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RESUMEN

El paration metilico (PM) es un insecticida organofosforado (IO) que fue
utilizado ampliamente en aplicaciones agricolas y en menor grado en aplicaciones
domésticas; actualmente esta clasificado por la Agencia de Proteccion al Ambiente
(EPA) con grado de toxicidad de categoria 1 por lo que su uso ha sido prohibido. La
toxicidad primaria de este compuesto se debe a la inhibicion de la enzima
Acetilcolinesterasa (AChE) generando la acumulacion de acetilcolina (ACh) en las
sinapsis colinérgicas. La toxicidad crénica de este pesticida ha sido muy poco estudiada,
sin embargo existen reportes de alteraciones inmunologicas, genéticas y nefrotoxicidad;
no obstante, tanto los mecanismos como las moléculas blanco que son afectadas por
este pesticida son desconocidos, por lo que es importante realizar estudios con esta
sustancia con el fin de elucidar estas incégnitas. En este trabajo se emplearon ratas
Wistar machos (= 250 g de peso) las cuales se dividieron en dos grupos: intoxicado y
control. El primero recibio 0.56 mg de PM en aceite de maiz, mientras que el segundo
solo recibi6 el vehiculo. Muestras de sangre y orina fueron tomadas antes de iniciar los
tratamientos y posteriormente una vez a la semana. Al término de la 22 48 6%y 82
semana de tratamiento se extrajeron los rifiones de los animales de experimentacion;
mientras que los higados solamente se obtuvieron al término de la 4 y 6% sema de
intoxicacion. Los parametros evaluados en las muestras fueron: a) en sangre, creatinina
y glucosa; b) en orina, flujo urinario, glucosa, creatinina, aloumina, fosfatos, proteinas
totales y actividad de la y-glutamiltranspeptidasa; c) en corteza renal, concentracion de
glutation reducido (GSH) y actividad de glutation peroxidada (GPx), analisis por RT-
PCR de los genes GAPDH, TNF-o y BAX; ademas se realiz6 un estudio histolégico de
los rifiones empleando la tincién con Hematoxilina y Eosina (H/E) y las técnicas de
PAS e inmunohistoquimica para la deteccion de CI2 y DpplV, mientras que para la
evaluacion histologica de los higados se utilizaron la tincion de H/E y la técnica de
PAS. Al término de este trabajo se observaron alteraciones estructurales en los higados
de ratas expuestas a este 10, asi mismo, se encontraron alteraciones en glomérulos y
tubulos renales proximales generando modificaciones bioquimicas, funcionales,
moleculares e histoldgicas; por lo que teniendo en cuenta estos resultados se concluye
que el PM genera dafio renal al exponer de forma cronica a bajas dosis a ratas Wistar

machos adultos.
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INTRODUCCION

1. Pesticidas

Los pesticidas o plaguicidas son sustancias quimicas destinadas a matar, repeler, atraer,
regular o interrumpir el crecimiento de seres vivos considerados como plagas. Dentro de
esta denominacion se incluyen productos orientados a matar insectos, hierbas, aves,
mamiferos, peces, bacterias y hongos que compiten con los humanos para conseguir
alimento, destruyen las siembras y propagan enfermedades. Aunque los pesticidas
presentan una relativa toxicidad selectiva para la especie no econémica, casi siempre son
altamente toxicos para otras especies que no son consideradas como plagas [Ortega-
Cesefia, 1994].

El uso de pesticidas se multiplicé 32 veces de 1950 a 1986 en los paises
desarrollados, asi mismo, los paises en vias de desarrollo también los han empleando cada
vez mas en sus actividades agricolas y en la actualidad consumen la cuarta parte de este
tipo de productos manufacturados en el mundo, debido a su ayuda para incrementar la
produccién de alimentos y luchar en contra de enfermedades transmitidas por insectos u
otros parasitos humanos como el tifus o la malaria. En México, el mercado de plaguicidas
ha registrado un constante aumento: en 1960 se vendieron 14 mil toneladas; en 1977, 22
mil; en 1983, 34 mil, y en 1986, alrededor de 60 mil. Los insecticidas ocuparon en
promedio el mayor porcentaje del mercado (51%), seguidos por los herbicidas (31%) y los
fungicidas (15%). Los plaguicidas que se han utilizado en nuestro pais pertenecen a
diversos grupos, dentro de los cuales destacan: organoclorados (OC), organofosforados
(OP), carbamatos, piretroides, triazinas, etc. [Pifia-Guzman y col., 2006; Ortega-Cesefia,
1994].

1.2 Clasificaciéon de los pesticidas
Existen diversos criterios para clasificar a estos compuestos, por ejemplo [Cordoba D.,

2001]:

a) Segun el organismo que eliminan: herbicidas, insecticidas, acaricidas, fungicidas,

rodenticidas, molusquicidas y lampreicidas.
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b) Destino de aplicacion: fitosanitario, destinados para sanidad vegetal o el control de
vegetales; ganadero, empleados en animales o en actividades relacionadas con su
explotacion; usados en industria alimentaria, destinados a tratamientos de productos
o dispositivos relacionados con la produccion de alimentos; ambientales, para el

saneamiento de locales u otros establecimientos publicos o privados.

c) Higiene personal: aquellos preparados Utiles para la aplicaciéon directa sobre el

hombre.

d) Domésticos: preparados aplicados en viviendas o locales por personas no

especializadas.

e) Segun su formulacion y presentacion: gases o gases licuados, fumigantes y
aerosoles, polvos con diametro de particula inferior a 50um, sélidos, liquidos y

tabletas.

f) Composicion quimica: compuestos arsenicales, carbamatos, derivados de la
cumarina, dinitrocompuestos, organoclorados, organofosoforados, organometalicos,

piretroides, triazinas y tiocarbamatos.

g) En funcion de su toxicidad: de baja peligrosidad, peligrosos y altamente toxicos.

1.3 Efectos sobre la salud por exposicion a plaguicidas

Los pesticidas representan un riesgo para la salud y el ambiente. Si acaban con las plagas,
es porque son sustancias toxicas, por lo que su uso excesivo e inapropiado puede causar
danos en la salud de los agricultores o poblaciones relacionadas [Castro R. y col., 2005; de
la Iglesia Huerta y Delgado Cobo, 2000; Ortega-Cesefia y col., 1994].

Estos compuestos han sido asociados con diversos efectos toxicos: cancerigenos,
teratdgenos, mutagénicos, espermatogénicos, fetotoxicos, neurotdxicos, nefrotdxicos o una
combinacién de varios de estos, tanto en seres humanos como en otras especies. Segun la
Academia Nacional de Ciencias de los EUA, solo se ha caracterizado el espectro
toxicoldgico del 10% de los ingredientes activos comercializados de plaguicidas, para el
52% es incompleta y para los 38% restantes no hay informacion. Esta situacion es critica

para conocer el efecto toxicologico sobre los humanos, ya que estos agentes constituyen un
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riesgo para la salud a corto, mediano o largo plazo [Pifia-Guzmén y col., 2006; Castro R. y
col., 2005].

Los efectos toxicos experimentados en los seres expuestos dependen del tipo de
pesticida, la dosis, la via y el tiempo de exposiciéon. Las consecuencias agudas estan
asociadas a accidentes donde una sola dosis es suficiente para desarrollar signos y
sintomas. En México, las intoxicaciones agudas por exposicion laboral se producen por el
uso de ropa o equipo inadecuado, escasa preparacion del trabajador para cumplir las normas
correspondientes y falta de supervision experta durante actividades en las cuales la personas
emplean estos compuestos, asi como la toxicidad de los insecticidas utilizados, que algunas
veces ya han sido prohibidos por los paises desarrollados. Algunos de los puntos de
exposicion laboral y no laboral que poseen los humanos hacia este tipo de sustancias se

mencionan en la tabla 1 [Duran-Nah y col., 2000].

Laboral No laboral
Fabricacién Ingestion intencionada o accidental.
= Riesgo vivienda (almacenamiento, ropa trabajo,
Formulacion

jardines caseros).

Transporte Contaminacion de suelos.

Almacenamiento Contaminacion de aguas.

Contaminacion alimentaria:

a) de la cadena trdfica.

Ventas

Aplicacion b) no respetar plazos de seguridad.
Contaminacion atmosférica.

Trabajos agricolas en Utilizacion de envases vacios de plaguicidas para

zonas proximas otros usos.

Tabla 1. Tipos de exposicion a los plaguicidas [de la Iglesia Huerta y Delgado Cobo, 2000]

Los efectos toxicos cronicos como cancer, leucemia, necrosis del higado,
malformaciones congénitas, neuropatias periféricas, malestar general, cefaleas persistentes
y diversos tipos de dolor, se deben a exposiciones repetidas, a dosis bajas y tiempos

prolongados, donde los sintomas y signos aparecen después de un largo tiempo (hasta afios)
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de la exposicion al pesticida, dificultando su deteccion, a demaés, dado que la
biotransformacion de algunos pesticidas es relativamente lenta, se generan efectos
acumulativos en las personas expuestas. Particularmente, algunos efectos toxicos que se
han reportado en la poblacion expuesta cronicamente a plaguicidas organofosforados
incluyen: problemas de la piel, leucemia, linfoma no Hodgkin, aberraciones cromosomicas,
alteraciones del funcionamiento hepatico, aumento en la mortalidad y presencia de
sintomatologia general e inespecifica con niveles de colinesterasa normales o disminuidos

dentro de los limites normales. [Palacios-Nava y col., 1999].

Con el aumento del uso de plaguicidas crecieron significativamente los accidentes y
enfermedades asociadas. Segun datos de la OMS, anualmente se intoxican dos millones de
personas por exposicién directa o indirecta a los plaguicidas. De ese total, mas de un mill6n
de afectados pertenecen a paises en desarrollo, en los cuales pueden ocurrir hasta veinte

mil muertes anuales [Fenske y col., 2000].

1.4 Contaminacién del ambiente por pesticidas

La contaminacion es la presencia en el ambiente de cualquier agente fisico, quimico o
biolégico, o bien, la combinacion de varios de estos agentes en lugares, formas y
concentraciones tales que sean nocivos para la salud, para la vida vegetal, animal o
humana, o impidan el uso normal de las propiedades y lugares de recreacion y goce de los
mismos. Los tipos de contaminantes pueden ser clasificados de diversas maneras, por
ejemplo: de acuerdo al medio que contaminan (suelo, agua o aire), o segun el origen de los
contaminantes, es decir, si son naturales o antropogénicos. La contaminacién natural se da
por diversos fendmenos que se presentan normalmente en la naturaleza, tal es el caso de las
emisiones volcanicas o la contaminacion de pozos de agua profundos con arsenico (aguas
fésiles). La contaminacion antropogénica es generada por las diversas actividades humanas
como la industria, uso de automdviles, asentamientos humanos que generan enormes
cantidades de basura. Otra fuente de contaminacidn antropogénica muy importante es la
actividad agricola, la cual aumenta la salinidad, altera el pH del suelo, incrementa el
consumo Y la contaminacion de agua, debido generalmente al uso de sustancias quimicas
que ayudan al agricultor a acrecentar la cosecha para satisfacer la alta demanda de

alimentos. En este contexto, uno de los factores que ha ayudado a los agricultores a

4
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satisfacer la demanda de grandes cantidades de alimentos es el descubrimiento y aplicacion
de los plaguicidas o xenobioticos que eliminan plagas u organismos considerados nocivos

para la cosecha [Smallwood y Green, 1981].

Aunque los pesticidas han sido disefiados para ofrecer una alta especificidad de
accion, su uso genera innumerables efectos indeseados, como la creacion de organismos
resistentes, la persistencia ambiental de residuos toxicos y la contaminacién de recursos
hidricos con degradacion de la flora y la fauna. Para lograr controles efectivos, evitando el
desarrollo de resistencia en la especie a combatir se requiere incrementar las cantidades
necesarias del pesticida o sustituirlo por agentes mas toxicos, lo cual es un problema, sobre
todo para compuestos recalcitrantes. Los pesticidas organoclorados son un ejemplo de
xenobioticos que persisten en el ambiente, pues permanecen en los suelos sin degradacién
significativa hasta 30 afios después de su aplicacion. La permanencia del pesticida favorece
su incorporacion a las cadenas troficas y la acumulacion en los tejidos grasos de animales y

humanos (biomagnificacion) [Hodgson y Levi, 1997].

Un medio o ecosistema muy importante que puede ser contaminado por pesticidas
con relativa facilidad es el agua, esto a través de dos vias: a) directa, por la aplicacion de
pesticidas en los cuerpos de agua, por lavado de envases 0 equipos y por descarga de
remanentes y residuos; b) indirecta, ocasionada por la lixiviacion o infiltracion de
productos, caida por desniveles y por contaminaciéon de suelos. Las aguas contaminadas
expanden el téxico a la flora y fauna generando la muerte de las especies expuestas, el

aumento de la intoxicacion humana y la probable contaminacién de los mantos acuiferos.

Asimismo, la aplicacion sistematica de plaguicidas altera los equilibrios existentes
en las cadenas troficas normales, al causar la desaparicion o disminucién de los enemigos
naturales de distintas plagas, de organismos degradadores de materia organica e
incorporadores de nitrogeno y de otras especies vitales para el ambiente. El
empobrecimiento de la biodiversidad puede conducir a la proliferacién de las especies
antagonicas de las extinguidas, provocando nuevos desequilibrios ecoldgicos y nuevas
plagas [Hodgson y Levi, 1997].
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2. Pesticidas organofosforados (POF)

Quimicamente son esteres del &cido fosforico y sus homdlogos tiofosforico y
ditiofosforico. Estos compuestos deben su caracter de pesticida principalmente al enlace
fosfo-ester [Barr y Angerer J., 2006].

En la figura 1, la formula “a” representa al acido fosforico y la “b” a los derivados
organofosforados. Los grupos sustituyentes en la molécula del &cido fosférico pueden
fijarse de manera directa 0 a traves de un oxigeno al atomo de fosforo. En la estructura
organofosforada los grupos B y B” corresponden a radicales alquilo o al oxidrilo (O-alquil)
y radicales aril o ariloxi (O-arilo), respectivamente y se denominan grupos basicos; X
constituye el grupo acido que generalmente es un residuo de acido organico o inorganico,
como diferentes grupos alquilo, alcoxi, arilo, tioles, etc. VI es un atomo del sexto grupo de
la tabla periddica, usualmente oxigeno o azufre que se une al fosforo por un enlace doble.
El grupo sustituyente en X es el mas importante, ya que de éste dependen las propiedades
fisicoquimicas y toxicoldgicas del compuesto [Barr y Angerer, 2006; Hodgson y Levi,
1997].

OH O B VI
N - s . - /j//
T .
o~ Soa B X b
Figura 1. Estructura basica de un compuesto organofosforados. a) acido fosférico, b) derivado
organofosforado
Los POF son ampliamente utilizados en la agricultura y como agentes de control
para plagas domésticas. En ambientes abiertos (regiones agricolas) no son persistentes, ya
que son degradados por accién natural y por algunos microorganismos; sin embargo,
cuando son usados a puerta cerrada (en casas 0 bodegas) estos compuestos pueden

permanecer estables por periodos de tiempo muy extensos [Fenske y col., 2000; Pifia-
Guzman, 1999].

Algunos de los POF mas comunmente utilizados son: paratién etilico, malation,
paration metilico, octo-metil-pirofosfato (OMPA), fenitrotion, ronnel, dimetoato, triclorfon,

fention y demetdn. La porcion fosfato, tio o ditiofosfato de las moléculas de estos
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compuestos les imparten polaridad, por lo tanto, tienen diferentes grados de liposolubilidad
[Hodgson y Levi, 1997].

Este tipo de pesticidas se pueden presentar como liquidos o sélidos, pero la mayoria
de ellos vienen en forma de liquidos volatiles. Al respecto, su volatilidad es muy variable y
aumenta con la temperatura, con lo cual se disminuye su accién residual al evaporarse y
dispersandose facilmente en el ambiente, sin embargo, desde el punto de vista toxicologico
esta propiedad de volatilizarse es muy importante debido a que les permite ingresar

rapidamente al organismo por via respiratoria [Barr y Angerer J., 2006].

2.1 Mecanismos generales de toxicidad de los POF

La toxicidad en el humano y en otras especies animales puede darse por diversos
mecanismos Y en distintos 6rganos [Quina Li, 2007; Barr y Angere., 2006; Pifia-Guzman,
2006; Chambres and Oppenheimer, 2004; Yélamos y col., 1992; IPCS, 1986]:

* Accion directa sobre varios érganos y sistemas: higado, corazon, rifion, pulmén y

sistema nervioso central.

* Inhibicion irreversible de la acetilcolinesterasa (AChE): al ser inhibida deja de
hidrolizar a la acetilcolina (ACh), permitiendo su acumulacién en las sinapsis colinérgicas
generando aumento de la duracion e intensidad de la accion estimulante de este
neurotransmisor sobre los receptores muscarinicos y nicotinicos provocando el cuadro
tipico de la intoxicacion colinérgica caracterizada por los siguientes signos sintomas:
rinorrea, salivacion, lacrimacion, taquicardia, dolor de cabeza, alteraciones respiratorias,
convulsiones y muerte. La intensidad de estos sintomas depende del porcentaje de
inhibicién de la AChE (Tabla 2).

* Neurotoxicidad retardada: Los efectos neuropaticos retardados se pueden presentar en
los seres humanos de 3 a 4 semanas después de la intoxicacion aguda con algunos
organofosforados. Los primeros sintomas son sensoriales (hormigueo y quemadura) y luego
aparecen debilidad y ataxia en los miembros inferiores, pudiendo progresar a paralisis
acentuada y, en casos graves, comprometer los miembros superiores. La recuperacion es

lenta y rara vez completa en los adultos, aunque en los nifios se presenta un cuadro clinico
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menos grave. El primer paso esencial para el inicio de los efectos neuropéticos retardados

es la fosforilacion de una enzima llamada esterasa neurotéxica.

% AChE Nivel de Sintomas clinicos Prondstico
inhibida Intoxicacion

50-60 Ligero Debilidad, dolor de cabeza, vértigos, nauseas, Recuperacion
salivacién, lagrimeo, miosis y espasmo bronquial en 1-3 dias
moderado.

60-90 Moderado Debilidad brusca, alteraciones visuales, exceso de Recuperacion

salivacion, sudoracién, vomitos, diarrea, bradicardia, en 1-2 semanas
hipertonia, temblor de las manos y cabeza, alteracion
de la marcha, miosis, dolor toracico y cianosis de las
membranas mucosas.

90-100 Severo Temblor  brusco, convulsiones generalizadas, Muerte por fallo
alteraciones psiquicas, cianosis intensa, edema de respiratoria o
pulmén y coma. cardiaco

Tabla 2. Porcentaje de inhibicién AChE, severidad y pronostico de la intoxicacion por exposicion
aguda a POF [de la Iglesia y Delgado, 2000].

* Genotoxicidad y estrés oxidativo: Generada principalmente por los derivados alquilados
de los organofosforados y por sus propiedades fosforilantes. Producen diferentes tipos de
lesiones al DNA en los espermatozoides que incluyen: ruptura de cadenas sencillas y
dobles, uniones cruzadas, aberraciones cromosomicas, oxidacion de bases nitrogenadas y

alteracion de lipidos de membranas celulares y proteinas.

* Inmunotoxicidad: Los organofosforados pueden afectar los mecanismos de la respuesta
inmune incluyendo la produccion de anticuerpos y de interleucina 2, proliferacion de
linfocitos T, decremento de células CD5" e incremento de células CD26", aumento de
autoanticuerpos, inhibicion de las células asesinas naturales (NK), linfocina activadora de
acecinas (LAK) y disminucion de la actividad de linfocitos T citotéxicos (CTL). Se ha
demostrado que los pesticidas organofosforados disminuyen la actividad de las CNK, CTL
y LAK por los siguientes posibles mecanismos: inhibicion de la degranulacién del
citoplasma de estas células por la inhibicion de la actividad de las granzimas, por
decremento del nivel de perforinas, granzimas y granulosinas citosélicas; por la inhibicion

de la transcripcion de RNAm que codifica para las perforinas, granzima A y granulosing;
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inhibicion de la via del ligando FAS y por la induccion de la apoptosis de células del

sistema inmune.

*Alteraciones en la memoria: La exposicion crénica a los POF puede generar afeccion de
la memoria y la concentracion, desorientacién, depresion severa, irritabilidad, confusion,

dificultad para hablar, tiempos de reaccion retardados e insomnio, entre otros.

2.2 Intoxicacién con pesticidas organofosforados
Las intoxicaciones por insecticidas organofosforados son frecuentes durante los procesos

de fumigacion; Yélamos y col. (1992) reportaron en 187 personas expuestas a
organofosforados por via cutanea, respiratoria o digestiva que los sintomas mas presentados
fueron miosis, sialorrea y sudoracién; mientras que las complicaciones mas frecuentes
incluyeron insuficiencia respiratoria, bronconeumonia y alteraciones hemodinamicas; Sin
embargo, en este estudio se reportaron méas sintomas y complicaciones que son

mencionados en la Tabla 3.

