iones y con cargas
positivas (+1 o +2) ya que constituyen las formas téxicas cuando se encuentran dentro de las células
de todos los seres vivos.

Dentro de las células, los iones metalicos pueden interactuar con macromoléculas esenciales
dafando sus funciones y desencadenando el desequilibrio del metabolismo. Lo anterior es
responsable de muchas de las enfermedades o efectos toxicos por los que cursan los seres vivos
expuestos a los metales pesados de manera aguda o toxica, asi como de forma ocupacional o no
ocupacional.

El Mercurio es un elemento que provoca diferentes efectos de acuerdo a sus caracteristicas fisicas
y quimicas. Por esta razén sus multiples compuestos (ya sean organicos o inorganicos) ejercen sus
efectos de manera particular. Al final cualquiera que sea el compuesto generara la liberacion del
mercurio i6nico, el cual ejercera sus efectos principalmente uniéndose e inactivando
macromoléculas ricas en grupos sulfhidrilo. EI Mercurio tiene efectos adversos practicamente en
todos los 6rganos del cuerpo de los animales y los humanos, y puede llegar a ocasionar la muerte
de muchos miembros de comunidades cercanas a lugares contaminados con el metal.

Ante este escenario es necesario establecer ayuda de tipo metabdlico mediante el cual se puedan
contrarrestar los efectos de la intoxicacion con Mercurio en los mamiferos y de esta manera generar
posibles tratamientos con la finalidad de eliminar el Mercurio del organismo o disminuir los efectos
de su presencia en las células. Los micronutrientes y los quelantes especificos constituyen dos
posibles candidatos bioquimicos para el estudio de sus efectos sobre la intoxicacién con el metal.
Por lo anterior se puede establecer que el problema de investigacién de este trabajo se enfoca al
estudio de los efectos téxicos del Mercurio y, en base a ello, el establecimiento de posibles terapias
para ayudar a prevenir, combatir o reparar los efectos téxicos del Mercurio en mamiferos, entre ellos

el humano.
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CAPITULO 4
JUSTIFICACION E HIPOTESIS
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4.1. Justificacién

El Mercurio se une a los grupos sulfhidrilo libres o pertenecientes a proteinas y péptidos de
importancia bioldgica. Por ello uno de sus efectos mas dafiinos de este elemento es la inhibicién de
las enzimas antioxidantes, lo que trae como consecuencia el aumento de las Especies Reactivas de
Oxigeno al alterar el balance entre estas y los sistemas antioxidantes endégenos, lo que a su vez
genera estrés oxidativo, responsable de enfermedades que dia con dia van en aumento. Ademas,
se ha relacionado la exposicion a Mercurio con diversos problemas renales, mismos que han ido en
aumento en los paises (incluido México) que desarrollan la industria del Mercurio. La Ciudad de
Tuxtepec, Oaxaca cuenta con diferentes tipos de industrias que pueden contaminar el medio
ambiente con metales (incluido este metal) y por ello desencadenar enfermedades renales. En esta
localidad, datos proporcionados por el ISSSTE (INEGI, 2018), han indicado que los casos de
enfermedad renal de origen desconocido han ido incrementando con el paso del tiempo. La edad se
relaciona con el sexo afectando a las mujeres de 45 a 64 afios de edad con fecha de registro de 01
de enero al 31 de diciembre del 2017. La enfermedad renal se ha dividido en dos etapas, de ellas
se sabe que, el 33.33% cursa la etapa 2 y 66.66% la etapa 1. Si el dafio se mide en relacion con el
sexo, en el caso de personas de 65 afios en adelante la enfermedad renal afecta 25% a mujeres y
75% a hombres y de ello el 25% se encuentra en etapa 2 y 75% de etapa 1, (datos proporcionados
por el ISSSTE, afio del registro 2017-2021 en Tuxtepec, Oaxaca).

De acuerdo con cifras oficiales, las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) representan
70% de todas las muertes. En gran medida el problema es consecuencia de falta de accion,
desarticulacion institucional y procesos mal encaminados. Hoy en dia se gasta el 50% de los
recursos destinados a salud en ECNT, entre ellas la Enfermedad Renal Crénica (ERC). Si el numero
de casos que llegan a etapas tardias no disminuye de manera significativa, el impacto econémico
de la ERC en el sector salud pondria generar graves problemas financieros. La ERC es un problema
de grandes dimensiones en México, cuyas proporciones e impacto apenas se ha comenzado a
entender. El problema en su mayor parte es consecuencia de ECNT mal atendidas, que son el azote
de las instituciones del sector, entre las que se pueden mencionar el sobrepeso, la obesidad, la
diabetes, la hipertension arterial sistémica, las dislipidemias, por mencionar las mas importantes.
Desafortunadamente a la fecha no se cuenta con informacion precisa, pues no existe en México un
registro nacional centralizado de casos de padecimientos renales, de gran valor para su
caracterizacion, determinacién de incidencias y prevalencias, analisis de costos, planeacion de
acciones y recursos, ya que muchas de las verdaderas causas de muerte que serian atribuibles a la
enfermedad, en su progresion desde las etapas tempranas, quedan ocultas dentro de un genérico

gue casi siempre se reporta como muertes por enfermedades cardiovasculares.
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A pesar del subregistro, fuentes oficiales citan la ERC dentro de las primeras diez causas de la

mortalidad general en el Ultimo decenio (Tamayo et. al., 2016). La Tabla 6 muestra las 10 principales
causas de muerte en México.

Tabla 6. Las diez principales causas de mortalidad a nivel nacional y regional (Tomada de INEGI, 2020-2021)

Principales causas de muertes por sexo.

Se ha informado que de no tomarse medidas adecuadas de ensefianza en las escuelas e
instituciones o por la falta de difusion de conocimientos en insuficiencia renal, la ERC se convertira

un problema de salud publica en muy poco tiempo. No obstante, el problema ha crecido
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exponencialmente, en términos de pacientes y en términos de procedimientos de dialisis en el
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado. Por su parte el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), prevé que los pacientes con insuficiencia renal aumentaran del
1.1% en 2011 al 14.3% en 2050, y que el gasto aumentara del 4.0% al 28% (Hernandez, 2019).

En las 8 regiones del Estado de Oaxaca, las principales causas de mortalidad son Diabetes Mellitus,
Infarto Agudo, Tumores Malignos, Enfermedades del higado e Hipertension Arterial.

Dentro de las diez principales causas de mortalidad por region aparecen otras enfermedades del
higado cuya tasa estatal es de 22.69%. La regién de Valles Centrales tiene la mas alta tasa con
28.68 % seguida de Papaloapan con 23.33% y Cafiada con 24.04%. Sin embargo, solamente la
region del Papaloapan aparece con 14.28% de casos de insuficiencia renal (NOTA: Tasa por 100 mil
habitantes. Fuente: Cubos de SEED, 2010 al 2016. Proyecciones CONAPO 2010-20).

Por lo anterior, el estudio de los posibles tratamientos con agentes guelantes y microelementos
constituye un esfuerzo por contrarrestar los dafios ocasionados por la exposicion a Mercurio en
rifiones de roedores intoxicados con el metal.

Los estudios realizados en esta investigacion tuvieron como finalidad generar informacion
relacionada con el uso de diversos esquemas de proteccion del rifién utilizando agentes quelantes
y micronutrientes contra la intoxicacién renal con Mercurio. Estos estudios podrian proporcionar
informacion importante con el fin de, posteriormente, poder iniciar el escalamiento en humanos y
con ello investigar si estos esquemas de proteccion podrian ser Gtiles en las personas que sufren

dafo renal debido a la intoxicacién con Mercurio.

4.2. Hipo6tesis

El Selenio, el Zinc y el Acido Dimercaptosuccinico (DMSA) solos o en combinacion, disminuiran los
efectos adversos del Mercurio en ratas Wistar macho que pertenecen a la especie Rattus

norvegicus, expuestas de forma oral a Cloruro de Mercurio (HgCly).
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CAPITULO 5
OBJETIVOS
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5.1. General

Estudiar el efecto de los elementos esenciales Selenio y Zinc, asi como el agente quelante Acido
Dimercaptosuccinico (DMSA), y su papel preventivo sobre la intoxicacion renal con Mercurio en
roedores.

5.2. Particulares

1.- Estudiar el efecto de la exposicién a Mercurio en rifiones de roedores expuestos via oral por un
periodo de 15 dias.

2.- Analizar el efecto del tratamiento con Selenio en rifion de roedores expuestos a Mercurio.

3.- Estudiar el efecto del tratamiento con Zinc en rifién de roedores expuestos a Mercurio.

4.- Evaluar el efecto del tratamiento con Selenio y Zinc en rifidon de roedores expuestos a Mercurio.
6.- Estudiar el efecto del tratamiento con DMSA en rifién de roedores expuestos a Mercurio.

7.- Evaluar el efecto del tratamiento con Selenio, Zinc y DMSA en rifion de roedores expuestos a
Mercurio.

43



CAPITULO 6
METODOLOGIA
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Todos los animales (rata macho de la cepa Wistar) fueron alimentados con comida procesada con
el contenido de nutrientes necesarios para su buen crecimiento. Se formaron grupos de 6 ratas cada
uno y se colocaron en cajas en donde se les dio agua o el tratamiento correspondiente,
manteniéndolos en un ambiente con temperatura templada y ciclos de luz-oscuridad. Los grupos
fueron clasificados y tratados como se indica a continuacion. Cada grupo contdé con su control

correspondiente y a continuacion se detalla cada uno.

1.- Grupo control o de crecimiento normal: Fue mantenido con agua y comida normales por un
periodo de 15 dias. Este grupo indicé el desarrollo normal de los animales durante el tiempo de
intoxicacion y tratamiento.

2.- Grupo expuesto a Mercurio: Los animales fueron intoxicados, via oral, por un periodo de 15
dias con una solucién de Cloruro de Mercurio (HgCl,) que contenia 2.5 mg/kg de peso [92.07mM].
Este grupo nos indic6 los dafios renales ocasionados por la exposicién renal a Mercurio.

Para el tratamiento con micronutrientes proporcionado a los animales al mismo tiempo que se llevo
a cabo la intoxicacion con el metal se establecieron los siguientes grupos junto con sus respectivos
controles.

3.- Grupo expuesto a Mercurio y tratado con Selenio: Los animales se trataron diariamente, via
intraperitoneal, con 25 mg/kg de una solucion de Sulfuro de Selenio (SeS;) al mismo tiempo de ser
expuestos por via oral a 2.5 mg/kg de la sal de Mercurio por un periodo de 15 dias.

4.- Grupo expuesto a Mercurio y tratado con Zinc: Los animales se inyectaron, via intraperitoneal,
con 25 mg/kg de una solucion de Cloruro de Zinc (ZnCl) al mismo tiempo que fueron expuestos por
via oral a 2.5 mg/kg de Cloruro de Mercurio por un periodo de 15 dias.

5.- Grupo expuesto a Mercurio y tratado con Selenio y Zinc: Los animales fueron inyectados, via
intraperitoneal, con 25 mg/kg de la sal de Selenio y 25 mg/kg de una solucién de Cloruro de Zinc al
mismo tiempo que se expusieron por via oral a 2.5 mg/kg de Cloruro de Mercurio por un periodo de
15 dias.

6.- Grupos preexpuestos a Selenio o0 a Zinc: Los animales fueron tratados por 15 dias con Sulfuro
de Selenio, o con Cloruro de Zinc a la misma concentracion que en los grupos anteriores. Después
de esos 15 dias se procedid a realizar la intoxicacién con Cloruro de Mercurio a la dosis de 2.5
mg/kg. Estos grupos se establecieron para evaluar el posible papel preventivo de los
micronutrientes.

7.- Grupos tratados con Selenio o con Zinc: Los animales fueron inyectados, via intraperitoneal,
con 25 mg/kg de una solucion de Sulfuro de Selenio o con una solucién 25 mg/kg de Cloruro de Zinc

por un periodo de 15 dias. Estos grupos constituyeron los controles de los grupos experimentales
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anteriores y sirvieron para observar el efecto que las sales de los metales esenciales podrian tener
en el rifién de los animales de experimentacion.

Para el tratamiento con el agente quelante se establecieron los siguientes grupos.

8.- Grupo expuesto Mercurio y tratado con DMSA: Los animales se sometieron a un tratamiento
con 20 mg/kg del agente quelante durante dos semanas al mismo tiempo que se intoxicaron por via
oral con 2.5 mg/kg de la sal de Mercurio.

9.- Grupo tratado con DMSA més Selenio: Los animales se trataron con 20 mg/kg de DMSA y a
la vez con 25 mg/kg de una solucion de la sal de Selenio por un periodo de 15 dias.

10.- Grupo tratado con DMSA mas el Zinc: Los animales se trataron con 20 mg de DMSA vy al
mismo tiempo se les inyecto, via intraperitoneal, 25 mg/kg de una solucién de Cloruro de Zinc por
un periodo de 15 dias.

11.- Grupo expuesto a Mercurio y tratado con Selenio, Zinc y DMSA: Los animales fueron
tratados con los micronutrientes y con DMSA (via intraperitoneal) a las concentraciones indicadas
anteriormente a la par de ser intoxicados con 2.5 mg/kg, via oral, con Mercurio.

Para este bloque un control se establecié un grupo tratado solo por 15 dias con el agente quelante.
Antes y después de los tratamientos los animales se colocaron en una caja metabolica para realizar
la recoleccién de las muestras de orina correspondientes.

Posteriormente se anestesiaron utilizando pentobarbital sédico a una relacién de 1mg/ 2.5 Kg de
peso. A continuacion, se extrajeron los 6rganos rifidn, cerebro e higado. Se obtuvo una muestra de
sangre la cual fue recolectada en un tubo con EDTA como anticoagulante.

Los dos rifiones fueron extirpados y colocados a -20°C hasta el momento de realizar los ensayos

bioquimicos.

Para llevar a cabo los ensayos bioquimicos los rifiones se lavaron con solucién salina isotonica y se
cortaron por la mitad mediante una diseccién longitudinal de tal manera que la médula fuera retirada.
El tejido se homogeneiz6é en un homogenizador ultra turrax IKAT18 basic en una solucion 1 M de

fosfatos a pH 7.2.

