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RESUMEN

Las nanoparticulas de TiO, en la actualidad son de gran utilidad, se
emplean dentro de la industria alimenticia hasta la metalurgia, pasando por la
farmacéutica y cosmética, en la industria farmacéutica su uso se ha extendido
como vehiculo de farmacos quimioterapéuticos, sin embargo no existe mucha
informacion acerca de los dafios que puedan ocasionar una vez cumplido su
objetivo. Es por eso que el objetivo de este estudio es evaluar los efectos
hemodinamicos renales y proinflamatorios que tienen estas NPTIO; en ratas wistar
macho, utilizando 2 modelos de intoxicacién: aguda e intermitente (4 dosis);
siendo evaluados a las 4 semanas. El grupo de intoxicacion aguda se evalud a las
24 h, 7, 14 y 28 dias posteriores a la intoxicacion de 5mg/Kg de peso del animal
via iv.; el grupo de intoxicacion intermitente se evalud el dia siguiente a la 4ta.
Intoxicacion (5mg/Kg TiO, via iv.) intoxicacidbn semanal. Una vez terminado el
periodo de intoxicacion se realizé una cirugia mediante la cual se obtuvieron
muestras de orina, plasma y tejido. Los resultados se analizaron mediante ANOVA
y Tukey-krammer. Se encontré que las NPsTIO, alteran la hemodinamica renal,
afectando la filtracién glomerular y el flujo plasmatico renal, asi como alteracion en
el manejo renal de Na, ambos grupos mostraron oliguria, se presenté una
hiperglucemia en el analisis del grupo agudo a las 24 horas, se presento
glucosuria en el grupo agudo evaluado a los 28 dias y en el grupo de intoxicacion
intermitente, se presentd una disminucién en el C-Creatinina en el grupo agudo
evaluado a los 28 dias y en el intermitente, en el grupo intermitente se presento la
mayor actividad de TGG, MDA presento un incremento en el grupo agudo
evaluado a los 7 dias, el estudio histologico del grupo agudo mostré necrosis en
células de tubulos proximales desde las 24 h, sin embargo al dia 28 de evaluacion
se vio reparacion tubular, el grupo intermitente se vio necrosis tubular, asi como
reparacion tubular. El dafio mostrado por el grupo agudo a los 28 dias es similar al

dafio que muestra grupo de intoxicacion intermitente en algunos parametros.



ABSTRACT

TiO, nanoparticles are currently very useful, they are used within the food
industry to the metallurgy, through the pharmaceutical and cosmetics, in the
pharmaceutical industry its use has been extended as a vehicle of
chemotherapeutic drugs, however there is not much information about the
damages that they may cause once their objective has been achieved. That is why
the objective of this study is to evaluate the renal and proinflammatory
hemodynamic effects of these NPTIO, in male wistar rats, using 2 intoxication
models: acute and intermittent (4 doses); being evaluated at 4 weeks. The group of
acute intoxication was evaluated at 24 h, 7, 14 and 28 days after the intoxication of
5mg/Kg of weight of the animal via iv.; The intermittent intoxication group was
evaluated the day after the 4th. Intoxication (5mg/Kg TiO, via iv.) Weekly
intoxication. Once the period of intoxication was over, a surgery was performed
through which samples of urine, plasma and tissue were obtained. The results
were analyzed by ANOVA and Tukey-Kramer. It was found that NPsTiO, altered
renal hemodynamics, affecting glomerular filtration and renal plasma flow, as well
as alterations in renal Na administration, both groups showed oliguria,
hyperglycemia occurred in the analysis of the acute group at 24 hours, glucosuria
occurred in the acute group evaluated at 28 days and in the intermittent poisoning
group, there was a decrease in C-Creatinine in the acute group evaluated at 28
days and in the intermittent group, in the intermittent group the higher activity of
TGG, MDA showed an increase in the acute group evaluated at 7 days, the
histological study of the acute group showed necrosis in cells of proximal tubules
from 24 h, however on day 28 of evaluation tubular repair was seen, the
Intermittent group tubular necrosis was seen, as well as tubular repair. The
damage shown by the acute group at 28 days is similar to the damage shown by

the intermittent intoxication group in some parameters.
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1. INTRODUCCION

11. NANOPARTICULAS

Cuando las dimensiones de las particulas de un sélido son del tamafio entre
1 a 100 nanometros, el nombre que reciben es de Nanoparticulas. Las
propiedades fisicas de estas particulas son muy distintas de las que se observan
en un solido de tamafio normal o macroscépico con la misma composicion quimica
(Hernando, 2007). Hoy en dia se utilizan de forma habitual técnicas que permiten
fabricar, caracterizar y manipular particulas de este tamafio las cuales llamamos

nanoparticulas, NPs (Hernando, 2007).

Estas nanoparticulas son producidas de forma natural (como resultado de
incendios forestales, erupciones volcanicas, etc.), asi como antropogénicamente,
debido a la facilidad con la que estos nanomateriales entran en contacto con los
sistemas biologicos (humano, animales vertebrados y especies utiles al humano),
asi como su presencia en disolucién en recursos naturales utiles al humano
(cuerpos de agua, aire, vegetacion, suelo), se ha hecho consciente su posible
efecto toxicolégico para las especies anteriores (Frejo et al, 2011). La
sorprendente combinacién de nuevas propiedades fisicas detectadas en diferentes
tipos de NPs ha despertado una curiosidad investigadora comparable a la que
ejerce el enorme panorama de posibles aplicaciones (Hernando, 2007).

Estas particulas presentan diferentes propiedades a nivel nanométrico que
a escala no nanométrico, las cuales estan relacionadas con su superficie, como
son las propiedades eléctricas, mecanicas, magnéticas, Opticas asi como
guimicas, estas propiedades juegan un papel importante en su toxicidad (Frejo et
al, 2011).
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111. CARACTERISTICAS

Las nanoparticulas pueden clasificarse principalmente de acuerdo a su
origen y sus dimensiones. Por su origen pueden clasificarse como naturales o
antropogénicas. A su vez las nanoparticulas antropogénicas se dividen por su

naturaleza quimica (Cornejo, 2015).

Las nanoparticulas producidas de forma natural pueden ser de origen
biolégico tales como virus y bacterias, de origen mineral, asi como las presentes
en el medio ambiente como aquellas que contienen el polvo de arena, niebla o

derivados de la actividad volcanica e incendios forestales (EPA, 2016).

Las nanoparticulas de origen antropogénico, pueden producirse por
procesos industriales como pirolisis mediante el uso de llama de negro de
carbono, procedimientos a altas temperaturas obteniendo humo de silice asi como
particulas ultrafinas de 6xido de titanio, procesos de combustién, entre otros (EPA,
2016).

Las NPs generadas por procesos de nanotecnologia se han clasificado por

la Agencia del Medioambiente de los EEUU en cuatro tipos:

a) Nanoparticulas basadas en carbono. Estan formadas en mayor
porcentaje de carbono y adoptan diversas formas geométricas,
estos suelen tener forma de esfera hueca o fullerenos, elipsoides
0 tubos. A los fullerenos esféricos se les nombra también
buckyesferas y los cilindricos buckytubos o nanotubos. Estas
NPs en el area de medicina se utilizan principalmente fijando
antibidticos especificos en su estructura para asi atacar bacterias
y a ciertas células cancerigenas. Estas particulas al ser
principalmente enlaces estables de grafeno no son muy
reactivas, pero existen sustancias como el tolueno y el disulfuro
de carbono que actuan como disolventes (Frejo et al, 2011; EPA,
2016).
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Fullerenos, estan formados por al menos 60 atomos de
carbono, estos estan unidos entre si por tres enlaces
covalentes (uno doble y dos sencillos), los atomos estan
dispuestos en forma hexagonal, pentagonal o heptagonal.
Su densidad es de 1.65 g/cm® y su didmetro varia entre 0.7
y 1.5 nm (Cornejo, 2015).

Nanotubos, estas nanoparticulas pueden tener de 100 a
1000 atomos de carbono, los cuales estan dispuestos en
una o varias capas concéntricas, son moléculas flexibles
gue cambian sus propiedades al deformarse su estructura
cilindrica (Cornejo, 2015).

b) Nanoparticulas basada en metales. Son aquellas nanoparticulas

formadas por diferentes metales, dentro de las cuales destacan
las siguientes (Frejo et al, 2011; EPA, 2016):

Oxido de bismuto, se utilizan principalmente para el
aumento de la opacidad en rayos x.

Oxido de cobre, tienen aplicaciones cataliticas y de
proteccién, como en la conservacion de la madera.

Oxido de hierro, se utiliza en la industria cosmética y en la
industria para aplicaciones cataliticas como la sintesis de
amoniaco.

Oxido de estario, utilizado en aplicaciones cataliticas.
Oxido de aluminio, utilizado para recubrimientos donde es
necesario la transparencia, se utiliza para la incorporacion
en revestimiento, elevando la resistencia a la abrasion
afectando minimamente la claridad.

Oxido de zinc, aprobado por la FDA para su uso como
ingrediente activo en productos de cuidado personal.
Dioxido de titanio, aprobado por la FDA para su uso como
ingrediente activo en productos de cuidado personal,

(cremas blanqueadoras, pastas dentales, etc.), son
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d)

utilizadas como aditivos en la industria para proporcionar

mayor blancura a pinturas, plasticos, etc.
Dendrimeros, son macromoléculas poliméricas sintéticas que
generalmente son de distinta naturaleza quimica como péptidos,
lipidos, polisacaridos; estos son polimeros ramificados, con una
superficie dotada de numerosos extremos de cadena, por esto
pueden desempefiar funciones quimicas especificas. Los
polimeros son considerados como una nueva generacion de
nanosistemas y debido a su susceptibilidad de ser utilizados
como vehiculos farmacologicos, han despertado interés, estos
dendrimeros en farmacologia son utilizados como agentes de
contraste, sensores de diagndstico, agentes descontaminantes,
entre otros (Frejo et al, 2011; EPA, 2016).
Compuestos o compositos, este tipo de nanomateriales tienen la
capacidad de combinar nanoparticulas con otras similares o de
mayor tamafo, por ejemplo las nanoparticulas de arcilla, las
cuales cuando son afiadidas a otros producto como piezas para
automoviles y materiales de empaquetado, con esto mejoran las
caracteristicas mecanicas, térmicas, de proteccion, etc. de estos
productos (Frejo et al, 2011; EPA, 2016).

El estado de agregacion, la forma y las dimensiones espaciales de las

nanoparticulas son variables y como se ha dicho de gran influencia para sus

propiedades. De acuerdo a su aspecto dimensional las nanoparticulas pueden

clasificarse en cuatro grupos, en la figura 1 se pueden observar ejemplificadas

(Cornejo, 2015):

a)

Cero dimensional (OD). Presenta las tres dimensiones (X, y, z) en
las cuales los electrones estan confinados, <100 nm. Algunas de
las nanoparticulas en esta clasificacion son: Fullerenos,
particulas coloidales, nanoclusters, virus, proteinas,

nanoparticulas de Au y Ag (Cornejo, 2015).
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b)

d)

Clusters
0D

Uni-Dimensional (1D). Presenta dos dimensiones en las cuales
los electrones estan confinados, <100 nm. Los nanomateriales
que se encuentran dentro de esta clasificacion son: nanocables,
nanotubos, nanofibras, nanovarillas, fibras poliméricas vy

nanocampanas (Cornejo, 2015).

Bi-Dimensional (2D). Una dimension, los electrones estan
confinados en una direccion, <100 nm. En esta clasificacion se
encuentran nanomateriales como: monocapas,
nanorecubrimientos y peliculas poliméricas (nano) (Cornejo,

2015).

Tri-Dimensional (3D). Ninguna dimensién, los electrones no
estdn confinados y pueden moverse libremente, <100 nm.
Materiales nanoestructurados, policristales, nanobolas,
nanobobinas y nanoflores son algunos de los nanomateriales

pertenecientes a esta clasificacion (Cornejo, 2015).