Sintomas Tipos de complicaciones

Muscarinicos Pulmonares

Miosis, sialorrea, sudoracion, broncorrea,

; ) Insuficiencia respiratoria, distrés respiratorio y bronco-
bradicardia, P ¥ P y

. 5 e 3 neumonia
hipotension, vomito y diarrea
Nicotinicos Neuroldgicos
Temblor/fasciculaciones Cuadro psicético, ACVA y neurotoxicidad retardada
Debilidad/paresia
Sistema nervioso central Digestivas

Insuficiencia hepatica y pancreatitis aguda

Cardiocirculatorias

Estupor
Coma Inestabilidad hemodinamica, bloqueo AV completo,
Convulsiones taquicardia supraventricular e isquemia miocardica
Agitacion Renales

Paralisis respiratoria

Insuficiencia renal aguda

Fallecimiento

Tabla 3. Intoxicaciones por insecticidas organofosforados. Sintomatologia aguda y complicaciones
[Yélamos y col., 1992].
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En otro grupo de trabajadores expuestos a POF se observd un aumento en la
frecuencia de aneuploidias espermaticas y un incremento de la fragmentacion del DNA
espermatico. El riesgo de dafio genético durante la espermatogénesis depende de distintas
variables que incluyen la duracion de la exposicion y el estado de la espermatogénesis
durante la exposicion. La etapa meidtica es la mas sensible a los agentes genotoxicos. Los
espermatozoides poseen membranas ricas en acidos grasos insaturados, y no cuentan con
enzimas antioxidantes citoplasmaticas, condicion que los hace altamente sensibles a la

accion oxidativa de muchas sustancias [Pifia-Guzman, 2006].

2.3 Paration metilico

El paration metilico (PM) es un insecticida organofosforado que ha sido usado
mundialmente como alternativa para el DDT y otros pesticidas organicos clorados,
lamentablemente, este pesticida no se degrada rapidamente, en aguas naturales a 20 °C y
pH 7.4 tiene una vida media hidrolitica de 180 dias y su metabolito con mayor toxicidad
denominado paraoxdon metilico (PO), tiene una vida media similar de 144 dias provocando
toxicidad en el ambiente (Tabla 4). En insectos y mamiferos, los pesticidas
organofosforados deben su toxicidad primaria a la potente inhibicion que producen sobre la
AChE [Eyer y col., 2003; Finkelsteiny col., 1988; Eigenberg y col., 1983].

Organismo

afectado DL50 y CL50

Peces Casi todas las especies de peces de agua dulce y salada tienen Cls,
comprendidas entre 6 y 25 mg/l, siendo pocas las especies con una
sensibilidad importante al PM (IPCS, 1993).

Invertebrados acudticos | Sumamente téxico para los invertebrados acuaticos, estando comprendidas
casi todas las ClLsy entre <1 pg/l y unos 40 pg/l (IPCS, 1993).

Aves Téxico para las aves (DLsy aguda, via oral, 3 a 8 mg/kg de peso). La DLs, via
alimentos oscila entre 70 y 680 mg/kg de alimento consumido.

Abejas Es toxico para las abejas (DLsg, 0,17 pg/abeja) (IPCS, 1993).

Tabla 4. Ecotoxicidad del PM [de la Iglesia y Delgado, 2000]

Este compuesto tiene la capacidad de fosforilar el grupo hidroxilo de las serinas

presentes en el sitio activo de la AChE, inactivandola irreversiblemente y generando la

10
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acumulacion de acetilcolina (ACh) en las sinapsis colinérgicas (Figura 2). Como resultado
de la acumulacion de este neurotransmisor en las uniones neuromusculares, la
despolarizacion del musculo esquelético es persistente provocando debilidad vy
fasciculacion. Ademas, hay alteracion de la transmision nerviosa en el sistema nervioso
central y periférico. La AChE también puede encontrarse en los eritrocitos, sin embargo su
funcién en estas células es desconocida, aunque se cree que ayuda a mantener la
permeabilidad de la membrana celular [Edwards y Tchounwou, 2005].
O—H
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Figura 2. Inhibicidn de la AChE por el paration metilico [Edwards y Tchounwou, 2005]

Actualmente, el PM esté clasificado por la EPA con toxicidad de categoria 1, por
ello, prohibio el uso doméstico e industrial del PM, en los Estados Unidos de América
(1997).

Cuando este pesticida organofosforado se emplea de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, es degradado por la luz solar y bacterias que se encuentran en el suelo y el agua,
y los trabajadores pueden reingresar al campo después de dos dias de la aplicacion, por lo
que en paises tercermundistas es usado para el control de gorgojos y otros insectos
parecidos que afectan a los cereales como, cebada, maiz, sorgo, soya Yy trigo, asi como en
girasoles, algodon y alfalfa. Algunas caracteristicas fisicoquimicas del PM se mencionan en
la tabla 5 [Edwards y Tchounwou, 2005; Hryhorczuk y col., 2002; Rubin y col., 2002].

11
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Constante de Henry's

Propiedad Caracteristica
Sinénimo Dimetil-nitrofenil fosforotionato
Peso molecular 263.23
Color Blanco
Estado fisico Solido
Punto de fusion 37-382C
Densidad/peso 1.36
especifico
Olor Ajo o huevo podrido
Solubilidad
En agua 50 mg/L

1.0x10” a 25 oC

Nombres comerciales

Azofos, Folidol M, Penntox MS, Unidol, Wolfatox, etc.

Tipos de preparados

Polvos, concentrado emulsionable, liquido ULV, polvos humectables. Las
concentraciones varian desde el 1,5 % para los polvos hasta el 75 % para los
EC, siendo un 50 % de éstos un preparado comun.

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas y presentaciones comerciales del PM [de la Iglesia y Delgado,

2000].

2.3.1 Toxicocinética del PM

2.3.1.1 Absorcion

Debido a que es un compuesto liposoluble la absorcion del PM ocurre a través del tracto
gastrointestinal, tracto respiratorio y la piel (Tabla 6). En el humano, como resultado de una
exposicion laboral (contacto durante el transporte, formulacion y aplicacion) las principales
rutas de contacto con este compuesto generalmente son las vias dérmica y aérea. El tiempo
que tarda el PM en ser absorbido puede variar dependiendo de la via de contacto, en
conejos dosificados oralmente con 3 mg/Kg de PM disuelto en aceite de maiz, se observé

que la fase de absorcion se completé de 6-12 minutos [Edwards y Tchounwou, 2005; Eyer

y col., 2003].

12
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Tipo de toxicidad DL50

Via dérmica: DLsy: 40-300 mg/Kg en diferentes especies de experimentacion.
Inhalacion: Clsy: 34-320 mg/m3, 1 a 4 horas de exposicion (ratas y ratones).

d
Aguda Via oral: DLsy en ratas es de 14 mg/Kg y 24 mg/Kg para machos y hembras
respectivamente.
. El valor de la DSEO es de 1,1 mg/kg de peso corporal/dia en ratas (via oral) y de
Subcroénica , . o
10 mg/kg de peso corporal/dia en conejos (via dérmica).
Crénica En un estudio con ratas se observaron dafios en la retina y el nervio cidtico con

dosis elevadas (50 mg/kg en la alimentacion).

Tabla 6. Estudios de toxicidad de PM con animales de laboratorio y sistemas in Vitro [de la Iglesia y
Delgado, 2000].

2.3.1.2 Distribucion

Por sus caracteristicas hidrofébicas, después de una hora de la exposicion al PM, se pueden
encontrar altas cantidades en higado y rifidén, horas o dias posteriores se almacena una gran
concentracion del compuesto quimico en tejido adiposo. En estudios de exposicion
dérmica, se ha observado que despues de 12 horas, el tejido adiposo presenta la mayor
cantidad de PM, seguido por los rifiones, bazo, corazén, higado, cerebro, placenta y tejidos
fetales. En el caso del paraoxon (metabolito bioactivo del PM) su distribucion muestra
caracteristicas muy similares a las del PM. [Edwards y Tchounwou, 2005; Abbas y col,
1996; Braeckman vy col, 1983; Eigenberg, 1983]. Sin embargo aunque este xenotoxico
tiende a acumularse en tejidos con alto contenido de lipidos por su caracter hidrofobico
también puede unirse a proteinas plasmaticas. Varios trabajos reportan la union del 80-95%
del PM absorbido a proteinas plasmatica (dependiendo del modelo animal empleado);
mientras que para el paraoxon debido a que es mas hidrosoluble presenta menor union a
este tipo de proteinas [Edwards y Tchounwou, 2005; Abbas y col, 1996; Braeckman y col,
1983y Eigenberg, 1983].

2.3.1.3 Metabolismo

El metabolismo de compuestos que funcionan como anticolinesterasa ocurre
principalmente en el higado de los vertebrados, seguido de los pulmones, cerebro, rifiones e
intestino, por lo que son téxicos incluso en animales hepatectomizados. La accion directa
del PM puede ser mas peligrosa por inhalacion que por ingesta, dado que estos quimicos
son rapidamente biotransformados; sin embargo, exposiciones repetidas por cualquiera via,

pueden provocar la inhibicion acumulativa de AChE y por tanto muerte en pocos dias. El

13
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PM puede desarrollar una mayor potencia anticolinesterasa, es decir, mayor actividad
inhibitoria de la AChE al experimentar un paso de desulfurizacion oxidativa. Este paso
toxico efectuado por distintas isoformas del CYP450 y otras flavinmonoxigenasas es
generado principalmente en el higado y los rifiones de vertebrados y en el tracto digestivo
en los invertebrados. Durante este proceso, un atomo de oxigeno remplaza al &tomo de
azufre del PM, creando un primer intermediario, el cual posteriormente forma al paraoxén
(Figura 3). Algunas otras rutas metabolicas menos comunes observadas en higado humano
obtenidos post mortem forman compuestos mono-metilados, o por medio de una
nitroreduccién crean al aminoparation y acetamidoparation [Eyer y col., 2003; Soranno y
Sultatos, 1992; Finkelstein y col., 1988; Eigenberg y col., 1983].

Actualmente, por estudios de toxicocinéticos se sabe que el PM es eliminado
mayoritariamente por los rifiones en la orina, demostrando que su metabolismo esta sujeto
principalmente a reacciones de fase uno, ademas en estudios de microsomas hepaticos
humanos, expresion de cDNA y andlisis de isoformas de CYP450, se reportd que la
desulfuracion del PM que origina al paraoxon es generada por diversas isoformas de
CYP450, dentro de las que destacan el CYP1A2 cuando la concentracion de PM es menor
a 10 umol/L, el CYP2B6 a concentraciones intermedias, y el CYP3A4 a concentraciones
de 10-250 pmol/L [Eyer y col., 2003].

La reaccion de desulfuracion en la cual se libera azufre produce un intermediario
altamente electrofilico que tiene la capacidad de inhibir a las isoformas del CYP450
uniéndose a las serinas presentes en el sitio activo de estas proteinas. Se ha observado que
esta reaccion suicida (aun en concentraciones de 10 umol/L de PM) puede inhibir del 50-
70% del CYP3A4, CYP2C9 y CYP1A2 en 10 minutos [Eyer y col., 2003; Soranno y
Sultatos, 1992].

A demas de la biotransformacion del PM por las isoformas del CYP450, por
hidrélisis tanto del PM como del paraoxén por distintas hidrolasas se obtienen los
siguientes metabolitos considerados no toxicos: acido metilfosférico (AMF), acido
dimetilfosforico (ADMF), acido dimetil-tiofosférico (ADMTF) y p-Nitrofenol (pNp);
ademas este Gltimo puede ser oxigenado para formar al 4-nitrocatecol (Figura 3) [Eyer y
col., 2003; Soranno y Sultatos, 1992].

14
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Figura 3. Biotransformacion del PM [Eyer y col, 2003]

2.3.1.4 Excrecion

Como ya se menciono anteriormente los metabolitos del PM son excretados por los rifiones
en la orina mediante un proceso de secrecion tubular, para lo cual emplean los
transportadores de aniones organicos presentes en las células de los tubulos renales
proximales denominados OAT1 y OATS3, que son intercambiadores de a-cetoglutarato por
aniones organicos (AO) en la membrana basal de las células tubulares proximales y OAT4
y OATV1 en el polo apical de las mismas células (Figura 4) [Eyer y col., 2003].

La eliminacion del PM y de su metabolito bioactivo paraoxon en pacientes
envenenados, depende de la vida media de ambos, las cuales son de 30-56 h. y de 3-30
minutos respectivamente (dependiendo del modelo de experimentacion). En humanos, la
administracion oral experimental de PM ha mostrado una excrecion urinaria de pNp
correspondiente al 70% del PM ingerido, por lo que este metabolito es empleado como
marcador de exposicion este pesticida, sin embargo, debe considerarse que la tasa de
excrecion urinaria del pNp y de sus conjugados, después de una exposicion dérmica tiene
un comportamiento ritmico diurno, a deméas de que ésta excrecion esta correlacionada con
la temperatura ambiental (al aumentar la temperatura aumenta la velocidad de absorcion en
piel y el deposito del PM en tejido graso). Sumado a lo anterior, existen variaciones
circadianas en la biotransformacién oxidativa del PM en el rifion. Se ha reportado retraso

en la absorcion de PM en el tracto gastrointestinal en personas envenenadas con altas
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cantidades de este compuesto, generando fluctuaciones en la concentracion plasmaética de
PM; este retraso puede tener explicaciones multiples como por ejemplo: alteracion de la
absorciéon por el empleo de carbén activado durante el lavado gastrico, absorcion retardada
ocasionada por el solvente empleado en la formulacion ingerida (aceites minerales, cetonas
y compuestos aromaticos) y por paralisis gastrointestinal debida a una sobre atropinizacion
por el tratamiento en contra de la intoxicacion. Todos estos factores pueden modificar la
tasa de eliminacion del PM y sus metabolitos, por lo que deben de ser tomados en cuenta
[Eyer y col., 2003; Abbas y col, 1996; Braeckman vy col, 1983].

Figura 4. Secrecion de aniones organicos en las células tubulares proximales [Eyer y col., 2003].
2.3.2 Toxicodinamia

Una vez absorbido y distribuido tanto el PM como el paraoxon tienen la capacidad de
generar diversos efectos nocivos, por ejemplo, Eigenberg D. A. y col. (1983), propusieron
que algunos de las consecuencias producidos por este pesticida en personas envenenadas se
debian a la alteracion de la corteza cerebral; mas tarde Filkenstein y col. (1988) reportaron
que este compuesto inhibe la actividad de la AChE en varias regiones del cerebro,
sobretodo en la capa molecular del cerebelo y en el nlcleo dentado y en menor grado en el
ganglio basal y la materia gris del encéfalo. Luego, en 1992 Soranno y Sultatos reportaron

en ratones expuestos a PM-[S**] una amplia distribucién de este pesticida en hipotdlamo y
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el bulbo olfatorio, seguido de la corteza cerebral, sin embargo, tomando en cuenta la masa
relativa de estas regiones, determinaron que el orden decreciente de la concentracion de PM
en las diferentes zonas del encéfalo era la siguiente: corteza cerebral, hipotalamo y bulbo
olfatorio.

El grado variable de inhibicion de AChE por este compuesto organofosforados se
debe a la presencia de varias isoformas de esta enzima, las cuales son afectadas
diferencialmente, provocando algunos de los sintomas que experimentan las personas
envenenadas con PM, como por ejemplo: incoordinacién de movimientos, ataxia y

alteracion del habla [Eyer y col., 2003].

2.3.3 Factores que Afectan la Toxicidad del PM

Los pajaros y mamiferos son los més frecuentemente expuestos a diferentes clases de
pesticidas a través de la ingestion de agua, semillas, follaje, etc. Estos residuos tienen la
capacidad de modificar la respuesta del organismo a un determinado pesticida; ademas
existen otros factores que pueden hacer variar la respuesta toxica de un organismo ante un
pesticida. A continuacion se mencionan algunos de estos [Hryhorcczuk y col., 2002;
Hodgson y Levi, 1997]:

* Interaccion quimica e induccion enzimatica.

La exposicion previa a organoclorados puede incrementar o disminuir la toxicidad del PM.
En estudios con roedores se observo que al ser pre-tratados con pesticidas clorados, se
incremento6 la actividad hepatica, disminuyendo la sensibilidad al PM. Por el contrario,
cuando se us6 DDE, la sensibilidad a dosis muy bajas de paration incrementd
significativamente. La induccion de las enzimas que se emplean para el metabolismo del
PM se da por la exposicion a sustancias que son metabolizadas por reacciones de
desulforacion y diarilacion, como por ejemplo, el fenobarbital, que induce varias isoformas

del CYP450, esterasas y carboxilestearasas.
*Metabolitos ambientales del PM:

La estabilidad del PM en el agua y los metabolitos generados por su degradacion en el
suelo constituyen una fuente de exposicion que establece la necesidad de estudios para

determinar las exposiciones ambientales (tabla 7). Es relevante la validacion de las técnicas

17



“Estudio de la nefrotoxicidad crénica del insecticida organofosforado paration metilico en rata Wistar.”

analiticas, para la deteccion del compuesto per se y sus metabolitos. En el suelo el principal
metabolito del PM que se genera como resultado de la capacidad de reduccion de levaduras
es el aminoparation y el pNp que es producido por la hidrdlisis quimica y capacidad

hidrolitica de bacterias del suelo, a pH de 6.1-7.4.

Muestra Vida media (dias) | Constante de fotdlisis
Agua de lago 25.6 2.71
Agua de rio 24.6 2.82
Agua marina 27.3 2.54
Agua superficial 27.4 2.52
Agua destilada 35.4 1.96
Arcilla arenosa con marga 11.2 6.18
Arcilla con marga 5.6 12.39
Marga arenosa 9.1 7.58

Tabla 7. Vida media (dias) y constantes de fot6lisis del PM en muestras de agua y suelo [de la iglesia,
Delgado 2000]

* Temperatura.

Otro factor importante que modifica la respuesta toxica al PM es la temperatura. En
codornices adultas se ha demostrado que una exposicion continua a temperaturas tanto altas
(37°C), o bajas (4°C) por 14 dias, incrementa la toxicidad de este POF en exposiciones
agudas.

2.3.4 Poblaciones con alto riesgo de exposicion

De acuerdo a los criterios de la EPA (1986), se considera personal de alto riesgo para las
intoxicaciones con PM a las personas con cuadros clinicos de glaucoma, enfermedades
cardiovasculares, hepéticas, renales o anormalidades en el sistema nervioso central. La EPA
(1999) establecio como limites maximo permisible en agua las siguientes concentraciones:
0.3 mg/L para 1-10 dias de exposicion en nifios, 0.03 mg/L para tiempos de exposicion
mayores a 10 dias en nifios, y 0.002 mg/L para una exposicion cronica durante toda la
expectativa de vida de un adulto. Inicialmente, la OSHA propuso un Valor Limite Umbral
(TLV) para la exposicion laboral a PM de 0.2 mg/m® por 8 horas de trabajo diario. Se
recomienda que los trabajadores no se expongan a este pesticida a concentraciones mayores
a 0.2 mg/m® por 10 hrs. o que trabajen mas de 40 hrs a la semana en contacto con este
pesticida. La organizacion mundial de la salud ha aceptado una ingesta diaria de PM de
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0.003 mg/kg de peso corporal, basandose en el Nivel de
Exposicion Maximo en el Cual no se Observan Efectos Adversos (NOAEL) de 5 mg/kg, el

cual fue obtenido de estudios combinados en humanos [de la Iglesia y Delgado 2000].

3. Riflones
Los rifiones son un par de 6rganos con forma de haba, ubicados por detras del peritoneo en

la pared abdominal posterior. En el humano cada rifion mide aproximadamente 11 x 5 x 3
cm, y pesa alrededor de 150 g. La regidn concava se denomina hilio renal y por ella ingresa
la arteria renal y salen la vena renal y los conductos urinarios (pelvis renal). Cada rifion esta
cubierto por una capa de tejido conectivo denso denominado capsula. Internamente
presenta un estroma de tejido conectivo laxo reticular que presenta una alta vascularizacion
y terminales nerviosas. El parénquima renal estd formado por la nefrona y los tubulos
colectores [Marieb, 2005; Guyton 1984].

Los rifiones participan de manera importante en el mantenimiento de la homeostasis
corporal. Entre otras funciones, contribuyen a mantener constante la composicion del
medio interno excretando los productos de desecho del metabolismo celular (como la urea
y la creatinina) y eliminando a los xenobioticos. Ademas, participan en la regulacion del
volumen de los liquidos corporales, del equilibrio acido-base, del contenido de electrolitos
y de la presion arterial. Tienen también funcién endocrina, con la secrecion de

eritropoyetina, vitamina D, prostaglandinas y renina [Marieb, 2005; Guyton 1984].