6.1. Medicion de proteinas en suero, orina y homogenizado de rifion por método de
Lowry

El método de Lowry (1951) constituye un procedimiento colorimétrico de valoracién cuantitativa de
proteinas totales de una muestra. A la muestra se afiade un reactivo que forma un complejo
coloreado con las moléculas proteicas, siendo la intensidad del color azul proporcional a la
concentracion de proteinas, segun la Ley de Lambert-Beer A= ¢.l.c. Este método consta de dos

etapas. En la primera los iones Cu?*, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando complejos
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con los atomos de Nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu?* proteina tienen un
color azul claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina,
exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda etapa de la
reaccion. ElI Cu?* se mantiene en solucion alcalina en forma de su complejo con tartrato. En la
segunda etapa se lleva a cabo la reduccion, también en medio basico, del reactivo de Folin-
Ciocalteau por los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las
proteinas, actuando el Cobre como catalizador. El principal constituyente del reactivo de Folin-
Ciocalteau es el 4cido fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos

fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso (Lowry, 1951).
La metodologia que se empled fue la siguiente:

Se colocaron en un tubo de ensaye 790 L (microlitros) de agua destilada a la cual se le adicionaron
10 pL de la muestra, 100 pL de desoxicolato de Sodio (C24H3z9NaO) y 2 mL (mililitros) de una solucién
compuesta por Sulfato de Cobre (CuSO45H20) al 0.5%, dos gramos de Hidroxido de Sodio (NaOH)
y 0.134 gramos de tartrato de Sodio Potasio (KNaCsH4Os 4H,0). Finalmente se afiadieron 100 uL
del reactivo de Folin-Ciocalteau (CsHsO, usando una dilucion 1:3). Cada tubo fue agitado
vigorosamente y se dejo reposando a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después de este
tiempo se midi6 a la absorbancia a 750 nm (nandmetros) en el espectro de uv/visible (Perkin Elmer

Lamda 25). Se utilizé una curva patron con albimina sérica bovina.

6.2. Medicion de la actividad de la GST en muestras de rifidn, suero y orina

La Glutation S-Transferasa (GST), pertenece a una familia de enzimas conocidas anteriormente
como ligandinas, mismas que pertenecen a la fase Il del metabolismo de xenobidticos. Se ha
observado que existen isoformas tanto en eucariontes como en procariontes estas proteinas poseen
la capacidad de catalizar la conjugacion del Glutation Reducido (GSH) a diversos sustratos
electrofilicos con el propdsito de llevar a cabo la detoxificacion. La técnica de medicion se basa en
analizar la actividad enzimatica en muestras bioldgicas. La reaccidén se inicia al colocar, en un
amortiguador apropiado, el Agente Ligante (GSH), el Sustrato (en este caso el 2,4-
Dinitroclorobenceno, DNCB) y la muestra biolégica (en donde se encuentra la enzima). La actividad
se manifiesta como el aumento de absorbancia a 350 nm (Atkinson, 2009; Douglas, 1987; Danyelle, 2003;

Harrison, 1989). La metodologia que se utilizé se explica a continuacion.

Se us6 un homogeneizado de rifidn realizado en un amortiguador de fosfato 0.1 My pH 7.4. Se
centrifugd a 15000 rpm en una microcentrifuga marca Eppendorf (Eppendorf Centrifuge 5424)

durante 15 minutos y se recolecto el sobrenadante. A este le fue determinada la concentracion de
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proteina por el método de Lowry. Posteriormente se procedio a realizar los ensayos en una celda
de vidrio a la cual se le agregé el volumen correspondiente de un amortiguador de fosfatos 0.1 My
pH 6.5; el sustrato 2,4-dinitroclorobenceno a una concentracion final de 1 mMy el ligante Glutatién
Reducido a una concentracion final de 1 mM. Esta mezcla se homogenizé por inversion y finalmente
se adiciond el volumen correspondiente a 1 mg/mL de proteina total. Se midié el aumento de
absorbancia a 350 nm por un tiempo de cinco minutos con intervalos de 20 segundos en un
espectrofotdmetro UV/Vis Perkin Elmer. Para llevar a cabo los calculos de la actividad enzimatica

se utilizo el coeficiente de extincion de 1.56 x 10 ° cm™*mmol?.

6.3. Medicién de Especies Reactivas de Oxigeno en muestras de corteza renal

El Oxigeno es esencial para la vida, pero posee una paradoja en los organismos aerobios. Este
elemento desempefia una funcién importante como aceptor terminal de electrones durante la
respiracién celular, y constituye lo que se conoce como el "soporte de la vida". Pero también
constituye el punto de partida para un tipo de dafio celular conocido como "estrés oxidativo". El
desbalance en la produccion de EROS vy la defensa antioxidante provoca el "estrés oxidativo" que
lleva a una variedad de cambios fisiolégicos y bioquimicos, los cuales provocan el deterioro y muerte
celular.

El "estrés oxidativo" puede provenir de una deficiencia del sistema de defensa antioxidante o de un
incremento de la formacién de ERQOS, cuya alta reactividad puede provocar peroxidacion lipidica,
dafio de la membrana celular, rotura del ADN y degradacion proteica. El aumento de varios de estos
agentes oxidantes a la vez, puede provocar cambios biol6gicos de manera progresiva en el
organismo siguiendo mas o menos un patron comudn. La acumulacion progresiva de esos cambios
ocasiona la enfermedad.

La medicion de las Especies Reactivas de Oxigeno se basa en la reaccién del 4cido tiobarbittrico
con el malondialdehido (MDA), producto del desdoblamiento de los hidroperoxidos, formandose asi
un color susceptible de ser medido directamente. Su analisis es usado por su buena practicabilidad
y sencillez (Fulbert, 1992; Pérez, 2000). La técnica que fue utilizada se detalla a continuacion.

Se tom6 una muestra de 0.2 mL del homogeneizado de corteza renal en un tubo eppendorf de 1500
ML y se completd el volumen a 1 mL con una solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 My pH 7.4
(PBS). Para llevar a cabo la reaccién se adicionaron 0.025 mL de butirilhidroxitolueno (BHT) (88 mg
de BHT en 10 mL de etanol absoluto) y 300 uL de acido tricloroacético (TCA) al 30%. Posteriormente
se agitaron lo tubos vigorosamente y se colocaron en hielo durante 2 horas. Transcurrido el tiempo
se centrifugaron a 2000 rpm por un tiempo de 15 minutos. Al terminar el tiempo se separé el

sobrenadante y se adicion6 en un tubo de ensayo limpio y etiquetado 1 mL del sobrenadante, 0.075
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pL de acido etilendiaminotetracético (EDTA) 0.1M y 0.25 L de una solucién 1% acido tiobarbitdrico
(TBA), se agitaron los tubos y se colocaron a ebullicion en un bafio maria por un tiempo de 15
minutos. Terminado el tiempo, se dejaron enfriar los tubos y posteriormente se determind la

absorbancia a 532 y 600 nm en el espectrofotémetro UV/VIS Perkin Elmer.

6.4. Medicion de la actividad de la enzima Superéxido Dismutasa (SOD) y Catalasa
(CAT).
El Oxigeno que es imprescindible para la vida, puede ser también fuente de enfermedad a través de
una produccion incontrolada de radicales libres de oxigeno que dafian las macromoléculas y alteran
los procesos celulares. El sistema de defensa antioxidante de las células, constituye un mecanismo
adaptativo de gran relevancia, destacandose las actividades enziméticas de la Superoéxido
Dismutasa (SOD) y la Catalasa (CAT). Las enzimas antioxidantes son esenciales para las células
aerdbicas, puesto que mantienen en niveles aceptables las concentraciones de especies quimicas

conocidas como radicales libres (Gonzélez, 2013).

6.4.1. Medicion de la actividad de la enzima SOD
Para llevar a cabo esta medicion se utiliz6 un homogeneizado de corteza renal realizado en una

solucion amortiguadora constituida por fosfato 50 mM y pH 7.8; 13 mM de metionina: 75 UM nitro
azul de tetrazolio; 100 uM de EDTA y 2 mM de Riboflavina. Para llevar a cabo la reacciéon se
adicionaron 100 pL de riboflavina al amortiguador salino. Para la medicion de las absorbancias se
agrego el amortiguador a una celda de vidrio de 3 mL mas el volumen correspondiente a 1 mg/mL
de proteina del homogeneizado del rifién. Inicialmente se midi6 la absorbancia a 560 nm (tiempo
cero). Una vez realizado lo anterior se procedié a exponer la muestra a la luz un tiempo de 10
minutos (ya que en ese tiempo el azul de nitro-tetrazolio reacciona con la proteina debido que este
actia como aceptor de electrones y al reducirse da lugar a un color rojo ladrillo). Terminado el tiempo
de iluminacion, se volvié a medir la absorbancia a 560 nm en el espectrofotometro UV/VIS (tiempo

final).

6.4.2. Medicion de la actividad de CAT

Se utilizé un homogeneizado de rifiébn en amortiguador de fosfato 0.1 My pH 7.4. Se centrifugé a
15000 rpm durante 15 minutos y se recolectd el sobrenadante, al cual se le determind la
concentracion de proteina por el método de Lowry. Se preparé un amortiguador salino 10 mM de
fosfato pH 7 y una solucién 50 mM de Peréxido de Hidrégeno. Esta solucion fue colocada en el
amortiguador de tal manera que la concentracion final fuera 10 mM en un volumen final de 3 mL en
una celda de vidrio. A la celda se le agreg6é 1 mg/mL de proteina total y se midi6 la absorbancia a

240 nm por un tiempo de 1 min debido a que en este tiempo se lleva a cabo la descomposicion del
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Peréxido de Hidrogeno de acuerdo con la siguiente ecuacion. Se utilizé el coeficiente de extincion

de 40 M/cm y la Ley de Beer para el calculo de la actividad enziméatica.

H,O,+ H, O —» H, 0+ O

6.5. Examen General de Orina

Los términos “uroanalisis”, “urianalisis

” & L] ” o«

analisis de la orina” “citoquimico de orina”, “parcial de orina”
describen un perfil o grupo de pruebas tamiz con capacidad para detectar enfermedad renal, del
tracto urinario o sistémica. Desde el punto de vista de los procedimientos médicos, la orina se ha
descrito como una biopsia liquida, obtenida de forma indolora, y para muchos, la mejor herramienta
de diagndstico no invasiva. En general, los valores de los analitos que se determinan en esta técnica
deben ser negativos, con excepcion del pH y la densidad. A continuacion, se describe el fundamento

de la determinacidn de cada una de las pruebas determinadas en las tiras de uroanalisis.

pH. La prueba se basa en la combinacién de tres indicadores: el rojo de metilo, el azul de bromotimol

y la fenolftaleina, que reaccionan con los iones de Hidrégeno, presentes en la muestra de orina.

Densidad. La prueba, mediante reaccién con un formador de complejos y deteccién de los protones
liberados, mide las concentraciones iénicas en orina. Como resultado de las reacciones se producen

cambios cromaticos.

Proteinas. El principio de la prueba se basa en el denominado error de proteina de los indicadores
de pH. En la zona de reaccion de la tirilla hay un amortiguador y un indicador que cambia de color
amarillo a verde en presencia de proteinas en la orina, aunque el pH se mantenga constante. La
reaccién es particularmente sensible a la albumina, siendo positiva a partir de concentraciones

mayores a 6 mg/dL

Glucosa. La prueba para la deteccion de glucosa se basa en una reaccion especifica de la glucosa
oxidasa/ peroxidasa (método GOD/POD), en la cual la D-glucosa se oxida enziméaticamente por el
oxigeno del aire y se convierte en D-gluconolactona. El Per6xido de Hidrogeno resultante, oxida,
bajo la catdlisis de la peroxidasa, al indicador (TMB: tetra-metil-bencidina) para dar una coloracién
azul-verdosa sobre el papel amarillo reactivo de la tirilla. La reaccion es especifica para glucosa y
no depende del pH ni de la gravedad especifica de la orina, ni se ve afectado significativamente por

la presencia de cuerpos ceténicos.
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Cetona. La prueba se basa en el principio de la prueba de Legal. El acido acetoacético y la acetona
reaccionan con nitroprusiato sodico y glicina en un medio alcalino para formar un complejo color
violeta. La reaccion es especifica para el acido acetoacético y la acetona. No es interferida por el

acido beta-hidroxibutirico ni por la presencia de glucosa, proteinas y acido ascorbico en la muestra.

Urobilindgeno. Una sal de diazonio estable, p-metoxibencendiazoniofluoborato presente en la tira
reactiva, reacciona casi inmediatamente con el urobilinégeno, dando lugar a la formaciéon de un

colorante azoico rojo.

Bilirrubina. La prueba se basa en la unién de la bilirrubina con una sal de diazonio estable (2,6-

diclorobenceno-diazoniofluoborato) en un medio acido del papel reactivo.

Nitritos. La prueba se basa en el principio del ensayo de Griess y es especifica para el nitrito. La
reaccion revela la presencia de nitrito y, por lo tanto, indirectamente, la existencia de bacterias

formadoras del mismo en la orina, coloreando el tampdn de la prueba de color rosa rojizo.

Sangre. La prueba detecta sangre completa (eritrocitos), sangre lisada (hemoglobina) y mioglobina.
Para lograr el objetivo, la prueba se basa en la accion peroxidativa de la hemoglobina o la mioglobina
gue cataliza la oxidacion del indicador cromatico (TMB: tetrametil-bencidina) mediante un
hidroperéxido orgéanico, el 2,5-dimetilhexano-2,5-dihidroperdxido, para producir un color azul
verdoso sobre el papel amarillo de la tirilla. En las zonas de reaccién, de acuerdo al patrén de
coloracién es posible distinguir eritrocitos intactos de hemolizados. Los eritrocitos intactos se
hemolizan sobre el papel reactivo y la hemoglobina liberada inicia la reaccion de color, formando

puntos verdes visibles.

Hemoglobina. Como se ha expresado, ademas de los eritrocitos la prueba detecta hemoglobina
libre (hemoglobinuria) y mioglobina (mioglobinuria) en la orina. Cuando hay hemoglobinuria la tirilla
es reactiva, usualmente con una coloracion verde uniforme, y en el sedimento no se observan
eritrocitos. Las tirillas reactivas detectan la presencia de hemoglobina libre en la orina a partir de 100
mg/dL y de mioglobina a partir de 15 a 20 mg/dL. La hemoglobinuria o mioglobinuria se presentan
en anemia hemolitica severa, intoxicaciones graves, enfermedades infecciosas graves, quemaduras
extensas, ejercicio fisico intenso, lesiones musculares y enfermedades musculares progresivas.
También se puede presentar mioglobinuria en pacientes con rabdomiolisis por medicamentos como

las estatinas, aun con dafio renal.
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Leucocitos. La orina normalmente tiene algunos leucocitos (valores de referencia: 0 a 4 por campo
de alto poder). La mayoria de los leucocitos observados en la orina son polimorfonucleares
neutrofilos que en la practica no se diferencian. Cuando se requiere hacer un recuento diferencial
de leucocitos (polimorfonucleares neutréfilos, eosindfilos, linfocitos y monocitos) es necesario hacer
un estudio citol6gico con coloraciones especiales, incluida la coloracién de Wright utilizada de rutina
en la coloracién de placas de hematologia. La presencia anormal de leucocitos en orina (leucocituria)
debe hacer pensar al médico en la posibilidad de una infeccién urinaria pero no debe olvidarse que
en el caso de las mujeres pude haber contaminacion con flujo vaginal, en cuyo caso también se
observan células epiteliales. Las leucociturias son importantes en enfermedades inflamatorias de las
vias urinarias, como en la uretritis, la cistitis y la pielonefritis, particularmente en las formas agudas.
También pueden verse en pacientes con procesos febriles, tumores de las vias urinarias y trastornos
inflamatorios crénicos o agudos. En caso de que se observe leucocitosis sin bacteriuria debe
pensarse en tuberculosis o en uretritis por Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y

Micoplasma ssp, (Campuzano, 2007).

