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Resumen

La contaminacidon por plomo es un problema global y actual. El plomo genera radicales libres lo que lleva
al estrés oxidativo, el cual afecta a las células del organismo y al ADN. Para disminuir la formacion de
radicales libres la melatonina y la silimarina actian como especies antioxidantes, disminuyendo los
efectos adversos de los metales pesados. La funcién de la proteina trasportadora de metales divalentes
(DMT1) es el transporte de hierro, zinc y cobre desde el espacio extracelular al intracelular. En el presente
trabajo se evalud el efecto de melatonina y silimarina en ratas expuestas a plomo. Se realiz6 la técnica de
Western blot para determinar la cantidad de proteina en higado, rifién y testiculo. DMT1 se encuentra en
mayor cantidad en higado y sus niveles disminuyen ante una intoxicacién por plomo, protegiendo a los
hepatocitos, y aumenta en las células renales como un posible mecanismo de eliminacion del metal.

Abstract

Lead contamination is a global and current problem. The lead generates radical free which leads to
oxidative stress, which affects the body's cells and DNA. To decrease free radicals melatonin and Silymarin
act as antioxidants, reducing the adverse effects of heavy metals. The function of the conveyor protein of
Divalent metal (DMT1) is the transport of iron, zinc and copper from the extracellular space to the
intracellular. This study evaluated the effect of melatonin and silymarin in rats exposed to lead. Technique
of Western blot to determine the amount of protein in liver, kidney and testis. DMT1 is more abundant in
liver and its levels decrease to poisoning by lead, hepatocytes, protecting and increases in renal cells as
a possible mechanism of metal removal.
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INTRODUCCION

Contaminacion del plomo

La contaminacién por plomo es un problema global
gue vemos en la industria minera, en la produccion
de cemento, de baterias y pinturas [1], a pesar de
la implementacion de regulaciones sobre el uso de
este metal, la exposicion y el peligro entre la
poblacién que vive muy cerca de las zonas
industriales sigue siendo muy alto.

El envenenamiento por plomo se conoce como un
trastorno importante que afecta a los individuos a
través de la exposicion aguda, subaguda y crénica
en ambientes ambientales y ocupacionales [2].

e Consecuencias de la exposicién al plomo

El plomo causa dafio por la formacion de radicales
libres, generando especies reactivas de oxigeno
(ROS), que dafian al ADN y reduce los niveles de
oxido nitrico [3], provocando estrés oxidativo.

Los efectos negativos a la salud son especialmente
graves en nifios, en quienes suele provocar retraso
mental y deficiencia en el crecimiento. En adultos,
por la continua exposicion, el metal induce
activacién pro-coagulante en los eritrocitos [4],
efectos neurotoxicolégicos [5] y nefrotoxicidad [6],
debido a la alta concentracion y al tiempo de
permanencia relativamente largo del plomo en las
células epiteliales tubulares renales [3].

DMT1 en la exposicion al plomo

La proteina transportadora de metales divalentes
(DMT1) es una proteina integral y contiene 12
dominios transmembranales. Se expresa altamente
en las membranas de la corteza luminal del rifién,
en el tubulo proximal y en el higado [7].

DMT1 capta a metales esenciales como el hierro,
cobre, manganeso y el zinc. Cuando ocurre una
intoxicacién esto se ve alterado, ya que el plomo se
une a estos sitios de union de la proteina,
compitiendo con los cationes endoégenos, causando
una alteracion en la estructura conformacional y la
actividad biologica de las proteinas [8].

Melatonina y silimarina como tratamientos
estudiados

El estrés oxidativo es un mecanismo comdn que
contribuye a la iniciacién y la progresion del dafio
en diversos 6rganos [9].

Para eliminar los radicales libres e incrementar la
produccion de especies antioxidantes se han
estudiado la melatonina [10] y la silimarina [9].

La melatonina es una hormona producida por la
glandula pineal, que cronomodula los sistemas
biolégicos, es antioxidante [11] y posee
propiedades antiinflamatorias [12].

Estudios demuestran que la administracion de la
melatonina en conjunto el plomo reduce la toxicidad
renal y hepatica [13].

La silimarina es un flavonoide que se extrae de la
planta Silybum marianun. La planta se ha utilizado
desde el siglo IV a. C para trastornos del higado, el
bazo y la vesicula biliar [14].

La silimarina puede disminuir el estrés oxidativo y
preservar la funcion mitocondrial en el rifién,
potencialmente a través de la prevencion de la
acumulacion de lipidos renales y beta-oxidacion de
acidos grasos [15].

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del
plomo, la melatonina y la silimarina sobre la
proteina trasportadora de metales divalentes en
testiculo, higado y rifién de ratas machos Wistar.

MATERIALES Y METODOS

Disefo experimental.

Se utilizaron ratas machos de 5 semanas de edad
mantenidas en condiciones de alimentacion ad
libitum y en ciclos de luz/oscuridad de 12 horas
cada uno. Posteriormente se dividieron en 9 grupos:
(C) control, (1Pb) 50 mg Pb/Kg/2 meses, (1M) 10
mg de melatonina/Kg/1 mes, (1M+1S) 10 mg de
melatonina/Kg/1 mes con 200 mg de silimarina/Kg/1
mes, (1S) 200 mg de silimarina/Kg/1 mes, (2Pb) 50
mg Pb/Kg/2 meses con 1 mes de descanso, (2M)
10 mg de melatonina/Kg/2 meses, (2M+2S) 10 mg
de melatonina/Kg/2 meses con 200 mg de
silimarina/Kg/2 meses, (2S) 200 mg de
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silimarina/Kg/2 meses. El plomo y la silimarina se
administraron por via oral, la melatonina fue
administrada via intraperitoneal.