3.1 La nefrona

Es la unidad funcional del rifion. Cada rifion contiene aproximadamente 1 millon de

nefronas constituidas por los siguientes elementos [Guyton 1984; Marieb, 2005]:

1) Corpusculo renal. Constituido por los glomeérulos y la cadpsula de Bowman. La capsula
de Bowman esta formada por una hoja parietal y visceral que limitan el espacio que recibe
el filtrado glomerular. EI glomérulo es una red de capilares fenestrados que surgen de una
arteriola aferente, cubiertos por la hoja visceral de la capsula de Bowman (podocitos y
células mesangiales). La pared de los capilares glomerulares y los podocitos constituyen la
barrera de filtracién glomerular. La funcion del glomérulo es realizar el ultrafiltrado del

plasma a partir del cual se formara la orina (filtrado glomerular).
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2) Sistema tubular. Integrado por el tabulo proximal, asa de Henle, tabulo distal y tubulo
colector. Cada segmento es estructural y funcionalmente distinto, y en términos generales
modifican la composicion quimica y el volumen del fluido tubular para formar la orina.
Existen 2 poblaciones de nefronas: corticales y yuxtaglomerulares. Las corticales tienen sus
glomérulos en la corteza externa y poseen asas de Henle que descienden hasta la medula
externa. Las nefronas yuxtaglomerulares tienen glomérulos que se encuentran cerca del
borde corticomedular, y tienen asas de Henle largas que descienden profundamente en la

medula interna y las papilas renales.

3.2 Filtracion glomerular

Como antes se sefialo, una de las principales funciones de los rifiones es la formacion de
orina que permite la eliminacion de desechos metabolicos y mantener el equilibrio
hidroelectrolitico. Para esto, se forma un ultrafiltrado del plasma en los capilares
glomerulares que pasa al sistema tubular y se modifica para formar la orina. La filtracion
glomerular se produce por el gradiente de presion hidrostatica que hay entre la capsula de
Bowman y los capilares glomerulares. En los capilares hay mas presion que en la capsula
de Bowman debido a que esta “abierta” en el polo urinario. Esto permite la filtracion de
manera constante [Jaramillo y col, 2006; Marieb, 2005].

La barrera de filtracion glomerular esta formada por el endotelio capilar que
presenta poros con un diametro de =~ 80 Amstrongs, una lamina basal compuesta por
proteoglicanos y glicoproteinas y los pedicelos de los podocitos que abrazan las asas
capilares limitando las hendiduras de filtracion. Los poros mencionados permiten el paso de
solutos con tamafio molecular por debajo de 80 Amstrongs, sin embargo, las proteinas del
plasma no se filtran libremente. La albUmina, aunque tiene un tamafio de 60 Amstrongs, no
filtra a través de estos poros, ya que posee una gran cantidad de grupos anionicos, que le
confieren una carga negativa, igual que los residuos de acido hialurénico de los
proteoglicanos presentes en la ldmina basal de los capilares, generando un fenémeno de
repulsion eléctrica [Jaramillo y col, 1989; Guyton, 1984].

-Presion oncadtica.
Esta fuerza depende de la concentracion de sustancias con propiedades coloidales como la

albimina. A medida que filtra la sangre, el plasma se concentra y, con esto, la presion
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oncotica aumenta. Esta presion es menor en el inicio del capilar que al final del mismo. La
presion oncotica es una fuerza que se opone a la filtracion, debido a que cuando se
incrementa, la retencion de agua en el plasma es mayor [Marieb E. N., 2005; Guyton,
1984].
-Presion efectiva de filtracion (PEF).
La PEF esta determinada por el gradiente de presion hidrostatica entre el capilar glomerular
y la capsula de Bowman. Se debe de tener en cuenta que la presion oncética se opone a la
salida de agua del capilar glomerular. Como no se filtran proteinas, la presién oncotica de
la cdpsula de Bowman es casi nula. Para determinar la tasa de filtracion es necesario
conocer la PEF, la cual se puede determinar segun la siguiente ecuacion:
PEF = I:)Hcapilar glom ~ PHcaps bowm = Pco cap glom

La tasa de filtracion serd obtenida al multiplicar la PEF por el coeficiente de
filtracion de la sustancia a determinar. El coeficiente de filtracion es diferente para cada
sustancia segun sus caracteristicas fisico-quimicas. Cuando se modifica la presion arterial
sistémica, la filtracion no varia. El rifion compensa activamente la presion arterial
[Jaramillo y col, 2006; Guyton, 1984].

3.2 Reabsorcion tubular

Al ingresar el filtrado glomerular en los tlbulos renales se inicia el proceso de reabsorcion,
mediante el cual el agua y algunas sustancias disueltas en ella difunden o son transportadas
activamente de la luz tubular a la sangre (capilares peritubulares), en los diferentes
segmentos de las nefronas. Asi, a medida que la solucion tubular se va concentrando se
establece un gradiente de concentracion y se reabsorben también los xeobioticos que
pueden atravesar pasivamente las membranas de las células tubulares [Jaramillo y col,
2006; Guyton, 1984].

Mediante el proceso de reabsorcion, gran parte del volumen de agua y solutos
filtrados por el glomérulo son reabsorbidos en el tabulo renal. De lo contrario, el volumen
diario de orina excretada podria llegar a 160 L/dia. En el tabulo proximal se reabsorbe del
65 al 70% del filtrado glomerular por una reabsorcion activa de sodio que arrastra de forma
pasiva al agua. Ademas de sodio y agua, en este segmento de reabsorbe bicarbonato,

glucosa y aminoacidos filtrados por el glomérulo. En el asa de Henle se reabsorbe un 15%
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del agua y un 25% del cloruro sodico y filtrados, de tal forma que el contenido tubular a la
salida de este segmento es hipoosmatico respecto al plasma (contiene menos concentracion
de solutos). Finalmente, en el tubulo distal, ademas de secretarse potasio e hidrogeniones
(estos ultimos contribuyen a la acidificacion de la orina), se reabsorben fracciones variables
del 10% de sodio y 15% de agua restantes del filtrado glomerular [Jaramillo y col, 2006;
Guyton, 1984].

En las células tubulares, el transporte de sustancias puede efectuarse por
mecanismos activos o pasivos. En el primer caso el proceso consume energia, en el
segundo no, efectuandose por el gradiente de potencial quimico o electroquimico. Sin
embargo la creacion de este gradiente, puede precisar un transporte activo previo. Por
ejemplo, la reabsorcion activa de sodio por las células del tubulo renal, crea un gradiente
osmético que induce la reabsorcion pasiva de agua y urea. Por estos mecanismos, la mayor
parte del agua y sustancias disueltas que se filtran en el glomérulo son reabsorbidas y pasan
a los capilares peritubulares y de nuevo al torrente sanguineo. Asi como existe la capacidad
de reabsorber sustancias, el tabulo renal también es capaz de secretarlas pasandolas desde
el torrente sanguineo a la luz tubular [Marieb, 2005; Guyton, 1984].

Mediante estas funciones, reguladas por mecanismos hemodinamicos y hormonales,
el rifidén produce un volumen de orina de entre 500 y 2000 mL al dia, con pH &cido (puede
oscilar entre 5 y 8) y con densidad de 1.010 al.030. Estas variables, asi como la
concentracion de los diversos solutos, variaran en funcién de las necesidades del organismo
[Marieb, 2005; Guyton, 1984].

3.2.1 Secrecioén tubular

En la eliminacion renal de compuestos endogenos y de xenobidticos participan mecanismos
de secrecion que contribuyen a desechar esos compuestos del organismo. La secrecion se
realiza mediante procesos de transporte activo localizados en el tdbulo proximal de las
nefronas y, para ello, las células proximales expresan proteinas transportadoras o
acarreadoras con especificidad para diversos sustratos. Estas proteinas utilizan la energia
derivada de la hidrdlisis del trifosfato de adenosina (ATP) para realizar su funcion. De esta

manera, la secrecion tubular activa se define como “el transporte de una sustancia desde los
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capilares peritubulares y el espacio basolateral hasta la luz de los tGbulos renales”

[Jaramillo y col, 2006].

Con base en la naturaleza quimica del sustrato transportado, los sistemas de
secrecion tubular han sido clasificados como acarreadores de acidos organicos (aniones) y
acarreadores de bases organicas (cationes). ElI uso de algunas técnicas de la biologia
molecular ha permitido caracterizar la estructura y la funcién de diversas proteinas

transportadoras en los rifiones [Jaramillo y col, 2006].

3.3 Nefrotoxicidad

Algunos toxicos afectan la integridad renal produciendo diferentes grados de toxicidad. La
respuesta a la accion toxica varia desde aberraciones bioquimicas imperceptibles hasta
necrosis que llevan a la muerte celular. Los xenobi6ticos pueden actuar en sitios especificos
de las nefronas y afectar de manera selectiva la estructura o funcién de las células renales.
El dafio selectivo es un proceso complejo que puede ser atribuido a varias causas:
diferencias en el flujo sanguineo regional, transporte y acumulacion de los xenobioticos en
las células, reactividad de las moléculas blanco, equilibrio de reacciones de bioactivacion-
destoxificacion, metabolismo energético y la eficacia de los mecanismos de regeneracion y

reparacion celular [Jaramillo, 2006].

3.3.1 Mecanismos de toxicidad renal

Las sustancias toxicas pueden dafiar a las células renales por diferentes mecanismos como

los siguientes [Jaramillo, 2006]:

a) Estrés oxidativo y sustancias alquilantes. Algunos xenobioticos son biotransformados en
intermediarios reactivos (agentes alquilantes) capaces de producir dafio celular. Los
metabolitos con deficiencia de electrones se unen covalentemente a compuestos
nucleofilicos de las células, como proteinas y lipidos. Esto interfiere la actividad bioldgica
de las macromoléculas. Algunas sustancias pueden inducir estrés oxidativo al aumentar la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO). Estas Ultimas pueden producir dafio
toxico por mecanismos como: peroxidacién de lipidos, inactivacion de enzimas por
oxidacion de grupos sulfidrilos o amino de estas proteinas, despolimerizacion de

polisacaridos y por rotura de cromosomas y filamentos de ADN.
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b) Volumen celular y homeostasis de iones. Estos procesos son necesarios para un buen
funcionamiento de la reabsorcién en las células epiteliales tubulares. Algunos toxicos
pueden alterar el volumen de agua y la concentracion intracelular de iones al interactuar
con la membrana plasmética y aumentar su permeabilidad a iones o eliminar la produccion
de energia. La pérdida de ATP inhibe la funcién de los transportadores que acarrean iones a
través de la membrana; cuando disminuye el ATP, disminuye la actividad de la ATPasa
dependiente de Na* y K, generando la salida de iones de K", entrada de Na' y CI,

conllevando a la tumefaccion y lisis celular.

c) Citoesqueleto y polaridad celular. Algunas sustancias dafian la integridad de la
membrana plasméatica por la pérdida del borde en cepillo, formacién de vesiculas y
alteracion de la polaridad. Esto puede ser debido a cambios inducidos por los xenobidticos
en los componentes del citoesqueleto y por interacciones entre este y la membrana, o por

alteraciones del metabolismo energético, o de la homeostasis de Ca*?y fosfolipidos.

d) Mitocondrias y lisosomas. Algunos xenobioticos alteran la funcion o la estructura de las
mitocondrias, modificando con ello los procesos celulares que dependen del ATP. A su
vez, los lisosomas son el blanco de sustancias que inducen dafio celular al romper su
membrana y liberar la enzimas y diversos componentes almacenados en estas estructuras.
La liberacion de proteasas hacia el citosol degrada sustratos, como proteinas de membrana
y del citoesqueleto, lo que puede conducir a la muerte celular.

e) Fosfolipasas. Se ha sugerido que la activacion de la fosfolipasa A, (PLAy), familia de
enzimas que hidrolizan el enlace acilo de los fosfolipidos y generan acido araquidénico y
lisofosfolipidos, participa en el dafio celular por varios mecanismos. Los lisofosfolipidos
son téxicos para las células porque alteran la permeabilidad de la membrana y desacoplan

la respiracién mitocondrial.

f) Endonucleasas. Se ha postulado que su activacion participa en la muerte celular. Después
de la isquemia renal ha sido observada la formacion de estructuras escalonadas en el DNA,
un marcador de activacion de endonucleasas, lo que se ha relacionado con necrosis celular
en los rifiones isquémicos de ratas y en segmentos de tdbulos proximales de nefronas

aisladas, luego de un estado de hipoxia.
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g) Alteracion o destruccion de proteinas de union intercelular. Esto afecta la permeabilidad

selectiva de las células renales.

h) Genotoxicidad: refiere a la capacidad de algunas sustancias para causar un dafio en el
material genético (mutaciones), originando maltiples alteraciones que dependen del o de los
genes afectados. Agentes mutadgenos de gran importancia son aquellos que modifiquen o
alteren el ciclo celular y/o el proceso apoptético; ejemplos de este Gltimo proceso son los
génes BAX y BCL2. BAX pertenece a la familia de genes tipo BCL2 y codifica para una
proteina proapoptotica llamada bax, que en las células sanas de mamiferos se encuentra en
el citosol y que al iniciarse la apoptosis es sometida a un cambio conformacional para
permeabilizar la membrana mitocondrial externa y liberar al Citocromo ¢ conllevando a la
activacion de las caspasas. Otro gen estrechamente relacionado con la apoptosis y la
inflamacion de los tejidos dafiados es el TNF-a o Factor de Necrosis Tumoral alfa, el cual
es una citocina que estimula la fase aguda de la reaccion inflamatoria; quimicamente es un
glicopéptido formado por 185 amino&cidos, que procedente de un propéptido de 212
aminodcidos, cuya liberacion produce activacion local del endotelio vascular, liberacion de
oxido nitroso con vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, conduciendo al
reclutamiento de las células inflamatorias, inmunoglobulinas y complemento, provocando
la activacion de los linfocitos T y B 'y promocion de la apoptosis celular [Aguillon J. y col,
2002].

Existen diferentes razones por las cuales los rifiones son blanco facil de ciertos
toxicos: 1) debido a la reabsorcion del 99% del agua filtrada, el toxico puede alcanzar en el
rifidn concentraciones 100 veces mayores que en la sangre, 2) los rifiones reciben
aproximadamente 1160 ml/min de sangre (25% del gasto cardiaco) y, debido a esta gran
perfusion, una substancia toxica en la sangre llegara con facilidad y en cantidades altas a
los rifiones y 3) las células renales proximales bioactivan varios xenobioticos en los

segmentos S2 y S3 debido a que expresan diversas isoformas del CYP 450.

3.3.2 Sitios de dafio en las nefronas
a) Dafio en los glomérulos.
La presion arterial impulsa la salida del agua plasmatica y sustancias disueltas en ella, por

las fenestraciones de las células endoteliales de los capilares glomerulares, las cuales
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alcanzan la membrana basal glomerular. Esta membrana constituye la barrera principal que
determina lo que puede pasar 0 no a formar parte del ultrafiltrado glomerular. En efecto, la
carga polianionica de la membrana basal glomerular es un filtro electrostatico altamente
selectivo, ya que las cargas negativas repelen a las macromoléculas plasmaticas que tienen

cargas negativas y favorecen el paso de moléculas neutras o cargadas positivamente.

En el desarrollo de los procesos inflamatorios de los glomérulos participan de forma
relevante los mecanismos inmunoldgicos. En este contexto, los toxicos pueden funcionar
como haptenos al fijarse, mediante interacciones electrostaticas, a las cargas aniénicas de
los capilares glomerulares, desencadenando la formacion de anticuerpos (Ac). Esto conduce

a la formacion de depésitos inmunitarios dentro de los glomérulos y al dafio de este tejido.

La mayoria de las lesiones inflamatorias de los glomérulos se describen en funcién
de sus caracteristicas histoldgicas y se engloban bajo el termino de glomerulonefritis (GN).
Las manifestaciones de las GN varian desde una forma quiescente que no evoluciona, o lo
hace muy lentamente, hasta las GN que progresan rapidamente que en semanas pueden

provocar un dafo irreversible de los rifiones.
b) Dafio en tabulos proximales.

Sitio daflado mas frecuentemente por los agentes toxicos. Esto se debe a la acumulacion
selectiva de las sustancias quimicas en estos segmentos de la nefrona. En efecto, la
secrecion de aniones y cationes orgéanicos y el transporte celular de metales pesados y de

sustancias conjugadas con glutation permite su acumulacion en las células proximales.
c) Dafio en el asa de Henle, tubulos distales y colectores.

El dafio inducido por los tdxicos en las estructuras mas alejadas de los tabulos es poco
frecuente. En estos sitios los cambios funcionales se manifiestan principalmente como
alteraciones del transporte de sodio y de la capacidad de concentracion y acidificacion de la

orina [Jaramillo, 2006].
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3.4 Indicadores de dafio renal

3.4.1 Proteinuria

La determinacién de proteinuria es un viejo marcador de disfuncién de la barrera de
filtracion glomerular y, por lo tanto, se considera patognomonico de enfermedad
glomerular, ademas en los ultimos afios, ha tomado importancia como marcador de dafio

tubulointersticial y endotelial [Kachuchuru y col, 2007; Userpater e Inserta, 2004].

3.4.2 Microalbuminuria (MA) y Enzimuria

Descrita hace casi 40 afios por Harry Keen (Londres) quien encontré que las pérdidas
urinarias de albumina, por debajo del rango de proteinuria, eran relevantes en la historia
natural de la nefropatia diabética temprana. La MA es definida por la presencia de
albumina en orina en un rango entre 20 y 200 mg/L o la excrecion urinaria de 30 a 300 mg
en 24 horas. Muchas veces, en casos de MA anormal también se ha reportado filtracion
glomerular (TFG) levemente reducida (60-89 mL/min) siendo asociada con riesgo
aumentado para enfermedad cardiovascular (ECV). Adicionalmente a lo anterior,
concentraciones de albumina en la orina entre 30 y 300 mg/dL han sido relacionadas con
una respuesta vascular anormal y con la aparicion de ateroesclerosis [Kachuchuru y col,
2007; Ozkurt y col, 2007; Userpater e Inserta, 2004].

Por lo anterior, la microalbuminuria es un signo de dafio endotelial, renal,
cardiovascular y ateroesclerosis, sin embargo, en estudios epidemioldgicos de poblaciones
no diabéticas se ha observado que la prevalencia de microalbuminuria positiva es variable
segun el criterio de seleccion, la situacion geografica, la raza y/o la presencia de

hipertension arterial [Ozkurt y col, 2007; Zhimei, 2007; Userpater e Inserta, 2004].

La deteccion de MA permite la identificacion temprana de nefropatia incipiente y en
forma mas relevante predice el desarrollo de proteinuria clinica y de aumento de
mortalidad. [Ozkurt y col, 2007].

Enzimas y proteinas de bajo peso molecular medidas en la orina han sido usadas
como marcadores tempranos de nefrotoxicidad, para detectar pequefios cambios en la
funcién de las células epiteliales tubulares en diversas condiciones patoldgicas. El

incremento de la enzimuria o de la presencia de sustancias de bajo peso molecular en la
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orina se puede deber a un dafio agudo o cronico de las células tubulares, lo que induce el
escape hacia la luz tubular de enzimas o proteinas de bajo peso molecular. Las proteinas de
bajo peso molecular son libremente filtradas a través del capilar glomerular y reabsorbidas
por las células del tabulo proximal. Cuando la reabsorcion no ocurre, 0 es insuficiente por
sobrecarga (aumento del pasaje transglomerular), o por dafio funcional o estructural de las
células tubulares (efecto tdxico), las microproteinas son excretadas en cantidades anormales
en la orina. Es asi que las microglobulinas a-1 y -2 (proteinas de bajo peso molecular)
pueden ser utilizadas como marcadores de disfuncion de las células del tdbulo proximal

[Userpater e Inserta, 2004].

3.4.3 Creatinina

La creatinina es un compuesto generado a partir de la degradacion de la creatina, la cual es
un nutriente util para los musculos. Es un producto de desecho del metabolismo muscular
producido por el cuerpo en una tasa muy constante y excretado en la orina. La medicion de
la creatinina es la manera mas simple de monitorear la funcion de los rifiones. Es filtrada
principalmente por los glomérulos aunque una cantidad pequefia es secretada activamente.
Hay una cierta reabsorcion tubular de la creatinina, pero esta es compensada por la
secrecion tubular, la cual puede ser inhibida por algunos farmacos como la cimetidina, el
probenecid y el trimetroprim. Si la filtracion glomerular es deficiente aumentan los niveles
de creatinina en la sangre. Este efecto es usado como indicador de la funcion renal. Una
creatinina y un BUN méas altos de lo normal también pueden ser indicativos de
deshidratacion cuando el cociente de BUN a creatinina es anormal, con niveles de BUN
elevandose mas alto que los niveles de creatinina. Los hombres tienden a tener niveles méas
altos de creatinina porque tienen musculos esqueléticos mas grandes que los de las mujeres.
Es importante remarcar que el ejercicio severo y una dieta alta en proteinas pueden

aumentar la excrecion de creatinina [Ciceiro y col., 1999].

El incremento de los niveles de creatinina en la sangre solamente es observado
cuando hay un dafio marcado en las nefronas, por lo tanto, esta prueba no es conveniente
para detectar estados tempranos de enfermedad del rifion. Un indicador mejor de funcion
renal es la depuracion de creatinina, ya que es interpretada como una medida de la tasa de

filtracion glomerular, que puede ser calculada usando la concentracion de creatinina en
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plasma y orina recolectada durante 24 h., teniendo en cuenta las siguientes variables: sexo,
edad, peso y raza [Ciceiro y col., 1999].