Analisis estadistico. Los datos se presentan como media + desviacién estandar. Las diferencias
entre los grupos de tratamiento se compararon mediante un analisis de varianza unidireccional
(ANOVA), seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey. Los valores que se esperan para
gue dos 0 mas grupos sean diferentes es p<0.05 y se considera estadisticamente significativo. El

programa Minitab, version 2016, se utilizé para los analisis estadisticos.
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CAPITULO 7
RESULTADOS
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Para describir los resultados obtenidos se ordenaron en cuatro grupos. El primer grupo fue expuesto
a Mercurio; el segundo se traté con micronutrientes; el tercer grupo fue tratado con el agente
quelante y el cuarto grupo se expuso a Mercurio y tratado en conjunto con micronutrientes y el Acido

Dimercaptosuccinico (DMSA).

7.1. Grupo Control y expuesto a Mercurio
Pesos corporales. La Tabla 7 muestra los pesos obtenidos al inicio y al final del periodo de

intoxicacion. Los resultados indicaron un aumento significativo (p<0.05) de 20 gramos de peso en
el grupo expuesto a Mercurio, lo cual podria reflejar ya sea un proceso inflamatorio o edema

originado por la exposicion a este metal. Las letras A y B muestran la diferencia entre los grupos.

Tabla 7. Peso Corporal de los roedores al inicio y al final del tiempo de experimentacion (n=6).

Control 190.70 £ 7.95 192.83 +19.28 2.13

Mercurio 174.88+9.77* 196.16 +12.36° 21.28

Peso de los riflones. Debido a que se evaluo el efecto de la exposicion a Mercurio sobre la funcién
renal, se determinaron los pesos de los rifiones al final del periodo de experimentacion. La Tabla 8
muestra un aumento significativo (p<0.05 y las letras A y B muestran la diferencia entre los grupos)
de 1.3 gramos del grupo expuesto al metal en relacion con el control. La relacion peso corporal/peso
también demostré un cambio en el grupo expuesto a Mercurio con respecto al control el grupo
expuesto a Mercurio aumentd de peso corporal, asi como los rifiones de estos animales, en
comparacion con el grupo control, en un lapso de 15 dias. Lo que demuestra una alteracion

fisiologica ocasionada por el metal.

Tabla 8. Peso de rifiones y relacion peso corporal pesos de rifiones (n=6).

GRUPO Peso (9) Relacion

peso corporal/peso de rifion

Control  1.91+0.144 100.95

Mercurio  2.68 +0.20 B 73.19
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Examen general de orina. Al inicio de este trabajo se estableci6 un esquema basado en
inyecciones intraperitoneales pero se observé un 100% de mortandad de los animales un dia
despuies de haber administrado la primera dosis de 5 mg de HgCl./Kg de peso. Debido a ello, la
concentracion se redujo a la mitad (2.5 mg de HgCl,) durante el mismo periodo de tiempo y los
resultados del examen general de orina revelaban un dafio renal severo. Al cambiar el esquema de
intoxicacion a uno oral, los dafios disminuyeron y las ratas lograron vivir mas tiempo. Al recuperar
las muestras y medir el volumen de orina se observé un aumento significativo (p<0.05 y las letras A
y B muestran la diferencia entre los grupos) de 5 mL en el grupo expuesto a Mercurio (29.2 + 3.6
mL) en relacion con el grupo control (24.0 £ 2.0 mL). Se detect6 un cambio en el pH, la concentracion
de cetonas, los leucitos y los nitritos a comparacién con el grupo control. EI Mercurio no ocasioné
presencia de sangre o glucosa en orina y solo ligera presencia de proteinas. La Tabla 9 indica los
resultados de los animales y, en algunos casos, el porcentaje de la poblacién para cada valor. En

donde no se muestra porcentaje significa el 100% de la poblacion.

Tabla 9. Examen general de orina de animales no expuestos y expuestos a Mercurio (n=6).
Analito Control Mercurio

. Negativo Negativo (20%)
Leucocitos (Leu/pL) Positivo (80%)
- Negativo Negativo (60%)
Nitritos Positivo (40%)
e Normal Negativo (40%)
Urobilinbgeno (umol/L) Normal (60%)

Negativo (33%); 1.0 Negativo (80%)

Proteinas (mg/dL)

(33%); 0.3 (33%) 0.3 (20%)

pH 7.17 +1.89 6.5+ 0.61

Sangre (Erit/pL) Negativo Negativo
1.005 1.000 (40%)

Gravedad especifica

Cetonas (mmol/L)

Bilirrubina (umol/L)

Glucosa (mg/dL)

Volumen (mL)

15

Negativo (33%);

Positivo (67%)
Negativo

24 +1.2A

1.01 (60%)

0.5 (60%)
16 (40%)

Negativo (20%)
Positivo (80%)

Negativo

29.2 + 3.68
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Especies Reactivas de Oxigeno. Los metales pesados pueden ocasionar la generacién de
Especies Reactivas de Oxigeno, estas especies se han relacionado frecuentemente con el dafio de
estos elementos en los seres vivos (Crespo-Lopez, et al., 2005). En este trabajo se observé una mayor
produccion de estas especies en los riflones de los animales expuestos al metal (50.66 + 6.21
pmol/mg) al compararlos con el grupo control (44.73 = 6.18 pmol/mg). Sin embargo, esta diferencia

no fue estadisticamente significativa. Los resultados encontrados se muestran en la Figura 12.
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Figura 12. En muestras de corteza renal contenido de Especies Reactivas de Oxigeno en grupo control y expuestos a
2.5 mg de Mercurio por kg de peso (n=6).

Actividad de las enzimas GST, SOD y CAT en homogenados de corteza renal.

Los metales pesados, como el Mercurio, pueden ocasionar aumento o disminucion de enzimas
antioxidantes o enzimas del metabolismo de los xenobibticos (zalups ,2017). La Figura 13 muestra la
actividad de las enzimas GST, SOD y CAT de rifidn de ratas no expuestas y expuestas a Mercurio.
En el caso de la actividad de las enzimas Glutation S-Transferasa y Catalasa, la actividad entre los
dos grupos fue estadisticamente significativa (p<0.05). La actividad de la enzima Superéxido
Dismutasa no fue estadisticamente significativa. En estos casos las letras indican la diferencia entre

los grupos.

La exposicion a Mercurio ocasioné un aumento de 9 unidades en la actividad de GST (16.78 £ 2.76
pmol/mg/min) en relacion con el grupo control (7.75 £ 0.01 umol/mg/min). En el caso de la actividad
de la enzima CAT esta disminuy6 0.06 unidades en presencia del metal con relacion al grupo control
(0.0435 + 0.01 vs 0.1015 £ 0.03 pM/mg/min). Al medir la actividad de la SOD se constatd que la
actividad de la enzima en ratas del grupo control y expuestas a Mercurio no cambio, aun cuando se

observo una tendencia a disminuir (0.1043 £ 0.005 vs 0.1154 + 0.0081 respectivamente).
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Figura 13. Actividad de a) Glutation S-Transferasa, b) Catalasa y ¢) Superéxido Dismutasa en homogenados de rifiones
de control y expuestos a 2.5 mg de Mercurio por kg de peso (n=6).

Determinacion de la actividad de GST en muestras de suero y orina.

Se ha comprobado la existencia de una correlacion entre la actividad de GST en rifidén y la
determinada en orina y suero cuando los animales son intoxicados con Plomo (A. Daniel, 1998). En
forma normal, cuando existe la presencia de Plomo o Mercurio, la actividad de GST aumenta en
rifién. Cuando los animales son intoxicados por via intraperitoneal con Mercurio, la actividad de
la enzima tiende a aumentar tanto en orina como en suero. (Navarro, 2004, Hernandez, 2013, 2015).
Debido a lo anterior se determind la actividad de la enzima en estos fluidos y los resultados se
presentan en las graficas de la Figura 14. Sin embargo, en el caso del Mercurio, la Figura muestra
gue no existe un efecto estadisticamente significativo en la actividad comparada entre los grupos
control y expuestos al metal. Aun asi, en suero se observé una tendencia a disminuir y en orina

a aumentar la actividad de la enzima.

Aun cuando la estadistica indica que el aumento de Especies Reactivas de Oxigeno como
respuesta a la exposicion a Mercurio no es significativa, fisiolégicamente si lo es ya que se
observé un efecto directo en dos enzimas, la Catalasa y la GST. Al disminuir la actividad de la
CAT se infiere un aumento en la concentracion de Perdxido de Hidrégeno, especie precursora
de las Especies Reactivas de Oxigeno. La GST aumenta su actividad debido al desvalance del
estado oxidativo. Este desvalance en rifion y, muy posiblemente, en el resto de los 6rganos

blanco del metal se reflejé en la variacidén de los pesos y el estado alterado de la funcion renal.
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Figura 14. Actividad de la GST en a) Suero y b) Orina en roedores de control y expuestos a 2.5 mg de Mercurio por kg
de peso (n=6).

7.2. Grupos tratados con micronutrientes

Una de las estrategias para tratar de contrarrestar los efectos de la intoxicacion con Mercurio fue el
tratamiento con micronutrientes los cuales, como se explicé en la introduccion, juegan un papel
esencial dentro del metabolismo, entre otras cosas, como activadores de enzimas, transportadores
de electrones o participando dentro de los mecanismos de catalisis enzimatica. Para evaluar el
efecto de los micronutrientes Selenio y Zinc, se establecieron y analizaron los grupos control; el

tratado con Selenio; el tratado con Zinc y el tratado con Selenio mas Zinc.

Pesos corporales. La Tabla 10 muestra los pesos corporales obtenidos al inicio y al final del periodo
de tratamiento. Al realizar el andlisis estadistico se vio que en el grupo control no hubo diferencia
significativa, mientras que para los tres grupos restantes se obtuvo una p<0.05; esta diferencia se

indicé usando las letras Ay B.

Los animales control aumentaron alrededor de dos gramos. Sin embargo, al tratarlos con Selenio y
Zinc se pudo observar la disminucién de los pesos. El Selenio ocasiond la pérdida de 34 gramos y
el Zinc de 42 gramos. También se observd que al tratar a los roedores con ambos metales la
disminucioén de peso no fue tan drastica como la que ocasionaron los micronutrientes por separado,

ya que solo perdieron 15 gramos.
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Tabla 10. Pesos corporales de los roedores al inicio y al final de la experimentacion (n=6).

GRUPOS Peso Inicial (g) Peso Final (g) Diferencia de pesos (Q)
Control 190.70 £ 7.95 192.83 £ 19.28 2.13
Selenio 246.6 £ 8.68" 212.12+21558B -34.48
Zinc 2453 +21.22"~ 202.4+49.33°8 -42.9
Selenio + Zinc 204.3+6.107 189.2 +10.89 B -15.1

Pesos de rifiones y relacién con el peso corporal. La Tabla 11 muestra los resultados obtenidos
al medir los pesos de los rifiones de los grupos control y expuesto a los micronutrientes Selenio y
Zinc, asi como a los dos elementos juntos. Para todos los datos, no existié diferencia significativa al
ser comparados con el grupo control. La misma Tabla indica la relacion entre el peso corporal y el
peso de los rifiones y de la misma manera se observl que esta no presenta diferencias.

Tabla 11. Peso de rifiones y relacion peso corporal peso de rifiones (n=6).

GRUPOS Peso (g) Relacion peso corporal/peso de rindn

Control  1.9147 +0.14 100.7
Se 2.1045 +0.22 100.7
Zn 1.8566 + 0.19 109.0

Se+Zn | 1.8523+0.14 102.14

Examen General de Orina. Se observd que en el grupo control los valores fueron por lo general
negativos para los diferentes analitos determinados. No existié glucosuria en ningin grupo, pero si
ligera proteinuria en los cuatro grupos, asi como la presencia de sangre solo en el 20% del grupo
expuesto a Zinc. En los grupos tratados con micronutrientes se observé la presencia de nitritos,
urobilinégeno, basificacion del pH, siendo mayor en el grupo expuesto a los dos micronutrientes, asi
como cambios en la presencia de cetonas. El volumen de orina solo disminuy6 de forma significativa
(p<0.05; A y B indican que los grupos presentan diferencias) en el grupo expuesto a los dos

micronutrientes en relacion con el grupo control.
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Tabla 12. Examen general de orina de grupos control y tratados con Selenio, Zinc y la mezcla de Selenio mas Zinc

(n=6).
Control Selenio Zinc Se +Zn
Leucocitos Negativo Negativo (40%); Negativo Negativo
(Leu/uL) Positivo (20%);
Trazas (40%)
Nitritos Negativo Negativo (60%); Negativo (80%); Negativo (40%);
Positivo (40%) Positivo (20%) Positivo (60%)
Urobilinégeno Normal Negativo (20%); Negativo (20%); Normal

(umol/L) Normal (80%) Positivo (20%);
Normal (60%)
Proteina Negativo (33%); Negativo (60%); Negativo (80%); Negativo (80%);
(mg/dL) 1.0 (33%); 0.3 (40%) 3 (20%) 1.0 (20%)
0.3 (33%)
pH 7.17 +1.89 7.8+0.84 7.4+1.29 7.59+ 0.55
Sangre Negativo Negativo Negativo (80%); Negativo
(Erit/uL) Positivo (20%)
Gravedad 1.005 1.000 (80%); 1.020 (20%); 1 (40%);
especifica 1.005 (20%) 1.00 (40%); 1.005 (20%);
1.005 (20%) 1.01 (40%)
Cetonas 15 Negativo Negativo (80%); Negativo
(mmol/L) Positivo (20%)
Bilirrubina Negativo (33%); Negativo Negativo (80%); Negativo
(umol/L) Positivo (67%) Positivo (20%)
Glucosa Negativo Negativo Negativo Negativo
(mg/dL)
Volumen (mL) 24+1.2A 22.8+25 242+ 3.2 148+29°8

Especies Reactivas de Oxigeno. La Figura 15 muestra que la actividad de EROS del grupo
expuesto a Selenio (27.39 * 4.27 pmol/mg) disminuyé de forma significativa (p<0.05, Ay B muestran
la diferencia) 17 unidades en relacion con el grupo control (44.73 + 6.18 pmol/mg). Cuando los
animales son puestos en contacto con Zinc y con la mezcla de los dos micronutrientes no se observé

una diferencia en relacién con el grupo control.
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Figura 15. Especies Reactivas de Oxigeno en rifiones de ratas control y expuestas a micronutrientes (n=6).

Actividad de las enzimas GST, SOD y CAT en homogeneizados de corteza renal

La Figura 16 muestra las actividades de las enzimas GST, CAT y SOD en homogeneizados de
rifidn. Al realizar el analisis estadistico se encontr6 que los datos obtenidos para las tres enzimas
obtuviron una p<0.05 para los grupos que fueron diferentes. Las diferencias entre los grupos se

denotan con las letras corrrespondientes.