Nanotubos, fibras y varillas Peliculas y recubrimientos  Policristales
1D 2D 3D

Figura 1 Clasificacién de nanoparticulas de acuerdo a su aspecto dimensional (Cornejo,

2015).
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112. USOSY APLICACIONES

Debido a las diferentes caracteristicas y propiedades de las nanoparticulas
se han utilizado en diferentes areas de aplicacion (Gutiérrez-Wing, 2006). Paull et
al. (2003) han evaluado el grueso de la inversion existente en la industria de
nanotecnologia, la cual tiene un enfoque al desarrollo de herramientas e
instrumentos nanotecnologicos, calculando concentran el 4% de los fondos
totales; desarrollo de nuevos materiales, 12% de los fondos totales; dispositivos
novedosos por ejemplo sensores, con 32% de fondos totales; innovaciones
nanobiotecnolégicas en las cuales incluyen nuevos medicamentos, procedimientos
de diagnostico, contando con el 52% de los fondos totales.

Paises como Estados Unidos, Japon, China, Corea del Sur y algunos
pertenecientes a la Unidon Europea, han estado liderando el desarrollo de la
nanotecnologia. Se les considera lideres en el campo por destacar en la
asignacion de presupuesto gubernamental para fortalecer la investigacion y
desarrollo, la inversion aportada se concentra generalmente a la creacion y
desarrollo de los materiales y sus aplicaciones dejando de lado el estudio de las
consecuencias que estos pueden generar a nivel del medio ambiente y a los seres
vivos (Delgado, 2009).

Disciplinas como son medicina, ingenieria, informatica, mecanica, fisica y
quimica se han visto beneficiadas con el uso de productos nanotecnolégicos.
Algunas de las aplicaciones de la nanotecnologia y de nanoparticulas se explican
a continuacion (Medina, 2015):

- Medio ambiente. Utilizacion de filtros porosos a escala
manomeétrica para eliminar virus y bacterias en agua. Desarrollo de
tecnologias de separacion electica para atraer iones de sales y
metales pesados. Cerdmicas de Oxidos metalicos y TiO, para
tratamientos de agua mediante foto-catalisis, NPs de metales
preciosos para oxidar monoxido de carbono (Medina, 2015).

- Sector energético. Al surgir la necesidad de nuevas tecnologias

para el desarrollo de energia sustentable y ecolégicamente
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amigable, se desarrollaron celdas solares como dispositivos para
generar energia limpia. Se utilizan nanoparticulas como TiO,, ZnO
y Au para la creacién de celdas solares sensibilizadas a color;
nanoparticulas hibridas metalicas para el almacenamiento de
Hidrogeno, nanoarcillas para la realizacion de mejoras de
materiales para éanodos y catodos utilizados en pilas de
combustibles, TiO, y Cerio como catalizadores ambientales, NPs
ceramicas de oxidos metalicos (Cerio, Zirconio) y metales (Pt, Rh,
Pd y Ru) como catalizadores en vehiculos (Medina, 2015).
Ingenieria. Se desarrollaron circuitos de cémputo para
funcionamiento I6gico asi como transistores utilizando nanotubos
semiconductores, con lo cual se logré un incremento en la
velocidad, disminuyendo el consumo de energia. El desarrollo de
nanotransistores y nanomemorias se ha vuelto crucial para
absorber las necesidades de procesamiento de datos y la
capacidad de memoria demandada. A continuacion se mencionan
algunas aplicaciones y nanoparticulas utilizadas en esta area:
ZrO,, AL,0O3, TaC, TiC y Co como aditivos en herramientas para
cortar, NPs diversas como sensores quimicos, NPs de alumina y
Y-Zr,Oz como recubrimientos resistentes a la abrasion,
organoarcillas, silicagels y POSS como nanoarcilla polimero
reforzado con materiales compuestos, NPs metalicas como ViO,
AlO, CdO como pigmentos, NPs plata para tintas, conductores
magnéticos, nanoarcillas, nano oOxidos, nano hidroxidos de
metales, TiO,, Y,03 y SiO, para mejorar la estructura fisica de
polimeros y materiales compuestos, nanoarcillas de bentonita y
Kaolinita para barreras de embalajes, TiO, para vidrios
autolimpiables (Medina, 2015).

Agricultura y alimentos. En la actualidad se ha experimentado la
nanoestructuraciéon de nuevos agroquimicos para la produccion

agroindustrial. Se ha hecho un avance en el disefio de materiales
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funcionales para plasticos inteligentes especiales para el embalaje
de los productos (Medina, 2015). En la industria de los alimentos
procesados, las nanoaplicaciones son diversas. Se enlistan desde
el empaquetamiento inteligente, hasta el nanodisefio de
conservadores, nutriceuticos (vitaminas, etc.) y otros aditivos para
la elaboracion de alimentos "a la medida" del consumidor
(Delgado, 2009).

Medicina. Las aplicaciones nanotecnolégicas que son mas
prometedoras y dinamicas son aquellas que se desarrollan en el
sector salud, entre las mas destacadas son para enfermedades
como cancer, VIH sida, diabetes, enfermedades degenerativas,
cardiovasculares y nerviosas. Algunas de las nanoparticulas
utilizadas son hidroxiapatita ceramica (HAp) como promotor de
crecimiento éseo, ZnO y TiO, como aditivos en protectores
solares, Ag en apositos para heridas antibacterianas, NPs Cu,O
como agentes fungicidas, NPs de plata y coloides de oro son
utilizadas como biomarcadores y deteccién, 6xidos de hierro como
Fes04 y Fe,0O3 como agentes de contraste de IMR (Imagenes de
Resonancia Magnética) (Medina, 2015).

Otros. La utilizacion de NPs para la creaciéon de prendas de ropa
dindmicas, en articulos de cuidado personal como en shampoos,
pastas dentales, maquillaje han aumentado la exposicién a estas
(Medina, 2015).

Se pretende que nanoparticulas metélicas transporten moléculas como

acidos nucleicos, aminoacidos, azucares o ADN enlazadas a los atomos de la

superficie y que puedan viajar por el organismo hasta depositarse en dianas bien

definidas. En su lugar de anclaje liberarian las moléculas transportadas dando

lugar a una quimioterapia selectiva que reduciria al maximo los efectos colaterales
(Hernando, 2007).
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Las nanoparticulas magnéticas son de sumo interés en biomedicina por sus
diversas e importantes aplicaciones: i) para transporte de drogas terapéuticas o de
radioisotopos, ii) como separadores magnéticos de células marcadas, iii) para el
catabolismo de tumores via hipertermia, y iv) como agentes de contraste en

aplicaciones de resonancia magnética (Hernando, 2007).

1.2.DIOXIDO DE TITANIO

Se han identificado en la naturaleza en tres formas tridimensionales de
diéxido de titano (TiOy): rutilo (estructura tetragonal), anatasa (estructura
octahédrica) y brookita (estructura ortorrombica) (Figura 2) (Feltrin et al, 2013). El
diéxido de titanio en formas rutilo y anatasa se producen industrialmente en
grandes cantidades y se utilizan como pigmentos y catalizadores y en la
produccion de materiales ceramicos. El diéxido de titanio tiene gran importancia
como pigmento blanco por sus propiedades de dispersiéon y su estabilidad
quimica. El dioxido de titanio es el pigmento inorgdnico mas importante en

términos de produccion mundial (Quiminet, 2006).

Figura 2 Formatridimensional de las NPs de TiO2: Rutilo, Anatasa y Brookita (Feltrin et al,
2013).

El TiO, es un polvo blanco incombustible e inodoro con un peso molecular
de 79.9 g/mol, una densidad de 3.9 - 4.3 g/cm® punto de ebullicion y fusién de
2500-3000 °C y 1855 °C respectivamente, este compuesto es un material

particulado poco soluble en agua. (INSHT, 2010). Sager et al (2008) reportaron en
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células de los alveolos pulmonares de rata, la capacidad de la forma anatasa de
inducir en mayor grado que la forma rutilo la formacion de EROs, sin embargo, las
EROs generados por TiO, anatasa no se producen bajo condiciones de luz

ambiente, si no al ser irradiadas por luz UV.

En febrero de 2006 la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el
Céncer cambio la clasificacion del dioxido de titanio (TiO,) determinandolo como
posible carcindbgeno para los seres humanos (Grupo 2B) esto debido a la
evidencia obtenida en animales de experimentacion y evidencia inadecuada de

estudios epidemioldgicos (IARC, 2011).

En 2008 se realizd una investigacion en la distribucion y la toxicidad de las
NPs de TiO, en una situacibn de 100% de biodisponibilidad, en cuyos
experimentos se determinaron contenido de TiO, en tejido, parametros
bioquimicos y antigenos en suero para determinar cambios patoldgicos. No se
encontraron niveles detectables de TiO; en células sanguineas, plasma, cerebro o
ganglios linfaticos, pero si encontraron en higado, bazo, pulmén y rifion,
encontrando en higado la mayor concentracion y en rifibn la menor; no se
encontré6 cambio en las enzimas medidas en muestras de sangre, no mostrando
efectos toxicos obvios, aun existiendo una biodisponibilidad del 100%
administrado por via intravenosa, concluyeron que estas NPs podrian utilizarse de

forma segura en dosis bajas (Fabian et al, 2008).

1.2.1. TOXICOCINETICA

Las nanoparticulas de diéxido de titanio como ya se ha enumerado tienen
un amplio uso. El pequefio tamafio que presentan facilita su absorcion en las
células epiteliales que forman las barreras bioldgicas de las vias clasicas de
exposicion (piel, mucosas respiratorias y digestiva), facilita también su paso hacia
el torrente sanguineo y la circulacion linfatica y desde estas hasta los diferentes
sistemas de 6rganos del cuerpo como sistema nervioso central (Zahra et al, 2008),

organos como higado, bazo y pulmén en donde se ha encontrado la formacion de
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depdsitos y su acumulacion (Hasan et al, 2007). A continuacion se muestra en la
Figura 3 el modelo toxicocinético de las NPs de TiO,, publicado por Shi et al
(2013):

Modos de Inhalacian, Dérmico Intravenoso Agua,

exposicion instalacian, intraperitoneal comida
aspiracion.

Vias de Tracto Piel, foliculos Tl Tracto

entrada respiratorio pilosos ST Gastrointestinal

Nervios
oifatorios

€ - - =

W2

Transporte y s -

Bazo y nodulos Rifian Medula
linfaticos
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wlt L7

Via d : HE e
excrecion

Figura 3 Toxicocinética de nanoparticulas TiO,. Se muestra las diferentes rutas de
exposicion y vias de entrada de las NPs de TiO,, asi como sus rutas de transporte y
distribucion por los diferentes 6rganos y sistemas, se muestra las alternativas de
eliminacién de estas NPs (Shi et al, 2013).