Los valores normales de creatinina en la sangre en humanos son aproximadamente
0,6 a 1,2 mg/dL en los varones adultos y 0,5 a 1,1 mg/dL en las mujeres adultas [Ciceiro y
col., 1999].

3.4.4 Glucosa

La determinacion de glucosa en sangre (glucemia) y orina (glucosuria) son Utiles para el
diagnéstico de numerosas enfermedades, de hecho son necesarias, una vez diagnosticada la
diabetes, para controlar la dosis de insulina que se debe administrar para tratarla. En
condiciones normales, la concentracion de glucosa en la orina debe ser muy baja o
inexistente, pero cuando su concentracion en la sangre supera un determinado limite,
empieza a ser eliminada a través de la orina y cuanta méas cantidad de glucosa haya en la
sangre, mas se eliminara por la orina. Ademas, en la glucosuria intervienen otros factores

como las funciones renal y vesical y la edad del paciente. [Navarro, 1995].

Los métodos para medir la glucosa en la orina pueden ser especificos o
inespecificos. Los primeros emplean la glucosa oxidasa para su determinacion y los
segundos usan el sulfato de cobre (reactivo de Benedict) como agente reductor y, por lo
tanto, reaccionan como glucosa los monosacaridos y algunos medicamentos (acido
nalidixico, acido paraminosalicilico, acido ascérbico, penicilamina, las sulfamidas, etc.).
[Navarro, 1995].

3.4.5 Dafio a proteinas de union intercelular

Las células de todos los tejidos estan unidas entre si por proteinas que difieren en nombre,
composicion y funcién. Las uniones intercelulares pueden clasificarse en tres grupos

funcionales: uniones estrechas, uniones de anclaje y uniones comunicantes.
- Uniones estrechas.

Las uniones estrechas son los contactos mas intimos entre las células adyacentes de un
tejido, incluyendo al tejido renal. Estas uniones previenen la difusién de moléculas entre

células adyacentes (hermeticidad de las uniones estrechas) y la migracién lateral de las
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proteinas y lipidos de membrana, generando asi un dominio apical y un dominio basal. Los
cambios en la hermeticidad de las uniones estrechas son cruciales en la funcion de los
organismos superiores, debido a que es a través de los epitelios que el organismo
intercambia sustancias con su medio. La hermeticidad de las uniones estrechas varia
ampliamente de un epitelio a otro: la alta permeabilidad de las uniones estrechas en los
segmentos proximales de la nefrona permite que, en esta porcion, el transporte paracelular
sea alto, en cambio, en la vejiga urinaria la baja permeabilidad de las uniones estrechas
permite almacenar la orina e impedir el paso de agua, electrolitos y moléculas como urea y
amoniaco en el torrente sanguineo, a través de la ruta paracelular. Debido a estas
importantes funciones de las uniones estrechas, el dafio a este nivel derivado de la
exposicion a un xenobidtico, puede comprometer gravemente el funcionamiento de los
rifiones. La primer proteina descubierta de las uniones estrechas fue la ZO-1 y en el afio
2000 ya se conocian 30 proteinas mas. Actualmente, se han caracterizado otras familias de
proteinas llamadas en conjunto ocludinas y claudinas, las cuales establecen interacciones
con las ZO y con las proteinas del citoesqueleto, como los filamentos de actina [Alan y col.,
2003].

- Claudinas.

La primera proteina de unidn estrecha denominada claudina fue descubierta en 1990 y su
primera isoforma la descubrieron Tusokita y (1998). Para el afio 2006, ya se conocian al
menos 24 isoformas de la familia de las claudinas: todas ellas son proteinas de 20 a 27 kDa
con 4 dominios transmembranales, dos bucles extracelulares y una pequefia cola

intracelular con terminacion COOH [Balkovetz, 2006].

Todas las isoformas de estas proteinas poseen una distribucion claramente tejido y
segmento-especifica (tabla 8), por lo que su propiedad para regular el transito intercelular
de solutos difiere entre cada 6rgano y entre cada segmento del mismo tejido [Alan y col.,
2003].

Debido a la gran importancia que tienen este tipo de proteinas en e tejido renal,
varios investigadores se han dado a la tarea de revisar el dafio renal a este nivel cuando se
expone a organismos a ciertos xenotoxicos, sin embargo ain no se ha elucidado el

mecanismo de accion toxica de los mismos. Algunos iones metalicos que han sido
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estudiados a la fecha y que se sabe que genera dafio renal al alterar la estructura y funcion
de las claudinas son el plomo y el cadmio. Esto ha sido demostrado en células en cultivo
MDCK, e incluso en ratas hembra expuestas a cadmio, las cuales expresan una alteracion
de las claudinas 2 y 5 que se localizan en tdbulo proximal [Jacquillet y col., 2007; Walter y
col., 2007].

No. de Claudina | Localizacion tubular
1 T. distal y t. colector
T. proximal

T. proximal, asa de Henle y
t. colector

T. proximal y t. colector
Ninguno

T. colector de recién nacido
T. proximal

T. proximal y asa de Henle

NN~ W N

Tabla 8. Distribucidn tubular de claudinas [Reyes y col 2002].

Pero no solo los iones metalicos pueden generar dafio o alteracion de estas
proteinas, Valthor Asgrimsson y colaboradores (2006) observaron que al aplicar
acitromicina en células MDCK se alter6 la expresion de las claudinas 1 y 4, ocludina y
JAM-A.

4. Higado.

El higado es uno de los 6rganos mas grandes del cuerpo humano, localizado en la parte
superior derecha de la cavidad abdominal, por debajo del diafragma. Este 6rgano recibe
sangre de la arteria hepatica y de la vena porta que proviene del estomago y los intestinos.
Al ser el primer 6rgano que recibe los nutrientes y xenotoxico provenientes del sistema
digestivo, su capacidad de biotransformar estos compuestos es de vital importancia. El
higado lleva a cabo multiples reacciones metabdlicas para el mantenimiento de la
homeostasis y el estado de salud general; ademas, es responsable de la conversion,
almacenamiento y posterior liberacion a la sangre de aminoacidos, lipidos, vitaminas,
carbohidratos. Adicionalmente, la tasa de biotransformacidén hepatica de xenobioticos
convierte sustancia hidrofobicas en derivados hidrosolubles que pueden ser excretados en
orina o la bilis. De esta manera, el higado funciona como un filtro de la sangre, removiendo

nutrientes, productos anabdlicos, catabolicos y toxinas [Jaramillo-Juarez y col 2006].
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La vulnerabilidad del higado a los agentes toxicos se explica por su irrigacion
sanguinea y su gran capacidad para biotransformar xenotoxicos. El acceso directo de los
hepatocitos a las sustancias toxicas provenientes del sistema gastrointestinal junto a la
elevada expresion de enzimas metabolizantes de estas células genera una tasa alta de
conversion a metabolitos inactivos (detoxificacion), sin embargo también produce
moléculas toxicas (bioactivacion), a menudo intermediarios altamente reactivos, los cuales
pueden conllevar a la muerte celular. Ademas las interacciones entre diferentes células en el
higado como hepatocitos, células de Kupffer y células endoteliales, pueden incrementar el
efecto tdxico mediante los mecanismos de la respuesta inmune mediada por citocinas. El
dafio hepatico aparece finalmente cuando los agentes toxicos estan presentes durante un
periodo de tiempo determinado y en concentraciones suficientemente altas que rebasan la

capacidad defensiva y de regeneracion de éste drgano [Jaramillo-Juarez y col., 2006].
4.1 Organizacion estructural y funcional.

El higado histologicamente se organiza en estructuras hexagonales llamadas lobulillos, los
cuales en su centro poseen una rama de la vena hepatica denominada vena centrolobulillar.
En los Vvértices externos de varios lobulillos se encuentra una triada o tracto portal,
constituido por una rama de la vena porta, una rama de la arteria hepatica y un conducto
biliar, acompafados de nervios y vasos linfaticos. El parénquima hepético esta formado por
cordones de hepatocitos que se disponen radialmente en torno a la vena centrolubulillar, los
cuales reciben el flujo de sangre proveniente de los vasos sanguineos portales mediante
vasos sinusoides (Figura 5). Los nutrientes y xenobioticos entran en contacto con los
hepatocitos mediante fenestraciones presentes en el endotelio vascular, de la misma forma
los productos del desecho metabdlico y las proteinas sintetizadas por los hepatocitos son
secretados a los capilares para su drenaje a las venas centrolobulillares tributarias de las
venas hepaticas y de alli a la circulacién sistémica [Jaramillo-Juérez y col 2006; Ross y
Pawlina, 2006].

Los lobulillos hepéaticos se dividen en tres zonas: centrolobulillar, media y
periportal. Sin embargo en este concepto de organizacion, la periferia de los lobulillos no
esta claramente definida, debido a la anastomosis sinusoidal entre lobulillos adyacentes, por
lo que cada vena centrolobulillar es abastecida por varias vénulas portales. Por esta razon y
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por diferencias regionales en oxigenacién, funciones metabolicas y respuestas a diversas
enfermedades, se propuso un concepto de acinos para definir la unidad funcional del
higado. Un acino hepatico es una unidad sin periferia morfologica definida, su eje es el
tracto portal, circunscribiendo la periferia por una linea imaginaria que conecta a las venas
centrolobulillares. El acino también se divide en tres zonas de hepatocitos con diferentes
niveles de oxigenacion y funcion metabolica: Zona 1 altamente oxigenada y se encuentra
mas cercana al tracto portal; Zona 2 con oxigenacién media y se localiza entre el tracto
portal y la vena centrolobulillar; Zona 3 la menos oxigenada y la mas cercana a la vena
centrolobulillar [Jaramillo-Juérez y col 2006; Ross y Pawlina, 2006].

Vena central ~—7 <o G € "L = Hepatocitos

N__ Canaliculos
Células de Kupffert biliares

Células endoteliales Célula de Ito

del capilar sinuscide

Capilar sinusoide

Célula de Ito

Canal de Hering &

Arteriola —HA .
Venula

Vénula———

Rama de la arteria hepatica — - Vena distribuidoraf

Rama de la vena porta Conducto biliar

Vena distribuidora -

Figura 5. Organizacién estructural del higado en lobulillos hepaticos

4.2 Mecanismos de dafio hepatico.

Los hepatocitos presentan mayor susceptibilidad al dafio por algunos xenobioticos
principalmente por ser el higado el primer 6rgano de choque, por su alto gasto sanguineo y
su gran capacidad metabdlica, de biotrasnformacién y bioactivacién de compuestos lesivos
[Jaramillo-Juarez y col 2006].

La toxicidad ante un agente quimico se presenta cuando el toxico final, ya sea el
xenobidtico original o un metabolito generado por su biotransformacion, reacciona con su
molécula blanco, o bien, altera el microambiente biol6gico en el cual operan las células,
desencadenando una serie de eventos que conllevan a la disminucion o dafio celular a
diversos niveles. Durante el dafio hepatico, ya sea agudo o cronico, los hepatocitos se
exponen a cantidades elevadas de citocinas, bilis y compuestos oxidantes provocando la
muerte de estas células. Sin embargo las células hepaticas poseen varios mecanismos

protectores, que van desde sistemas de reparacion del dafio o inactivacion de toxicos como
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las Glutation s-transferasas, superdxido dismutasa (SOD), agentes antioxidantes como el
glutation (GSH), vitaminas E y C, y las enzimas de biotransformacion tipo | y Il que
desactivas a los toxicos. El balance entre los mecanismos de dafio y proteccién definira el
resultado de toxicidad o salud [Jaramillo-Juérez y col 2006].

El higado posee un alto contenido de citocromo P450 (enzima con gran nimero de
isoformas) que puede generar compuestos electrofilicos capaces de generar toxicidad,
necrosis celular y cancer. Estos metabolitos son inestables y reaccionan generalmente in
situ en el érgano que los produce, por lo que el higado es gravemente afectado por estas
reacciones [Jaramillo-Juérez y col 2006].

Uno de los mecanismos principales de dafio al hepatocito radica en la bioactivacion
o formacién de metabolitos reactivos o radicales libres a partir de los agentes
hepatotoxicos, tales como el CCl,, acetaminofeno, diclofenaco, tamoxifen, PM, etc. Uno de
los efectos causados por los radicales libres es la peroxidacién de lipidos desencadenando
maltiples disfunciones celulares como disfuncion de la fluidez de la membrana
citoplasmica, alteraciones mitocondriales, afeccion de la actividad del citocromo P450 y de
la glucosa 6-fosfatasa en el Reticulo Endoplasmico Liso (REL), ruptura de la membrana de
los lisosomas con liberacion de sus enzimas. Tres de los patrones de dafio hepatico mas

comunes son los siguientes [Jaramillo-Juarez y col 2006]:

a) Esteatosis: también conocida como degeneracion grasa, generada por el alto
abastecimiento de acidos grasos del higado, interferencia con el ciclo de los triglicéridos,
incremento en la sintesis o esterificacion de acidos grasos, disminucion de la oxidacion de

acidos grasos, disminucion en la sintesis de apoproteinas, etc.

b) Muerte celular por necrosis: caracterizada por el edema celular, ruptura de su
membrana citoplasmica y salida de los componentes celulares, desintegracion del nacleo y

la atraccion de células del sistema inmune.

c) Fibrosis: Causado por la muerte celular via apoptosis o necrosis, produciendo
cicatrizacion con aparicién de abundantes fibras de colageno | conduciendo a la pérdida de

la funcidn del higado.

34



“Estudio de la nefrotoxicidad crénica del insecticida organofosforado paration metilico en rata Wistar.”

ANTECEDENTES

Como ya se menciond en la introduccién los principales efectos adversos
provocados por el PM se deben a la inhibicion de la AChE y de otras proteasas de serina
como algunos factores de la coagulacién sanguinea y colinesterasas plasmaticas, los seres
vivos intoxicados puede desarrollar mas patologias, por ejemplo, de Beer y col. (1980)
reportaron en muestras histoldgicas de higado, pulmon, rifién y bazo obtenidas post mortem
de una mujer envenenada con PM lo siguiente: congestion capilar y de espacios alveolares
con gran cantidad de material eosinofilico, vacuolizacion de los hepatocitos ocasionada por
un cambio graso centrolobular e infiltracién de linfocitos en los espacios portales,
nefroesclerosis benigna, congestion de los capilares glomerulares y medulares, edema en
células tubulares proximal y presencia de material granular amorfo en la luz del tabulos;
mientras que en el bazo observaron congestion de la pulpa roja, con pequefias hemorragias
abundantes. Algunos otros dafios reportadas en humanos incluyen: lesiones en musculo
esquelético, inflamacion tardia del endotelio vascular (después de 9 dias de la intoxicacion
aguda), congestion de la mucosa del esofago, petequias hemorragicas esofagicas y edema

pulmonar (en exposicion aérea) [Eyer y col., 2003; de Beer y col., 1980].

Ademas de las lesiones organicas Yy tisulares antes mencionadas también se ha
identificado intercambio de cromatides hermanas en linfocitos, alteracion de la estabilidad
y conformacion del ADN [de la Iglesia y Delgado, 2000]. Pifia-Guzméan y col. (2006),
demostraron que este compuesto produce dafio en el DNA del epitelio germinal del ratén,
después de una dosis unica, en las células del epididimo e incluso en espermatozoides
maduros. Ademas, en estudios adicionales hechos por los mismos autores describen

alteraciones en la viabilidad espermatica asi como en su motilidad y morfologia.

Actualmente no existen estudios suficientes sobre toxicidad cronica causada por el
PM, debido a que su toxicidad relativamente alta permite que pequefias dosis conlleven a
dafios inmediatos de forma aguda. Ademas existen pocos reportes sobre la toxicidad de este
compuesto sobre el rifion; sin embargo, Jaramillo-Juéarez y col. (1989) demostraron en el
rifdn de crias de ratas Wistar expuestas a paration etilico durante el desarrollo prenatal,
disminucion de actividad de la ATPasa dependiente de Mg*?, mientras que la ATPasa
dependiente de Na" y K*, glutation-s-transferasa y esterasas del mismo 6érgano no fueron
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afectadas, concluyendo que este pesticida al ser administrado en ratas prefiadas altera
selectivamente la ATPasa dependiente de Mg*? en la descendencia de las ratas expuestas in

utero.

Figura 6. Tratamiento por 4 semanas con paration metilico (200X). B) Tratamiento por 4 semanas con
paration metilico y vitaminas C y E (160X). C) Tratamiento por 7 semanas con paratién metilico (140X). D)
Tratamiento por 7 semanas con paration metilico y vitaminas C y E (140X). Atrofia glomerular (G),
dilatacion vascular, calcificaciones y necrosis (*), infiltracién de células inflamatorias y degeneracion tubular
(flechas) y edema (triangulos).

Por otra parte, Dikshith y col. (1978) reportaron en ratas machos expuestos por 90
dias a PM vy lindano, lesiones histologicas y bioquimicas en higado, testiculo, y en menor
grado en rifidn. A su vez, Kalender y col. (2007) demostraron dafio renal en ratas Wistar
expuestas por via oral a PM durante 7 semanas, sefialando las siguientes alteraciones:
dilataciéon de la capsula de Bowman y atrofia glomerular a las 4 semanas de exposicién
(Figura 6b), edema y necrosis con infiltracion de células inflamatorias en el tratamiento de
7 semanas (Figura 6d). En un grupo tratado con PM y vitamina C durante 4 semanas
reportaron: infiltrado de células inflamatorias en el espacio intersticial y algunos tabulos
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dilatados, calcificacion, degeneracion tubular y una leve infiltracion de células
inflamatorias (Figura 6c¢). Asi mismo, registraron incremento de malondialdehido (MDA)
en las muestras al término de la 4% y 72 semanas de exposicion a PM, por lo que
concluyeron que el este agente causa dafio al rifién por estrés oxidativo, el cual se produce
por la accion de los radicales libres sobre distintas células. Un radical libre (RL) es una
molécula o 4&tomo que contiene electrones no apareados. Estos agentes quimicos tienen en
uno de sus orbitales externos solo un electron que los hace inestables y altamente reactivos.
Aunque el nivel de estabilidad varia, los RL més reactivos son los derivados de oxigeno,
que poseen una vida media que varia de nanosegundos a milisegundos. Los RL pueden
actuar como oxidantes (robando un electrén) o como reductores (donando el electron no
apareado), caracteristica que les permite producir reacciones en cadena [Castillo y col.,
2003].
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JUSTIFICACION

El uso de pesticidas se ha incrementado en gran medida desde 1950 en paises desarrollados
y en vias de desarrollo. En México, en 1960 se comercializaron 14 mil toneladas; en 1977,
22 mil; en 1983, 34 mil y en 1986 alrededor de 60 mil, de las cuales el 51% eran
insecticidas y, de este porcentaje, los organofosforados fueron usados con mayor frecuencia
[Ortega-Ceseiia y col., 1994].

Con el aumento del uso de plaguicidas, se ha incrementado la aparicion de
enfermedades Yy alteraciones en el humano asociadas a la exposicion a estos, como efectos
cancerigenos, teratdgenos, mutagénicos, espermatogénicos, fetotdxicos, neurotoxicos,

nefrotoxicos o una combinacion de varios [EPA; Ortega-Cesefia y col., 1994].

Dentro de los pesticidas organofosforados ampliamente usados en zonas agricolas
es el paration metilico, y se han reportado muchos casos de intoxicaciones laborales
generadas por este insecticida debido principalmente a su DLsg y su liposolubilidad que le
permite ser absorbido por via pulmonar, oral y cutadnea. Aunque los efectos observados
durante intoxicaciones agudas son derivados de la inhibicion de AChE, también es capaz de
producir alteraciones en la histoarquitectura renal de ratas Wistar expuestas cronicamente a
pequefias concentraciones; no obstante, este tipo de dafio no ha sido debidamente
estudiado y descrito. En humanos el dafio cronico sobre los rifiones por exposicion a PM
podria conducir a Enfermedad Renal Cronica o Insuficiencia Renal Crénica (ERC o IRC),
provocando limitacién y reduccion progresiva de la funcion renal, alterando la homeostasis
de liquidos del organismo conduciendo finalmente a la muerte. La IRC avanza lenta y
progresivamente, con etapas iniciales asintomaticas, sin embargo cuando la funcion renal es
inferior a la décima parte de la funcion normal los efectos a la salud son evidentes. Este tipo
de enfermedades generan grandes gastos para la sociedad y la familia involucrada, por lo
que es de vital importancia identificar los factores que aumenten el indice de la enfermedad

y abolirlos [Narayana y col 2006; Florentin, 2001; Valenzuela y col., 1996].

Un factor que contribuye a la exposicion al PM, es la presencia de este plaguicida
en muestras de suelo, agua y alimentos de consumo humano. Con ello, la magnitud del
contacto de algunas comunidades hacia este plaguicida (principalmente comunidades
cercanas a zonas agricolas) es considerablemente grande, aumentando el riesgo de presentar
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nefropatias, principalmente en nifios y adultos mayores, que son los sujetos mas sensibles

de la poblacion.