La actividad de la GST de las ratas tratadas con Se (4.69 = 0.74 umol/mg/min) o Zn (4.86 + 1.85
pmol/mg/min) disminuyeron aproximadamente tres unidades con respecto a la actividad del
grupo control (7.75 £ 1.91 umol/mg/min). Cuando los micronutrientes se administraron de
manera conjunta, la actividad de la GST no mostré diferencia (7.89 £ 2.16 yumol/mg/min) en
relacién con el control. En relacién con la actividad de la catalasa se pudo observar que el grupo
control mostré una actividad de 0.11 + 0.04 pM/mg/min. Al administrar los micronutrientes por
separado la actividad aument6 106 y 93 unidades en presencia de Selenio (106.46 + 9.19
pM/mg/min) y Zinc (93.65 = 6.25 puM/mg/min) respectivamente. Sin embargo, cuando los dos
elementos se suministraron de forma conjunta la actividad cambia (0.18 + 0.07 uM/mg/min). Para
Superoxido Dismutasa, la actividad medida al administrar Selenio aumento6 0.5 unidades (0.66 +
0.12 U/mg) respecto al control (0.16 = 0.01 U/mg) y 0.57 en el caso del Zinc (0.73 = 0.35 U/mg).
Cuando los metales se administraron a la par la actividad aumenté menos que al administrarlos

de forma separada, el aumento fue de 0.21 unidades (0.37 + 0.06 U/mg) en relacion con el grupo
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control. Las actividades determinadas para Selenio y Zinc por separado no fueron

estadisticamente diferentes.
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Figura 16. Actividad de a) GST, b) CAT y ¢) SOD en homogenados de rifiones de los grupos control y expuestos a
micronutrientes (n=6).

Actividad de la enzima GST en suero y orina. Al realizar el andlisis de los datos obtenidos se
pudo observar que en ambas muestras cuando los resultados fueron comparados contra el grupo
control, las diferencias proporcionaron un valor de p<0.05 y estas fueron indicadas con las letras A,
ByC.

La determinacion de la actividad de la enzima en las muestras demostré que fue menor en orina que
en suero. En la primera muestra, la actividad del grupo control (0.62 + 0.12 umol/mg/min) disminuyé
0.52 unidades cuando los animales fueron tratados con Selenio (0.10 = 0.04 pmol/mg/min) y 0.47
cuando se les administré Zinc (0.15 + 0.08 umol/mg/min). El efecto observado entre los grupos
anteriores (Selenio y Zinc por separado) no fue diferente. Sin embargo, cuando ambos metales se
administraron al mismo tiempo la actividad aumento al doble (1.21 £ 0.07 pmol/mg/min) con relacion
al grupo control. En el caso del suero se observé una tendencia a aumentar la actividad de la enzima
cuando los animales fueron tratados con los micronutrientes. El grupo control presentd una actividad
de 1.55 * 0.24 umol/mg/min. Cuando los animales se expusieron a Selenio y a Selenio mas Zinc, el
aumento fue aproximadamente de 0.95 unidades en ambos casos (2.48 + 0.23 y 2.50 + 0.22
pmol/mg/min respectivamente); asi como de 2.93 para el Zinc (4.84 = 0.35 umol/mg/min). La
actividad determinada entre los grupos tratados con Selenio y Selenio mas Zinc fue igual. Sin

embargo, la actividad obtenida con el Zinc fue la mas alta de los cuatro grupos, aumentando
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aproximadamente tres unidades en relacion con el grupo control. La Figura 17 muestra los

resultados obtenidos en los diferentes grupos.
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Figura 17. Actividad de GST de (a) orina y (b) suero de los grupos de micronutrientes y el grupo control por kg de pesos.

7.3. Grupo intoxicado con Mercurio y tratado con micronutrientes

Como siguiente paso se procedid a evaluar el efecto de los metales esenciales sobre la toxicidad
del Mercurio en rifiones de ratas expuestas por via oral. Para ello se usaron los esquemas de
tratamiento utilizados en la seccion anterior, es decir se trataron los animales expuestos al toxico
con los micronutrientes por separado y alternativamente con la combinacion de los mismos. Dentro
de este grupo se incluyeron dos esquemas de tratamiento que consistieron en un pre-tratamiento
de 15 dias con Selenio 0 con Zinc con posterior exposicion a Mercurio. Lo anterior con el fin de

intentar proteger a los roedores del dafio ocasionado por la exposicion a Mercurio.

Pesos corporales. En la Tabla 13 se observa que el grupo expuesto a Mercurio tiene un aumento
de 21 gramos durante el periodo de intoxicacion. La Tabla indica los dos esquemas de tratamiento,
el primero consiste en la administracion de los micronutrientes individuales o en conjunto al mismo
tiempo que se intoxica al roedor con Mercurio; mientras que la segunda trata de un pretratamiento
con Selenio o con Zinc por un periodo de 15 dias previos a la intoxicacién con Mercurio (15 dias de

Se + 15 dias de Hg y 15 dias de Zn + 15 dias de Hg, respectivamente).
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En el primer caso se puede observar que los dos metales de forma individual ocasionaron una
pérdida significativa de peso (p<0.05; A y B muestran las diferencias entre los pesos inicial y final)
de peso de aproximadamente 58 y 109 gramos para el Selenio y el Zinc respectivamente. En el caso
del tratamiento con los dos micronutrientes a la par, solo se observo la pérdida de un gramo de peso.
En los esquemas de pretratamiento se vio que el Selenio originé un aumento significativo de peso
(p<0.05; A y B muestran las diferencias entre los pesos inicial y final) de 47 gramos y el Zinc una

disminucion de 29 gramos.

Tabla 13. Peso corporal al inicio y al final de los animales expuestos a Mercurio y tratados con diferentes esquemas
basados en el uso de Selenio y Zinc (n=6).

Peso inicial (g) Peso final (g) Diferencia de Pesos

Mercurio 174.88 +9.77 196.16 + 12.36 21.28

Hg + Se 243.7+19.93~ 185.76 + 14508 -57.94

Hg + Zn 279.3+27.38" 169.76 +25.90 B -109.54
Hg +Se +Zn | 220.37 £24.22 219.37 +22.86 -1.00
15Se +15 Hg 169.25+8.67* 216.67 +27.94 8 47.42
15Zn+15Hg | 276.25+24.57 @ 246.67 +38.61 -29.58

Pesos delos rifiones y relacion entre el peso corporal y el de los riflones. El peso de los rifiones
alfinal del periodo de intoxicacién y tratamiento se muestra en la Tabla 14. En ella se puede observar
que en relacién con el grupo expuesto a Mercurio todos los grupos tratados a excepcion del tratado
con Zinc sufrieron una disminucioén estadisticamente significativa (p<0.05, Ay B muestran los grupos
diferentes en relacion con el expuesto a Mercurio), lo cual se vio reflejado en la relacion de pesos.
Unicamente el grupo tratado con Zinc conservé una relacion cercana a la encontrada con el grupo
expuesto a Mercurio. El tratamiento que origind una mayor disminucion de peso del rifién fue el pre
expuesto a Zinc por 15 dias, en contraste el grupo que origind una menor disminucioén fue el tratado

con Zinc a la par de la intoxicacién con Mercurio.
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Tabla 14. Peso del rifion y relacion peso corporal y peso del rifion de los grupos intoxicados con Mercurio y tratados con
diferentes esquemas basados en los elementos Selenio y Zinc (n=6).

GRUPOS Peso rifion (g) Relacion peso corporal/peso de rifion (g)
Mercurio 2.68+0.20A 73.19
Hg + Se 2.02+014°B 91.96
Hg + Zn 2.19 + 0.67 77.51
Hg + Se +Zn 1.88+0.22B 116.68
15 dias Se/15 dias Hg  2.20+0.25 B 98.48
15 dias Zn/15dias Hg = 1.70+0.10B 145.1

Examen general de orina. En la Tabla 15 se muestra que, en relacién a los leucocitos los primeros
cinco grupos, incluyendo al expuesto a Mercurio presentaron niveles de traza a positivo mayores al
40 % de la poblacién. Unicamente el grupo preexpuesto a Zinc por 15 dias presento el 60% de los

animales con resultado negativo.

Sin embargo 20% de la poblacion de animales expuestos a Mercurio mas Selenio presentaron
niveles positivos de nitritos; de la misma forma 40% de los animales pertenecientes a los grupos
expuestos a Mercurio y a Mercurio mas Zinc presentaron niveles positivos de nitritos. El grupo

preexpuesto a Zinc por 15 dias mostr6 el 66% de su poblacién sin nitritos.

En relacién con el nivel de urobilinégeno el 80% de la poblacién del grupo expuesto a Mercurio y

tratado con Zinc presento6 un nivel alto (3.2 pmol/L).

La proteinuria se observo a diferentes porcentajes en los grupos. El expuesto a Mercurio present6
un nivel de 0.3 mg/dL en el 20%, de su poblacién; el expuesto al metal y tratado con Selenio mostro
niveles de 1 a 20 mg/dL en el 60% de su poblacion; el grupo expuesto a Mercurio y tratado con Zinc
presentd niveles desde traza a 100 en el 80% de sus integrantes. El grupo expuesto a Mercurio y
tratado con los dos micronutrientes presenté 30 mg/dL en el 40% de su poblacién. En los grupos
preexpuestos a Selenio y Zinc se observé que Unicamente el 17% de sus integrantes mostraron
niveles bajos de proteina en orina mientras que el segundo grupo se constatoé que el 100% de los
animales presentaron niveles de proteinas en orina de 30 mg/dL. El pH aument6 dos unidades en

el grupo expuesto a Mercurio y tratado con Selenio en relacion con el grupo expuesto solo al metal
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téxico (p<0.05, Ay B muestran las diferencias). Los valores encontrados en los grupos restantes no
presentaron cambios significativos. La presencia de sangre en orina se observd Unicamente en el
40% de los animales del grupo expuesto a metal y tratado con Selenio y en el 20% de los animales
expuestos a Mercurio y tratados con Zinc. La gravedad especifica se mantuvo entre los niveles de

1.005 a 1.02 en todos los grupos.

El valor de las cetonas varié en funcion del grupo de estudio y unicamente fue negativo en los
grupos Mercurio mas los dos micronutrientes y el grupo preexpuesto a Zinc por 15 dias. Se
observaron porcentajes de bilirrubina negativos del 83 al 100% de la poblacién en los grupos
Mercurio mas Selenio; Mercurio més Selenio mas Zinc; 15 dias preexpuesto a Selenio y 15 dias

preexpuesto a Zinc.

El nivel de glucosa en sangre solo fue positivo en el 20% de la poblacion del grupo expuesto a

Mercurio y tratado con Zinc.

Finalmente, el volumen de orina fue diferente significativamente entre los grupos tratados con
Selenio y el preexpuesto a Zinc en relacién con el grupo expuesto a Mercurio.

Tabla 15. Examen general de orina de los grupos intoxicados con Mercurio y tratados con diferentes esquemas basados
en los elementos Selenio y Zinc (n=6).

15 dias Se - 15 dias Zn -

15 dias Hg

Mercurio Hg + Zn Hg + Se + Zn

15 dias Hg

Leucocitos Negativo (20%); Negativo(60%);  Positivo y trazas = Negativo Positivo Negativo
(Leu/pL) Trazas (80%) Trazas (40%) (80%); (33%); (67%)
Moderado (20%) Positivo (67%) Positivo (33%)
Nitritos Negativo (60%); | Negativo (80%); @ Negativo (60%); @ Positivo Negativo Negativo
Positivo (40%) Positivo (20%) Positivo (40%) (50%); (67%);
Positivo Positivo (33%)
(50%)
Urobilin6geno = Negativo a Negativo a Negativo (20%); = Normal Normal Negativo
(umol/L) normal. normal 3.2 (80%) (83%);
Positivo
(16%)
Proteina Negativo Negativo (40%); = Negativo (20%); | Negativo Negativo 30 (100%)
(mg/dL) (80%); 1.0 (20%); Trazas (20%); (60%); (83%);
0.3 (20%) 1.005 (20%); 3.2 (40%); 30 (40%) Positivo bajo
20 (20%) 30 a 100 (20%) (17%)
pH 6.5+0.614 85+0.0B 7.5+1.46 7.33+£0.82 7+0.0 7.33+0.82
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Sangre Negativo Negativo (60%); = Negativo (80%); @ Negativo Negativo Negativo
(Erit/pL) Trazas (40%) Trazas (20%)
Gravedad 1.000 (40%); Negativo (40%); 1.0 (60%); 1.01 1.005 (33%); 1.005 1.005 (52%);
especifica 1.01 (60%) 1.0 (60%) (20%); 1.005 1.015 (16%); 1.01 (16%);
(20%) 1.01 (51%) 1.02 (16%);
1.0 (16 %)

Cetonas 0.5 (60%); Negativo (40%); 1.5 (20%); 4.0 Negativo Negativo Negativo
(mmol/L) 16 (40%) 0.5 (20%); (40%); 15.0 a 40 (49%); 10.0

3.2 (20%); (20%); 40 a 80 (51%)

8.0 (20%) (20%).
Bilirrubina Negativo (20%); Negativo 1.0 (40%); Negativo Negativo Negativo
(umol/L) 1.0 (80%) 4.0 (60%) (83%); (83%); 4.0

4.0 (17%) (17%)

Glucosa Negativo Negativo Negativo (80%); = Negativo Negativo Negativo
(mg/dL) 100 (20%)
Volumen (mL) 29.2 + 3.63 146 £6.11 35.4 +21.33 43 +27.91 21.3+2.42 16 £ 8.0

Especies Reactivas de Oxigeno. Al mostrar los resultados del primer grupo experimental se reporté
que el grupo expuesto a mercurio presentdé un aumento de 6 unidades de EROS en comparacion
con el grupo control. Cuando los animales fueron intoxicados con Mercurio y tratados con los
diferentes esquemas de micronutrientes se observd que en todos los casos disminuyo la produccién
de estas especies de manera significativa (p<0.05, A, B, C y D muestran la diferencia entre el grupo
expuesto a Mercurio y los grupos tratados con micronutrientes, asi como la diferencia entre los
grupos pretratados con los microelementos). Los animales administrados con Selenio y Zinc de
forma individual, asi como el grupo pre tratado por 15 dias con Selenio mostraron una disminucion
de 15y 12 pmol/mg (Hg + Se: 35.45 + 4.35; Hg + Zn: 38.12 + 4.39 y 15 Se + 15 Hg: 38.19 + 3.79
pmol/mg) respectivamente con respecto al grupo expuesto a Mercurio (50.66 + 6.21 pmol/mg). El
tratamiento con Selenio y Zinc en animales expuestos a Mercurio disminuy6 cerca de 10 veces la
cantidad de EROS (5.76 £ 2,28 pmol/mg de proteina) en relacion con el grupo expuesto a Mercurio.
Esta cantidad de EROS resulté menor también a la cantidad observada en el grupo Control (44.73

+ 6.18). La Figura 18 muestra los resultados obtenidos.
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Figura 18. Especies Reactivas de Oxigeno en rifiones de ratas expuestas a Mercurio y tratadas con diversos esquemas
de micronutrientes (n=6).