Al finalizar los tratamientos los animales se
sacrificaron y se extrajeron el higado, rifién y
testiculos. Inmediatamente se colocaron en
nitrégeno liquido y se molieron. Se les agrego6 buffer
de homogenizacién con inhibidores de proteasas.

Western blot
¢ Cuantificacién de proteinas

La concentraciéon total de proteinas solubles fue
determinada mediante el método de Bradford [16],
mediante un espectrofotobmetro a una longitud de
onda de 595 nm.

*Electroforesis

La separacion de los componentes proteicos del
homogenado se realizé6 mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida SDS-PAGE, en condiciones
desnaturalizantes y reductoras en el equipo Bio-
Rad (Mini Protean Il Cell) a un diferencial de
potencial constante de 80 V por 30 minutos y
posteriormente 100 V por 1:30 horas. Las muestras
fueron preparadas agregando el volumen de
homogenado necesario que contuviera 11 ug de
proteina y un volumen igual de buffer de carga.

e Transferencia

La transferencia a la membrana de nitrocelulosa se
llevd a cabo con un sistema semiseco. El tiempo y
voltaje utilizados fue de 1:45 horas a 3 V. Las
membranas fueron bloqueadas en una solucién de
leche descremada en polvo, al 5% (w/v) durante 2
horas. Posteriormente se realizaron lavados con
buffer PBS 1X Tween-20 a temperatura ambiente y
agitacion constante durante diez minutos.

¢ Incubacién con los anticuerpos.

Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con
el anticuerpo primario (dil 1:1000) toda la noche a 4
°C y agitacion constante. Como control endégeno
se us6 anticuerpo anti-GADPH. Posterior a la
incubacion con el anticuerpo primario, se realizaron
lavados exhaustivos y se incub6 con el anticuerpo
secundario chivo anti conejo acoplado a peroxidasa
(dil 1:2000).

e Deteccidn

Se utilizé el sistema Prime Western Blotting
Detection Reagent Kit de la marca Amersham.

*Cuantificacion

Para obtener el valor de densitometria se digitalizd
la imagen y se analiz6 con el software Image Lab
TM Version 4.0 de Bio-Rad.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los grupos expuestos a plomo se observé una
disminucién significativa de los niveles hepaticos de
DMT1 con respecto al grupo control (Figura 1). Esto
indica que, en el tejido hepatico, DMT1 deja de ser
utilizada para importar metal dentro de la célula,
este proceso puede ser un mecanismo de defensa
ante la intoxicacion por plomo [17]. Los tratamientos
con duracibn de un mes y dos meses con
melatonina y silimarina administrados de forma
individual y combinada provocaron un incremento
en la cantidad de DMT1 en comparacion con los
grupos 1Pb y 2Ph. No se observé un cambio
significativo entre el grupo de melatonina y
silimarina, ambos antioxidantes parecieran actuar
de la misma forma.

Densitometria de la proteina DMT1 en Higado

Cantidad relativa
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Tratamientos

Figura 1: Cantidad relativa de proteina transportadora de metales

divalentes (DMT1) en higado.

En el caso del rifién, no se observa un cambio
significatico entre el tratamiento a un mes con el de
dos meses a excepcion del grupo 1M+1S contra
2M+2S (Figura 2). Después de un mes de
tratamiento los niveles de proteina incrementaron
significativamente, y a los dos meses disminuyeron,
lo que indica que la proteina trata de desechar el Pb
hacia las células renales para su posterior
eliminacion.
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Densitometria de la proteina DMT1 en rifion
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Figura 2: Cantidad relativa de proteina transportadora de metales
divalentes (DMT1) en rifion.
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En el testiculo la cantidad de DMT1 mostré un
incremento significativo en los grupos 1Pb vy
1M+1S. En el grupo 2M la cantidad de DMTL1
disminuyo respecto al grupo control. Figura 3. Al
parecer, con el tratamiento de dos meses disminuye
la cantidad de proteina.

Comparando los tres tejidos analizados, en higado
se encuentra en mayor cantidad la proteina
transportadora de metales divalentes, siguiendo en
rifidn y en poca cantidad se encuentra en testiculo.

Densitometria de la proteina DMT1 en testiculo
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Figura 3: Cantidad relativa de proteina transportadora de metales
divalentes (DMT1) en testiculo.

CONCLUSIONES

Los niveles hepéticos de DMT1 disminuyen con la
exposicion a Pb. La melatonina y silimarina
aumentan los niveles hepaticos de DMT1 actuando
como antioxidantes y disminuyendo el estrés
oxidativo causado por la intoxicacion por Pb. En
rifién el tratamiento combinado aumenta
significativamente los niveles de DMT1 para
aumentar la eliminacién del metal. La exposicién a

Pb aumenta el nivel de DMT1 y su valor disminuye
al incrementar la duracién de los tratamientos con
melatonina y silimarina.
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