El uso generalizado y desmedido de materiales confeccionados con NPs
TiO,, asi como la facilidad con la que entran y se distribuyen en los sistemas de
organos del cuerpo de los seres vivos con los que entran en contacto, permite
suponer que dichos nanomateriales representan un alto riesgo para su salud
(Long et al, 2007).
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1.2.2. TOXICODINAMICA

Aunque falta mucho por dilucidar el mecanismo de la toxicidad de las NPs,
existen reportes acerca de su efecto sobre la integridad estructural y funcional de
las membranas celulares, consecuentes al dafio oxidativo ocasionado a
macromoléculas como proteinas y fosfolipidos, componentes de las mismas. Se
han reportado ademés efectos genotoxicos relacionados con la fragmentacion del
ADN, efectos sobre la cadena respiratoria, asi como la activacion de vias
intracelulares de sefalizacion, asociadas con el proceso inflamatorio. A
continuacion se describen algunos de los mecanismos de toxicidad que puede

presentar el dibéxido de titanio (Gutiérrez, 2009):

e Toxicidad pulmonar: Los efectos de las NPs sobre las vias respiratorias son
las mas estudiadas, esto se debe a que es una ruta de exposicién principal.
Se le ha atribuido a las NPs de TiO; la produccion de estrés oxidativo y la
liberacion de mediadores de inflamacion. Estas NPs en estudios in vivo
realizados en roedores expuestos por instilacion intratraqueal, ha
demostrado inducir lesiones pulmonares como infiltracion de células
inflamatorias, fibrosis y ensanchamiento de intersticios, aumentando su
gravedad a menor tamafio de la NPs (Gutiérrez, 2009).

e Mecanismo de genotoxicidad relacionado principalmente con el tamafio de
las particulas y el area superficial. Los datos de genotoxicidad son
importantes para la regulacion de la nanotecnologia y la evaluacion del
riesgo. Recientemente, la genotoxicidad de NPs TiO; ha sido intensamente
estudiada debido a su carcinogenicidad. Se ha publicado en gran namero
de informes sobre la genotoxicidad del NPs TiO, y de sus mecanismos
adyacentes, sin embargo no hay articulos especificos sobre su mecanismo

de genotoxicidad los NPs TiO».

Recientemente se ha demostrado que las propiedades fisicoquimicas del
TiO, juega un papel importante en su toxicidad (Srivastava et al, 2013). La
distribucion que tienen las NPs a través de diversos organos y tejidos en los

cuales pueden llegar a acumularse y como consecuencia dafiar estos sistemas de
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organos, esto debido a la sensibilidad que presentan al estrés oxidativo generado
por las NPs. Las EROs generadas por la interaccion de las NPs TiO, con los
sistemas biologicos, son responsables del estrés oxidativo (Long et al, 2007), asi
como de la peroxidacion lipidica, la cual causaria dafios celulares (Figura 4)
(Srivastava et al, 2013).

Se encontré que las NPs de TiO, al entrar a la célula no se une a la
membrana de esta, por lo que puede tener acceso directo a proteinas
intracelulares, organelos e incluso al material genético, debido a esto el potencial
toxico existente puede verse incrementado (Hasan et al, 2007). Se ha encontrado
y demostrado que las alteraciones patoldgicas que aparecen al inducir una
exposicién de estas NPs pueden asociarse a la generacion de radicales hidroxilo,
de acuerdo a lo anterior, los antioxidantes enddégenos (eliminadores de radicales
hidroxilo), no podrian prevenir el dafio causado por el TiO, a las diferentes

biomoléculas (Hasan et al, 2007).
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Figura 4 Toxicodinamia de las NPs de TiO,. Las nanoparticulas de TiO, atraviesan la
membrana celular, el estrés oxidativo producido por estas moléculas genera radicales libres
gue disminuyen los antioxidantes enddégenos como el glutation al mismo tiempo que
aumentan la lipoperoxidacién dafiando las membranas de organelos y activan los
mecanismos inductores de apoptosis o induciendo a necrosis celular (Srivastva et al, 2013)

1.3.RINON

Los rifiones son considerados como los 6rganos excretores por excelencia,
son los 6rganos encargados de regular la composicion del plasma sanguineo y del
liquido intersticial a través de la depuracion o limpieza consistente en la
eliminacion del compuesto toxicos derivados del metabolismo celular y la
formacion de orina. Como funciones secundarias realiza: colabora con el sistema
respiratorio mediante el control del pH; tienen funcibn metabdlica ya que es un

organo capaz de realizar la gluconeogénesis; al sufrir hipoxia segrega una
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hormona glicoprotéica llamada eritropoyetina, la cual estimula la produccion de
eritrocitos, estimulando el proceso de eritropoyesis; contribuye en la activacion de
vitamina D, cuya funcién es incrementar la absorcion de calcio y fosforo a nivel
intestinal (aumentando el nivel de Ca en sangre); funciona como regulador de la
presion arterial: a largo plazo mediante la filtracion glomerular y a corto plazo
mediante el sistema renina-angiotensina-aldosterona, el cual ademas de regular la
presion arterial, regula volumen extracelular corporal asi como el balance de sodio
y potasio, la renina es secretada por células yuxtaglomerulares del rifidén, la cual
cataliza la conversion de angiotensindgeno (glicoproteina secretada en higado) a
angiotensina |, esta mediante la enzima convertidora de angiotensina (ECA) la
convierte a angiotensina Il, cuya accion es liberar aldosterona por la corteza de la

glandula suprarrenal (Ramon, 2006; Gomez, 2014).

1.3.1.FISIOLOGIA

A nivel macroscépico podemos decir que los rifiones se localizan en el
retroperitoneo a nivel de las costillas inferiores, la posicion del rifion derecho es
mas baja debido a la posicién del higado. En la cara interna se encuentra una
depresion denominada el hilio, punto de entrada y salida de los vasos sanguineos
(arterias y venas renales) y de los conductos excretores (los uréteres). Los

uréteres conectan con la vejiga y uretra (Figura 5) (Ramoén, 2006; Gomez, 2014).
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Figura 5 Anatomia a nivel macroscopico del sistemarenal. (Tomado de Ciencias Bioldgicas
2008 http://hnncbiol.blogspot.com)

URETRA

El hilio renal estd limitado por dos labios y continua con una cavidad
llamada seno renal, el cual se extiende hacia el interior, en esta zona como ya se
menciono discurren los vasos sanguineos, nervios renales y el extremo terminal
superior del uréter, el cual tiene forma de embudo y se le llama pelvis renal. El
seno renal esta relleno por tejido fibroadiposo y las paredes por tejido conjuntivo
de la cipsula renal. La pelvis del uréter se divide en dos o tres ramas conocidos
como calices mayores y estos se dividen en calices menores, existen de siete a
catorce calices menores, estos calices acoplan de una a tres papilas renales, los
vértices de cada papila renal desembocan los tubos colectores mayores. Al
observarse un corte hemiseccionado de rifibn se pueden apreciar dos zonas
facilmente distinguibles: corteza (externa) coloracién rojo-pardo, médula (interna)
mas palido. La corteza renal forma arcos de tejido, situados debajo de la capsula,
surgen proyecciones que se situan entre las unidades de la medula, las cuales son
llamadas columnas de Bertin. Se pueden visualizar estriaciones en la corteza las

cuales se conocen como rayos medulares; la medula renal esta formada por
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conos denominadas piramides medulares, cada vértice se dirige al sistema calicial

constituyendo una papila (Figura 6) (Hernando et al, 2008; Gomez, 2014)

Columna
de Bertin

Corteza
Piramide
medular

Rayos
medulares

Papila

Figura 6 Esquema de un corte sagital del rifidn, pelvis renal y vasos aferentes (Gomez,
2014).

Debido a la funciones que realizan los rifiones, es comprensible que
necesiten una gran vascularizacion; el flujo sanguineo renal es de
aproximadamente 1200 ml/min, los vasos sanguineos se reparten de forma
especifica. Por lo que es esencial conocer la distribucién vascular para
comprender la histologia y la fisiologia renal. La arteria renal alcanza al riién por
el hilio y se ramifica en dos, una anterior y otra posterior, estas antes de penetrar
en el tejido renal, se dividen en varias arterias segmentarias. Una vez en el
parénquima renal se originan las arterias interlobulares, que discurren por las
columnas de Bertin hasta la base de las piramides, donde dan lugar a las arterias
arciformes, las arterias arciformes emiten ramas denominadas arterias
interlobulillares que ascienden por la corteza. A partir de estas se originan las
arteriolas aferentes, cada una de las cuales irriga un solo glomérulo. Al entrar en el
corpusculo renal, la arteriola aferente se divide en cinco a ocho ramas cortas, cada

una origina un segmento capilar independiente. En conjunto constituyen el
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penacho glomerular, es en esta zona donde se realiza la ultrafiltracion del plasma
sanguineo (Gémez, 2014; Hernando et al, 2008).

Los capilares glomerulares drenan hacia la arteriola eferente, mediante la
cual, la sangre abandona el glomérulo. Esta arteriola eferente, al abandonar el
corpusculo renal se ramifica en otra red de capilares que discurre por el intersticio
en intimo contacto con los tubulos renales, lo que va a permitir el proceso del
paso a la sangre de sustancias reabsorbidas por las células tubulares. En la
circulacion cortical del rifion existen dos redes capilares, una glomerular y otra
peritubular, consecutivas y unidas entre ellas por una arteriola. Las arteriolas
eferentes, que proceden de corpusculos yuxtamedulares, emergen entre 12 y 25
capilares que descienden hacia la médula, siguiendo un largo trayecto entre los
componentes tubulares medulares denominados vasos rectos descendentes.
Estos se ramifican en forma de malla, alrededor de ramas de asas de Henle y
tubulos colectores, contribuyendo al intercambio de liquidos e iones que tiene
lugar en la médula (Figura 7). Las terminaciones capilares convergen hacia los
vasos rectos ascendentes que siguen un trayecto paralelo y opuesto a los
descendentes, hasta desembocar en el sistema venoso (Hernando et al, 2008,
Hall et al, 2011).
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Figura 7 Esquema de la nefronay la vascularizacién renal (Hall et al, 2011).

La unidad funcional del rifidén es la nefrona. En un adulto existen de 1.5 a 2
millones de nefronas en la corteza renal, se pueden distinguir dos componentes
principales: el glomérulo renal y el sistema tubular. Las nefronas aparecen en la
corteza renal denominandose lobulillo renal que esta constituido por la subunidad
de corteza comprendida entre dos arterias interlobulillares centrado por un rayo
medular que es surcado por un conducto colector principal que desciende hacia
las pirdmides, recibiendo la orina concentrada en las nefronas situadas a ambos
lados del rayo medular. Son reconocidas cuatro subdivisiones de la porcién tubular
de la nefrona: el tubulo contorneado proximal, el asa de Henle, el tubulo
contorneado distal y los tubulos colectores (Figura 8). El extremo ciego de la
porcion proximal del sistema tubular aparece invaginado, para formar una
estructura hueca, denominada capsula de Bowman, donde esta ocupada por el
ovillo capilar glomerular. Esta estructura es llamada corpusculo renal, ya que el

glomérulo esta constituido solamente por el ovillo capilar y sus elementos
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asociados. Sin embargo, el uso del término glomérulo para referirse al corpusculo
entero estd ampliamente difundido; junto al sistema tubular, completa la nefrona
(Ramén, 2006; Hernando et al, 2008).

TUBULO TUBULO

CONTORNEADO CONTORNEADO
h PROXIMAL DISTAL TUBULO
COLECTOR

ARTERIA
RENAL

YENA

PELYIS
| RENAL

CALIZ RENAL

URETER
ASA DE CONDUCTO
HENLE DE BELLINI

Figura 8 Conformacion de la Nefrona (Tomado de Proyecto Biosfera 2013
http://recursos.cnice.mec.es)

La nefrona realiza 4 funciones principales, mediante la cual como ya se
mencion6é contribuye al equilibrio osmético, acido, formacion de orina, etc.;
Filtracién, reabsorcion, secrecion y excrecion. Para conocer las cantidades que
aparecen en la orina es necesario sumar el filtrado a lo secretado y restarle la
reabsorcion, es decir: Volumen orina= Filtrado + Secretado — Reabsorcion. Como
ya se dijo la filtracién se realiza en el glomérulo, el filtrado proviene del plasma a
partir de la arteriola aferente la cual transporta la sangre sistémica, pasa a traves
de los capilares glomérulares donde se realiza la filtracion de esta, una vez filtrada
pasa del glomérulo a la arteriola eferente. El producto filtrado pasa de los capilares
glomerulares hacia el tubulo proximal, la filtracion es un proceso poco selectivo y
es en el tdbulo proximal principalmente donde se lleva a cabo la mayor
reabsorcion de iones que fueron filtrados, es también a lo largo de los tabulos que
se continua llevando a cabo tanto la reabsorcion (paso de sustancias desde los

tubulos hacia capilares peritubulares) como la secrecion de diferentes sustancias
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(paso desde capilares peritubulares hacia la luz tubular) que son necesarias para
eliminarse y conformaran la orina, mientras mas tarde se secreten sera mas facil
su eliminacion (Figura 9) (Ramoén, 2006; Gémez, 2014).
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Interlobulares
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® =P = Reabsorcion Tubular Orina

‘ =P = Secrecion Tubular

Figura 9 Proceso de filtracion glomerular, reabsorcion, secrecién y excresion (Gémez,
2014).