Actividad de las enzimas GST, CAT y SOD en homogeneizados de corteza renal. Los andlisis
estadisticos demostraron que para los grupos las actividades de GST, CAT y SOD son
estadisticamente diferentes con valores p<0.05. Las letras indican las diferencias entre los grupos
tratados con micronutrientes y los expuestos a Mercurio, asi como las diferencias que existieron

entre los grupos con diferente tratamiento. La Figura 19 muestra los resultados obtenidos.

La actividad de GST en las ratas expuestas a Mercurio fue de 16.78 + 2.76 umol/mg/min, lo que
representdé una aumento de 9 unidades en relacién con el grupo no expuesto (7.75 + 0.01
pmol/mg/min), como se vi6 en la descripcion del grupo inicial de este trabajo. Cuando los animales
se trataron con Selenio (12.30 + 6.61 umol/mg/min) o con el pre tratamiento con este por 15 dias
(14.68 = 0.70 pmol/mg/min) no se observo ningun cambio significativo en relacion con el grupo
intoxicado con Mercurio. Cuando se utilizé el tratamiento con Zinc, en cualquiera de los esquemas
empleados, se pudo ver que estos disminuyen la actividad de la enzima de forma tal que alcanzan
los valores de la actividad de la GST en condiciones control. El Zinc disminuyé 9 veces la actividad,
la combinacién de Zinc y Selenio caus6 una baja de 10 unidades y el pre tratamiento ocasion6 una
disminucion de 3 unidades (7.34 +1.35; 6.08 £1.22 y 13.69 + 1.71 pumol/mg/min respectivamente).

Para la Catalasa, los tratamientos con Selenio y Zinc por separado ocasionaron una elevacion de
2.285 y 2.393 veces la actividad enzimética (100.57 + 6.7 y 105.31 + 8.22 puM/mg/min
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respectivamente) en relacién con el grupo expuesto a Mercurio (0.044 £ 0.01 pM/mg/min). Los
tratamientos restantes provocaron un aumento de la actividad menor al ocasionado bajo las
condiciones anteriores. Cuando se aplicaron los metales Selenio y Zinc de forma conjunta se
observé un aumento de 4.5 unidades (0.1095 + 0.0806 uM/mg/min) y cuando se usaron, los pre
tratamientos con Selenio y Zinc se generd un incremento de 3.4 y 3.19 unidades (0.1500 + 0.1005 y
0.1404 £ 0.0925 uM/mg/min) respectivamente y no son estadisticamente significativo ya que hay

variabilidad de la poblacion.

Cuando se determind la actividad Superdxido Dismutasa se pudo constatar que el tratamiento con
Selenio (0.1014 + 0.012 U/mg) y con Zinc (0.1009 + 0.019 U/mg) no produjeron cambios en la
actividad con relacion al grupo expuesto a Mercurio (0.1043 + 0.005 U/mg). Los grupos restantes si
mostraron un efecto sobre la actividad de la enzima. El grupo intoxicado con Mercurio y tratado con
los dos metales al mismo tiempo presenté un aumento de dos veces la actividad (0.2306 + 0.0224
U/mg,); el tratado 15 dias previos con Selenio, la aument6 tres veces (0.3324 + 0.0418 U/mg) en
relacién con el grupo expuesto a Mercurio. Finalmente, el pre expuesto por 15 dias a Zinc también

ocasiond un aumento de tres veces (0.3481 + 0.0274 U/mg) la actividad al compararlo con el grupo

expuesto a Mercurio.
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Figura 19. Actividad de a) GST, b) CAT y ¢) SOD en homogenados de rifiones de los grupos intoxicados con Mercurio y
tratadas con micronutrientes en kg de peso (n=6).
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Actividad de Glutation S-Transferasa en muestras de suero y orina. En la Tabla 16 se presentan
los resultados de la actividad de GST medida en suero. Al analizar los datos obtenidos en las
muestras de suero se observo que, con respecto al control, todas las determinaciones en los grupos
son diferentes a este de forma significativa (p<0.05, A y B muestran las diferencias). El Selenio y el
Zinc, administrados de forma separada disminuyeron, aproximadamente, 0.56 unidades la actividad
de la enzima mientras que la combinacién de los dos metales la aumenté 0.9. Cuando los
micronutrientes fueron administrados 15 dias antes, se observd un aumento de 0.53 unidades en el
caso del Selenio y 2.26 para el Zinc. En el caso de la orina solamente se observo una diferencia
cuando los grupos expuestos a Mercurio fueron tratados con Selenio y pretratados con Zinc y
Selenio por 15 dias. En el caso del tratamiento con Zinc y la mezcla de los dos micronutrientes no
se observ6 diferencia. El Selenio disminuyé la actividad 0.45 unidades, mientras que el
pretratamiento con Selenio y Zinc aument6 0.2 y 0.31 unidades la actividad de la enzima.

Tabla 16. Determinacion de la actividad de la enzima GST en muestras de suero y orina de ratas expuestas a Mercurio
y tratadas con Selenio y Zinc en los diferentes esquemas (n=6).

GST (Suero) GST (Orina)

(umol/mg/min) (umol/mg/min)

Mercurio 1.28+0.224 0.68+0.214

Hg + Se 0.72+0.328B 0.23+0.10°B

Hg +Zn 0.73+0.30B 0.65 + 0.07
Hg + Se + Zn 2.17+0.118 0.71£0.10

15 dias de Se/15 dias deHg  1.81 +0.13 B 0.88+0.13B

15 dias de Zn/15 dias de Hg | 3.54+1.07 B 0.99+0.218
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7.4 Grupos tratados con DMSA y micronutrientes.
Como ultima estrategia para tratar de revertir los efectos adversos que provocé la exposicion a

Mercurio en las ratas Wistar se procedié a usar los micronutrientes mas el quelante DMSA. Antes
de proceder a usarlos en presencia de Mercurio se llevaron a cabo los experimentos enfocados a
estudiar el efecto que las combinaciones podrian ocasionar a los animales de experimentacion. A

continuacion, se muestran los resultados.

Pesos Corporales. La Tabla 17 muestra que el grupo tratado con DMSA aumenté de forma
significativa 19 gramos el peso corporal (p<0.05; Ay B muestran que los resultados son diferentes),
durante el tiempo de exposicién, mientras que la combinacion de los micronutrientes y el agente
guelante no mostraron una diferencia de peso, aun cuando la mezcla de Selenio mas DMSA

disminuyd 5 gramos el peso de los animales.

Tabla 17. Pesos corporales del grupo control, DMSA y tratadas con micronutrientes (n=6).

GRUPO Peso Inicial (g) Peso Final (g) Diferencia de pesos
Control 190.70 £ 7.95 192.83 £ 19.28 2.13
DMSA 184.17 +17.49 A 203.55 + 16.27 B 19.38

Zn + DMSA 169.83 + 11.91 175.58 £ 17.40 5.75

Se + DMSA 196.83 £10.18 191.78 £16.91 -5.05

Pesos de los riflones. Los animales expuestos al DMSA y a la combinacion de este compuesto
mas Selenio ocasionaron una disminucion estadisticamente significativa (A y B, muestran que son
diferentes, p<0.05) de 0.23 y 0.28 gramos de peso entre los grupos tratados y el control. La
administracién de DMSA mas Zinc no ocasioné una diferencia significativa. Este comportamiento se
reflejé cuando se realiz6 la relacién entre el peso corporal y el peso del rifién. La Tabla 18 muestra

los resultados obtenidos.
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Tabla 18. Pesos de rifiones de los roedores expuestos a los diferentes esquemas de tratamientos (n=6).

GRUPOS Pesos Final (g) Relacion peso corporal/peso de rifion (g)

Control  1.91+0.14~ 100.71
DMSA 1.69+0.138 120.62
DMSA +Zn  1.84+0.21 95.54
DMSA +Se  1.64+0.118 116.82

Examen general de orina. La Tabla 19 muestra los resultados obtenidos al determinar los diferentes
analitos en los grupos experimentales. En relacion con el grupo control, la exposicion a DMSA no
ocasiond cambios significativos en relacion con el grupo control excepto en el caso de los leucocitos
y los nitritos en donde el 17% de la poblacion present6 trazas de ambos analitos. Aproximadamente,
el 50% de la poblacion de los animales tratados con DMSA mas Selenio y DMSA mas Zinc
presentaron nitritos. En relaciéon con el urobilinégeno, ninguno de los grupos presento6 resultados
positivos. La presencia de proteina en orina fue positiva para el 66% de los animales del grupo
control y en el 48 % de los animales tratados con el quelante y el Selenio dando valores entre trazas
y 1.0 umol/L. Los dos grupos restantes dieron resultados negativos. El valor de pH urinario no vario
en ninguno de los grupos de estudio. En el caso de la presencia de sangre, tampoco se registraron
valores positivos. La gravedad especifica fue de 1.005 para el grupo control y de 1.0 para el tratado
con DMSA. Para los grupos tratados con quelante y cada uno de los micronutrientes los valores
variaron entre 1.00 y 1.03. Para las cetonas solo el grupo control present6 un valor de 1.5 mmol/L
para el 100% de su poblacién. El 67% del grupo control presenté trazas de bilirrubina en sangre y
los tres grupos restantes dieron resultados negativos. Para los cuatro grupos de estudio no se
presento glucosuria. Finalmente, cuando se midié el volumen de orina de 24 horas, se observé que

este no presentd diferencias significativas, manteniéndose entre 19 y 28 mL.
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Tabla 19. Examen general de orina de los grupos experimentales (n=6).

Control DMSA DMSA + Se DMSA + Zn
Leucocitos Negativo Negativo (83%) Negativo Negativo
(Leu/dL) Traza (17%)
Nitritos Negativo Negativo (83%) Negativo (49%) Negativo (50%)
Positivo (17%) Positivo (51%) Positivo (50%)
Urobilin6geno = Normal (0.2) Normal (0.2) Normal (0.2) Negtivo a Normal
(nmol/L) (0.2)
Proteina Negativo (33%) | Negativo Negativo (49%) Negativo
(umol/L) 0.3 (33%) Trazas (16%)
1.0 (33%) 0.3 (16%)

1.0 (16%)
pH 7.17 £1.89 7.92 £0.20 8.08 + 0.86 7.33+0.52
Sangre Negativo Negativo Negativo Negativo
(Erit/pL)
Gravedad 1.005 1.00 1.0 (66%) 1.0 (16%)
especifica 1.01 (16%) 1.005 (66%)

1.03 (16%) 1.01 (16%)
(mg/glL)
Cetonas 15 Negativo Negativo Negativo
(mmol/L)
Bilirrubina Negativo (33%)  Negativo Negativo Negativo
(umol/L) Trazas (67%)
Glucosa Negativo Negativo Negativo Negativo
(mg/dL)
Volume (mL) 24.00 £ 2.00 19.33 £ 6.08 28.08 +£ 12.63 28.5+9.57

Especies Reactivas de Oxigeno. En la Figura 20 se puede observar que la administracion de
DMSA no ocasion6 una variacién en el contenido de Especies Reactivas de Oxigeno en relaciéon
con el grupo control. Pero cuando se administraron los microelementos junto con el quelante se
observo una disminucion significativa (p< 0.05, a 'y b muestran que los grupos son diferentes) de 37
unidades para el caso de DMSA mas Zinc y de 41 para DMSA mas Selenio en relacion con el grupo
control. Entre los dos tratamientos anteriores se observé que el Zinc y el DMSA disminuyeron aln
mas las especies reactivas que el Selenio combinado con el agente quelante con una diferencia de
3.18 unidades.
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Figura 20. Especies Reactivas de Oxigeno de los grupos control y los grupos tratados con DMSA; méas Selenio y DMSA
mas Zinc.

Determinacion de las actividades de las enzimas GTS, SOD y CAT en rifion. Los resultados de
las determinaciones de la actividad de las tres enzimas se muestran en la Figura 21. Al realizar el
analisis estadistico se obtuvieron valores de p<0.05 para las enzimas GST y SOD. Para la enzima

CAT las diferencias no fueron significativas.

En el caso de la enzima GST, se observé que la actividad del grupo expuesto a DMSA no cambié
en relacién con el grupo control (7.75 £ 0.01 vs 7.71 + 0.25 pg/mg/min respectivamente). Cuando
los animales fueron expuestos de forma conjunta con el quelante y los micronutrientes se encontrd
gue en ambos casos existid un cambio significativo en la actividad. Se detecté un aumento de 4
unidades para el grupo tratado con DMSA y Selenio (11.90 * 1.13 pg/mg/min) y una disminucion de
2.9 al usarse DMSA y Zinc (4.89 £ 0.33 pug/mg/min) en relacion con el grupo control.

Al determinar la actividad de la enzima Catalasa no se observaron diferencias significativas ya que

los resultados fueron muy diferentes en los integrantes de este grupo experimental

En el caso de la enzima Superéxido Dismutasa se observé que los tres grupos tratados con DMSA
y micronutrientes mas DMSA presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control. El
grupo expuesto a DMSA present6 un aumento de 0.17 unidades (0.16 + 0.008 U/mg); el expuesto a
DMSA mas Zinc aumento 0.35 unidades (0.46 + 0.03 U/mg) y el tratado con DMSA mas Selenio
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presentd un incremento de 0.12 (0.23 + 0.03 U/mg) en relacion con el grupo no tratado (0.11 + 0.008
U/mg)
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Figura 21. Actividad de Glutation S-Transferasa, Catalasa y Superdxido Dismutasa en homogenados de rifion de los
diferentes grupos de estudio (n=6).

Medicion de la actividad de GST en suero y orina.

La Figura 22 muestra los resultados obtenidos. En el caso del suero al tratar a los animales con
DMSA solo y con DMSA mas Selenio se observaron aumentos significativos (p<0.05; Ay B muestran
las diferencias entre los grupos) en la actividad de la enzima. En el primer caso el aumento fue de
0.30 (1.85 £ 1.14 pmol/mg/min) y en el segundo de 0.43 (1.98 = 0.16 pumol/mg/min) unidades con
respecto al control (1.55 + 0.24 umol/mg/min). En el caso del grupo tratado con DMSA y Zinc no se
observo diferencia significativa. Al observar los resultados en las muestras de orina se pudo
constatar que los diferentes tratamientos mostraron diferencias significativas (p<0.005, a y b
muestran las diferencias entre los grupos tratados y el control) en relaciéon con el grupo no tratado.
Igual que en el caso de las muestras de suero, los grupos tratados con DMSA solo y DMSA més
Selenio la actividad de la enzima aumentd 0.69 (1.31 £ 0.10 umol/mg/min) y 0.41 unidades (1.03 +
0.04 pmol/mg/min) respectivamente en relacién con el grupo control (0.62 + 0.12 yumol/mg/min). Un
aumento de 0.21 unidades se detect6 cuando los animales fueron expuestos a DMSA mas Zinc
(0.83 £ 0.15 pmol/mg/min).
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Figura 22. Actividad de la enzima GST en muestras de suero y orina de los grupos de estudios.