Aunque en la actualidad es conocido que la exposicion cronica a bajas
concentraciones de PM causa efectos nefrotdxicos y estrés oxidativo, el mecanismo y las
moléculas blanco de este xenotoxico permanecen desconocidas. Es importante estudiar si el
PM es capaz generan estrés oxidativo en los rifiones como el Cd y Pb, alterando la
estructura de claudinas, conduciendo al desarrollo de neuropatias como IRC, asi como
cambios en la expresion de genes involucrados en los procesos de apoptosis y necrosis
como los genes TNF-a, BAX y BCL2.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar las alteraciones estructurales subagudas en el higado y la nefrotoxicidad crénica
causada por el insecticida organofosforado paration metilico en ratas Wistar machos

adultos.

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Determinar las alteraciones histoldgicas en el higado de ratas Wistar machos causadas

por exposicion subaguda a paration metilico.

b) Analizar en los rifiones de ratas Wistar machos expuestos crénicamente a paration

metilico:

1) La arquitectura histologica.

2) La distribucién de la proteina de unién intercelular Claudina 2 (CI2).
3) Las alteraciones bioguimicas y funcionales.

4) La expresion de los genes GAPDH, TNF-a, BCL2 y BAX

HIPOTESIS

La exposicién subaguda de ratas Wistar machos a paration metilico, en concentraciones
bajas, produce alteraciones estructurales en el higado, asi mismo, la exposicién cronica a
este pesticida, ocasiona dafio en los rifiones que se refleja en alteraciones de parametros

bioquimicos, moleculares e histolégicos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Ratas Wistar machos (= 250 g de peso) fueron colocados en jaulas metélicas con cama de
serrin, alimento y agua ad libitum, con ciclos de 12 h de luz/oscuridad y a temperatura
ambiente, tratadas segun la Guia de Principios en el Uso de Animales en Toxicologia

[Kalender y col., 2007; Narayana y col., 2006].

2. Grupos experimentales

Los animales de experimentacion fueron divididos en dos grupos: a) Grupo intoxicado, al
que se le administro, por via oral, cada tercer dia, 0.56 mg/Kg de PM disuelto en aceite de
maiz (1/25 de la DL50 oral), durante 8 semanas (Imagen 1 A-C); b) Grupo control, que
recibié aceite de maiz en volimenes equivalentes a los del grupo intoxicado del mismo

modo y tiempo.

Las ratas de cada grupo fueron colocadas en jaulas metabdlicas para colectar orina
de 24 h, ademas, se extrajeron muestras de sangre por puncién de la arteria caudal. La
obtencion de muestras de sangre y orina se llevd a cabo una vez antes de iniciar los
tratamientos y cada 7 dias después de haberlos iniciado (Imagen 1 D-1). Al término de la 42
y 62 semana de tratamiento los higados de las ratas fueron extraidos con previo lavado in
situ empleando solucién salina 0.9% adicionada con 2g procaina y 1 ml de heparina de
5000 Ul por litro de solucion, inyectada con bomba de perfusién Modelo 475, No de serie
3033, marca New England Medical Instruments INC. (NEMI); enseguida los Grganos
fueron fijados con formol neutro 10.0%. Al culminar la 2?3 42 6% y 8% semana de
intoxicacion, los rifiones de los animales de experimentacion fueron extraidos con previo
lavado in situ usando la solucién antes mencionada (Imagen 1 J-L). Posteriormente uno de
los rifiones fue fijado en formol neutro 10.0 % para histologia; el segundo fue seccionado
en dos partes iguales, una de ellas se fijo y preservd en nitrégeno liquido para
inmunodeteccion de CL2 y DPPIV, mientras que la parte restante se coloco en trizol para

analisis de expresion genética [Kalender y col., 2007].
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Imagen 1. A-C: Determinacion del peso de los animales para célculo de la dosis y administracion oral del
paration metilico. D-F: Obtencién de muestra de orina (24 hrs) en jaulas metabdlicas para la evaluacién de
parametros bioquimicos. G-I: Obtencion de muestra de sangre por puncion de arteria caudal para la
determinacién de creatinina en plasma. J-L: Lavado in situ por perfusién de la solucién lavadora para
obtencién de los rifiones e higado.
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3. Descripcion de las técnicas empleadas

3.1 Evaluacion estructural de higado y rifiones

Los higados y rifiones de las ratas fijados en formol al 10.0% fueron procesados mediante
la técnica histologica por inclusion en parafina, la cual consiste en deshidratar los 6rganos
haciéndolos pasar por alcoholes en concentraciones crecientes (1 lavado en agua destilada,1
lavado en alcohol al 80%, 2 en alcohol al 96%, 3 en alcohol absoluto, 1 alcohol-xilol),
posteriormente se aclaran los tejidos en 2 bafios de xilol y se infiltran con parafina fundida
empleando 2 bafios mas; todo el proceso se llevo a cabo en el Histoquinet marca Leica,
modelo TP1020, USA. Al término de este proceso se elaboraron bloques de parafina con
cada una de las muestras de los rifiones e higados empleando el centro de inclusién marca
Leica, modelo EG1150C, USA. Posteriormente se realizaron cortes de 4-5 um de espesor
empleando el microtomo Leica modelo RM 2125RT, USA, los cuales fueron tefiidos con
las técnicas de hematoxilina y eosina (H/E) y éacido periodico de Schiff (PAS). La
observacion de estas preparaciones se realizo empleando el microscopio binocular
compuesto de campo claro marca Leica, modelo ATC 2000, USA. Para determinar las
alteraciones en la arquitectura histologica se revisé en su totalidad las preparaciones
procedentes de los higados y rifiones de cada rata (3 cortes por portaobjeto y 4 repeticiones

por grupo de experimentacion) [Proper E.B y col., 1994].

3.1.1 Tincién con hematoxilinay eosina (H/E)

Los cortes de los tejidos fueron desparafinados empleando 2 bafios de xilol durante 5
minutos c/u y posteriormente hidratados en bafios de 2 minutos con alcoholes a las
siguientes concentraciones: 100, 96 y 70 %. Posteriormente, se sumergieron en agua
destilada durante 2 minutos; transcurrido este tiempo, las laminillas fueron tefiidas con
hematoxilina durante 3 minutos, posteriormente se colocaron en alcohol &acido por 4
segundos y se neutralizaron con carbonato de litio durante 4 segundos; inmediatamente
después, se lavaron empleando agua corriente por 10 min. Al término de este tiempo, las
laminillas se contratifieron con eosina durante 2 minutos, se deshidrataron usando dos

bafios de alcohol al 70%, 2 bafios de alcohol al 96% y 2 bafios en alcohol al 100 %, durante
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2 minutos cada uno; por ultimo se emplearon dos bafios de xilol de 5 minutos c/u. Las

preparaciones fueron montadas en entellan [Proper E.B y col., 1994].

3.1.2 Técnica de PAS

Para esta técnica los cortes se desparafinaron y rehidrataron de la misma manera que para la
tincion de H/E, para posteriormente ser colocados en el reactivo de Shift durante 15
minutos, trascurrido este tiempo, se lavaron con varios cambios de agua corriente durante 2
minutos, posteriormente se contrastaron con hematoxilina durante 3 minutos y se lavaron
bajo chorro de agua durante 5 minutos. En seguida, los cortes se diferenciaron en alcohol
acido (2 bafios rapidos) y se lavaron bajo chorro de agua por 5 minutos; transcurrido este
tiempo, las preparaciones se sumergieron en agua amoniacal (un bafio rapido) y se lavaron
bajo chorro de agua por 10 minutos. Al término de lo anterior, los cotes fueron preparados
para ser montados con entellan de la misma manera que en la tincion H/E [Proper y col.,
1994].

3.1.3 Técnica inmunihistoquimica para la deteccion de CI2 y DPPIV en
los riflones

Para la evaluacion de la distribucién de la proteina de unién intercelular Claudina 2 (ClI2),

se utilizo la técnica de inmunomarcaje de fluorescencia y microscopia confocal.

Cortes de 4-6 um de las muestras de rifiones fijadas y almacenadas en nitrogeno
liquido fueron elaborados en el criostato Leica modelo CM15105, Germany, trabajando en
temperaturas de -23° a -25° C. Los cortes fueron adheridos a portaobjetos recubiertos con
silano 2% (3-aminopropilil trietoxisilano, marca sigma-aldrich, No de catA3648-100ml) y
almacenados en congelacion (-24° a -26° C) hasta su empleo.

Al momento de utilizarse los cortes fueron atemperados durante 30 min., fijados con
etanol absoluto por 5 minutos a 4 ° C (en refrigeracién) y permeabilizados con acetona pura
durante 40 segundos a 0° C en congelador; en seguida fueron hidratados con PBS + Calcio
(1 mM) por 5 minutos a temperatura ambiente y transferidos a una solucion de triton X-100
al 0.2% (en PBS + Ca'® 1 mM), también durante 5 minutos a tempera ambiente.

Transcurrido este tiempo se lavaron dos veces con PBS + Ca*> 1 mM durante 5 minutos
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c/uy se llevo a cabo el blogueo de sitios inespecificos empleando una solucién de albdmina
sérica bovina 0.5% (BSA) libre de IgG’s (marca Reasearch Organics, No de catalogo
1331A Lot Y75041, USA) disuelta en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente en
camara humeda. El volumen aplicado a cada corte fue de 100-125 ul. Al término del
bloqueo, se retird la BSA y los cortes fueron incubados durante toda la noche a 4° C en
camara humeda con 30-35 ul de la siguiente mezcla de anticuerpos primarios: conejo anti-
Cl2 (Zymed, No de cat 51-6100, lote 473411A, USA) Yy raton anti-DPPIV de rata (AbD
Serotec, No de cat MCA924R, Bach No 1105, USA), en dilucion 1:50 y 1:150
respectivamente. Transcurrido este tiempo, las laminillas fueron lavadas 3 veces durante 5
minutos con PBS + Ca*? 1 mM, con la finalidad de eliminar el exceso de los anticuerpos
primarios, posteriormente se incubaron durante 2 hrs. a temperatura ambiente en camara
himeda con la mezcla de los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 cabra anti-conejo
(Invitrogen, Molecular Probes, No de cat A11008, Lote 467052, USA) y Alexa Fluor 594
burro anti-raton Ig G (H +L) (Invitrogen, Molecular Probes, No de cat A21203, Lote
56568A, USA), cada uno en dilucion 1:150. Al término de esta incubacion, las
preparaciones se lavaron 3 veces con PBS + Ca®* 1 mM durante 5 min c/u para eliminar el
exceso de anticuerpos y por Gltimo, se montaron con glicerol al 30% diluido en PBS + Ca*
1 mM vy se sellaron con barniz de ufias. Para el anlisis de estas preparaciones se utilizo el
microscopio confocal invertido Leica modelo DMI 4000B con el sofware Leica
Mycrosistem LAS-AF.

3.2 Evaluacion de la funcién renal
Los parametros valorados fueron:
a) En orina: creatinina, microalbuminuria, fosfatos, proteinas totales, vy-
glutamiltranspeptidasa y glucosa.
b) En sangre: creatinina y glucosa.
c) En corteza renal:
o Bioquimicos: Concentracion de glutation (GSH) y actividad de glutation
peroxidada (GPx).
o Moleculares: Expresion de los genes GAPDH, TNF-a, BAX y BCL2.
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En la tabla 9 se enumeran las técnicas empleadas para realizar el anélisis de muestras de

orina colectada durante 24 h.

Parametro Método empleado
Creatinina en plasma Método colorimétrico de Wiener Lab (2000).
Microalbuminuria y creatinina en orina Tira reactiva marca Bayer
Fosforo Método colorimétrico de Sumner (1944)
Actividad de y-glutamiltranspetidasa (TPG) Goldbarg et al (1960).
Proteinas totales Lowry et al (1951)
Glucosa Método de Winer Lab (2000)
Glutation peroxidada (GPx) Kit de Sigma-Aldrich
Glutation (GSH) Hissin P. J. y Filf F. (1975)

Tabla 94. Metodologia empleada.

3.2.1 Determinacién de creatinina en plasma

Se empled el método cinético a 500 nm, sin despolimerizacion, en el cual la creatinina
contenida en la orina o sangre se hace reaccionar con una solucion de picrato alcalino
(reaccion de Jaffe), produciendo un color rojo. La velocidad de esta reaccion es una medida
de la concentracion de creatinina en la muestra, debido a que se comporta como una

reaccion cinética de primer orden [Winer Lab, 2000].

Para realizar este método se elabord una solucion de picrato alcalino, producto de
mezclar acido picrico 41.4 mmol/L con el reactivo alcalino carbonato/NaOH pH 12.7 en
una proporcion 1:1; es importante preparar un volumen suficiente de esta solucion para
determinar la concentracién de creatinina en todas las muestras por duplicado, incluyendo
blanco y estandar [Winwr Lab, 2000].

Una vez elaborada la solucion de trabajo y calibrado a cero el espectrofotometro a
500nm (Espectrofotometro UV-Vis, marca Varian, Australia) empleando el blanco
(solucion de picrato alcalino) se colocdé 1ml de la solucion de trabajo en cada tubo de
ensayo, posteriormente se agregd 0.2 ml del estandar o muestra disparando al mismo
tiempo un cronémetro y agitando vigorosamente, inmediatamente después se cold la
mezcla en la cubeta espectrofotométrica. Se registré la absorbancia de la mezcla a los 30
segundos y 5 minutos[Winer Lab, 2000].

Para calcular la concentracion de creatinina se emplearon las siguientes formulas:

1. Creatinina en suero mg/ml = (D2-D1) x f
f = (20mg/ml) / (S2-S1)

46



“Estudio de la nefrotoxicidad crénica del insecticida organofosforado paration metilico en rata Wistar.”

2. Creatinina en orina = [(D2-D1) / (S2-S1)] x V
V = Volumen de la diuresis expresado en L/24hrs
Donde:

S1 = Abs del estandar a los 30 s.

S2 = Abs del estandar a los 5 min.

D1= Abs de la muestra a los 30 s.

D2 = Abs de la muestra a los 5 min.
3.2.2 Determinacion de microalbuminuriay creatinina en orina
El método empleado fue el de tirilla reactiva de Bayer, Clinitek. La tirilla provista por
Bayer se sumergid en la orina por un instante, se sacé y elimino el exceso de muestra
empleando una gasa, se dejo reaccionar por 30 segundos y se introdujo en el equipo de
lectura Clinitek 50 el cual determin6 la concentracion de albimina y creatinina en la

muestra.

3.2.3 Determinacion de fosforo en orina

La técnica empleada fue la de Sumner J.B. (1944), la cual usa sulfato ferrosos como agente
reductor, ya que al agregarse en exceso, reduce al acido fosfomolibdico en pocos segundos
produciendo una reaccién estable y que no sufre interferencias por la presencia de hasta
10ml de é&cido tricloroacético al 10%, a demas, la cantidad de acido sulfarico que es
necesario agregar para evitar la formacion de color por la reduccion del acido molibdico es
menor, evitando la hidrdlisis de algunos esteres labiles al H,SO,.

Para realizar esta técnica se prepararon las siguientes soluciones: solucion estandar
de KH,PO,4, molibdato de amonio al 6.6%, acido sulfurico 7.5N y sulfato de hierro (5g de
FeSO,-7H,0 en 50ml de agua destilada, mas 1ml de acido sulfarico 7.5N).

Con la solucién de KH,PO,, se elabord una curva estandar de fésforo partiendo de
una disolucion que contenia 10 Pi/ml, obtenida al agregar 0.0219g de KH,PO, en un matraz
volumétrico de 500 ml, aforado con agua destilada. De la solucion anterior se coloco en 4
tubos de ensayo 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 ml respectivamente, los cuales correspondian a 5, 10, 15
y 20 pg de Pi, ajustando a un volumen de 2.88ml con agua bidestilada. Subsecuentemente,
a cada tubo se le agreg6 0.4 ml de molibdato de amonio 6.6%, 0.4 ml de &cido sulfarico 7.5
N y 0.32 ml de sulfato de hierro al 10% obteniendo un volumen final de 4 ml; esta mezcla

se incubd durante 5 minutos, para posteriormente determinar su absorbancia a 700nm en
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espectrofotometro UV/Visible antes descrito. La misma metodologia fue empleada para el
procesamiento de las muestras problemas [Sumner J.B., 1944].
Para calcular la concentracion de fosforo se emplearon las siguientes formulas:
ug/ml Pi = (Abs) x (1/m)
m = (Y2-Y1)/(X2-X1)
Donde:

Y1 = Absorbancia obtenida por 5ug de Pi/ml.

Y2 = Absorbancia obtenida por 20ug de Pi/ml.

X1 = concentracion de Pi/ml en el primer tubo de ensayo.
X2 = concentracion de Pi/ml en el dltimo tubo de ensayo.

3.2.4 Actividad de y-glutamil-transpetidasa

La determinacion de la actividad de esta enzima se realiz6 colocando en tubos de
ensayos (los necesarios para procesar cada muestra, blanco y estandar) 830ul del
amortiguador Tris-HCL pH 9.0, 100ul de Glicil-glicina 200 mmol, 50 ul de y—Glutamil-
pNa. El espectrofotometro fue calibrado a cero con el blanco a 405 nm (mezcla anterior).
Posteriormente, se agregaron 20ul de orina y al mismo tiempo se disparé un cronémetro, se
agitd y coloco la mezcla en una cubeta espectrofotométrica, 30 segundos después de
iniciada la reaccion se obtuvo el primer valor de absorbancia, prosiguiendo la incubacion
durante 2 minutos mas, registrando la absorbancia cada minuto para obtener el incremento
promedio de esta [Goldbarg y col., 1960].

Para calcular la actividad de esta enzima se emplearon las formulas mencionadas a
continuacion:

Actividad (nmol/ml) = [(D2-D1) — (S2-S1)]/ Coeficiente de extincion de pNa

Donde:
D1 = Absorbancia a 405 nm después de 30 seg. de la muestra problema.

D2 = Absorbancia a 405 nm después de 1.5 minutos de la muestra problema.
S1 = Absorbancia a 405 nm despues de 30 seg. del estandar.
S2 = Absorbancia a 405 nm después de 1.5 minutos del estandar.
Coeficiente de extincion de pNa = 9.9 nmol/ml.
“Nota: para el célculo correcto de actividad de y-glutamiltranspetidasa es necesario

expresarla como nmol de pNa/min/mg de proteina”.
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3.2.5 Determinacion de proteinas totales

Esta técnica necesitd la elaboracion de una solucion A, que contiene 20g de Na,COs, 4g de
NaOH y 0.2g de tartrato de sodio en un 1L de solucion; una solucion B que contiene 0.5g
de sulfato ctprico en 100ml de agua bidestilada y una solucién C, que se prepara con 50ml
de solucion A mas 1ml de la solucion B; es importante preparar solo la cantidad de
solucion C necesaria para procesar todas las muestras, ya que esta es util solo el dia que es

preparada [Lowry y col.,1951].

Para determinar la concentracion de proteinas en las muestras se realizd una curva
patrén, empleando albimina sérica bobina 0.1% (BSA), colocando 1ml de la solucion C en
5 tubos de ensayo, que contenian 0.0, 6.0, 15.0, 35.0 y 50.0 ul de BSA, 0.1ml del reactivo
de Folin-Ciocalteu 1N, se agité e incubd por 30 minutos. Transcurrido este tiempo se
obtuvieron las absorbancias en espectrofotometro a 750 nm. Las muestras problemas se

trataron con el mismo procedimiento por duplicado [Lowry y col.,1951].

Para obtener la cantidad de proteinas en las muestras se usaron las siguientes

férmulas:

Proteinas (mg/ml) = (1/m) x (Abs de muestra)
m = (Y2-Y1) / (X2-X1)
Donde:

m = pendiente obtenida de la curva estandar.

Y1 = Absorbancia obtenida por la menor cantidad de ul de la solucion de
albimina.

Y2 = Absorbancia obtenida por la muestra con mayor cantidad de pl de la solucién
de albumina.

X1 = menor concentracion de albumina.

X2 = mayor concentracion de albumina.
3.2.6 Glucosa
Para la medicion de este parametro se empled la técnica enzimatica de Winner Lab (2000)
que utiliza los siguientes reactivos: glucosa oxidasa (GOD), peroxidasa (POD) 4-
aminofenazona (4-AF) y buffer fosfatos adicionado con 4-Hodroxibenzoato.

Las reacciones que catalizan dichos reactivos es la siguiente:
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Glucosa + O, + H,0 Gop Acido glucénico + H,0,

[
»

2 H,O, + 4-AF + 4-Hidroxibenzoato roo Quinonimina (roja)
e

En tubos de ensayo marcados como estandar, blanco y problemas se colocaron:
10 pl de la solucién patron y 1000 ul de la solucion de trabajo que contiene los reactivos
antes mencionados; en el tubo marcado como blanco se colocaron 10 ul de agua destilada y
1000 pl de la solucion de trabajo; en los tubos marcados como problemas se colocaron 10
ul de muestra y 1000 ul de la solucion de trabajo. Los tubos con las mezclas se agitaron e
incubaron a temperatura ambiente durante 25 minutos y se determiné la absorbancia a 505

nm calibrando a cero el espectrofotometro con la solucion de trabajo [Winer lab, 2000].