1.4.ESTRES OXIDATIVO

Se conoce como estrés oxidativo al desequilibrio que aparece a nivel celular
originado por el aumento de radicales libres y/o disminucién de los antioxidantes
endogenos, con el paso del tiempo este desequilibrio entre radicales libres y
antioxidantes puede causar dafios a diferentes niveles estructurales (Tetteh et al,
2012). En los ultimos afios ha tomado importancia el estudio del estrés oxidativo y
de los radicales libres, en areas como medicina, quimica, biologia y fisica, esto
con el fin de conocer a profundidad los mecanismos de autocontrol celular, asi
como mejorar la calidad de vida del ser humano y conocer la formacién de

enfermedades (Corrales, 2012).

Diversas patologias gastricas, cardiacas, respiratorias, 0seas,

multiorganicas, etc.; han resultado de la evolucion de alteraciones morfo
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fisiologicas celulares, debido a la excesiva producciéon de moléculas de gran
inestabilidad llamadas radicales libres, el estrés oxidativo se caracteriza por
generar un desequilibrio entre la generacion y eliminacién de especies reactivas
de oxigeno (ERO) disminuyendo los niveles de antioxidantes celulares (Corrales,
2012).

Los radicales libres son moléculas que pueden existir de forma
independiente conteniendo en su Ultima orbita uno o mas electrones
desapareados, otorgando un caracter paramagnético, tornandolos inestables y
altamente reactivas con capacidad para combinarse con diferentes moléculas
integradoras de la estructura celular y sus derivados. Por su configuracion
electronica estos radicales tienen una vida media corta. Diversos estudios han
demostrado que su reactividad esta correlacionada inversamente con su vida
media y su capacidad de difusion. Los radicales libres se pueden formar a partir de
la adiciébn de un electron a una molécula estable, una vez formados buscan
estabilizarse electronicamente reaccionando mediante mecanismos redox,
transfiriendo electrones a otras moléculas participantes y causando mas radicales
libres (Morrisey, 1998).

Dentro de sus investigaciones algunos autores han clasificado a los radicales
libres de acuerdo al grupo funcional presente, siendo estos: bromo, nitrégeno,
tioles, fosforo, oxigeno, cloro; siendo los radicales libres de oxigeno reactivo los
mas comunes y de mayor relevancia en procesos aerobios; al ser el oxigeno un
elemento imprescindible para la vida, utilizado para la generacion de energia a
partir de nutrientes, mediante la liberacion de ATP (Gutierrez, 2002).

A través de diferentes estudios se encontrdé que el oxigeno puede llegar a
ser toxico a concentraciones altas (arriba de niveles atmosféricos), estos efectos
toxicos desencadenarian dafios reversibles como irreversibles causando muerte
celular, al sufrir el oxigeno una reduccién parcial se obtienen las especies
reactivas de oxigeno (EROS), estas al alterar el equilibrio entre antioxidantes y
sustancias pro oxidantes genera el estrés oxidativo y desencadenar procesos
patolégicos (Figura 10) (Corrales, 2012; Perén, 2001; Morrisey, 1998).
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Figura 10 Respuesta celular frente a la formacién de EROS a través de estimulos
fisiolégicos (Pourova et al 2010).

Cuando el oxigeno oxida un compuesto se ve reducido, al adicionar un
electron al oxigeno estando en su estado fundamental se forma el anién
superoxido (O2.), si se vuelve a reducir se convertira en anion peréxido (este no es
un radical libre), cuando se da una reduccion parcial del oxigeno por aceptacion
de dos electrones se forma peréxido de hidrogeno (H,O,) contando con un enlace
débil O-O rompiéndose y formando el radical hidroxilo considerado un radical
altamente reactivo; sin embargo, cuando el oxigeno acepta cuatro electrones se
forma una molécula de agua, en la figura 11 se puede observar el proceso de
produccion de ERO (Kehrer, 1993; Gutierrez, 2002).
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Figura 11 Esquema de produccion de las especies activas de oxigeno (Meneghini, 1987).

Los organismos desarrollaron sistemas de defensa antioxidante para

neutralizar las especies reactivas a las que este expuesto. Los antioxidantes son

sustancias que retardan o previenen la oxidacion de biomoléculas como ADN,

lipidos, proteina, etc. Este sistema de defensa se forma por elementos

enzimaticos como no enzimaticos, que actdan en conjunto para proteger a las

células. Los elementos enziméticos se convierte en primera defensa para el

exceso de radicales libres; dentro de estos se encuentran las siguientes (Borella,

2004);

Superoxido dismutasa (SOD). Cataliza la dismutacion del
0O, a Hy0,, que puede ser degradado por catalasas o la
glutatiobn peroxidasa, esta enzima tiene 4 isoformas: SOD1,
SOD2, SOD3 y SODFe.

Catalasa. Hemoproteina, se encuentra en los peroxisomas
y mitocondrias principalmente, cataliza la descompaosicion
del perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno.

Glutation peroxidasa (GPx), selenoproteina, en presencia
de GSH actia como agente reductor, cataliza la reduccién
del perdxido de hidrogeno y otros hidroperéxidos organicos
y otros hidroperdxidos organicos a agua y alcohol, presenta
3 isoformas: GSH — Px celular (reduce el peroxido e
hidrogeno e hidroperoxidos organicos libres, convirtiéndolos
a agua y alcohol; GSH —Px plasmaética; GSH —Px fosfolipido
hidroperdxido, protege contra la lipoperoxidaciéon, previene

la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad; GSH- Px
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gastrointestinal, reduce los hidroperoxidos lipidicos (Borella,
2004).

Los antioxidantes no enzimaticos se caracterizan por ser un conjunto de
moléculas hidrofobas e hidrofilicas, cuya funcion es capturar los radicales libres y

generar moléculas menos nocivas (Borella, 2004). Algunos de esto son:

- Vitamina C a nivel intra y extra celular, actia sobre los
radicales superoxido, hidroxilos (Borella, 2004).

- Glutation, tripéptido que presenta una distribucion tisular
variable, actla sobre perdxido de hidrogeno, superoxido
(Borella, 2004).

- Flavonoidespolifenolicos, incluye un amplio grupo de
compuestos fendlicos que actian como quelantes de
metales y que ademas capturan la forma in vitro ERO
(Borella, 2004).

Se han implementado técnicas que permiten evaluar el dafio causado por
los radicales libres y la actividad de diversos pardmetros para evaluar el estrés
oxidativo como: evaluacion de proteinas mediante las técnica de Lowry y Bradford,
guimioluminiscencia, sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS),
actividad de SOD, determinacion de catalasa, determinacién de la enzima
Glutation peroxidasa, medicion de la glutation S-transferasa, cuantificacién de

glutation y determinacion de nitritos y nitratos (Lozada et al 2009; Yu, 1994).

El estudio de los mecanismos de produccion de estrés oxidativo, a través
de diferentes métodos de laboratorio y de experimentacion animal, han sido la
base para disefiar estrategias terapéuticas que ayuden a mantener y recuperar el
equilibrio entre sustancias oxidantes y pro oxidantes, para asi evitar el progreso y

desarrollo de patologias asociadas a este proceso (Lozada et al, 2009).
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2. ANTECEDENTES

Como se ha planteado anteriormente las NPs de TiO, se usa ampliamente
en areas industriales, cosméticas, farmacéuticas, pinturas y en la produccion de
papel. No obstante que ha ido en aumento el uso de las NPs TiO, han ido en
aumento y se esta generalizando existe poca informacion sobre la toxicidad en los
seres humanos. En el afio 2011 la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC) ha clasificado el dioxido de titanio como “posiblemente
carcinogénico para los seres humanos”, esta clasificacion fue basado en estudios
gue indicaron un aumento de tumores de pulmén en ratas relacionadas con la
inhalacion de diéxido de titanio, sin embargo estudios realizados en trabajadores
de la industria que manejan dioxido de titanio, en los cuales no sugieren una
relacion entre la exposicion ocupacional al diéxido de titanio y un mayor riesgo de

cancer en los seres humanos (ACC, 2017).

En un estudio realizado por Koeneman et al (2010) investigaron las posibles
vias por las cuales las nanoparticulas de TiO, podrian cruzar la capa del epitelio,
este estudio presenta como evidencia que a concentraciones mayores a 10 pg/mL
las NPs de TiO, atraviesan el revestimiento epitelial del modelo intestinal por
trancitosis aunque a nivel bajo, las NPs de TiO, fueron capaces de penetrar a
través de las células sin interrumpir los complejos de union mediada por la y-
catenina, determinaron que a concentraciones de 10-100 pg/mL las NPs de TiO;
no alteraban la integridad epitelial, sin embargo comienza una alteracion tanto de
la organizacién microvillar, de la superficie apical del epitelio pero inducen un

aumento en el calcio intracelular libre.

Por otro lado, en el afio 2007 se realizo un estudio en la Universidad Ataturk
en Turquia donde se analizaron los efectos genotoxicos del TiO; relacionados con
estrés oxidativo en hemocultivos humanos (WBCs), la sangre fue procesada para
examinar marcadores de estrés oxidativo como glutation, peroxidasa, glutation
reductasa, superoxido dismutasa y catalasa, asi como la frecuencia en el

intercambio de cromatidas hermanas (SCEs) y micronucleos (MN), los cuales
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funcionan como criterios de valoracion genéticos de dafo. Se realizo la evaluacion
utilizando concentraciones de 1, 2, 3, 5, 7.5 y 10 uM de TiO,, los resultados
arrojados indicaron que habia una posibilidad de inducir efectos genotoxicos al
verse aumentada la frecuencia de SCE y MN, sin embargo se observo que los
tratamientos con TiO, promovieron el estrés oxidativo disminuyendo la actividad
de las enzimas superoxido dismutasa y catalasa en los hemocultivos, por lo cual
se pueden asociar los dafios genotoxicos en ADN mediado por estrés oxidativo
(Turkez et al, 2007).

Diferentes estudios han demostrado los riesgos de las NPs TiO, en el
sistema neuronal y otros 6rganos presentes. Las NPs de TiO, pueden entrar no
s6lo a las células, sino también a las mitocondrias y los nucleos. Por lo tanto estas
particulas pueden interactuar con proteinas citoplasmaticas tales como
microtibulos (MTs). MTs son proteinas del citoesqueleto que son esenciales en
las células eucariotas para una variedad de funciones, tales como el transporte
celular, la motilidad celular y la mitosis. MTs en las neuronas se utilizan para el
transporte de sustancias como los neurotransmisores. En el citoplasma las NPs
TiO, pueden interactuar con estas proteinas y afectar sus funciones cruciales en
diferentes tejidos. Se demostraron los efectos de NPs TiO, en polimerizacion y
estructura de MTs utilizando espectrofotometria ultravioleta y fluorometria. La
espectroscopia fluorescente mostré6 un importante cambio de conformaciéon de
tubulina en la presencia de NPs TiO; y los resultados de la espectroscopia
ultravioleta mostraron que los NPs de TiO, afectan la polimerizacién de tubulina y
la disminuyen (Naghdi et al, 2008).
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3. JUSTIFICACION

La exposicion a NPTiO, en el ambiente laboral y durante el tratamiento con
nanofdrmacos que las emplean como vectores, puede generar efectos nocivos en
diversos 6rganos, incluyendo los rifiones. Estos drganos multifuncionales realizan
procesos vitales, por lo que cuando son afectados por xenobiGticos pueden
desencadenarse patologias graves como la falla renal aguda o cronica.