7.5 Grupos intoxicados con Mercurio y tratados con DMSA y micronutrientes Selenio
y Zinc

Como grupos finales se establecieron los intoxicados con Mercurio y los tratados con el agente
guelante; el quelante y cada uno de los micronutrientes y la mezcla de DMSA y los dos elementos.
La finalidad de los mismos fue estudiar cuél de estas combinaciones ayudaba a disminuir los dafios

ocasionados por el Mercurio.

Pesos corporales. En el caso de los animales intoxicados con Mercurio se observé un aumento
significativo (p<0.05; A y B muestran la diferencia entre los grupos) de peso corporal de 21 gramos.
Este comportamiento se encontré también en los grupos expuesto al metal y tratados con DMSA
mas Selenio, asi como el tratado con el quelante y la mezcla de los micronutrientes. Los animales
intoxicados y tratados con DMSA, asi como los tratados con DMSA mas Zinc mostraron una

disminucion de 25y 30 gramos. La Tabla 20 muestra los resultados obtenidos.

76



Tabla 20. Pesos Corporales de los Roedores de los diferentes grupos de estudio (n=6).

GRUPOS Peso inicial (g) Peso final (g) Diferencia
Mercurio 174.88 +9.77* 196.16 + 12.36° 21.28
Hg + DMSA 227.42+21.76 201.72+11.61 -25.7
Hg + Se + DMSA 169.83 £36.95 193.83 £ 6.99 24

Hg + Zn + DMSA 20750+ 1148 @ 176.75+37.14 -30.75

Hg + Se + Zn + DMSA  217.00 + 23.36  235.88 + 23.03 18.88

Pesos de los rifiones y relacion entre el peso corporal y el de los rifiones. La Tabla 21 muestra
los resultados obtenidos. Todos los animales mostraron disminucién significativa (p<0.05; Ay B
muestran que los resultados son diferentes) en el peso de los rifiones al ser comparados con el
grupo expuesto a Mercurio. El grupo tratado con DMSA disminuy6 0.41 gramos; el tratado con
Selenio mas DMSA disminuy6 0.92 gramos; el tratado con Zinc y el quelante disminuyé 0.97 gramos

y el tratado con los dos micronutrientes y el DMSA mostré una disminucion de 0.61 gramos.

Tabla 21. Peso corporal del rifion en los diferentes grupos de estudio (n=6).

Mercurio 2.68+0.204 73.01

Hg + DMSA 2.28 +0.28 B 88.53

Hg + Se + DMSA 1.77+0.128 109.52
Hg + Zn + DMSA 1.72+0.098 102.93
Hg + Se + Zn + DMSA 2.08 +0.18°% 113.61

Examen general de orina. La Tabla 22 muestra los resultados obtenidos al determinar el examen
general de orina. El nivel de leucocitos y nitritos resulté con valores desde traza hasta positivos en
todos los grupos con excepcion del grupo expuesto a Mercurio y tratado con Zinc y DMSA. La
presencia de urobilinégeno en los grupos no present6 una diferencia entre ellos ya que varié desde
negativo hasta trazas, lo cual no implica un cambio grave. La concentracidon de proteina en sangre
a baja concentracion (0.3 mg/dL) solo se observé en los grupos expuestos a Mercurio y expuestos

a Mercurio y tratados con los dos micronutrientes y el agente quelante. Al observar las alteraciones
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en el valor de pH se observé que solo los grupos expuestos a Mercurio y tratados con Selenio mas

DMSA y los tratados con Selenio mas Zinc mas DMSA mostraron un aumento significativo (p<0.05;
A 'y B muestran que los grupos son diferentes) de 1.25 y 1.17 unidades de pH en relacion con el

grupo expuesto solamente al metal. Unicamente el 34% de la poblacion perteneciente al grupo

expuesto a Mercurio y tratado con DMSA present6 un nivel de sangre en orina de 50 eritrocitos/mL.

Los cambios en los niveles de gravedad especifica y sangre no variaron entre los diferentes grupos.

Un nivel positivo de cetonas exclusivamente positivo para los dos primeros grupos. En relacion con

la bilirrubina solo fue positivo en el grupo expuesto a Mercurio. Finalmente, el volumen de orina

aumento6 11 mL de forma significativa (p<0.05; A y B muestran la diferencia) en el grupo expuesto a
Mercurio y tratado con Selenio y DMSA.

Mercurio

Hg + DMSA

Tabla 22. Examen general de orina de los diferentes grupos de estudio (n=6).

Hg + Se + Zn +
DMSA

Leucocitos
(Leu/mL)

Nitritos

Urobilinégeno
(nmol/L)

Proteina
(mg/dL)

pH

Sangre
(Erit/mL)

Gravedad
especifica

Cetonas
(mmol/L)
Bilirrubina
(nmol/L)

Glucosa

(mg/dL)

Volumen
urinario (mL)

Negativo (20%)
Trazas (80%)

Negativo (60%)
Positivo (40%)

Negativo (40%)
Normal (60%)

Negativo (80%)
0.3 (20%)

6.5+0.614

Negativo

1.00 (40%)
1.01 (60%)

0.5 (60%)
16 (40%)
Negativo (20%)
Positivo (80%)

Negativo

29.2+3.632

Negativo (33%)
Trazas (66%)

Negativo (60%)
Positivo (40%)

Normal
Negativo

7.3+1.25

Negativo (66%)

50 (34%)

1 (50%)
1.01 (25%)
1.005 (25%)

Negativo (66%)
1.5 (33%)
Negativo

Negativo

27.2+7.98

Negativo (33%)
Trazas (66%)

Negativo (33%)
Positivo (66%)

Normal
Negativo

7.75+0.528

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

40.33 £14.94°

Negativo Negativo (16%)
Positivo (84%)
Negativo Negativo (50%)
Positivo (50%)
Negativo(66%) Normal
Normal (33%)
Negativo Negativo (84%)
0.3 (16%)
7.0 £0.63 7.67+0528
Negativo Negativo

1.005 (66%)
1.01 (33%)

1.00 (50%)
1.01 (17%)
1.005 (33%)

Negativo Negativo
Negativo Negativo
Normal Normal
25.00 £ 1.41 33.67 £13.59
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Especies Reactivas de Oxigeno. Al realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos se
observo que en relacion con el grupo expuesto a Mercurio los datos de los demés grupos fueron
estadisticamente significativos y diferentes entre ellos (p<0.05; las letras A a E muestran la
diferencia entre los grupos con tratamiento y entre ellos y el grupo expuesto a Mercurio). El grupo
tratado con DMSA mostré un aumento de 28 unidades; el tratado con Selenio y DMSA disminuyd
46.8 unidades; el grupo con Selenio y quelante disminuy6 38.77 unidades y finalmente el grupo

en el cual se usaron los dos micronutrientes y el DMSA solo disminuyé 9 pmol/mg (Figura 23).
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Figura 23. Especies Reactivas de Oxigeno en los grupos experimentales (n=6).

Actividad de las enzimas GST, SOD y CAT en rifidn Los resultados de las determinaciones de la
actividad de las tres enzimas se muestran en la Figura 24. Al analizar los resultados de las
actividades medidas en las tres enzimas se pudo observar que en los tres casos las diferencias de
los grupos expuestos a Mercurio y tratados con los diferentes esquemas basados en micronutrientes
y DMSA mostraron diferencias estadisticamente significativas con una p<0.05 en el caso de la GST;
p<0.05 para CAT y una p<0.05 para SOD. Las letras A a C muestran las diferencias entre los grupos
tratados con los micronutrientes y el quelante y entre estos y el grupo expuesto a Mercurio.

Unicamente el grupo tratado con Mercurio mas DMSA no mostré una diferencia significativa.

En el caso de la GST el grupo tratado con Selenio y DMSA (6.40 £ 4.94 umol/mg/min); el tratado
con Zinc mas DMSA (10.65 + 0.49 pumol/mg/min) y el tratado con Selenio mas Zinc mas DMSA
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(17.13 £ 1.20 pmol/mg/min) disminuyeron 10.38, 6.13 y 3.61 unidades su actividad respectivamente

en relacion con la actividad del grupo expuesto al metal (16.78 £ 2.76 pumol/mg/min).

Para la Catalasa, al contrario de la GST las actividades aumentaron en todos los grupos tratados
con micronutrientes y el agente quelante. El grupo tratado con DMSA (0.224 + 0.09 pmol/mg/min);
al que se le administr6é Selenio y DMSA (0.095 + 0.06 pmol/mg/min); el grupo con Zinc mas DMSA
(0.104 + 0.06 pmol/mg/min) y el tratado con Selenio mas Zinc mas DMSA (140 £ 0.06 pmol/mg/min)
aumentaron la actividad 0.18, 0.051, 0.06 y 0.096 unidades respectivamente en relacién con la

actividad del grupo expuesto al metal (0.044 £ 0.01 pmol/mg/min).

De la misma forma la SOD mostré un incremento en todos los grupos tratados bajos los diferentes
esquemas de micronutrientes y DMSA. El grupo tratado con DMSA (0.454 £ 0.04 pmol/mg/min); al
que se le administr6 Selenio y DMSA (0.282 + 0.03 pmol/mg/min); el grupo con Zinc mas DMSA
(0.238 = 0.03 pmol/mg/min) y el tratado con Selenio mas Zinc mas DMSA (0.328 + 0.03
pmol/mg/min) aumentaron la actividad 0.53, 0.178, 0.134 y 0.224 unidades respectivamente en

relacion con la actividad del grupo expuesto al metal (0.104 £+ 0.02 pmol/mg/min).
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Figura 24. Actividad de Glutation S-Transferasa, Catalasa y Superoxido Dismutasa en homogeneizados de rifién de los
diferentes grupos de estudio (n=6).
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Actividad de las enzimas GST en muestras de orinay suero. La Figura 25 muestra los resultados
obtenidos. En los dos casos las diferencias de los grupos expuestos a Mercurio y tratados con los
diferentes esquemas basados en micronutrientes y DMSA mostraron diferencias estadisticamente
significativas con una p<0.05 en el caso de la GST en suero y un valor de p<0.05 para GST en orina.
Las graficas muestran la diferencia de los grupos tratados con micronutrientes y DMSA entre ellos y
en comparacion con el grupo expuesto solo a Mercurio y de la misma manera las diferencias

existentes.

En suero la actividad de la enzima, de los diferentes grupos tratados con micronutrientes y el agente
guelante fue aumentando en comparacion con el grupo expuesto a Mercurio. El grupo tratado con
DMSA mostr6 una diferencia de 0.7 unidades (1.99 + 0.13 pumol/mg/min); el tratado con Selenio mas
DMSA tuvo un aumento de 0.57 (2.04 + 0.11 pmol/mg/min); el tratado con Zinc mas DMSA aumentd
1.3 (2.59 £ 0.13 pmol/mg/min) unidades y finalmente el tratado con los dos micronutrientes y el
agente quelante aumenté 1.69 unidades (2.93 + 0.44 umol/mg/min) con respecto al grupo expuesto

a Mercurio (1.29 + 0.22 pmol/mg/min).

En el caso de las determinaciones llevadas a cabo en orina se pudo ver que la actividad también
aumenté en los grupos tratados con micronutrientes y DMSA. El aumento de la actividad con
respecto al grupo expuesto a Mercurio (0.69 £ 0.21 umol/mg/min) fue de 0.74 unidades para el grupo
tratado con DMSA (1.43 £ 0.08 umol/mg/min); de 0.33 para el tratado con Selenio mas DMSA (1.02
+ 0.16 pmol/mg/min); de 1.63 en el caso del grupo tratado con Zinc mas DMSA (2.32 = 0.14
pmol/mg/min) y de 0.35 unidades (1.04 £ 0.12 pumol/mg/min) para el grupo tratado con la mezcla de

micronutrientes y el agente quelante.
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Figura 25. Actividad ade GST en suero y orina de los grupos de experimentacién (n=6).
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CAPITULO 8
DISCUSION DE RESULTADOS
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El problema de la intoxicacién con Mercurio es global y, al igual que con otros metales pesados,
constituye un problema de salud publica. A nivel fisiolégico, puede producir nduseas, temblores,
diarrea, anorexia, fatiga, falla renal y muerte, por mencionar algunos efectos adversos. A nivel
bioquimico, puede afectar desde macromoléculas hasta sistemas organicos animales o vegetales.
Sus mecanismos de toxicidad se relacionan con sus caracteristicas quimicas y su poca
biotransformacién. Puede ocasionar alteracion en diversas actividades enzimaticas, rompimiento de

macromoléculas o fenémenos de estrés oxidativo (Crespo-Lépez, 2005., Ramirez, 2008., (Zalups R. K., 2012).

Cuando se decidio trabajar estudiando los efectos que el Mercurio tiene en el riidn de los animales
seleccionados como modelo, se inici6 con un esquema de intoxicacién correspondiente a la
administracion via intraperitoneal del metal a una concentracion de 2.5 mg/Kg de pesos. Se
dictaminé disminuir la dosis 10 veces constatando, de forma tal que los animales pudieron soportar
la intoxicacion via oral con la sal de Mercurio. Esto se debid, posiblemente, a que en la via oral la
redistribucion del metal ocasiona que este llegue en menor concentraciéon y por ello los efectos sean

menores, como consecuencia de la toxicodindmica reportada para el metal (Poma, 2008).

En este estudio se observo que el metal ocasion6 aumento de peso en los animales, asi como
aumento en el peso del riién. Cuando analizé la relacion peso corporal/peso del rifién, esta indicé
gue posiblemente el rifidon no se desarrollé de acuerdo con el desarrollo a nivel organismo que talvez
sufrié un aumento de peso debido a un fenémeno inflamatorio, un desequilibrio hidrico o al aumento
deltejido graso a consecuencia de la presencia del Mercurio, eso se obseva al hacer la manipulacion
del 6rgano blanco el rifién. Rafati-Rahimzadeh y colaboradores 2014, han reportado que la
intoxicacion con Mercurio varia en funcion de la naturaleza de los compuestos del metal. En el caso
de los compuestos inorganicos como Cloruro de Mercurio (HgCly), el cual fue estudiado y utilizado
en este trabajo, puede ocasionar dafio agudo y crénico afectando el tracto gastrointestinal, el sistema
renal y el sistema nervioso central, presentandose un gran nimero de sintomas entre los que se
encuentran anorexia, pérdida de fluidos, necrosis tubular y pérdida de peso (Rafati-Rahimzadeh, et al,
2013, 2014). Lo anterior puede estar relacionado con la alteracion enzimatica y la naturaleza de los

roedores.

Al realizar el examen general de orina la exposicion a Mercurio origing alteraciones en el nivel de
leucocitos, nitritos, urobilindégeno, gravedad especifica, nivel de cetonas, bilirrubina y volumen de
orina, lo que reflej6 alteraciones a nivel hepatico, renal, estrés o tensiébn en los animales,
descompensacion metabdlica, deshidratacion e infecciones posiblemente bacterianas (Henry, 2001).