Calculo de concentracion de glucosa en las muestras:

Glucosa (g/L) =D * f

f=100g/L/S
Donde:

D = Absorbancia de la muestra problema.

S = Absorbancia del estandar.
3.2.7 Glutation peroxidada (GPx)
La GPx provee un mecanismo para la destoxificacion de peroxidos en las células vivas
catalizando la reduccion del peroxido de hidrégeno (H,O,) y de una amplia variedad de
perdxidos organicos (R-OOH) a sus correspondientes alcoholes estables (R-OH) y agua,
usando al glutation celular como agente reductor [Sigma Aldrich, 2007].

El kit empleado para la cuantificacion de la actividad de esta enzima usa un
método indirecto basado en la reaccion de oxidacion de glutation reducido (GSH) a
glutation oxidado (GSSH) catalizada por la GPx, la cual esta acoplada al reciclaje de GSSH
a GSH empleando glutation reductasa y NADPH (B-Nicotinamida Adenina Dinucle6tido

Fosfato, Reducido) [Sigma Aldrich, 2007].

R-00 + 2GSH ——C" 4 R-OH + GSSH + H,0

GSSH + NADPH ——SPX 4 2 GSH + NADP*
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Preparacion de las muestras: 250 mg de corteza renal fueron homogenizados con
3.75 ml de Buffer de fosfato de sodio 0.1 M pH 8.0 empleando un motor de velocidad
controlada para homogenizar (marca Arrow Engineering Co. Inc., modelo JR4000, hecho
en U.S.A), se centrifugaron a 10000 rpm durante 30 minutos en centrifuga refrigerada
(Doupont, modelo Sorvall RT6000) para obtener el sobrenadante, el cual fue diluido en
proporcion 1:10 empleando el Buffer de fosfatos 0.1 M pH 8.0 para poder obtener
decrementos de absorbancia que dentro del rango lineal (0.032-0.13 por minuto),
equivalentes a 0.005-0.02 U/ml [Sigma Aldrich, 2007].

Para realizar la reaccién se colocaron en una cuba espectrofotométrica de cuarzo
235 pl del Buffer de ensayo, 12.5 ul de NADPH (elaborado al momento de su uso), 10 pl
de la muestra diluida 1:10 y 2.5 ul de ter-butil-hidroperéxido (t-Bu-OOH) 30 mM para
iniciar la reaccion; inmediatamente después se dispar6é un crondmetro, se agitdé suavemente
por inversion, se midieron y registraron las absorbancias a 340 nm a los 15 segundos y 1
minuto con 15 segundos después de haber sido iniciada la reaccién. Los controles positivos
se realizaron empleando un estandar de GPx elaborado al momento de usarse, disolviendo
el contenido de un vial con 100 U/ml de GPx (No. Cat. G6137) en 1 ml del buffer de
ensayo, posteriormente se prepard una dilucién a 0.25 U/ml con el buffer de ensayo
adicionado con IgG 1mg/ml (No. de Cat. 14506) y DTT 1mM (No. de Cat. D0632). Los
volimenes empleados para cada reaccion y la formula usada para calcular la actividad de

GPx se muestran en el Anexo 1

3.2.8 Determinacién de glutation reducido (GSH)

Como ya se menciono anteriormente el GSH es la molécula celular antioxidante por
excelencia, por lo que su presencia y concentracion en los diferentes 6rganos es muy
importante para protegerlos en contra de los efectos deletreos ocasionados por los radicales
libres [Hissin and Hilf, 1976]

La técnica empleada para esta determinacion fue la de Hissin and Hilf (1997) y las
muestras fueron 250 mg de corteza renal homogenizados con 3.75 ml de Buffer de fosfato
de sodio 0.1 M + 0.005 M de EDTA pH 8.0 y 1 ml de HPO3 y se centrifugaron a 10000
rpm en centrifuga refrigerada durante 30 minutos para obtener el sobrenadante.
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Para realizar la reaccion se colocaron en un tubo de ensayo 0.5 ml de sobrenadante,
4.5 de Buffer de fosfato de sodio 0.1 M + 0.005 M de EDTA pH 8.0 y se agito en vortex
(Vortex-Genie 2, modelo G560, hecho en U.S.A.). En otro tubo de ensayo se colocaron 100
ul de la dilucion anterior, 1.8 ml del Buffer de fosfato de sodio 0.1 M + 0.005 M de EDTA
pH 8.0 y 100 ul de O-Ftaldehido (OPT); se mezcl6 en vortex nuevamente y se incub6 a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Trascurrido este tiempo se determind la
fluorescencia emitida por las mezclas en cuba espectrofotométrica de cuarzo con longitudes
de onda de emision y activacion de 420y 350 nm respectivamente en espectrofluorometro
(Perkin-Elmer spectrofluorometer, modelo LS50B, U.K.) [Hissin and Hilf, 1976].

La concentracibn de GSH se obtuvo empleando una curva patron con
concentraciones de 0.0 a 5.0 ug de GSH, en intervalo de 0.5 pg. Por regresion lineal de los
datos de fluorescencia obtenidos se obtuvo la formula que se muestra en la grafica del
Anexo 2 [Hissin and Hilf, 1976].

3.2.9 RT-PCR

Para la extraccion de RNA 100 mg de corteza renal de cada muestra fueron homogenizados
con 1ml de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) empleando un homogenizador
de vidrio estéril, se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 min. en centrifuga refrigerada;
posteriormente se separé el sobrenadante y se agregaron 200 ul de cloroformo, se agitaron
fuertemente en vortex durante 1 min. y se incub6 durante 10 min, para ser nuevamente
centrifugadas a 13000 rpm durante 15 minutos. Al término de la centrifugacion se separo
el sobrenadante, al cual se le agregaron 50 ul de isopropanol, se agit6 nuevamente y se
incub6 durante 10 min. Posteriormente se centrifugd a 13000 rpm por 10 min., se descartd
el sobrenadante y al precipitado se le agregaron 450 ul de isopropanol, se agitd por
inversion y se dejo reposar durante 30 minutos a -20°C, nuevamente se centrifugd a 13000
rpm por 15 min., se decantado el sobrenadante y al material remanente (RNA) se mezclo
con 1 ml de etanol al 75%, se centrifugd a 1000 rpm durante 10 min. Nuevamente, el
sobrenadante fue decantado y el material remanente fue secado a temperatura ambiente
durante 5-10 min. sobre una toalla de papel e inmediatamente después se agregaron 40 pl

de agua destilada estéril para resuspender la pastilla de RNA [Salazar-Montes y col. 2000].
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La cuantificacion de RNA en las muestras se obtuvo por la técnica

espectrofotométrica, para obtener la relacién Abs 260nm/Abs 280 nm.

Para realizar la prueba RT-PCR, se emplearon 12.5 ul de buffer TAE 1x, 0.5 ul del
iniciador en sentido, 0.5 ul del iniciador en antisentido, 0,5 ul de Tag Polimerasa, volumen
de RNA en el que se contenga 1 pg de acidos nucleicos y agua destilada suficiente para
ajustar el volumen a 25 pl. Las condiciones de la reaccién fueron las siguientes: 40 ciclos
cada uno con incubacion durante 1 min. a 90 °C, 1 min. a 60 °C , y 1.5 min a 72 °C y con

una extension final a 72 °C durante 5 min [Salazar-Montes y col. 2000].

El material amplificado se analiz6 empleando electroforesis en gel de agarosa 2%
(0.6 g de agarosa en 30 ml de amortiguador TAE 1x), colocando en un pozo el marcador de
tamafio molecular de 50 pb (Promega GA52A, USA) (1.5 ul del marcador + 6 ul de TAE
1x + 2ul del colorante de carga marca Promega Blue orange 6x G190A, USA), y en los en
los siguientes pozos se colocaron las muestras de RNA (10 ul de la solucion de RNA + 2 pul
de colorante de carga). Una vez cargadas todas las muestras se aplicé una corriente de 110
volts durante 30 min. Por altimo el gel se tifié con bromuro de etidio durante 15 minutos, se
lavo en agua destilada durante 3-5 minutos y se examind en transiluminador con luz UV
[Salazar-Montes y col. 2000].
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RESULTADOS

1. Andlisis histologico

1.1 Higado

La estructura histolégica de higados de animales control no presentd alteraciones en su
arquitectura (Imagen 2A y 3A). Los higados de ratas que recibieron el tratamiento
subagudo durante 4 semanas con PM mostraron en el area centrolobulillar, hepatocitos con
vacuolizacion citoplasmica (Imagen 2B, y 3B). El tratamiento subagudo con PM durante 6

semanas presentd menor vacuolizacion citoplasmica de hepatocitos (Imagen 2C y 3C).

Imagen 2. Cortes de higado de rata Wistar machos adultos, grupos control e intoxicado. A) Higado
control. B) En la intoxicacion con PM durante 4 semanas se observa disminucion del volumen celular y
abundante vacuolizacién citoplasmica, predominantemente en el area centrolobulillar. C) Efecto de la
intoxicacion con PM durante 6 semanas, se observa volumen celular disminuido y menor vacuolizacién
citoplasmica. 100 AT/Tincion H/E.
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Imagen 3. Cortes de higado de rata Wistar machos adultos, grupos control e intoxicado. A) Higado
control. B) Efecto de la intoxicacion con PM durante 4 semanas. C) Efecto de la intoxicacion con PM
durante 6 semanas. Sefialamientos: disminucion del volumen celular (==)), vacuolizacién citoplasmica en
area centrolobulillar (v). 400 AT/Tincion H/E.

En el analisis histol6gico de los higados se utilizé la técnica histoquimica de PAS para
evaluar presencia de glucogeno en el citoplasma de los hepatocitos, donde la intensidad de
coloracion es proporcional a la cantidad de carbohidratos presentes. Los higados de ratas
del grupo control tefiidos con esta técnica, mostraron hepatocitos con una alta intensidad de
reaccion (Imagen 4A y 5A), sin embargo, en los hepatocitos de los animales tratados con
PM durante 4 semanas, se observé una disminucion de la intensidad de coloracion (Imagen
4B y 5B). En el tratamiento con PM durante 6 semanas, se observaron hepatocitos con una

restitucion parcial en la intensidad de coloracion (Imagen 4C y 5C).
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Imagen 4. Cortes de higado de rata Wistar machos adultos, grupos control e intoxicado. A) Higado
control. B) Efecto de la exposicion a PM durante 4 semanas, se observa disminucion de reaccion de PAS.
C) Efecto de la exposicién a PM durante 6 semanas, se observa menor intensidad de la reaccion de PAS
con respecto al tratamiento anterior y edema celular. 100 AT/Tincion de PAS.
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Imagen 5. Cortes de higado de rata Wistar machos adultos, grupos control e intoxicado. A)
Higado control. B) Efecto de la exposicion a PM durante 4 semanas, se observa disminucion de reaccion
de PAS y granulos citoplasmicos PAS positivos (4). C) Efecto de la exposicién a PM durante 6 semanas,
se observa mayor disminucién de reaccién de PAS y granulos citoplasmicos PAS positivos (4). 400
AT/Tincion de PAS.

1.2 Rifiones

Se realizd el andlisis histologico de los rifiones con la tincion con H/E para todos los
tratamientos estudiados. Los principales hallazgos se muestran en la imagen 6 (Imagen 6A,
6B, 6C y 6D). Durante este examen no se observaron alteraciones en la arquitectura de los
rifones de ratas control. En los rifiones de ratas expuestas a PM se observaron los
siguientes cambios histologicos con respecto a los controles: 1) En la exposicion durante 2
semanas se identifico células tubulares proximales con edema Yy vacuolizacion
citoplasmica. 2) En el tratamiento durante 4 semanas se observé edema de las células del
tibulo proximal, incremento del patrén de vacuolizacion con respecto al tratamiento
anterior y pérdida de la membrana del borde en cepillo. 3) En las ratas expuestas durante 6

semanas, permanecio el edema celular y la pérdida del borde en cepillo de las células del
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tibulo proximal, mientras el patron de vacuolizacion citoplasmica que disminuy6 con
respecto al tratamiento anterior. 4) En el tratamiento con PM durante 8 semanas se
identifico una tendencia a la restitucion del volumen celular, la vacuolizacion citoplasmica

y del borde en cepillo, sin embargo no llegan a igualar al grupo control.

T Y A :
Imagen 6. Cortes de rifion (H/E). A) Grupo control 100AT. B) Grupo control, 400AT. C) Tratamiento
con PM durante 4 semanas, 100 AT: D) Tratamiento con PM durante 4 semanas, 400 AT. Células
tubulares con edema ( (7, vacuolizacion citoplasmica ( == ) y pérdida de la membrana del borde en
cepillo ().

En el andlisis histoldgico de los rifiones de ratas control de las preparaciones tefiidas
con la técnica de PAS no se observaron alteraciones en su arquitectura (Imagen 8A). En los
rifones de ratas expuestas a PM se observaron los siguientes cambios estructurales con
relacion a los controles: a) En la exposicion durante 2 semanas a este pesticida, se presentd
en las células tubulares proximales edema, granulaciones citoplasmicas PAS+ (glucégeno)
y pérdida de la membrana del borde en cepillo (imagen 7A y 8B); b) en la intoxicacion
durante 4 semanas permanece la pérdida de la membrana del borde en cepillo, se
incremento el edema, disminuy6 el patron de granulacion y se observé vacuolizacion
citoplasmica con respecto al tratamiento anterior, adicionalmente en los glomérulos se

identifico incremento del numero de células mesangiales con engrosamiento de la
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membrana basal de los capilares glomerulares y del epitelio de la cpsula de Bowman
(Imagen 7B y 8C); ¢) en los rifiones de ratas intoxicadas durante 6 semanas, en el tabulo
proximal y el corpusculo renal permanecieron los cambios morfoldgicos descritos, con una
disminucion del patrén de granulacién y de la vacuolizacion celular, (Imagen 7C y 8D); d)
en el tratamiento durante 8 semanas, se mantuvieron los cambios del corpusculo renal y en
las células tubulares disminuye la vacuolizacién y el edema celular con restablecimiento
parcial del borde en cepillo, sin embargo se observd un incremento de granulaciones

citoplasmicas con respecto al tratamiento anterior (Imagen 7D y 8E).

Imagen 7. Cortes de rifion de ratas Wistar machos adultos intoxicados con PM. A) Tratamiento
de 2 semanas con PM; B) Tratamiento de 4 semanas con PM; C) Tratamiento de 6 semanas con PM;
D) Tratamiento de 8 semanas con PM. 100 AT/Tincién de PAS.
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Imagen 8 A-E. Cortes de rifidn de ratas Wistar machos adultos control e intoxicados con PM.
A) Corte de rifion control. B) Tratamiento de 2 semanas con PM. C) Tratamiento de 4 semanas con
PM. D) Tratamiento durante 6 semanas con PM. E) Tratamiento durante 8 semanas con PM.
Sefialamientos: edema de células tubulares (), granulaciones citoplasmicas PAS+ (4 ), pérdida del
borde en cepillo del las células tubulares proximales (¢, vacuolizacion citoplasmica (=), células
mesangiales (=), engrosamiento de la membrana basal capilar (4) y engrosamiento de la capsula de
Bowman (=). 400 AT/Tincion de PAS.
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2. Inmunohistoquimica

En el estudio de inmunofluorescencia se utilizé un doble marcaje para deteccion de CI2 y
DpplV. El inmunomarcaje de CI2 se observé de color verde y el de DpplV en color rojo.
En los rifiones de ratas control se observé en las células tubulares proximales marcaje para
CI2 principalmente en el borde basolateral y en la membrana del borde en cepillo para
DpplV (Imagen 9 A-D). Los rifiones de ratas expuestas cronicamente a PM mostraron: a)
en el tratamiento durante 2 semanas incremento de marca para CI2 en el borde basal
(Imagen 9A’); b) en la exposicion durante 4 semanas se increment6 el marcaje de CI2 en el
borde basal y adicionalmente se presentd en el citoplasma celular, asi mismo, disminuyo el
marcaje para DpplV en la membrana del borde en cepillo con respecto al tratamiento
anterior (Imagen 9B’); c¢) en el tratamiento de 6 semanas, se incrementd el marcaje
citoplasmico para ClI2 y disminuy6 atin mas el marcaje para DpplV (Imagen 9C’); d) en la
exposicion durante 8 semanas a este pesticida se observd una restitucion parcial en del
marcaje para Cl2 y DpplV con respecto al control, sin embargo no lo llega a igualar

(Imagen 9D”).

Imagen 9. Inmunodeteccién de Cl 2 y DPPIV en rifiones de ratas Wistar machos adultos, 400 AT. A-
D Grupo control de 2-8 semanas de tratamiento respectivamente. A’-D’ Grupo intoxicado con PM de 2-8
semanas respectivamente. Las flechas (4) indican la marca de Claudina 2 (CL2) con el fluorocromo Alexa
fluor 488 (color verde). La punta de flecha (4 indica la marca para la enzima del borde en cepillo dipeptidil
peptidasa 1V (DpplV) con Alexa fluor 595 (color rojo).
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3. Analisis de parametros bioquimicos de funcién renal y estrés
oxidativo en corteza renal.

El andlisis de muestras de orina y sangre de las ratas del grupo control no mostraron
alteraciones estadisticamente significativas para ningin parametro bioquimico y/o de
funcién renal, sin embargo, la concentracion de GSH en corteza renal mostré un

incremento significativo de la 42-82 semana de tratamiento.

La exposicion de los animales de experimentacion a PM gener6 efectos en los

siguientes parametros:

a) Flujo urinario, concentracién plasmatica y urinaria de creatinina.

Se observo una disminucion significativa del flujo urinario de la 23-8% semana de
tratamiento (p<0.05) conforme se incrementd el tiempo de exposicion al PM (Figura 6A).
La concentracion plasmatica de creatinina mostré un incremento significativo (p<0.05)
Unicamente en la 12 y 22 semana de tratamiento (Figura 6B). En la depuracion de creatinina
solo se observo un incremento significativo (p<0.05) durante la 32 semana de intoxicacién
(Figura 6C). No se observaron cambios significativos (p<0.05) en la concentracion urinaria

de creatinina (Figura 6D).
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Figura 6. Efectos de la exposicion cronica de ratas Wistar machos sobre el flujo urinario (A),
concentracién de creatinina en plasma (B), depuracion de creatinina (C) y concentracion de creatinina en
orina (D). Las barras representan el valor promedio, *p<0.05 y +al ES (error estandar).
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b) Concentracion plasmatica de glucosa, masa excretada de glucosa y fosfatos en

orina.

La concentracion plasmatica de glucosa se incremento significativamente (p<0.05) de la 18-
8% semana de intoxicacion, mientras que la masa excretada de glucosa en orina tuvo un
incremento significativo (p<0.05) de la 2% - 82 semana de experimentacion (Figura 7A 'y
7B). La masa excretada de fosfatos mostrd6 un incremento significativo (p<0.05)

Unicamente en la 72 semana de intoxicacion (Figura 7C).

a
=}
=)

07 [ Controles
Intoxicadas [ Controles

Intoxicadas

N oW A
o o B
o o© o

(ng/24 hrs)

._.
o
(=]

Masa excretada de fosfatos ()

Masa excretada de glucosa @

! 0 o
012345678 012345678 012345678 012345678 012345678 012345678
Semanas de tratamiento Semanas de tratamiento Semanas de tratamiento

Figura 7. Efectos de la exposicion crénica de ratas Wistar machos sobre la concentracién de
glucosa en plasma (A), masa excretada de glucosa (B) y masa excretada de fosfatos (C). Las
barras representan el valor promedio, *p<0.05 y + al ES (error estandar).

c) Actividad urinaria de y-glutamiltranspeptidasa, concentracion de GSH y actividad

de GPx en corteza renal.

En las ratas del grupo control y tratadas con PM se observé un incremento significativo
(p<0.05) en la concentracion de GSH en corteza renal de la 42-8% semana de tratamiento
(Figura 8A). No obstante, el incremento observado fue menor en las ratas expuestas a PM
(Figura 8A). La actividad de GPx en corteza renal se incrementé de forma significativa
(p<0.05) en la 62 y 8% semana de tratamiento con PM con respecto al grupo control (Figura
8B). En la actividad urinaria de y-glutamiltranspeptidasa se observd un incremento
estadisticamente significativo (p<0.05) durante las tres primeras semanas de exposicion a
PM, presentado una actividad semejante al control en la 42 52 y 62 semana, con un repunte

de la actividad en la 72 semana de tratamiento (Figura 8C).
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Figura 8. Efectos de la exposicién crénica de ratas Wistar machos sobre la concentracion en corteza renal
de Glutation (GSH) (A), actividad en corteza renal de GPx (B) y actividad urinaria de la enzima y-
glutamiltranspeptidasa (C). Las barras representan el valor promedio, *p<0.05 y al ES (error estandar).

d) Masa excretada de proteinas totales y albimina en orina.