Existen pocos estudios enfocados en dilucidar los efectos de las NPTIiO;
sobre la fisiologia normal de los rifiones, érganos principales del sistema urinario,
asi como su probable participacion en los procesos proinflamatorios que inducen

en dichos 6rganos.

4. HIPOTESIS

La magnitud de los efectos téxicos, hemodinamicos y proinflamatorios
renales inducidos por la intoxicacion con NPTIO, es diferente entre la intoxicacion

aguda e intermitente.
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5. OBJETIVOS

51. GENERAL

Evaluar los efectos hemodinamicos y proinflamatorios renales, inducidos

por la intoxicacion aguda e intermitente de ratas Wistar machos con NPTIiO».

52. ESPECIFICOS

Ante las intoxicaciones agudas e intermitentes con NPTiO3:

a)

b)

f)

9)
h)

Valorar los cambios en la tasa de filtracion glomerular, a través de la
prueba de depuracion renal de inulina (C-In).

Valorar los cambios en el flujo plasmatico renal, a través de la prueba de
depuracion de para-aminohipurato (C-PAH).

Analizar el manejo renal de agua, sodio, glucosa y creatinina.

Medir la actividad de la enzima TGG en orina.

Cuantificar las concentraciones de MDA en rifion como indicador de
estrés oxidativo.

Cuantificar las concentraciones de GSH en rifion y plasma sanguineo
como indicador de la capacidad antioxidante.

Analizar los cambios estructurales de los rifiones.

Cuantificar la concentracion de TNF-a en plasma.
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6. METODOLOGIA

Tipo de investigacion: Basica (estudio exploratorio).
Los estudios experimentales se llevaron a cabo en el laboratorio de
Toxicologia y Farmacologia del edificio 202 del Centro de Ciencias Béasicas dentro

de la Universidad Autonoma de Aguascalientes.

6.1. GRUPOS EXPERIMENTALES
Los estudios ser realizaron en ratas Wistar machos divididas en los

siguientes grupos experimentales:

Tabla 1 Grupos experimentales

Grupo Tratamiento agudo

Control Agudo (n=15) integros, 3/tiempo de experimentacion: 24h, 7
dias, 14 dias y 28 dias.
Intoxicacion aguda con 5 mg/Kg, via intravenosa (vena caudal)
NPTIO, 24 h (n=5)
Dosis Unica (n=20) 7 dias (n=5)
14 dias (n=5)
28 dias (n=5)
Control Intermitente (n=15) integros
Intoxicacion intermitente con 4 dosis en un mes, una por semana
NPTIO; 5 mg/Kg.
Dosis repetidas durante cuatro Via intravenosa (vena caudal)
semanas (n=20)
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6.2. ESTUDIOS

Posterior a la intoxicacion de los grupos de ratas witar macho la

investigacion esté dividida en tres estudios:

6.2.1.ESTUDIOS FUNCIONALES

a) Cirugia experimental para valorar el funcionamiento renal (Figura 12).

b) Hemodindmica renal (Flujo plasmatico renal, tasa de filtraciébn glomerular y

fraccion de filtracion).

c) Manejo renal de Na*, H,O, y osmolaridad de la orina.

d) Efecto sobre el mecanismo de reabsorcion de glucosa por las células

epiteliales del tabulo proximal (glucosuria).

e) Concentracion de malondialdehido (MDA) y glutation reducido (GSH) en

homogenado de corteza renal.

Anestesia
quirdrgica
(pentobarbital, 30
mg/kg, i.p - intra
peritoneal).

Eutanasia del animal
por sobredosis de
pentobarbital

Obtencion derifiones
parael estudio
funcional, molecular
e histologico.

Canula traqueal.

Mariposa paravenoclisis en
vena caudal — Infusionde
soluciones.

Microsondatipo Foley en
vejiga —» Muestras de orina.

Colectade
muestras de sangre
y orina (30 min).

Cuantificaciones
determinadas para
plasma, orinay
rifiones.

Administracion de
soluciones marcadoras
de la funcionrenal
(Inulinay
Paraaminohipurato-
PAH).

Periodode
estabilizacion (90
min.)

Figura 12 Procedimiento de cirugia experimental.
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6.2.1.1. OBTENCION Y TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Previo al tiempo de obtencién de muestras en la cirugia se etiquetaron los
tubos eppendorf donde se recolectaron las muestras, el etiquetado se identificd
con la letra “P” para muestra de plasma y “O” para muestra de orina, colocando el
namero del animal que fue sometido a la cirugia y un nimero para identificar la
muestra, una vez realizado el etiquetado se realiz6 el pesaje de los tubos
eppendorf destinados a la obtencion de orina, se procedid a heparinizar las

jeringas con capacidad de 1 mL para la obtencién de sangre.

Durante el tiempo de obtencion de muestras se colocé el tubo eppendorf en
el extremo de la sonda tipo Foley, recolectando orina durante 30 minutos; la
obtencion de sangre se realiz6 a los 15 minutos del tiempo de obtencion de

muestra, se realiz6 mediante puncion de la arteria caudal.

Finalizado el tiempo de obtencion de muestra se realizé el pesaje de los
tubos eppendorf con la muestra de orina y las muestras de sangre se
centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm para la obtencién de plasma, una vez
obtenido el plasma se colocaron en los tubos eppendorf previamente etiquetados,

almacenandose en refrigeracion para su posterior analisis.

6.2.1.2. TECNICAS UTILIZADAS

Se realiz6 la evaluacion de los parametros incluidos en la tabla 2 técnicas a
utilizar, los parametros de inulina, PAH, glucosa, creatinina y sodio se evaluaron

en muestras de orina y plasma.
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Tabla 2 Técnicas a utilizar

PARAMETRO

1) Concentraciones
plasméticas y urinarias de
inulina (C-In)

Prueba (til para valorar la
velocidad de filtracidn

glomerular

Fuer et al, 1955
He et al, 2006

2) Concentraciones
plasméticas y urinarias de
PAH (C-PAH)

Prueba til para valorar el

flujo plasmaético renal

Arendhorst et al, 1975
He et al, 2006

3) Volumen urinario

Marcador de la funcion

renal

Método volumétrico

4) Concentraciones
plasmaticas y urinarias de
sodio (C-Na" y EFNa")

Valoracion del manejo

renal de electrolitos (Na*)

Método flamométrico

5) Concentraciones
plasmaticas y urinarias de

glucosa (C-Glucosa)

Marcador de la funcién de
células tubulares

proximales

Trinder, 1969

6) Concentraciones
plasmaticas y urinarias de

creatinina (C-Creatinina)

Marcador de dafio

glomerular

Bartels y Béhmer, 1971

Fabiny y Ertingshausen,
1971

7) Actividad de la TGG en

corteza renal

Marcador de dafio de
células tubulares

proximales

Orlowski y Meister, 1963

8) Concentracion de MDA

en homogenado de rifion

Marcador de
lipoperoxidacion

Esterbauer yCheeseman,
1990

9) Concentracion de GSH
en homogenado de rifion

y en plasma

Marcador de proteccion
antioxidante

Cohny Lyle, 1966.

Cada medicién se realizara por duplicado.
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6.2.2. ESTUDIO ESTRUCTURAL

Se extrajo uno de los rifiones de cada animal experimental y se conservo en
formalina neutra al 10% hasta su procesamiento. Mediante la técnica histologica
se obtuvieron cortes de rifion de 5 um de grosor, en microtomo. Posteriormente se
realizaron las tinciones convencionales con hematoxilina y eosina y se procedié a

la valoracion del dafio celular mediante microscopio optico.

6.2.3. ESTUDIO MOLECULAR
Se valoro la expresion del factor de necrosis tumoral alta (TNF-a) en plasma
sanguineo, mediante la técnica de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

kit Sigma-Aldrich Rat Tumor Necrosis Factor-a para suero, plasma y cultivo celular

sobrenadante.

6.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente mediante las
pruebas de ANOVA y Tukey - Krammer.
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7. RESULTADOS

Se muestran los resultados obtenidos en ratas controles intactos y

sometidos a cirugia experimental para la obtencién de muestras.

7.1.ANALISIS DE ACLARAMIENTO DE INULINA

Se realiz6 la evaluacion del aclaramiento de inulina en grupos de
intoxicacion aguda e intermitente, observandose un aumento en el aclaramiento
de inulina en los grupos de intoxicacion aguda evaluado a las 24 horas, 7 dias y
14 dias y una disminucion por debajo del grupo control en los grupos de
intoxicacién aguda a los 28 dias y en el de intoxicacion intermitente, sin embargo
no se encontré una diferencia significativa entre el grupo control y los grupos de
intoxicacion aguda e intermitente (grafica 1).
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Grafica 1 Evaluacién del C-In (mL/min) en grupos de intoxicacién aguda e intermitente
comparados con el grupo control. No presenta diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos evaluados.

7.2.ANALISIS DE ACLARAMIENTO DE PARA-AMINOHIPURATO.

Se realiz6 la evaluacién del aclaramiento de para-aminohipurato en grupos
de intoxicacion aguda e intermitente y se comparé con el grupo control, se observé
un aumento en el aclaramiento de para-aminohipurato en el grupo agudo evaluado
a las 24 horas y una posterior disminucion en los grupos agudos evaluados a los
7,14 y 28 dias, asi como en el grupo de intoxicacion intermitente; se encontrd una
diferencia estadisticamente significativa de P<0.05 entre el grupo control y el
grupo de intoxicacion aguda evaluado a los 28 dias, también se observa diferencia
estadisticamente significativa P<0.01 entre el grupo control y el grupo de

intoxicacién intermitente (Gréfica 2).
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C-PAH (mL/min)
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Grafica 2. Evaluacién del C-PAH (mL/min) en grupos de intoxicacidon aguda e intermitente
comparados con el grupo control. Presenta diferencias estadisticamente significativas:
* P< 0.05, ** P< 0.01.

7.3.FRACCION DE FILTRACION

Una vez obtenidos los aclaramientos de In y PAH se realiz6 la obtencién de
la fraccion de filtracion, observandose un aumento en comparacion con el grupo
control, siendo mayor en el grupo agudo evaluado a los 14 dias, también se
observa una tendencia a la normalizacién al dia 28; obteniendo una diferencia

estadisticamente significativa de P<0.01 entre el grupo control y el grupo agudo

evaluado a los 14 dias (Grafica 3).
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Fraccién de Filtraciéon

Grafica 3. Evaluacién de la fraccion de filtracion en los grupos de intoxicacién aguda e
intermitente comparados con el grupo control. Presenta diferencia estadisticamente

significativa: * P< 0.01.

7.4.MANEJO RENAL DE AGUA

Se evalué el manejo renal de agua en los grupos de ratas intoxicados con
TiO, en los cuales se pudo observar una oliguria en ambos grupos de intoxicacion
comparados con el grupo control, existiendo una diferencia estadisticamente
significativa de P<0.05 entre todos los grupos intoxicados con respecto al control
(gréfica 4).
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Gréfica 4. Evaluacién del flujo urinario (mL/min) como manejo renal de agua en los grupos
de intoxicacién aguda e intermitente comparados con el grupo control. Presenta diferencia

estadisticamente significativa: * P<0.0001

7.5.DETERMINACION CUANTITATIVA DE SODIO

Se realiz6 la evaluacion del aclaramiento de Na en grupos de intoxicacion
aguda e intermitente, en el cual se observa una disminucién constante en el grupo
agudo, sin embargo en el grupo de intoxicacion intermitente no se ve una
disminucion en el aclaramiento tan marcado. Se observa una diferencia
significativa de P< 0.01 entre el grupo control y el grupo de intoxicacion aguda
evaluado a los 14 dias, una diferencia de P< 0.001 entre el control y el grupo

agudo evaluado a 28 dias (Grafica 5).
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Grafica 5 Evaluacién de C-Na (mg/min) en los grupos de intoxicacién aguda e intermitente
comparados con el grupo control. Presenta diferencias estadisticamente significativas:
*P<0.01y ** P<0.001.