Aun asi, los animales no desarrollaron el Sindrome de Fanconi el cual ha sido observado en
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animales intoxicados con Plomo (Ramirez, 2005., Poma, 2008). El cual se caracteriza por la presencia de
glucosa, sangre y proteinas en orina. La exposicién a Mercurio no ocasion6 aumento en el nivel de
Especies Reactivas de Oxigeno. Este resultado se reflejo en la nula actividad de la SOD vy la
disminucion de la actividad de la CAT. Shimmojo y colaboradores en el afio 2002 publicaron un
trabajo en el cual indicaron que la actividad de la Mn-SOD es inhibida, posiblemente de forma directa
por el HgCl; en un modelo de ratones de la cepa ICR a la cual administraron via subcutanea dosis
de 0.25 a 3 mg de la sal de Mercurio por Kg de peso del animal. Ellos argumentaron que la
disminucion de la actividad de la enzima fue dependiente de forma directamente proporcional a la
dosis empleada en rifién, pero en el higado la presencia de Mercurio no alter6 la actividad de la
enzima. Ellos determinaron que la acumulacion de Mercurio en el rifién fue 34 a 47 veces mayor en
este érgano en relacién con el higado, lo que podria explicar las diferencias encontradas en los dos

Organos (Shimojo, et. al., 2002).

Se ha logrado establecer una relacion entre la generacion de EROS y el aumento de la actividad de
la enzima GST (Hernandez, et al., 2015 y Hernandez, 2013), por esta razon se determino la actividad de la
enzima, como indicador de dafio, en los diferentes grupos de estudio. En el caso de la exposicién al
metal se observé que la actividad de GST aumenté en el homogeneizado renal, pero no asi en orina
ni en suero, como se ha encontrado en el caso de la intoxicaciéon con Plomo (Hernandez, et al., 2015 y
Hernandez, 2013). McMahon y Tonomura en 2010 comunicaron que se han establecido algunos
biomarcadores para el dafio renal, incluyendo la actividad de algunas enzimas de importancia
clinica, pero que por su baja concentracion en el riién pueden no cumplir cabalmente esta funcion.
En relacion con la GST, McMahon indicé que las isoformas a y 1 son liberadas exclusivamente
durante el dafio renal (ocasionado por Cadmio, cisplatino, ciclosporina, antibidticos, transplantes o
en episodios de dafio cardiaco en humanos); la primera representando las alteraciones en el tibulo
proximal y la segunda las del tubulo distal. De la misma forma la a-GST se ha relacionado con el
dafo hepatico cuando es detectada en muestras de suero. Tonomura indico que la Food and Drug
Administration (FDA) y la European Madicines Agency (EMEA) publicaron, en 2008, el nombre de
siete nuevos marcadores de dafio renal entre los que mencionaron a la proteina total y a la albimina
en particular. El mismo afio el International Life Sciencies Institute Health and Environmental
Sciences Institute (ILSI-HESI) incluyé otros cuatro biomarcadores, entre ellos a-GST y u-GST en
humanos, mencionando que en animales de laboratorio no se han realizado muchos estudios al
respecto (Mc-Mahon et al., 2010., Tonomura. et al., 2010). Lo anterior podria ayudarnos a postular que, bajo
este esquema de intoxicacion, el cloruro de Mercurio, posiblemente dafié de forma sistémica a los
roedores y por ello la actividad de la enzima en rifibn aumento, lo que indica posiblemente dafio

tubular. En relacién con lo mencionado, se ha reportado que entre los dafios ocasionados por la
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exposicion a Mercurio se encuentran la interrupcion de la formacién de microtibulos; el cambio en
el balance de Calcio intracelular; el cambio en el potencial de las membranas, asi como la alteracion
de su integridad; la inhibicion de la actividad de un gran nUmero de enzimas; la generacion de estrés
oxidativo; la inhibicién de la sintesis de proteinas y DNA y disturbios en las funciones inmunes. Para
tratar de comprender los fendmenos ocasionados por este metal, el equipo de trabajo dirigido por la
Dra. Leticia Navarro, ha postulado varios mecanismos de dafio basados en las caracteristicas
guimicas de este elemento. El Mercurio puede unirse a los grupos fosfato, carboxilo y amino de
muchas moléculas intra y extra celulares. De la misma forma tanto los compuestos organicos como
los inorganicos de Mercurio pueden unirse a moléculas ricas en grupos sulfhidrilo como la Cisteina,
el Glutatién y la albumina, lo cual influye en la distribucion del Mercurio en el organismo ya que las

uniones con compuestos que los puedan unir facilitaran su distribuciéon dentro del mismo (Rafati-
Rahimzadeh, et al, 2013, 2014).

Los metales pesados como el Mercurio ocasionan dafios muy variados, los cuales dependen de la
naturaleza quimica de los compuestos que forma, las vias de entrada, la dosis, el 6rgano blanco, la
edad y el sexo de los individuos, la raza, etc. Esto ha originado que muchos investigadores se
dediquen a estudiar posibles tratamientos para prevenir, competir o revertir los dafios. Entre ellos se
han propuesto compuestos de naturaleza antioxidante, agentes quelantes y micronutrientes. En este
trabajo se eligié la terapia con los microelementos esenciales Selenio y Zinc, asi como el agente
guelante DMSA, el cual se disefi¢ de forma especial para el Plomo pero que ahora se utiliza para

otros metales 0 agentes contaminantes (Guany Dai, 2009., Roels, et. al, 1991 Kosnett, 2013., Rafati-Rahimzadeh.
et. al, 2014., Bridges, et. al, 2008.ay b).
Las Figuras 26 y 27 muestran esquemas que indican los efectos que la exposicion a Mercurio

ocasiona en las células renales de ratas Wistar macho expuestas a Cloruro de Mercurio 2.5 mg/Kg.
Este esquema surgi6 del andlisis de todas las determinaciones que se realizaron y de las
observaciones del comportamiento de los animales durante el periodo de intoxicacion con Mercurio
comparandolos siempre con el grupo control. EI Mercurio ocasiona un desajuste metabdlico que
involucra alteraciones metabdlicas como lo es el metabolismo de los carbohidratos, la alteracion de
una enzima antioxidante resultando en un posible aumento de H;O,, que es el precursor de las
Especies Reactivas de Oxigeno, también gener6é dafios a nivel hepatico, renal y posiblemente
cerebral al observarse irritabilidad en los animales, perdida de pelo y alteracion de su
comportamiento. De la misma forma se gener6 un estado de infeccién posiblemente por la afectacion
del sistema inmune. Finalmente se observé aumento de peso excesivo en los animales expuestos

a Mercurio con aumento de grasa corporal y agua.
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Figura 26. Efectos de la exposicién por via oral a 2.5 mg/kg de Cloruro de Mercurio en ratas Wistar macho por un
periodo de 15 dias. (Fuente: elaboracion propia).

Figura 27. Efectos de la exposicion por via oral a 2.5 mg/kg de Cloruro de Mercurio en la actividad de las enzimas CAT,
SOD y GST de rifién de ratas Wistar macho. (Fuente: modificado de Zalups, 2017).
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En el desarrollo de esta investigacion, se establecieron tres grupos, uno tratado con Selenio, otro
con Zinc y el tercero con la mezcla de los dos elementos. El efecto de estos metales, por separado,
sobre el peso de los animales fue una disminucion significativa de peso sin llegar a causar la muerte
de los animales. Se sabe que el Zinc, el Magnesio y el Cobre sirven de cofactores para la enzima
Superoxido Dismutasa y que el Selenio es cofactor de las enzimas Glutation Peroxidasa, Glutation
Reductasa y Tiorredoxina Reductasa (Agarwal, 2006). Si bien en este trabajo presentdé un pequefo
aumento de peso ocasionado por algun desequilibrio hidrico como consecuencia de un problema
osmotico. A pesar de que, cuando se usoé la mezcla de los dos elementos, la disminucién de peso
fue menor. No se tiene una explicacion certera para este hecho. Sin embargo, este ultimo grupo fue
el que ocasion6 un dafio menor en el peso de los animales. No existié un efecto en el peso de los
rinones, sin embargo, cuando se llevd a cabo la relacidn entre el peso del 6rgano y del rifidén se
observo solo un aumento en el grupo tratado con Zinc. Entre estos dos micronutrientes Se y Zn, el
Selenio es mas efectivo, y se sabe que el Selenio, bajo ciertas condiciones, tiene capacidades
prooxidantes por lo que puede llegar a oxidar grupos tiol y generar superéxidos. Hay investigaciones
gue indican que el Selenio, en forma de Selenito de Sodio, disminuye la cantidad de Mercurio en el
rindn, pero con incremento en érganos como el higado y otros tejidos en la cuales no sé hizo el
estudio porque el érgano del interés es el riidn que retiene mayor concentracion de Hg.
Posiblemente estos efectos tengan que ver con las interacciones Hg-Se. De igual forma algunos
autores han indicado que el Selenio no puede proteger a los érganos contra la intoxicacion con
Mercurio cuando es administrado de 1 a 2 horas antes que el metal (Cuvin-Aralar, 1991., Yoneda, 1997.,
Sasakura, 1998., Agawal, 2007). En el presente trabajo de Tesis se utiliz6 el SeS, y se observo que el
grupo sometido a la preexposicion a Selenio por un periodo de 15 dias antes de la intoxicacién con
Mercurio fue el que mostré mejores resultados al normalizar algunas de las alteraciones ocasionadas
por el metal.

Cuando los animales se expusieron a los dos metales por separado presentaron alteraciones en los
niveles de leucocitos, nitritos y urobilinégeno. Cuando se trataron con Zinc las alteraciones se
visualizaron en nitritos, urobilinégeno, proteina, sangre, gravedad especifica, cetonas y bilirrubina y
un nivel muy bajo de proteina indicando que en este caso se generé un mayor dafio renal y hepatico
y por lo tanto no es tan factible con el Zinc. Cuando los dos micronutrientes fueron administrados al
mismo tiempo, los analitos que mostraron un comportamiento anormal fueron los nitritos, en este
caso también se detecto ligera proteinuria, interpretando que existe una menor infeccién en vias
urinarias y dafio renal. De nueva cuenta la exposicion a los dos metales tuvo menores efectos en
los animales. Posiblemente los dos elementos presentaron sinergia y por ello los efectos fueron

menores. El Selenio disminuyo la generacion de Especies Reactivas de Oxigeno en relacion con el

88



grupo control. Esto posiblemente se debi6 a que el metal activé a las enzimas Glutation Reductasa
y Glutation Peroxidasa. Cuando se determino la actividad de las enzimas antioxidantes, el Selenio y
el Zinc causaron el aumento de la actividad de CAT y SOD lo cual podrian indicar que estos
elementos activaron el sistema antioxidante en general por lo cual la capacidad antioxidante celular

aumento, reflejando la interaccion entre todas las enzimas, como se ha mencionado en la literatura
(Escorza, 2009).
Cuando se evalud la actividad de GST, los resultados indicaron que estos dos metales, por separado

disminuyeron la actividad enzimatica, pero al ser administrados juntos la actividad no vario.
Posiblemente esto puede deberse a que los metales por separado podrian desencadenar algun
proceso celular, diferente al estrés oxidativo, que pueda inhibir la actividad enzimatica o a que, como
el sistema antioxidante se encuentra activo, ya no es posible inducir la enzima ain mas o porque no
resulta tan “necesario” activar a la enzima GST. Se debe recordar que una de las actividades de
esta proteina es la de participar en la fase Il del metabolismo de los xenobi6ticos (Sherratt, 2001., Nebert,
2004., Josephy, 2010). Sin embargo, los resultados demuestran que en estos grupos el sistema de
induccién de la enzima no esta siendo influido por dichos xenobibticos ni como generadores de
estrés lo cual podria explicar que su actividad haya disminuido.

En el caso de la administracion de los dos microelementos, la actividad no se vio afectada. Este dato
concuerda con los resultados obtenidos en las pruebas anteriores del EGO. Los resultados
obtenidos en rifion al determinar la actividad de GST, se reprodujeron cuando la actividad de la
enzima fue medida en orina, reflejando lo que sucedié en el érgano. Cuando la actividad de GST se
determiné en suero se observd que en los tres grupos la actividad aumentd lo cual puede reflejar,
posiblemente, dafio hepético debido a lo mencionado en el apartado correspondiente al grupo

intoxicado con Mercurio.

Una vez terminados los grupos anteriores, se establecieron los intoxicados con Mercurio y tratados
con micronutrientes. En este caso, se incluyeron dos grupos en los cuales se realizd un
pretratamiento por 15 dias con Selenio y con Zinc por separado, después del cual los animales
fueron expuestos a Mercurio. En la literatura se ha establecido que el Selenio y el Mercurio actian
en el organismo antagonizando cada uno la actividad del otro. En el rifidn, se ha reportado que la
presencia de Selenio puede reducir la cantidad de Mercurio o modificar la distribuciéon del mismo
dentro del 6rgano. Sin embargo, la cantidad del metal pesado aumenta en el resto del organismo y
de manera preferencial en el higado. Esta relacion presenta algunas desventajas como el hecho de
gue el selenio puede presentar propiedades prooxidantes, lo que podria ocasionar la oxidacion de

los grupos tiol y generar superdxidos. De la misma manera el Selenio puede afectar la via urinaria
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de eliminacién de Mercurio dependiendo de la concentracién que se refleja en su funcién metabdlica.
Se sabe también que ambos elementos forman asociaciones 1:1 pero no se tiene bien estudiada la
implicacion de esta asociacion (Curvin-Aralar, 1991., Agarwal, 2007., Li, 2008).

De forma similar a los resultados obtenidos en el bloque anterior del EGO de los animales expuestos
a Mercurio y tratados con los micronutrientes Selenio y Zinc por separado provocaron un mayor
efecto en el peso de los animales, disminuciones de 50 y 100 gramos, lo que para los animales
representa un gran desbalance en su desarrollo, tomando en cuenta que el aumento de peso normal
de los animales expuestos a Mercurio fue de 21 gramos. La combinacién del Selenio mas el Zinc
mantuvo a los animales sin variacién en su peso, lo cual implica que posiblemente, estos elementos
actuaron de forma sinérgica contra las acciones del Mercurio y de forma antagonica entre ellos. Este
hecho no se reflej6 en el peso de los érganos.

En todos los esquemas se detecté disminucion de peso de los 6rganos. Ello denota un desarrollo
no normal en relacion con el peso de los animales. Los grupos presentaron proteinuria moderada
cuando se intoxicaron con Mercurio y se trataron con Selenio y Zinc. Cuando los dos microelementos
Se usaron juntos para tratar el dafio por Mercurio se observé aumento de volumen urinario.

Los diferentes esquemas de tratamiento con los micronutrientes disminuyeron la formacion de las
Especies Reactivas de Oxigeno y en el caso del tratamiento con los dos micronutrientes los niveles
bajaron mas de cuatro veces y en el caso de la preexposicion a Zinc el descenso fue de 38 veces.
Posiblemente el efecto observado sea debido a los efectos de los micronutrientes sobre los sistemas
antioxidantes. Se ha reportado que en ocasiones la captacioén celular de Mercurio se ve realzada
por la presencia de Selenio, lo cual podria originar un dafio celular mayor (Sanin, et. al, 2006).