Durante el experimento la masa excretada de proteinas totales en orina no mostro
alteraciones estadisticamente significativas (Figura 9A), sin embargo, en la excrecion
urinaria de albumina (Figura 9B) se observo un incremento significativo (p<0.05) en la 72

semana de intoxicacion.
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Figura 9. Efectos de la exposicion crdnica de ratas Wistar machos sobre la excrecién urinaria de
proteinas totales (A) y concentracion de albumina en orina (B). Las barras representan el valor
promedio, *p<0.05 y - al ES (error estandar).

4. Efectos en el nivel de expresion genética de TNF-a, BAX y
BCL2.

En el analisis de la expresién genética de la corteza renal de los animales control no
existieron alteraciones de los genes estudiados; a demas, no se observé modificacion en la
expresion del gen constitutivo GAPDH en ninguno de los grupos estudiados indicando que
la calidad y concentracion del material genético fue adecuado para su analisis y

comparacion entre grupos (Imagen 10A).
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El tratamiento con PM gener0 inhibicion de la expresion genética de TNF-a durante
las primeras cuatro semanas de intoxicacion, con tendencia a restablecer su nivel de
expresion en las Gltimas semanas del tratamiento, sin embargo no logra el nivel de
expresion del grupo control (Imagen 10B). De forma similar, la expresién de BAX es
inhibida durante las primeras 2 semanas de tratamiento, con restablecimiento parcial de su
expresion de la 4% a la 82 semana (Imagen 10C). No se obtuvo producto de amplificacion
para el gen BCI2 con los iniciadores utilizados (Imagen 10D).
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Imagen 10. Analisis de expresion genética por RT-PCR de muestras de corteza renal de ratas Wistar
machos adultos, grupos control e intoxicado con PM. a) Expresion del gen constitutivo GAPDH. b)
Expresion de TNF-a. ¢) Expresion de BAX. d) Expresién de BCL2.
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DISCUSION

Aunque la toxicidad aguda del PM ha sido bien caracterizada, existen pocos reportes sobre
los efectos en la salud por la exposicion subaguda y crénica a este pesticida, por ello, el
objetivo de este trabajo fue determinar las alteraciones histoldgicas causadas por exposicién
subaguda a PM en el higado de ratas Wistar machos, asi como analizar los efectos en la

funcién renal por la exposicion cronica a este pesticida.

En este trabajo, la exposicion de ratas durante 4 y 6 semanas a PM provoco
degeneracion grasa centrolobulillar en el tejido hepatico, con mayor abundancia en la 42
semana de experimentacion. Este efecto nocivo del PM sobre el higado se puede relacionar
con su accidn inhibidora de algunas esterasas que poseen serina en su sitio activo, como la
colinesterasa plasmatica (PCE) y la hidroximetil-glutaril-coenzima A-reductasa (HMG-
CoA), enzima que regula la sintesis de colesterol. Ha sido reportado que la PCE aumenta en
un gran numero de pacientes con hiperlipoproteinemia y se ha postulado que un incremento
en la actividad de esta enzima aumenta a su vez la tasa de secrecion de lipoproteinas
[Cucuiaunu y col., 1968; Cucuiaunu y col., 1975]. En el estudio de microscopia electronica
elaborada por Salim S. y col. (2004) se reporto que la exposicion aguda de ratas Wistar al
plaguicida organofosforado metamidofos produce los siguientes cambios estructurales en
los hepatocitos: incremento en la densidad del contenido de cromatina del nucleo y
vacuolizacion del citoplasma relacionada con la destruccion de la matriz mitocondrial;
ademas en algunas células el contenido de lipidos fue elevado y ocupé la mayor parte del
citoplasma, mientras que en las areas perisinusoidales aumento la presencia de fibras de
colageno. Este reporte coincide con la degeneracion grasa que encontramos en el higado de
las ratas tratadas con PM. Adicionalmente a lo descrito anteriormente en los higados,
también se identificd disminucion de la reaccion de PAS en los hepatocitos, reflejando un
decremento de carbohidratos (glucdgeno), posiblemente debido a un aumento de la
glucogenalisis, lo cual podria estar relacionado con la hiperglicemia observada de la 18- 82
semana de intoxicacion, como consecuencia de la alteracion del metabolismo energético del
higado. Lukaszewicz-Hussain y col (1985) reportaron hiperglicemia e hipoinsulinemia en
ratas con exposicion aguda a PM y propusieron que la exposicion a este pesticida genera

dafo en pancreas disminuyendo la concentracion de insulina en sangre, aumentando asi, la
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concentracion de glucosa en el plasma, sin embargo, Srivastava A. K. Y Singh N. N. 1981,
propusieron que la hiperglucemia se derivan de efectos colinérgicos, debido a que la
inhibicién de la AChE incrementa la ACh en los espacios sinapticos presentes en la
médula suprarrenal provocando una sobre estimulacion de receptores nicotinicos
determinando un aumento de la liberacion de catecolaminas, las cuales favorecen la
glucogendlisis, disminuyendo con esto la cantidad de glucégeno hepatico e incrementando
la concentracion de glucosa en sangre, lo que también explicaria la hiperglucemia vista en
este trabajo. A demas estos investigadores reportaron glucosuria en los animales de

experimentacion.

El nivel adecuado de flujo sanguineo renal es necesario para mantener la tasa de
filtracion glomerular (TFG) y la formacién normal de orina. En este trajo se alteré el flujo
urinario debido a la exposicion a PM, probablemente por las siguientes causas: a)
Disminucion del flujo sanguineo renal por hipotension, ya que el PM posee un efecto
colinérgico [WHO, 1993], generando un decremento del volumen de sangre filtrado y de la
TFG. Se conoce que los rifiones poseen varios mecanismos para regular la presion
sanguinea, como el sistema renina-angiotensina-aldosterona, en el cual, la caida de la
presion arterial o la concentracion de Na® en el filtrado tubular induce al aparato
yuxtaglomerular a producir y descargar renina al sistema circulatorio, catalizando la
conversion de angiotensindgeno a angiotensina |, la cual es modificada por la enzima de
conversion de angiotensina (ECA) en angiotensina Il; esta Gltima actia como un potente
vasoconstrictor, ademas estimula la secrecion de aldosterona en la corteza suprarrenal que
induce la reabsorcion de Na* y agua en el segmento tubular distal de la nefrona, elevando
de esa manera el volumen sanguineo y estabilizando la presion sanguinea [Lerman y col
1991; Wayne y col 1989; Issei Komuro y col., 1988]. Otros compuestos vasoactivos
secretados por los rifiones en respuesta a la caida de la presion sanguinea son la endotelina,
el tromboxano A; e isoprostanos. La endotelina es un potente vasoconstrictor local, que al
ser secretado por las células del endotelio de los capilares glomerulares es capaz de
disminuir el flujo sanguineo renal y por ende, la Tasa de Filtracion Glomerular (TFG)
decae; sin embargo, se ha reportado durante la Enfermedad Renal Crénica (ERC) que el

incremento de la secrecién renal de endotelina estd asociado al desarrollo de fibrosis
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vascular renal y glomerular, por lo que los mecanismos renales encargados de restablecer la
homeostasis de la presion sanguinea también pueden estar involucrados en la disminucion
anormal o patoldgica del flujo urinario [Baltazares-Lipp y col., 2005; Lerman y col., 1991;
Wayne y col.,1989]. b) Dafio en el sistema de filtracion glomerular, provocando
alteraciones en la TFG, respecto al cual, durante este trabajo adicionalmente a las
alteraciones del flujo urinario se observaron modificaciones en la en la depuracién de
creatinina y en la concentracion plasmatica y urinaria de esta molécula, ademas en el
analisis histoldgico se identificaron cambios en los corpusculos renales que incluyeron,
aumento del numero de células mesangiales, engrosamiento de la membrana basal capilar
y de la capsula de Bowman. La TFG ha sido descrita como un buen indicador de funcién
renal el cual puede emplearse para el diagnéstico de enfermedad renal cronica. La
alteracion de TFG por un dafio gradual renal puede generar la acumulacion sanguinea de
diversos compuestos derivados del metabolismo celular como urea y creatinina (Rose and
Rennke, 1994), por ejemplo, Tocci P.M. y col (1969) reportaron incremento de la
concentracion plasmatica de creatinina en trabajadores expuestos cronicamente a pesticidas

organofosforados, efecto que concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo.

Ademas de lo anterior, debido a la exposicion de los animales de experimentacion
a PM se provocé dafio en los tabulos proximales generando alteraciones bioquimicas e
histolégicas, las cuales incluyeron: 1) incremento de la actividad de vy-
glutamilatranspeptidasa (enzimuria) importante en las primeras tres semanas de
intoxicacién y un repunte de actividad enzimatica a la 7% semana. Esta enzima esta
localizada en la membrana del borde en cepillo de las células tubulares proximales
catalizando la transferencia del grupo y—glutamilo del glutation a dipéptidos, aminoécidos e
incluso a la misma molécula de glutatién [Curthoys y Hughey, 1979; Tate S.S. y Meister,
1981]. El fendmeno de incremento-decremento-repunte de actividad enzimatica urinaria
observada durante este experimento puede deberse a un proceso de reparacion de las
células tubulares proximales y con respecto a esto, en el analisis histoldgico de los rifiones
de ratas expuestas cronicamente al PM se observo pérdida de la membrana del borde en
cepillo y edema de las células tubulares proximales en las primeras 6 semanas de

intoxicacion, con un restablecimiento parcial de la integridad tubular en las ultimas 2
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semanas de experimentacion, sin llegar a igualar al grupo control, concordando con las
alteraciones de la actividad enzimatica observadas. 2) Glucosuria a lo largo de todo el
experimento, cuyas posibles explicaciones son las siguientes: el aumento en la
concentracion de glucosa en sangre (hiperglucemia) antes mencionado, incrementa la masa
filtrada de esta molécula, saturando los transportadores de glucosa de las células tubulares
proximales; recordemos que este monosacarido es filtrado libremente en los glomérulos
debido a su tamafio y que posteriormente es reabsorbido a través de un cotransporte con
Na® en el segmento tubular proximal. En condiciones normales los transportadores de
glucosa son capaces de reabsorber casi en su totalidad la glucosa filtrada, sin embargo, al
incrementar su concentracion en el filtrado glomerular son saturados conduciendo a la
pérdida de esta molécula en la orina. También es factible que el PM alterara selectivamente
a los trasportadores de glucosa, ya que estos poseen grupos ‘OH en sus sitios de union a
glucosa que podrian ser fosforilados e inhibidos [Mueckler y col., 1985; Muekler 1994;
Gould y Holman, 1993; Medina y Owen., 2002; Pascual y col 2004]. Una tercera
posibilidad es que la glucosuria observada sea el resultado de la combinacion de la
saturacion de los trasportadores de glucosa, la inhibicidn selectiva de éstos y el dafio en los

tubulos renales observado en el estudio histologico[Pascual y col., 2004].

En el contexto de dafio tubular, el fosfato inorganico (Pi) filtrado por los
glomérulos es reabsorbido por transportadores en la membrana apical de las células
proximales a través de un cotransporte Na-Pi. En el polo basal diferentes tipos de sistemas
transportadores estan involucrados en el intercambio de Pi del intersticio [Murer y col.,
1991; Murer y Biber, 1996]. La disminucion de la reabsorcion tubular de Pi indica dafio
renal, por lo tanto, la fosfatiria y la glucosuria indican alteraciones funcionales en el
segmento proximal de la nefrona, el cual fue corroborado por el anélisis
histologico[Jaramillo-Juraez y col. 2008]. En este trabajo solo se observo incremento

significativo de la masa excretada de fosfatos durante la 72 semana de intoxicacion.

Con respecto a la excrecion de proteinas totales en orina (proteinuria) en los grupos
estudiados no se obtuvieron datos relevantes, sin embargo durante la 7% semana de
exposicion a PM se observd un incremento estadisticamente significativo en la masa

excretada de albumina. La proteinuria se refiere a la pérdida de proteinas en orina
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provocada por el incremento de la permeabilidad de la barrera glomerular o por la
reduccion de la reabsorcidn tubular. Existen varios factores que afectan el manejo renal de
las proteinas, como las caracteristicas estructurales de la capsula de Bowman, del endotelio
de capilares glomerulares y las propiedades fisicoquimicas de las proteinas plasmaticas, por
lo que cambios patoldgicos a nivel glomerular o tabulo-intersticial pueden provocar
proteinuria. Proteinas con un alto peso molecular como la albdmina estan confinadas en el
espacio vascular por la membrana basal de los capilares glomerulares, por lo que la
presencia en orina de esta molécula en las ratas tratadas con PM indica dafio en esta zona,
ademas recordemos que en andlisis histologico de los rifiones de ratas expuestas a este
pesticida se observo engrosamiento de la membrana basal capilar y de la capsula de

Bowman, asi como incremento del nimero de células mesangiales.

Adicionalmente a los hallazgos antes mencionados, se observé que la exposicion
cronica de los animales al PM provoca cambios en la concentracién de GSH vy actividad de
la enzima glutation peroxidasa (GPx). De hecho, varios estudios han reportado que el estrés
oxidativo juega un papel importante en la toxicidad de pesticidas organoposforados (POF)
en animales y humanos [Soltaninejad y Abdollahi, 2009]. En el estrés oxidativo se
incrementa la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y otros radicales libres.
Las ROS estan involucrados en una amplia variedad de fendmenos biolégicos como
inflamacién y enfermedades degenerativas [Ranjbar y col., 2009; Gupta y col., 2005]. Se ha
demostrado que la intoxicacion aguda con POF esté relacionada con produccion de ROS y
lipoperoxidacion (LPO) [Pournourmohammade S. y col 2007; Datt C. y col., 1994], por
ejemplo, Pifia-Guzman y col. (2006), reportaron en ratas intoxicadas agudamente con PM,
un incremento en LPO. La prevencion de LPO es un proceso esencial para organismos
aerobios debido al dafio celular provocado por los radicales libres; una de las defensas
antioxidantes mas importante de sistemas bioldgicos para contrarrestar el dafio por
radicales libres incluye el empleo de compuestos antioxidantes como el GSH y enzimas
antioxidantes como la superdxido dismutasa o la GPx [Matés, 2000; Halliwell y Gutterdge,
1990]. Por lo tanto, el incremento de LPO reportada para POF puede explicar la
disminucion de GSH observado en el grupo de ratas tratadas con PM, ademas, el

incremento de actividad de la GPx, enzima que cataliza la reduccion de hidroperoxidos
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como el H,O, usando GSH, puede ser un fendmeno de induccidon enzimética para
proteccion de las células renales en contra del dafio oxidativo causado por este pesticida
[Rushmore y col., 1993; Michio Asahi y col., 1995; Radjendirane y col., 1997; Wirth,
1998; Arthur, 2000; Haan y col., 2005]. Adicionalmente, Pedzik A.y col (2010) reportaron
que la pérdida del balance ERO/antioxidantes produce cambios en el nimero de células
mesangiales, fendmeno ampliamente observado en pacientes con glomerulonefritis y
sindrome nefrotico, siendo esto una explicacion al incremento de células mesangiales

observado en los corpusculos renales de las ratas expuestas crénicamente a PM.

El estrés oxidativo y la LPO también puede alterar la estructura de los organelos
celulares como la membrana citopldsmica, lo cual conduciria a la pérdida o liberacion de de
diversas moléculas presentes en este sitio, como algunas proteinas, por lo que este
fendbmeno puede estar relacionado con el incremento de la actividad urinaria de y-
glutamiltranspeptidasa observada en este trabajo. En estudios in vitro usando células de
epitelio tubular se ha reportado que el Dicrotofos (POF) provoca citotoxicidad, implicando
en parte a la produccion de ERO y LPO, por lo que los autores de este trabajo proponen que
ademas de la hipotensién provocada por los POF, el estrés oxidativo juega un papel

importante en la patogénesis de la necrosis tubular aguda [Poovalay col., 1999].

En el analisis inminohistoquimico de los rifiones de ratas Wistar en el grupo
control se observd marcaje para CI2 en los bordes basales y laterales de las células
tubulares proximales, mientras que en el grupo expuesto a PM se identificé incremento del
inmuno-marcaje para CI2, inicialmente en el borde basal en las primeras 4 semanas de
tratamiento y posteriormente en el citoplasma a la 6 semana, con un restablecimiento
parcial de su expresién en la 82 semana de intoxicacion; Asi mismo se observo disminucién
del inmuno-marcaje para DpplV en el borde en cepillo, indicando pérdida de dicha
estructura y restitucion parcial del inmuno-marcaje en la Ultima semana de tratamiento,
concordando con los cambios identificados en el analisis histolégico de los rifiones. Con
respecto al dafio celular mediado por estrés oxidativo, esta reportado que diversos
xenobioticos como metales pesados (Cd y Pb) y algunos antibioticos (gentamicina) causan
alteraciones en el balance prooxidante/antioxidante en células del parénquima renal y

provocan cambios en el nivel de expresion y distribucion de proteinas de union intercelular
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como la CI2, que normalmente se localiza en los bordes apical y lateral de las células
tubulares proximales y que en respuesta a la exposicidn a este tipo de compuestos cambia
su ubicacion, hacia el borde basal y el citoplasma celular [Prozialeck y Edwards , 2007;
Reyes y col, 2007; Chirino y col., 2006]. Lo anterior demuestra que el PM al igual que
otros xenobidticos que generan estrés oxidativo en los rifiones produce alteraciones en la
distribucion CI2 en los tubulos proximales del rifion de ratas expuestas cronicamente a este
pesticida. No existen reportes que indiquen la distribucion normal de CI2 en la membrana
basal de células epiteliales que expliquen nuestros hallazgos en ratas controles, no obstante,
es claro el cambio en el nivel de expresion y localizacion de esta proteina al exponer a los
animales de experimentacion al PM, por lo que los resultados de este trabajo aportan
evidencia que indica un posible mecanismo de dafio renal por exposicion crénica a este
insecticida mediado por la pérdida de uniones de oclusion en el epitelio del tabulo

proximal, el cual conduce a una alteracion en el transporte por la via paracelular.

Con respecto a la expresion genética de los genes estudiados en corteza ranal en
nuestro trabajo observamos disminucion de la expresion de TNF-a y BAX durante las
primeras semanas de experimentacion con una tendencia a la restitucion de su expresion en
las dltimas semanas de intoxicacion. EI TNF-a es una citocina proinflamatoria, por lo que
su liberacion esté involucrada en la activacion de las células endoteliales, secrecion de ON,
incremento de la permeabilidad vascular, activacion del sistema inmune y promocion de la
apoptosis. La inhibicion de la produccion del TNF-o podria provocar alteraciones o
modificaciones en todos los procesos antes mencionados. BAX es una molécula
proapoptética que promueve la activacion de la via de las caspasas, las cuales forman un
canal de alta conductancia en la membrana mitocondrial provocando la salida del citocromo

C conduciendo a la apoptosis [Aguillén y col., 2002].

La disminucién de la expresion de BAX y TNF-a identificado en este estudio puede
estar relacionado con los procesos de apoptosis y reparacion del tejido dafiado. Con
respecto a esto Ultimo, en el estudio histologico de los rifiones de los animales intoxicados
con PM no se observaron zonas necroticas ni cuerpos apoptéticos a diferencia del trabajo
elaborado por Kalender y col. (2007) en el cual reportaron la presencia de células

inflamatorias y zonas necréticas en los rifiones de ratas después de su exposicion aguda a
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PM. Nuestros hallazgos son posiblemente el resultado de un proceso de reparacion celular
del tejido renal afectado. Ademas, se ha reportado en ratas expuesta cronicamente a PM y
otros organofosforados alteraciones de los sistemas endocrinos, inmune y genotoxicidad,
esto Gltimo nos confirma que el PM es capaz de causar cambios en la expresion genética,
concordando con los cambios en la expresion de los genes estudiados en la corteza renal de
los animales de experimentacion [Liu y col, 2007; Lui y col, 2006; Undeger y col, 2000;
Institéris L. y col 1995].
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CONCLUSION

El tratamiento de ratas Wistar machos adultos a bajas dosis de PM en diferentes tiempos
ocasiono:

1. Exposicion subaguda:
Dafio hepatico caracterizado por alteraciones en los hepatocitos del area centrolobulillar,
caracterizadas por una disminucion del glucdgeno y degeneracion grasa.

2. Exposicion cronica:
Dafio renal, causando cambios bioguimicos, funcionales y estructurales. Estos efectos
nefrotoxicos se relacionaron con:

a. Disminucion del flujo urinario de la 22-82 semana de intoxicacion.

b. Proteinuria a la 72 semana de exposicion

c. Dario en el sistema de filtracion glomerular:

I. Provocando por alteraciones en la TFG caracterizada por: modificaciones
en la depuracion de creatinina, cambios en la excrecion urinaria de
creatinina e incremento de la concentracion plasmatica de esta molécula en
las primeras dos semanas de exposicion.

ii. Dafio estructural de los corpusculos renales que incluyeron: aumento del
ndmero de células mesangiales, engrosamiento de la membrana basal
capilar y de la hoja parietal de la capsula de Bowman.

d. Dafio en los tubulos renales proximales, provocando enzimuria y alteraciones
estructurales como edema celular, vacuolizacion citoplasmica, aparicion de granulos
PAS+ y pérdida de la membrana del borde en cepillo, asi como alteraciones en el
nivel de expresion y localizacion de CI2 en las células epiteliales de los tubulos
renales proximales.

e. Disminucion de la expresion de BAX y TNF-a en la corteza renal.
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PROSPECTIVA

Los efectos tdxicos causados por la exposicion a PM pueden estar relacionados con
estrés oxidativo, por lo que el empleo de terapias dirigidas a contrarrestar este tipo de dafio
celular podria ser util para evitar o disminuir los efectos nefrotéxicos causados por la
exposicion cronica al PM, sin embargo hacen falta méas investigaciones para poder

confirmarlo.