En la gréfica 6 se observa la carga filtrada de sodio CF-Na obtenida en los
grupos de intoxicacion aguda e intermitente en comparacion con el grupo control.
Se puede observar un aumento de la CF-Na en ambos grupos evaluados,
presenta una diferencia significativa de P<0.05 entre el grupo control y el grupo de
intoxicacién aguda evaluado a las 24 horas, asi como una diferencia significativa

de P<0.001 entre el grupo control y el grupo agudo evaluado a los 7 dias.
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Gréfica 6 Evaluacion de la CF-Na (mEg/min/Kg) en los grupos de intoxicacién aguda e
intermitente comparados con el grupo control. Presenta diferencias estadisticamente
significativas: * P<0.05 y ** P< 0.001.

En la grafica 7 se presenta el andlisis de la excrecion fraccionada de sodio
(EF-Na) obtenida en los grupos de intoxicacibn aguda e intermitente en
comparacion con el grupo control. En la cual se observé en el grupo agudo
evaluado a las 24 horas una disminucién por debajo de la media del grupo control,
sin embargo se aprecié un aumento en la evaluacién del dia 7 asi como una
posterior disminucién aun por debajo de la obtenida en la evaluacién de las 24
horas, en el grupo de intoxicacion intermitente se observo una disminucion de la
EF-Na aunque no presenta significancia. Se obtuvo wuna diferencia
estadisticamente significativa de P<0.05 entre el grupo control y el grupo agudo
evaluado a las 24 horas, una diferencia significativa de P<0.01 en el grupo agudo
evaluado a los 28 dias y una diferencia significativa de P<0.001 en el grupo de

intoxicacién aguda evaluado a los 14 dias.
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Grafica 7 Evaluaciéon de EF-Na (%) en los grupos de intoxicacioén aguda e intermitente
comparados con el grupo control. Presenta diferencias significativas: * P<0.05, ** P< 0.01 y
*** P<(0.001.

7.6.DETERMINACION CUANTITATIVA DE OSMOLARIDAD URINARIA

Se realiz6 la evaluacion de la osmolaridad urinaria en las muestras de
intoxicacién aguda e intermitente comparado con el grupo control, en las cuales se
observa una disminucion de la osmolaridad en los grupos de intoxicacion aguda
evaluados a 24 horas, 7 y 28 dias con respecto al grupo control, asi como un
aumento en los grupo agudo evaluado a los 14 dias y en el grupo de intoxicacion

intermitente, no se obtuvo diferencia significativa entre los grupos (gréafica 8):
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Grafica 8 Evaluacién de la osmolaridad urinaria (mOsm/mL) de los grupos de intoxicacion
aguda e intermitente comparados con el grupo control. No presenta diferencias

estadisticamente significativas.

7.7.DETERMINACION CUANTITATIVA DE GLUCOSA.

La grafica 9 muestra la concentracion plasmatica de glucosa en los grupos
de intoxicacion aguda e intermitente comparado con los valores control, en la cual
se observa una hiperglicemia en todos los grupos de intoxicacion, siendo los
mayores valores en el grupo de intoxicacion aguda evaluado a 24 horas. Se
observa una diferencia significativa de p<0.01 entre el grupo control y el grupo
evaluado a las 24 horas.
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Grafica 9 Evaluacion de la concentracion de glucosa (mg/dL) en plasma en los grupos
agudos e intermitente comparados con el grupo control. Presenta diferencia

estadisticamente significativa: * P<0.01.

La grafica 10 muestra la concentracion de glucosa en orina presente en los
grupos de intoxicacion aguda e intermitente comparado con los valores control, en
la cual se observa una glucosuria en todos los grupos de intoxicacion, siendo los
mayores valores en el grupo de intoxicacion aguda evaluado a 28 dias. Se
observa una diferencia significativa de P<0.01 entre el grupo control y el grupo
agudo evaluado a los 28 dias de la intoxicacion aguda; asi como también se
observa diferencia significativa de P<0.05 entre el grupo control y el grupo de

intoxicacion intermitente.
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Grafica 10 Evaluacién de la concentracion de glucosa (mg/dL) en orina en los grupos de
intoxicacion aguda e intermitente comparados con el grupo control. Presenta diferencias
significativas: *P<0.05 y **P<0.01.

En la grafica 11 se muestra el aclaramiento de glucosa obtenida en los
grupos de intoxicacion aguda e intermitente en comparacién con el grupo control,
en el cual se puede observar un aumento en el grupo agudo evaluado a las 24
horas y 7 dias, asi como una disminucién aun por debajo del nivel del grupo
control. Se observa una diferencia estadisticamente significativa de P<0.01 entre

el grupo control y el grupo de intoxicacion aguda evaluado a los 7 dias.
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Gréfica 11 Evaluacién del C-glucosa (mL/min) en grupos de intoxicacién aguda e

intermitente en comparacion con el grupo control. Presenta diferencia significativa: *P<0.01.

7.8.DETERMINACION CUANTITATIVA DE CREATININA

Se realiz6 la determinacion de creatinina en muestras de orina y plasma.
Los resultados se muestran en las graficas 12 y 13. En la gréfica 12 se muestra la
concentracion de creatinina en plasma de los grupos de intoxicaciébn aguda e
intermitente, comparandose con los valores del grupo control, observandose un
aumento en la concentracion de creatinina con respecto al grupo control, se
encontré diferencia significativa de P<0.01 entre el grupo control y el grupo de
intoxicacion aguda evaluado a los 28 dias, asi como una diferencia de P<0.001

entre el grupo control y el grupo de intoxicacion intermitente.
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Grafica 12 Evaluacidn de la concentracion de creatinina (mg/dL) en plasma en grupos de
intoxicacion aguda e intermitente comparados con el grupo control. Presenta diferencias

estadisticamente significativas: * P<0.01 y ** P<0.001.

En la grafica 13 se observa la concentracion de creatinina presente en orina
en los grupos de intoxicacion aguda e intermitente, comparandose con los valores
del grupo control, en el cual se observa una disminucién de la concentracion de
creatinina en los grupos de intoxicacién aguda evaluados a los 7 y 14 dias, sin
embargo se ve un drastico aumento en el grupo de intoxicacion aguda evaluado a
los 28 dias, al igual se observa un aumento de creatinina en el grupo de
intoxicaciéon intermitente. Se encontré diferencia significativa de P<0.01 entre el
grupo control y el grupo de intoxicacién intermitente, asi como también se ve una
diferencia de P<0.05 entre el grupo de intoxicacion aguda evaluado a los 28 dias y

el grupo control.
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Grafica 13 Evaluacién de la concentracion de creatinina (mg/dL) en orina en grupos de
intoxicacion aguda e intermitente comparados con el grupo control. Presenta diferencias

estadisticamente significativas: * P<0.05 y ** P<0.01.

En la grafica 14 se muestra el analisis de aclaramiento de creatinina
obtenido, como se puede observar se presenta una marcada disminucion del
aclaramiento de la creatinina, existe una diferencia estadisticamente significativa
de P<0.01 entre el grupo control y el grupo agudo evaluado a los 28 dias y el

grupo de intoxicacion intermitente.
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Gréfica 14 Evaluacién del C-creatinina (mL/min) en grupos de intoxicacion aguda e
intermitente comparados con el grupo control. Presenta diferencia estadisticamente

significativa: * P<0.01.
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7.9.DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
TGG EN ORINA

Se realiz6 la evaluacion de la actividad de la enzima TGG en muestras de
orina de grupos de intoxicacién aguda e intermitente, asi como en el grupo control,
se puede observar un aumento en la actividad enzimatica de esta enzima en el
grupo agudo e intermitente. Se observa diferencia estadisticamente significativa
de P<0.05 entre el grupo control y el grupo de intoxicacion intermitente (grafica

15).
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Grafica 15 Evaluacién de la actividad enzimética de TGG (U/L) en muestras de intoxicacién
aguda e intermitente, comparados con el grupo control. Presenta diferencia

estadisticamente significativa: * P<0.05.
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7.10. DETERMINACION CUANTITATIVA DE MALONDIALDEHIDO EN
TEJIDO

Se realizé la evaluacion de MDA en rifiones, obtenidos en las cirugias a
diferentes tiempos, los resultados se presentan en la grafica 16, se muestra un
aumento en la concentracion de MDA en todos los grupos de estudio, siendo mas
significativo en el grupo agudo evaluado a los 7 dias; se puede observar que
existe una diferencia estadisticamente significativa de P<0.001 entre el grupo

control y el grupo analizado a los 7 dias.
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Grafica 16 Evaluacion de concentracion de MDA (umol*100 mg de tejido) en rifiones de
grupos de intoxicacién aguda e intermitente comparados con el grupo control. Presenta

diferencia estadisticamente significativa: * P<0.001.
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7.11. DETERMINACION CUANTITATIVA DE GSH

Se realizo la evaluacion de GSH en rifiones, obtenidos en las cirugias a
diferentes tiempos e intoxicaciones y los resultados se presentan en la gréfica 17,
se observa una disminucién en la concentracion de GSH en el grupo de
intoxicacion aguda en los tiempos evaluados, sin embargo en el grupo de
intoxicacion intermitente se ve un aumento por arriba de la concentracién del

grupo control, no se observan diferencias significativas entre grupos.
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Gréfica 17 Evaluacion de la concentracion de GSH (pmol*250 mg de tejido) en riiién de
grupos de intoxicacién aguda e intermitente comparados con el grupo control. No presentan

diferencias estadisticamente significativas.

En la grafica 18 se observan los resultados de GSH obtenidos en muestras
de plasma de los grupos de intoxicacion aguda e intermitente comparados con el
grupo control. Se puede observar una ligera disminucion en la concentracion de
GSH en el grupo agudo evaluado a las 24 horas y los 7 dias, asi como un
aumento a nivel del grupo control en el grupo agudo evaluado a los 14 y 28 dias,
también se observa en el grupo de intoxicacion intermitente. No se observan

diferencias estadisticamente significativas.
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Gréfica 18 Evaluacion de la concentracion de GSH (umol*250 pL) en plasma en grupos de
intoxicacién aguda e intermitente comparados con el grupo control. No presentan

diferencias estadisticamente significativas.

7.12. ANALISIS ESTRUCTURAL RENAL

Una vez realizados los cortes histoldgicos (5um) y la tincién HE, se tomaron
las fotografias al tejido mas representativo de las laminillas, es decir aquel que no
presentaba pliegues o rupturas causadas por la manipulacion; se puede observar
el tejido integral perteneciente al grupo control (a), edema celular, necrosis y
desprendimiento celular hacia la luz tubular en el grupo agudo evaluado a las 24
horas (b), se observan tubos denudados y perdida celular en el grupo agudo
evaluado a los 7 dias (c), en el grupo agudo evaluado a los 14 dias se puede
observar necrosis celular con desprendimiento hacia la luz tubular asi como tubos
denudados (d), en la laminilla del grupo agudo evaluado a los 28 dias se observa
reparacion tubular, no presenta detritus en la luz tubular (e), se puede observar en
el grupo de intoxicacion intermitente regeneracion tubular, necrosis tubular con
desprendimiento hacia la luz tubular asi como edema celular (f); los resultados se

pueden observar en la figura 13.
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Figura 13 Cortes histolégicos de rifidn (5um), tefiidos con HE y observados a 10x; a)
Control; b) Int. Aguda 24 horas; c) Int. Aguda 7 dias; d) Int. Aguda 14 dias; e) Int. Aguda 28
dias f) Int. Intermitente.
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7.13. DETERMINACION CUANTITATIVA DE TNF-a EN
PLASMA

Se realizé el analisis cuantitativo de TNF-a, sin embargo no se obtuvieron
los resultados esperados, se puede observar en las columnas 1y 2 la curva de
estandarizacion (duplicado), se observa la celda 6E color, sin embargo las
muestras se colocaron por triplicado y al no observar un indicio de color en las

celdas 6D y 6F se consider6 contaminacion (figura 14).
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Figura 14 Andlisis de TNF-a, mediante método de ELISA.
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8. DISCUSION

Como ya se habia explicado con anterioridad los rifiones son los 6rganos
excretores, los encargados de regular el equilibrio hidroeléctrico, de regular el
equilibrio acido-base y también ayudan a regular la presion arterial (Ramon, 2006;
Gomez, 2014).