En relacion con las actividades enzimaticas, se tiene el conocimiento de que el Zinc puede mantener
la integridad de los grupos SH y puede evitar la interaccion entre los metales Hierro y Cobre de las
membranas, lo que evita la formacion de Especies Reactivas de Oxigeno. También puede inhibir
enzimas oxidantes como la NADPH oxidasa y la Oxido Nitrico Sintetasa. Ademas, puede inhibir la
lipoperoxidacién (Haweks, 1985; Driscoll, 2003). Se observé que, en presencia de Mercurio, la enzima
GST aument6é y que los micronutrientes administrados solos y los dos juntos ocasionaron
disminucion de la misma, posiblemente por la disminucién de los EROS. Sin embargo, cuando se
realizan los pretratamientos la disminucion de la actividad es menor, quiza porque la exposiciéon a
los micronutrientes disminuy6 la generacién de estas especies. Se observdé un aumento de la
actividad de Catalasa en los grupos intoxicados con Mercurio y tratados con Selenio y Zinc por

separado, lo cual indica que hay aumento de Perdxido de Hidrogeno posiblemente.

Finalmente, en el caso del tratamiento con Selenio y Zinc y la preexposicién a Selenio se observé

aumento en la actividad de SOD, lo que denota posiblemente la activaciéon o induccién de la enzima
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0 la presencia de radicales superéxidos. Se sabe que la administracion de los micronutrientes
Selenio y Zinc disminuye los dafios ocasionados por la intoxicacion con Mercurio posiblemente
porque por un lado el Zinc podria estar activando la produccion de GSH y con ello activar a las
enzimas Glutatién Peroxidasa (GSHPer), Glutation Reductasa (GSHRed) y GST, asi como a las MT
mismas que pertenecen al sistema antioxidante celular. Por otro lado, el Selenio estaria activando a
la enzima Superdxido Dismutasa que junto con las enzimas anteriores disminuiria la cantidad de
Especies Reactivas de Oxigeno generadas por intoxicacion con Mercurio. De esta manera la célula
se protegeria del dafio oxidativo a las macromoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos
como el DNA nuclear. Esta propuesta se muestra en la Figura 18. Sin embargo, aiin queda un amplio
campo por estudiar debido a que el comportamiento de los micronutrientes por separado
administrados a roedores intoxicados con mercurio abrié una serie de preguntas relacionadas con

los efectos que se observaron que deberan ser estudiadas con mas detalle mas adelante.

Las figuras 28 a 31 muestran los efectos de los diversoso esquemas de tratamiento basados en el

uso de micronutrientes por separado, juntos o en forma de pretratamiento por 15 dias.

Figura 28. Efectos del tratamiento con micronutrientes Selenio y Zinc sobre la exposicién por via oral a 2.5 mg/kg de
Cloruro de Mercurio en ratas Wistar macho por un periodo de 15 dias. (Fuente: elaboracion propia).
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Figura 29. Efecto del tratamiento con Se y Zn en la actividad de las enzimas CAT, SOD y GST en células renales
expuestas a Mercurio (Fuente: modificado de Zalups,2017).

Figura 30. Efecto del tratamiento con Se mas Zn en las enzimas CAT, SOD y GST en células renales expuestas a
Mercurio (Fuente: modificado de Zalups, 2017).
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Figura 31. Efecto del pre-tratamiento con Se mas Zn en las enzimas CAT, SOD y GST en células renales expuestas a
Mercurio (Fuente: modificado de Zalups, 2017).

EI DMSA es un agente quelante que se ha disefiado para contaminantes como los metales pesados.
En relaciéon con el Mercurio, este quelante es mas efectivo sobre las formas organicas que las
inorgénicas, para las cuales el 4cido 2,3-dimercapto-1-propanosulfonico (DMPS) es el mas utilizado

(Guan y Han, 2009).

En el siguiente grupo experimental se us6 el DMSA y se analiz6 su efecto por si solo y en
combinacién con Selenio y Zinc por separado. Se observé que en el grupo tratado con DMSA hubo
un aumento del peso corporal y el de los rifiones, posiblemente por aumento de liquido intersticial,
lo cual se pudo observar al realizar la extraccion de los 6rganos de estudio. No se detectaron
cambios importantes en el examen general de orina para ninguno de los grupos experimentales, lo
cual implica que no existieron alteraciones en rifion, higado, metabolismo de hemoglobina y lipidos.
De la misma forma no se detectaron cambios en el volumen urinario. El DMSA solo no ocasion6
cambios en el nivel de EROS en relacion con el grupo expuesto a Mercurio. Sin embargo, cuando
se administré conjuntamente con Selenio 0 con Zinc, los niveles de las especies disminuyeron de
forma drastica, posiblemente por la accién antioxidante de los micronutrientes y la accién quelante

del DMSA. El quelante no ocasion6 cambios en la actividad de la GST, pero si disminuyé la actividad
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de CAT y aument6 la de SOD. La combinacién de DMSA + Selenio disminuy6 la actividad de las
enzimas GSTy SOD, pero no cambioé la actividad de CAT. Finalmente, en el caso de agente quelante
+ Zinc solo aumentaron las actividades de GST y SOD. Esto indica que la enzima mas activa en
estas tres condiciones es la SOD, posiblemente debido a la activacién de algin proceso oxidativo
en donde el i6n superéxido se generé. En orina la actividad de GST aumento en todos los grupos,

mayormente en el caso del DMSA solo y en suero no hubo cambios.

Finalmente, el grupo expuesto a Mercurio y los grupos intoxicados con Mercurio y tratados con
DMSA, DMSA + Se, DMSA + Zn, DMSA + Se + Zn fueron también evaluados. Las ratas expuestas
a Mercurio y tratadas con DMSA y las tratadas con Zn + DMSA, disminuyeron su peso en relacion
con el grupo intoxicado con Mercurio; los animales tratados con DMSA + Se y DMSA + Se + Zn
aumentaron de peso. En cuanto al rifidn y a comparacion con el grupo intoxicado con Mercurio, el
peso de los 6rganos incrementd en todos los grupos; sin embargo, en relacién con el crecimiento de
los animales se pudo ver que el aumento de peso del rifidn no fue proporcional ya que disminuy6 su
tamafio. Lo cuél se ha reportado que, en ratones en donde se realizaron pre y post- tratamientos
con 20 pmol de Mercurio por kg de peso por via intraperitoneal se detect6 aumento en la
lipoperoxidacién y el contenido de GSH; disminucion de la actividad de SOD en higado y rifién, asi
como disminucién de la enzima GPx en higado. El tratamiento con la misma concentracion de
Selenio reestablecid los efectos observados. Ademas, la actividad de la CAT aumenté en higado y

cerebro (Agarwal, 2007).

Se ha reportado que existe un patrén diferente de toxicidad en funcién de la especie de Mercurio y
de la especie intoxicada. Se sabe que los 6érganos blancos principales son: rifién, higado, sistema
gastrointestinal, intestinos y sistema nervioso central. De la misma manera se ha dado a conocer
gue el Mercurio se une a MT, Cisteina y GSH, cuando se encuentra en forma idnica induce
lipoperoxidacién en rifién y cerebro. En rifidn, el Mercurio puede inducir la produccién de radicales
superoxido e hidroxilo ademéas de disminuir el GSH en rifién, por lo cual ocasiona alteraciones
renales (Agarwal, 2007). Cuando se obtuvieron los datos generados por el examen general de orina se
observé que, en los grupos tratados con los diferentes esquemas de intoxicacién, no se observaron
alteraciones relevantes como sangre, proteinas o glucosa en orina, los niveles de cetonas,
bilirrubina, y urobilinégeno fueron normales. Solo se vieron alterados los valores de gravedad
especifica, el volumen urinario del grupo Hg + Se + DMSA. Todos los grupos presentaron niveles
variables de leucocitos y nitritos; mientras que el pH solo fue basificado en los grupos Hg + Se +
DMSA y Hg + Se + Zn + DMSA. A este respecto se ha reportado que los compuestos inorganicos

de Mercurio, como el HgCl, son, por lo general, pobremente absorbidos por el intestino y son
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depositados en el rindn en donde pueden ocasionar graves dafos. Para tratar de revertirlos se ha
empleado la terapia de quelacion, la cual consiste en el tratamiento de las intoxicaciones
relacionadas con metales pesados, con compuestos con la capacidad de formar complejos estables
con el metal, con lo cual se impide el ataque a blancos biolégicos. Se ha reportado que la
administracion oral de DMSA después de la intoxicacién con Mercurio puede disminuir el depoésito y
la retencién del metal en varios érganos e incrementar la excrecion urinaria del mismo (Planas-Bohne,
1981., Aaseth, 1983., Buchet, 1989., Guan, 2009). El aumento del volumen de orina en el grupo Hg + Se +
DMSA posiblemente se encuentra relacionado con un reporte que indica que en animales de
experimentacion el DMSA y el DMPS tienden a eliminar el Mercurio por via urinaria posiblemente
conjugado con estos agentes. Dentro de este proceso se ha implicado a la Proteina 2 Multiresistente
a Drogas (Mrp2), como la que puede mediar la secrecién de los complejos quelante-Hg en el tubulo
contorneado proximal del rifion. Esto fue probado en ratas a las cuales se les administré por via
intravenosa 0.5 umol/kg de HgCl, y después de transcurridas 24 horas se les inyect6 DMSA o DMPS.
En el caso del DMSA se observé que el contenido de Mercurio en rifién, asi como el peso del 6rgano
disminuyeron y que aumento la cantidad de metal en orina y suero (Bridges, 2008 a y b). Por otro lado,
se ha reportado que, en el caso de personas, la exposicién a vapores de Mercurio indujo aumento

en la excrecion del metal en orina (Roels, 1991).

Se ha reportado que el HgCl, puede actuar como agente prooxidante y que ello puede afectar la
actividad de las enzimas SOD, GPx y CAT. Estudios experimentales demostraron que cuando se
administré Selenito de Sodio a ratones intoxicados con Mercurio, no se generd estrés oxidativo y
gue las enzimas tuvieron diferentes comportamientos en funcién del érgano. En higado disminuyé
la actividad de SOD y aument6 la de CAT. En rifién disminuyé la SOD y en cerebro aumento la
actividad de CAT. El Mercurio puede generar radicales libres como superoxido y Peroxido de
Hidrégeno en rifion. Se observo, en estos experimentos que cuando se administré Selenio antes del
Mercurio la cantidad de H.O» es mayor que la de superoxido en higado y menor en rifidn y cerebro.
Cuando se administré el Selenio después del Mercurio, el comportamiento fue el mismo (Chung, 1982.,
Agawal, 2007). En este trabajo de Tesis se observé que los roedores intoxicados con Mercurio y
tratados con DMSA presentaron un nivel mayor de EROS y, de la misma forma, incremento en las
actividades de las enzimas GST, CAT y SOD, lo cual demuestra que entre el metal y el quelante
ocasionaron generacion de H2O- y del ion superoxido. En los grupos Hg + Se + DMSA 'y Hg + Zn +
DMSA se observé una concentracibn menor de EROS con disminucién de la enzima GSTy un,
aumento de CAT y de SOD, lo que indica que posiblemente, el radical hidroxilo juega un papel dentro
de este fendmeno de activacion/induccion de las enzimas. El grupo Hg + Se + Zn + DMSA mantuvo

las concentraciones de EROS a nivel de los grupos no expuesto y expuesto a Mercurio, asi como
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aumento de la capacidad catalitica de CAT y SOD sin variacién de la actividad de GST. Todo lo
anterior sugiere que los animales a los cuales se les administrd el quelante junto con los
micronutrientes generaron procesos en los que la participacion de Especies Reactivas de Oxigeno
estuvo implicada y que como consecuencia de ello las actividades de las enzimas antioxidantes y

de la GST en rifidn variaron dependiendo de cada esquema de tratamiento.

Los tratamientos con mayor eficacia de todos los grupos experimental de este trabajo, para la
intoxicacion con Mercurio y el estudio para el dafio renal. Resultd que el tratamiento con DMSA tiene
una mayor probabilidad de mejorar el dafio renal y administrando juntos los micronutrientes que es
Selenio y Zinc, también hay una mejor efectividad para contrarestar la intoxicacién con Mercurio.
Las figuras 32 y 33 muestran los resultados del tratamiento con los micronutrientes y el DMSA sobre

la intoxicacion con Mercurio.

Figura 32. Efectos del tratamiento con el quelante DMSA y los micronutrientes Selenio y Zinc sobre la exposicion por via
oral a 2.5 mg/kg de Cloruro de Mercurio en ratas Wistar macho por un periodo de 15 dias. (Fuente: elaboracion propia).
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Figura 33. Efecto del tratamiento con DMSA y los micronutrientes Se y Zn en las enzimas CAT, SOD Y GST en células
renales expuestas a Mercurio (Fuente: modificado de Zalups, 2017).
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En este trabajo se usaron ratas Wistar macho, intoxicadas via oral demuestra tener un efecto dafiino
en el rifion, el cual implica un componente oxidativo a comparacion con el caso de la intoxicacion

via intraperitoneal, la cual origina, a la dosis empleada, una mortalidad del 100%.

Los tratamientos con Selenio y Zinc funcionan mejor administrando juntos, que por separado,

logrando disminuir la cantidad de produccién de EROS y contrarrestar el dafio renal.

Los tratamientos con micronutrientes son efectivos debido a que estimulan la actividad de enzimas
antioxidantes y disminuyen el estrés oxidativo. Sin embargo, el Selenio fue el que mas efectos
benéficos tuvo a comparacién con el Zinc, el cual origind algunos problemas renales debido

posiblemente a la dosis empleada, la cual pudo ejercer un papel como agente prooxidante.

El pretratamiento con Selenio por 15 dias previos a la intoxicacién con Mercurio ocasiona mejor

proteccién contra la intoxicacion con Mercurio que el pretratamiento con Zinc.

El tratamiento con el agente quelante DMSA es mas efectivo cuando se administra de forma

individual que junto con los micronutrientes al no aumentar el nivel de estrés celular.

PERSPECTIVAS

Se recomienda para futuros proyectos de investigacion tener presente lo siguiente:

Al no tener una estabilidad del problema del dafio renal y las respuestas eficientes con el DMSA,

considerar otros agentes quelantes y diferentes concentraciones.

En nuestra region hay muchas vegetales que son fuentes ricas de elementos esenciales, porque no
trabajar con un grupo de experimental para contrarrestar los dafios ocasionados por metales

pesados.

Asi también seria de mucho apoyo estudiar los efectos que puede causar los metales pesados de
diferentes dosis, edades y 6rganos. Teniendo en cuenta que los micronutrientes ayuda al rifién

evitando el dafio renal, esto podria ser el principio para escalar hacia humanos y disminuir el

problema de salud del dafio renal.
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