Es importante sefialar que las alteraciones provocadas por la exposicion cronica a
bajas concentraciones de PM en humanos pueden desencadenar ERC, generando grandes
gastos para la sociedad y la familia involucrada. Por tal motivo es necesario elaborar

estudios mas detallados sobre exposicion cronica a pesticidas organofosforados
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ANEXO1

Calculo de la actividad de GPx

Los volumenes empleados para cada reaccion y la formula empleada para calcular
la actividad de GPx se muestran a continuacion:

Buffer de | NADPH | Estandar de | Muestra | t-Bu-OOH
Ensayo (ul) | (ul) GPx (ul) (ul) (rel)
Blanco 235 12.5 25
Control 230 12.5 5 e
Positivo 225 12.5 10  Ni[EEInE 25
Problema 225 P 10 25

Calculos.
La actividad de GPx en las muestras fue calculada empleando la siguiente
formula:
(AAzg) (DF)
(6.22) (V)
Donde:

AA340 = A340/min- (del blanco) — A340/min- (de la muestra)

6.22 = ™ par el NADPH

DF = Factor de dilucién de la muestra antes de agregarse a la mezcla de reaccion.
V = Volumen de la muestra en ml.

Las unidades del resultado de este célculo se podra expresar de la siguiente manera:
mmol/min/ml = U/ml.
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ANEXO 2

Fluorescencia vs concentracion de GSH

y =153.82x + 1.619
2 _

900
800
700
600
500
400
300
200
100

Unidades de Fluorescencia

0 1 2 3 4 5 6
pg GSH

Tomando en cuenta la formula “y=153.82x + 1.619” la concentracion de GSH/g de tejido
se calculd de la siguiente manera:

([(UFprobtema = UF pianco) * (1/m)] -1.619) * (FD)

Donde:

UFproniema= Unidades de fluorescencia del problema
UFcontroi= Unidades de fluorescencia del control
1/m= Inverso de la pendiente, 1/153.82

FD= Factor de dilucion (400)
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ANEXO 3
HEPATOTOXICIDAD SUBAGUDA Y CRONICA PRODUCIDA POR EL

PLAGUICIDA PARATION-METILICO EN LA RATA
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Resumen

El paration metilico (PM) es un plaguicida organofosforado muy utilizado en la agricultura. En el
humano es absorbido por diferentes vias. En este trabajo se investigo el dafio oxidativo y estructural
del higado de ratas Wistar tratadas con PM. En la exposicion subaguda a este plaguicida (3
mg/Kg/dia, oral, 20 dias) encontramos incrementos significativos (p<0.05) en las actividades séricas
de TGO (500 %) y TGP (937 %), aumento en la concentracion de malondialdehido (213 %) vy
disminucion de la concentracion de ATP en el higado (29.3 %). En la exposicion cronica al PM
(0.56 mg/Kg/dia, oral, 6 semanas) hubo vacuolizacion citoplasmica de los hepatocitos (inclusiones
de lipidos), particularmente en el &rea centrolobulillar del higado. Concluimos que el PM produce

dafio hepatico oxidativo y estructural durante la exposicion subaguda y crénica, respectivamente.

Palabras clave: metil paration, plaguicidas organofosforados, estrés oxidativo, dafio hepético.

79



“Estudio de la nefrotoxicidad crénica del insecticida organofosforado paration metilico en rata Wistar.”

Abstract

Methyl parathion (PM) is an organophosphate pesticide extensively used in agriculture. In the
human it is absorbed through different routes. In this work, we investigated the oxidative and
structural liver damage induced by PM in Wistar rats. At the subacute exposition (3 mg/Kg/day,
oral, 20 days) there was a significantly increase (p<0.05) in the serum activities of GOT (500 %)
and GPT (937 %), the malondialhdeyde concentration increased (213 %) and the ATP concentration
decreased (29.3 %) in liver; PM also significantly decreased the hepatic concentration of ATP (29.3
%). At the chronic exposition (0.56 mg/Kg/day, oral, 6 weeks) there was an extensive vacuolization
in the hepatocytes (lipid accumulation), mainly in the central lobe area of the liver. We concluded
that PM produces hepatic oxidative and structural damage during subacute and chronic exposition,

respectively.

Key words: methyl parathion, organophosphate pesticides, oxidative stress, hepatic damage.
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Introduccion

Los plaguicidas organofosforados (POF) son compuestos usados frecuentemente en la agricultura
como insecticidas y fungicidas, ademas tienen otras aplicaciones como helminticidas, acaricidas y
nematocidas %3, El paratién metilico (PM) es uno de estos compuestos que es absorbido en los
mamiferos por diferentes vias (oral, dérmica y pulmonar), se distribuye radpidamente en los tejidos
corporales y se biotransforma en el higado generando al metabolito activo metil-paraoxén ©. Las
intoxicaciones agudas por POF son muy frecuentes y sus efectos nocivos se deben principalmente a
la inhibicidn de la acetilcolinesterasa (AchE) en el sistema nervioso central y periférico, lo que
ocasiona la acumulacidn de acetilcolina en las sinapsis colinérgicas y la potenciacion de su estimulo
sobre los receptores colinérgicos (muscarinicos y nicotinicos) de ambos sistemas. © 7 & 9. Los
efectos generales que resultan de la acumulacion de acetilcolina son: potenciacion de la actividad
parasimpatica postganglionar, despolarizacion persistente del mdsculo esquelético y estimulacion
inicial de las células del sistema nervioso central seguida por depresion de las mismas ™ . La
muerte puede ocurrir por paro respiratorio debido a la accion sinérgica derivada del bloqueo del
centro de la respiracién, broncospasmo y paralisis de los misculos respiratorios “*. La Dosis Letal-
50 (DL-50) del PM es de 14 mg/Kg de peso corporal en ratas machos adultos @22,

Los POF también producen toxicidad subaguda y cronica aunque se conoce menos acerca de estos
fendmenos. Al respecto, ha sido descrito que en los trabajadores expuestos a estos compuestos se
presentan tiempos de protrombina aumentados **, mientras que en las ratas tratadas con diazinén o
malatién se modifica el tiempo de coagulacién de la sangre *®. Ademas, se ha reportado que en
ratas expuestas al diazindn aumenta la liberacion de glucosa hepética (glucogendlisis) como un
mecanismo de accién no colinérgico “®). Estudios recientes relacionan la toxicidad inducida por los
POF con un aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (estrés oxidativo celular) "
18).

En este contexto, debido a la importancia del higado en el mantenimiento de la homeostasis
corporal y a su gran capacidad para metabolizar xenobi6ticos, el objetivo de este trabajo fue
investigar el dafio oxidativo y las alteraciones estructurales de este drgano producidas por el PM,

administrado a ratas Wistar en forma subaguda y cronica.
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Material y metodos

Se usé paration-metilico grado técnico (95% de pureza) (Cheminova Agro de México, S. A. de C.
V.), el cual fue disuelto en aceite de maiz libre de antioxidantes. Todos los demas reactivos
utilizados fueron grado analitico (JT Baker). Se trabajé con ratas Wistar machos (250 g + 20 g), las
cuales fueron colocadas en jaulas limpias y tuvieron acceso libre al agua y al alimento para roedores
(Ralston Rations-Kansas, KA). La temperatura ambiente fue de 24+2 °C, con ciclos de
luz/oscuridad de 12 h. El cuidado y manejo de los animales se hizo de acuerdo a las normas
internacionales establecidas para ello (Guiding Principles in the Use of Animals in Toxicology).
Protocolos experimentales

a) Estudios de toxicidad subaguda.

Las ratas fueron distribuidas en dos grupos (N=9/grupo): testigos y tratados. Los animales tratados
recibieron PM (3 mg/Kg/dia, via oral) disuelto en aceite de maiz, durante 20 dias, mientras que los
animales testigos solamente recibieron aceite de maiz, por via oral, durante 20 dias. Al finalizar el
tratamiento, se obtuvieron muestras de sangre de la arteria caudal de las ratas y se determinaron las
actividades séricas de las transaminasas glutamico-piravica (GPT) y glutamico-oxalacética (GOT)
9 Posteriormente, los animales fueron sacrificados y se cuantificaron las concentraciones
hepaticas de malondialdehido (MDA) @@y de ATP ®Y.

b) Estudios de toxicidad crdnica.

Las ratas se dividieron en dos grupos: testigos (N=12) y tratados (N=18). Los animales
tratados recibieron PM (0.56 mg/Kg, oral) disuelto en aceite de maiz, durante 6 semanas. El
grupo testigo recibi6é solamente aceite de maiz, por via oral, en volimenes equivalentes a
los animales del grupo tratado. Al finalizar la cuarta y sexta semanas de tratamiento, se
obtuvieron muestras de higado para realizar su evaluacion estructural.

Para ello, los higados de 3 ratas fueron fijados in situ por via intravascular y procesados
mediante la técnica histolégica por inclusion en parafina. Se obtuvieron cortes de 5 um de
espesor y se tifieron con hematoxilina y eosina (H/E) y PAS (reaccion del acido peryodico
de Schiff). EI analisis de los cortes se realizd por microscopia Optica. Se revisaron 3
laminillas con tejido hepético de cada rata y se determinaron las alteraciones estructurales

de los hepatocitos.
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c) Anélisis estadistico

Los resultados obtenidos de este estudio son expresados como la media (x error estandar).
Las comparaciones estadisticas se hicieron con la prueba t-Student, considerando las
diferencias significativas con P<0.05.

Resultados y discusién

En las Gltimas décadas, el uso de los POF se ha incrementado de manera importante lo que ha
permitido su distribucién amplia en el ambiente y la generacion de efectos nocivos sobre los seres
vivos. La contaminacion del humano por los plaguicidas se realiza de forma directa o indirecta. La
primera es consecuencia de la exposicidn de los trabajadores que sintetizan estos compuestos o de
las personas que los aplican (agricultores, jardineros y fumigadores). La segunda resulta de la
exposicion de la poblacion a los plaguicidas por accidentes, contaminacion del ambiente y por los
residuos de estas sustancias en los alimentos %2,

a) Estudios de toxicidad subaguda.

La toxicidad de los plaguicidas organofosforados (POF) originalmente fue caracterizada por su
accion inhibidora de la acetilcolinesterasa (AchE) y las alteraciones de la transmision colinérgica en
los mamiferos ®¥. Posteriormente, algunos estudios demostraron otros efectos nocivos de estos
compuestos que no estaban relacionados de manera directa con la inhibicién de esta enzima . Al
respecto, la exposicién del humano y de los animales a los plaguicidas puede desencadenar
procesos nocivos como el estrés oxidativo celular ©°.

Debe sefalarse que la toxicidad de un xenobidtico se relaciona con la dosis ingerida y el tiempo de
exposicion. En este trabajo, los animales de experimentacion recibieron PM a dosis bajas (2/10 de
la DL-50 por dia, durante 20 dias), lo cual fue suficiente para dafar al higado. En efecto, con
relacién al grupo control, las ratas tratadas con PM presentaron los siguientes efectos toxicos:

1) Las actividades plasmaticas de las transaminasas estudiadas aumentaron de manera
significativa: TGO (500 %) y TGP (937 %) (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Actividad de la transaminasa glutamico- Figura 2. Actividad de la transaminasa glutamico-pirdvica
oxalacético (TGO) en ratas Wistar machos tratados con (TGP) en ratas Wistar machos tratados con paration-
paratién-metilico (3 mg/Kg/dia, oral, 20 dias). Se metilico (3 mg/Kg/dia, oral, 20 dias). Se presentan los
presentan los valores medios (+ eem), (*P<0.05). valores medios (+ eem), (*P<0.05).
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El incremento de las actividades séricas de estas enzimas se relaciona con el proceso de necrosis
celular. Cuando esto sucede, las transaminasas antes citadas pasan a la sangre en cantidades
proporcionales a la lesion tisular. Conviene sefialar que la actividad plasmaética de la TGO aumenta
cuando hay lesion en la mayoria de los 6rganos y que la TGP es especifica para el higado. Esto
facilita la identificacion de hepatopatias y de otros padecimientos “”?®. En este contexto, nuestros
resultados concuerdan con lo reportado por otros autores, ya que ha sido descrito que las actividades
séricas de la TGO y TGP aumentan en ratas machos y hembras, luego de la intoxicacidn aguda con
PM @) Ademés, se ha reportado que la exposicién de ratas Wistar al PM, durante tres meses,
disminuye significativamente la concentracion de grupos tioles (-SH) libres y unidos a proteinas, en
el higado y los rifiones. Esto fue relacionado con la capacidad del PM para producir estrés oxidativo

(30)

2) La concentracién hepatica de malondialdehido (MDA) aumentd significativamente (213
%) (Figura 3).
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Figura 3. Concentracién de malondialdehido (MDA) en el higado de ratas Wistar machos tratados con paration-
metilico (3 mg/Kg/dia, oral, 20 dias). Se presentan los valores medios (+ eem), (*P<0.05).

La membrana plasmatica de las células se compone principalmente de fosfolipidos, los cuales
tienen en su estructura acidos grasos poliinsaturados que le dan fluidez. Estos &cidos grasos pueden
ser atacados por las especies reactivas de oxigeno que aumentan durante el estrés oxidativo,
provocando el proceso de lipoperoxidacion, lo que altera la integridad y funcién de la membrana y
puede conducir a su destruccién ®Y. En efecto, en afios recientes se ha encontrado que los POF
pueden dafar a las células generando estrés oxidativo y alterando el sistema antioxidante. Al
respecto, ha sido publicado que estos plaguicidas incrementan la formacion de isoprostanos F, y de
neuroprostanos F, (biomarcadores in vivo de la peroxidacion lipidica y de la generacién de especies
reactivas de oxigeno), asi como de citrulina, un marcador de la generacion de 6xido nitrico y de
especies reactivas nitrogenadas ©2 2.

En este contexto, ha sido descrito que la exposicidon subcrénica de ratas Wistar al plaguicida
organofosforado malatién (100-1500 ppm), durante cuatro semanas, aumenta las actividades de la

catalasa y de la superoxido dismutasa, asi como la concentracion de malondialdehido en el higado y
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en los eritrocitos ©®*. También se ha reportado que en ratas Wistar machos expuestos a dosis
crecientes de malation (25-150 mg/Kg, durante 28 dias) se genera dafio oxidativo en el sistema
nervioso central al finalizar el tratamiento ©°.

3) La concentracion de trifosfato de adenosina (ATP) en el higado disminuy6 de manera
significativa (29.3 %) (Figura 4).
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Figura 4. Concentracidn de trifosfato de adenosina (ATP) en el higado de ratas Wistar machos tratados con paratién-
metilico (3 mg/Kg/dia, oral, 20 dias). Se presentan los valores medios (+ eem), (*P<0.05).

Ha sido reportado que durante el estrés oxidativo generado por los POF puede incrementarse el
consumo de ATP e inhibirse la fosforilacion oxidativa, 1o que compromete la capacidad de las
células para mantener sus niveles energéticos ©®* **. Ademas, la membrana de las mitocondrias
también puede ser dafiada por las especies reactivas de oxigeno (lipoperoxidacion) disminuyendo

con ello la sintesis de ATP Y.

En relacion con los fendbmenos nocivos anteriormente expuestos, también se ha reportado que el PM
altera la estructura de la cromatina y el tamafio del ADN de los espermatozoides maduros de ratones
expuestos a este plaguicida (3-20 mg/kg, via intraperitoneal), a los 7 0 28 dias de tratamiento. Los
autores de este trabajo postulan la participacion del estrés oxidativo en esa accion téxica y sefialan
el riesgo potencial para los descendientes de los animales expuestos al PM ©7.

b) Estudios de toxicidad crdnica.

Los higados de las ratas del grupo control mostraron una estructura y organizacion normal
de los hepatocitos (Figuras 5-A y 6-A). En los higados de las ratas tratadas con PM durante
4 semanas, la cito-arquitectura fue normal pero disminuy6 el volumen de los hepatocitos,
ademas, se presento una evidente vacuolizacion en el citoplasma (inclusiones de lipidos), la
cual fue muy acentuada en las areas centrolobulillares (Figuras 5-B y 6-B). A su vez, a las 6
semanas de tratamiento con PM, los higados de las ratas presentaron hepatocitos con
disminucion importante en la vacuolizacion del citoplasma, con persistencia en la reduccion

del volumen celular y con una organizacién histoldgica normal (Figuras 5-C y 6-C).
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Figura 6. Microfotografia del higado. A: rata control, B: rata tratada con PM durante 4 semanas, C: rata
tratada con PM durante 6 semanas. (H/E AT 400 X).

Finalmente, a las 4 y 6 semanas de tratamiento con PM, los higados de las ratas presentaron

hepatocitos con granulaciones citoplasmicas PAS positivas (Figuras 7-B y 8-C). La intensidad de

reaccion disminuyo a las 4 y 6 semanas de tratamiento (Figura 8-B y 8-C). Las granulaciones

PM durante 6 semanas. (PAS AT 100 X).

Nuestros resultados muestran alteraciones estructurales en los hepatocitos de las ratas

tratadas con PM (incremento en el depdsito de lipidos y disminucion de glucdgeno) que
variaron en funcién del tiempo de tratamiento. Los efectos nocivos del PM sobre el higado
se pueden relacionar con su accién inhibidora de algunas esterasas con residuos de serina
en su sitio activo, como la colinesterasa plasméatica (PCE) y la hidroximetil-glutaril-
coenzima A-reductasa (HMG-CoA), principal enzima que regula la sintesis de colesterol.
Ha sido reportado que la PCE aumenta en un gran numero de pacientes con
hiperlipoproteinemia ©® y se ha postulado que un incremento en la actividad de esta enzima

aumenta a su vez la tasa de secrecion de lipoprotefnas ©%.
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Figura 8. Microfotografia del higado. A: rata control, B: rata tratada con PM durante 4 semanas, C: rata tratada con
PM durante 6 semanas. (PAS AT 400 X).

En estudios de microscopia electronica se ha encontrado que la exposicion aguda de ratas
Wistar al plaguicida organofosforado metamidofos produce cambios estructurales de los
hepatocitos caracterizados por: incrementos en el contenido de cromatina del nucleo y de la
densidad del citoplasma, asi como vacuolizacién relacionada con la destruccion de la
matriz de las mitocondrias. En algunas células el contenido de lipidos fue elevado y ocup6
la mayor parte del citoplasma, ademas, en las areas perisinusoidales aumenté la presencia
de fibras de colageno “?. Este reporte coincide con los cambios estructurales que
encontramos en el higado de las ratas tratadas con PM de forma cronica.

Asimismo, se sabe que el PM y otros POF alteran el metabolismo de los carbohidratos ya
que se ha reportado hiperglicemia y glucosuria en las intoxicaciones con estos plaguicidas,
derivados de efectos colinérgicos en el SNC “* %2 Al respecto, la potenciacion de los
estimulos de la acetilcolina sobre los receptores nicotinicos del ganglio simpatico estimula
a su vez a la médula suprarrenal y se liberan catecolaminas, de tal manera que la adrenalina
liberada incrementa las concentraciones de glucosa sérica “* 449,

Conclusiones

El paration metilico dafia al higado durante las intoxicaciones subaguda y crénica. En el primer
caso, el dafio se relaciona con la generacion de estrés oxidativo caracterizado por lipoperoxidacion
membranal de los hepatocitos, disminucidn de la sintesis de ATP y necrosis celular. En el segundo
caso, el dafio esta relacionado con alteraciones estructurales de los hepatocitos (incremento en el
depdsito de lipidos y disminucidn de glucégeno) que varian en funcién del tiempo de tratamiento

con este plaguicida.
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GLOSARIO

ACh: Acetil colina.

AChE: Acetil colinesterasa.
ADMEF: &cido dimetilfosforico.
ADMTF: &cido dimetil-tiofosférico.
ADN: Acido desoxiribonucleico.
AMEF: &cido metilfosforico.

AQ: Aniones organicos.

AOT: Transportador de aniones organicos.
BUN: Nitrogeno ureico en sangre.
CL50: Concentracion letal 50.
CYP450: Citocromo P450.

DDT: Dicloro difenil tricloroetano.
DLso: Dosis letal 50.

GPx: Glutation peroxidasa.

GSH: Glutation reducido.

MDA: Malondialdehido.

PM: Paration metilico.

pNp: p-Nitrofenol.

PO: Pesticida organofosforado.
PEF: Presion efectiva de filtracion.
RL: Radical libre.

TFG: Tasa de filtracion glomerular.
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