Hemodindmica renal:

Tasa de filtracion glomerular C-In. El estudio del grupo agudo evaluados a las
24 horas, 7 dias y 14 dias presentdé un aumento en el aclaramiento de la inulina,
sin embargo presenté una disminucién debajo de los niveles del grupo control en
las ratas de intoxicacion aguda evaluadas a los 28 dias, asi como el grupo de
intoxicacion intermitente. La tasa de filtracion glomerular se vio alterada en los
grupos de intoxicacion aguda e intermitente, sin embargo estos cambios no fueron
significativos. La inulina en el rifidn se filtra liboremente por el glomérulo, no es
biotransformada, no es reabsorbida y no es secretada, por lo cual en la orina
aparece todo lo que fue filtrado, de acuerdo a lo anterior se necesita contar con el
volumen urinario obtenido en cierta cantidad de tiempo, asi como la concentracion
de inulina en plasma y orina (Puyol et al, 2010). La filtracion y la reabsorcion estan
unidas intrinsecamente, la fuerza hidrostatica proporciona energia para la
reabsorcién concentrando los coloides; la presion de filtracion opuesta se disipa
por la resistencia de los capilares, y la presion oncética coloidal se vuelve cada
vez mas efectiva, favoreciendo la reabsorcion. Un sistema de deteccion a la
Optima reabsorcién es el aparato yuxtaglomerular, el cual une un segmento tardio
al final de la extremidad gruesa ascendente del asa de Henle, donde la nefrona
vuelve a al glomérulo, las células de la pared tubular se diferencian en células de
la macula densa, es aqui donde se encuentran células secretoras de renina. Como
respuesta a un fallo de reabsorcion la tasa de filtracion se reduce por la
vasoconstriccion de las arteriolas glomerulares, reduciendo el flujo sanguineo
renal. La formacion intrarrenal de angiotensina Il y su liberacion en el intersticio
renal en lugar de en la sangre, este mecanismo de retroalimentacion

tubuloglomerular mediante el cual la tasa de filtracion glomerular de la nefrona se
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regula de acuerdo con la eficiencia de la reabsorcién (Thurau et al, 1976; Franco
et al, 1992).

Flujo plasmatico renal C-PAH. El analisis de los resultados muestran un
aumento del aclaramiento de PAH en el grupo agudo evaluado a las 24 horas, asi
como una posterior disminucién de este en los grupos agudos evaluados a los 7,
14 y 28 dias, y también en el grupo de intoxicacion intermitente; existiendo una
significancia en el grupo agudo evaluado a los 28 dias y en el grupo intermitente.
El PAH en el rifion se filtra por el glomérulo, no es biotransformado, no es
reabsorbida, sin embargo si es secretado, por lo cual en la orina aparece todo lo
que fue filtrado mas lo que fue secretado desde los capilares peritubulares a nivel
de tubulo proximal; de acuerdo a lo anterior se necesita contar con el volumen
urinario obtenido en cierta cantidad de tiempo, asi como la concentracion de
inulina en plasma y orina (Puyol et al, 2010). Los tubulos proximales secretan
varios aniones organicos, incluidos farmacos y el PAH. La captacion de PAH
desde los capilares peritubulares hacia las células tubulares debido al intercambio
de a-cetoglutarato intracelular y utilizando el transportador de aniones organico 1
(OAT1), el PAH pasa a la luz tubular mediante impulso de gradiente eléctrico y
por el MRP2 (Proteina de resistencia multiple a farmacos) (Burckhardt et al,
2001). ElI aumento encontrado en la evaluacién de las 24 horas del grupo agudo
se puede relacionar con la capacidad que presentan los rilones para mantener el
FPR mediante una autorregulacion, activando el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (Arendhorst, 1975). Como se puede observar tanto la FG y el FPR se
ven disminuidos a los 28 dias de la intoxicacion aguda y en el grupo de
intoxicacion intermitente, por lo que se infiere no es suficiente la activacion del

sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Evaluacion de FF. Como ya se ha indicado la FF es una relacién entre las
depuraciones de In y PAH, la cual indica la fraccion de plasma que es filtrada por
el glomérulo; se pudo observar un aumento de esta, tanto en el grupo de

intoxicacién aguda como en el intermitente, sin embargo se observa el aumento
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mas significativo a los 14 dias de la evaluacién del grupo agudo, aunque se
observa una tendencia a la normalizacion a los 28 dias de evaluacion continua por
arriba de los niveles del grupo control. Como ya se ha planteado la FF fluctia en
funcién a la vasodilatacidn y vasoconstriccion de las arteriolas aferentes y
eferentes, por lo que este aumento significativo indica que el sistema

compensatorio se activé para tratar de autorregular el FPR y el FG.

Manejo renal de agua v sodio

Se evalué el manejo renal de agua en los grupos de ratas intoxicados con
TiO,, se observo oliguria en ambos grupos de intoxicacion comparados con el
grupo control. El tubulo distal es practicamente impermeable al agua, la
permeabilidad al agua en el tubulo colector baja en ausencia de ADH y es alta en
presencia de esta. En presencia de ADH, el fluido tubular es isoténico en el
intersticio tubular, lo que significa que en la médula y en la papila se reabsorbe
gran cantidad de agua, por lo que la eliminacion de agua mediante la orina, es
baja (Jamison & Hall, 1983). Esto significaria que el TiO, causaria ademas del

sistema renina-angiotensina—aldosterona la activacion de la hormona antidiurética.

Aclaramiento de Na se observa una disminucién constante en el grupo
agudo, sin embargo en el grupo de intoxicacion intermitente no se ve una
disminucion en el aclaramiento tan marcado. Existiendo una diferencia significativa
de P< 0.01 en el grupo de intoxicacion aguda evaluado a los 14 dias y una
diferencia de P< 0.001 en el grupo agudo evaluado a 28 dias. CF-Na obtenida en
los grupos de intoxicacion aguda e intermitente. Se puede observar un aumento
en los grupos evaluados, presentando diferencia significativa de P<0.05 en el
grupo agudo evaluado a las 24 horas y una diferencia significativa de P<0.001 en
el grupo agudo evaluado a los 7 dias, esto comparados con el grupo control. La
EF-Na obtenida en los grupos de intoxicacion aguda e intermitente fue menor en

comparacion con el grupo control, en el grupo agudo evaluado a las 24 horas se
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presenta por debajo de la media obtenida en el grupo control, a los 7 dias la EF-
Na se incrementa aunque sin alcanzar al grupo control, para posteriormente
encontrarse por debajo de la EF-Na obtenida a las 24 horas, esto en los grupos
evaluados a los 14 y 28 dias. El grupo de intoxicacion intermitente presento una
disminucién a nivel de la encontrada a los 7 dias del grupo agudo. Observandose

diferencias significativas en el grupo agudo evaluado a las 24 horas, 14 y 28 dias.

El Na se excreta y secreta en distintos partes de los tubulos de la nefrona,
siendo en estas partes donde se da el control de las concentraciones plasmaticas
de este. Es claro que la hemodinamica renal afecta la excrecion renal de sodio; en
el tibulo proximal se reabsorbe el 65% del sodio filtrado por el glomérulo y el resto
se reabsorbe en el asa de Henle ascendente, tubulo distal, tibulo conector y el
tubulo colector, con esto se trata de asegurar que si existe un problema en el
tubulo proximal las otras partes eviten un aumento en la excrecion de Na por la
orina. La excrecion fraccional de sodio es un indice de diagnostico ampliamente
utiizado en la insuficiencia renal; se utiliza clinicamente en pacientes con
insuficiencia renal para distinguir entre “prerrenal® o ‘“intrarrenal/intrinseca"
(Venkatesh et al, 1998; Eaton et al, 2006).

Los cambios obtenidos infieren una lesion en los tubulos proximales. La
reduccion de la tasa de filtracion glomerular para ajustarse a la reabsorcion
disminuida indica que los glomérulos asumen la funcion de conservacion del
volumen ejercida por los tubulos, si la tasa de filtracion glomerular se mantuviera
normal y la reabsorcién tubular se redujera en un 50 por ciento el volumen urinario

y la excrecion de sodio serian la mitad de la carga filtrada (Thurau et al, 1976).

Se evaluo la osmolaridad urinaria para conocer el comportamiento de los
solutos disueltos en la orina producida tanto en las ratas control como en el grupo
intoxicacion aguda e intermitente, se observa una disminucion de la osmolaridad
en los grupos de intoxicacion aguda evaluados a 24 horas, 7 y 28 dias con
respecto al grupo control, asi como un aumento en los grupo agudo evaluado a los
14 dias y en el grupo de intoxicacion intermitente, sin embargo no presenta

diferencia significativa entre los grupos. Escéarcega y colaboradores en 2016
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encontraron un aumento significativo a las 24-48 horas de su estudio de ratas
wistar intoxicadas con NPs TiO,, sin embargo esto no coincide con lo obtenido en
este estudio, esto puede deberse a que la coleccion de la muestra se realizé

durante varias horas.

Analizar el manejo renal de glucosa. Glucosa en plasma se puede
observar una hiperglicemia en ambos grupos de intoxicacion, siendo los mayores
valores en el grupo de intoxicacion aguda evaluado a 24 horas, presentando una
diferencia significativa de P<0.01. El rifion contribuye a la homeostasis de la
glucosa mediante la gluconeogénesis, la filtracion, reabsorcién y consumo de la
glucosa, mantener este equilibrio evita las consecuencias patolégicas de una
hiperglucemia o hipoglucemia prolongada; la hiperglucemia contribuye al aumento
de complicaciones vasculares, nefropatia, retinopatia y neuropatia. Por otro lado la
hipoglucemia puede provocar dafio al sistema nervioso central. Normalmente los
rifiones filtran hasta 180g/dia de glucosa y se reabsorbe posteriormente en el
tubulo contorneado proximal, esto mediante dos proteinas cotransportadoras de
glucosa dependientes de sodio (SGLT). SGLT2, situado en el segmento S1, es un
transportador de alta capacidad y baja afinidad que reabsorbe hasta el 90% de la
glucosa filtrada. SGLT1, situado en el segmento S3, es un transportador de baja
capacidad y alta afinidad que reabsorbe el 10% restante. Una vez que la glucosa
ha sido reabsorbido en las células epiteliales tubulares, se difunde en el intersticio
a través de transportadores de glucosa facilitadores especificos (GLUT). GLUT1 y
GLUT2 estan asociados con SGLT1 y SGLT2, respectivamente (Triplitt, 2012;
Mather, et al, 2011; Szablewski, 2017; Hall et al, 2011). Diaz y colaboradores
(2013) utilizaron a las NPsTiO, dopadas con extracto de Stevia rebaudiana bertoni
a una concentracion de 1g/Kg, sin embargo utilizaron las NPs sin dopar, Yy
encontraron que estas no causaban hiperglucemia a las 24 horas, lo que puede
inferir que la concentracion de NPs podria potenciar la gluconeogenesis.

Glucosa en orina se observa una glucosuria en todos los grupos de
intoxicacién, siendo los mayores valores en el grupo de intoxicacion aguda

evaluado a 28 dias y presentando una diferencia significativa de P<0.01; también
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se observa diferencia significativa de P<0.05 entre el grupo control y el grupo de
intoxicacion intermitente. Esta glucosuria se podria explicar por la pérdida o dafio
en los tubulos proximales y por ende la perdida de los transportadores de glucosa
SGLT1 SGLT2.

Aclaramiento de glucosa, se puede observar un aumento en el grupo agudo
evaluado a las 24 horas y 7 dias, asi como una disminucion bajo el nivel del grupo
control en el grupo agudo evaluado a los 14, 28 dias y en el grupo de intoxicacion
intermitente. Presentando una diferencia estadisticamente significativa de P<0.01
en el grupo de intoxicacion aguda evaluado a los 7 dias. Esto es debido a que la
glucosa plasmética a los 7 dias tuvo una concentracion ligeramente por encima
del nivel control, pero la concentracion en orina que presenta es casi el doble de la

concentracion de glucosa en orina del grupo control.

Analizar el manejo renal de creatinina. Creatinina en plasma, se observo un
aumento en la concentracion de creatinina con respecto al grupo control,
encontrandose diferencia significativa de P<0.01 entre el grupo control y el grupo
de intoxicacion aguda evaluado a los 28 dias, asi como una diferencia de P<0.001
entre el grupo control y el grupo de intoxicacion intermitente.

Creatinina en orina, se observa una disminucion de la concentracion de creatinina
en los grupos de intoxicacién aguda evaluados a los 7 y 14 dias, sin embargo se
ve un drastico aumento en el grupo de intoxicacion aguda evaluado a los 28 dias,
al igual se observa un aumento de creatinina en el grupo de intoxicacion
intermitente. Se encontro diferencia significativa de P<0.01 entre el grupo control y
el grupo de intoxicacién intermitente, también se ve una diferencia de P<0.05 entre
el grupo de intoxicacién aguda evaluado a los 28 dias y el grupo control.
Aclaramiento de creatinina, se puede observar se presenta una marcada
disminucion del aclaramiento de la creatinina, existe una diferencia
estadisticamente significativa de P<0.01 entre el grupo control y el grupo agudo

evaluado a los 28 dias y el grupo de intoxicacion intermitente.

Los riflones son los principales eliminadores de aquellos productos de desecho

metabdlico que ya no son necesarios para el cuerpo, como son la urea (del
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metabolismo de los aminoéacidos), la creatinina (de la creatina muscular), el acido
arico (de los acidos nucleicos), los productos finales del metabolismo de la
hemoglobina (como la bilirrubina) y los metabolitos de varias hormonas. Estos
productos de desecho deben eliminarse del cuerpo tan rapidamente como se
producen, es importante mencionar que si la concentracion de la creatinina
plasmatica es elevada y en orina disminuida es un indicativo de dafio renal (Eaton
et al, 2006; Hall et al, 2011). La creatinina es principalmente filtrada para su
eliminacion, no se reabsorbe ni secreta, los resultados obtenidos a los 28 dias de
evaluacion del grupo agudo y del grupo de intoxicacion intermitente indican un
aumento en la presencia de creatinina tanto en sangre como en orina, lo cual

podria ser debido a aumento de produccion de energia muscular.

Medir la actividad de la enzima TGG en orina. TGG en muestras de orina de
grupos de intoxicacién aguda e intermitente, asi como en el grupo control, se
puede observar un aumento en la actividad enzimatica de esta enzima en el grupo
agudo e intermitente. Se observa diferencia estadisticamente significativa de
P<0.05 entre el grupo control y el grupo de intoxicacion intermitente (grafica 15).
Se ha encontrado que cuando las células de la fraccion de los tabulos proximales
mueren se liberan las enzimas que se encuentran en el borde en cepillo, entre
ellas la TGG, la cual su actividad en la orina es un indicador de necrosis tubular en
los tubos proximales (El-Sharkawy et al, 1994; Glossman et al, 1972), en este
trabajo se muestra que tanto en el grupo agudo como en el intermitente se ve
expresada esta enzima, siendo indicador de muerte celular por necrosis en las

células del borde en cepillo.

Cuantificar las concentraciones de MDA en rifidbn como indicador de estrés
oxidativo. MDA en rifiones, obtenidos en las cirugias a diferentes tiempos, los
resultados se presentan en la grafica 16, se muestra un aumento en la
concentracion de MDA en todos los grupos de estudio, siendo mas significativo en
el grupo agudo evaluado a los 7 dias; se puede observar que existe una diferencia
estadisticamente significativa de P<0.001 entre el grupo control y el grupo

analizado a los 7 dias.
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El estrés oxidativo estad involucrado en muchas enfermedades, tales como
aterosclerosis, enfermedad de Parkinson, sensibilidad quimica mudltiple,
Alzheimer, entre otras, también es importante en el envejecimiento. Los radicales
hidroxilo pueden modificar aminoacidos, hidratos de carbono, iniciar la
peroxidacion de lipidos, y oxidar nucleobases. Estos radicales libres atacan acidos
grasos poliinsaturados presentes en las membranas celulares y lipoproteinas y los
transforman en &cidos grasos peroxidados, los cuales liberan Malondialdehido
(MDA), de tal manera que la concentracion de MDA, es proporcional a los acidos
grasos poliinsaturados oxidados y por lo tanto un buen indicador de peroxidacion
lipidica, hablando a nivel renal, el estrés oxidativo representa un aumento en el
mecanismo de dafio renal provocando nefropatias, esta lipoperoxidacion
compromete la membrana basal y epitelial, afectando las funciones del tubulo
renal (Fina 2009; Heredia et al, 2012). Debido a esto se infiere que el aumento en
la concentracion de MDA encontrado en el homogéneo de rifién es indicativo de

dafo a las membranas celulares.

Cuantificar las concentraciones de GSH en rifién y plasma sanguineo como
indicador de la capacidad antioxidante. se observa una disminucién en la
concentracion de GSH en el grupo de intoxicacion aguda en los tiempos
evaluados, sin embargo en el grupo de intoxicacion intermitente se ve un aumento
por arriba de la concentraciébn del grupo control, no se observan diferencias
significativas entre grupos (gréfica 17).

GSH obtenidos en muestras de plasma de los grupos de intoxicacién aguda e
intermitente comparados con el grupo control. Se puede observar una ligera
disminucién en la concentracion de GSH en el grupo agudo evaluado a las 24
horas y los 7 dias, asi como un aumento a nivel del grupo control en el grupo
agudo evaluado a los 14 y 28 dias, también se observa en el grupo de intoxicacion

intermitente. No se observan diferencias estadisticamente significativas.

El glutation es un tripéptido que contiene un enlace peptidico inusual entre el

grupo amino de la cisteina y el grupo carboxilo de la cadena lateral del glutamato.
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El glutation es un antioxidante que ayuda a proteger las células de especies
reactivas de oxigeno. El glutation funcionard como sustrato para la glutation
peroxidasa (GPx) y asé reducir el peréxido de hidrégeno y lipoperoxidos (Fina,
2009; Cisneros, 1995)). Es decir al verse disminuido se considera ejercido su
actividad como antioxidante, los resultados obtenidos no muestran cambios

significativos, por lo que se intuye hubo algun error en la ejecucién de la técnica.

Analizar los cambios estructurales de los rifilones. Una vez realizados los
cortes histologicos (5um) y la tincion HE, se tomaron las fotografias al tejido mas
representativo de las laminillas, es decir aquel que no presentaba pliegues o
rupturas causadas por la manipulacion; se puede observar el tejido integral
perteneciente al grupo control (a), edema celular, necrosis y desprendimiento
celular hacia la luz tubular en el grupo agudo evaluado a las 24 horas (b), se
observan tubos denudados y perdida celular en el grupo agudo evaluado a los 7
dias (c), en el grupo agudo evaluado a los 14 dias se puede observar necrosis
celular con desprendimiento hacia la luz tubular asi como tubos denudados (d), en
la laminilla del grupo agudo evaluado a los 28 dias se observa reparacion tubular,
no presenta detritus en la luz tubular (e), se puede observar en el grupo de
intoxicaciéon  intermitente  regeneracion tubular, necrosis tubular con
desprendimiento hacia la luz tubular asi como edema celular (f); los resultados se
pueden observar en la figura 13. Lo encontrado por Chavez et al en 2010, coincide
con los resultados obtenidos a las 24 horas de evaluacion del grupo agudo. Los
tubulos son vulnerables a agentes nefrotdxicos, estos también son susceptibles a
presentar isquemia, esto es debido a que cuentan con una amplia superficie de
reabsorcion la cual cuenta con diferentes sistemas de transporte activo de iones y
de acidos organicos (Cotran et al, 1999). Es por esto que se puede observar como
los tubulos proximales se ven afectados, mostrando sefiales de necrosis celular

tales como edema, desprendimiento de células hacia la luz tubular, sin embargo, a
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pesar de presentar un dafio importante en el grupo agudo al pasar el tiempo se
puede observar indicios de reparacion tubular, por lo que se podria llegar a
restablecer la integridad del epitelio celular. En el grupo de intoxicacion
intermitente a pesar de que fueron mas dosis las administradas, también se puede
observar una reparacion del dafio presente en los tubulos proximales. Es
importante mencionar que la perdida celular observada se ve relacionada con la
actividad de la TGG en orina, como se observa anteriormente esta se ve

exacerbada en comparacién con el grupo control.

Cuantificar la concentracion de TNF-a en plasma. Se realiz6 el andlisis
cuantitativo de TNF-a, sin embargo no se obtuvieron los resultados esperados, se
puede observar en las columnas 1y 2 la curva de estandarizacion (duplicado), se
observa la celda 6E color, sin embargo las muestras se colocaron por triplicado y
al no observar un indicio de color en las celdas 6D y 6F se considero
contaminacion (figura 14). Esto podria ser resultado de una desnaturalizacién del
TNF-a, esto debido a que las muestras estuvieron varios meses en

ultracongelacion (-80°C) en espera de la llegada del reactivo.
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. CONCLUSIONES
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La administracion de las NPsTIO, provocé cambios en la filtracion
glomerular, en el grupo agudo se observé un aumentan durante los primero
14 dias de evaluacion y una drastica disminucion al dia 28 de evaluacion.
En el grupo de intoxicacion intermitente causo una disminucion de este.

La administracion de las NPsTiO, provoco alteraciones al Flujo Plasmatico
Renal, causando una disminucibn de este en ambos grupos de
investigacion.

Se infiere la activacion del mecanismo compensatorio de renina-
angiotencina-aldosterona ambos grupos, causando oliguria.

La administracion de las NPsTiO; alter6 el transporte de Na, por lo que se
infiere dafio en los tabulos proximales de las nefronas, debido a que no se
llevé a cabo la reabsorcion de este.

Las NPsTiO, causan hiperglucemia dentro de las primeras 24 horas de
administracion.

Se observo glucosuria en ambos grupos de investigacion.

Los niveles de creatinina en plasma y en orina se vieron incrementados en
ambos grupos intoxicados con las NPsTIO».

La enzima TGG presento mayor actividad en el grupo de intoxicacion
intermitente, indicando mayor perdida en las células proximales.

La presencia de MDA se vio aumentada en ambos grupos intoxicados por
las NPsTiO,, siendo significativa en el grupo agudo evaluado a los 7 dias
posteriores de la administracion.

La prueba cuantitativa de GSH no fue concluyente.

La evidencia histolégica muestra que una sola dosis de estas NPsTIO;
causan edema celular, necrosis, desprendimiento de células en tabulos
proximales, sin embargo después de 28 dias de la intoxicacién se observa
una regeneracion de estas células tubulares. En el grupo de intoxicacion

intermitente se observo necrosis en células tubulares, desprendimiento a la
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luz tubular, edema; sin embargo también se observd reparacion tubular.
Esto confirmo los resultados obtenidos en parametros como PAH, glucosa,
sodio y TGG al mostrar la perdida de las células del borde en cepillo.

« EIl analisis cuantitativo de TNF-a no fue concluyente debido a la posible

desnaturalizacion de la proteina.
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