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RESUMEN

Muchos organismos vivos como los seres humanos estdn expuestos a
nanomateriales como las NPs de TiO, que pueden encontrarse alimentos, productos de
consumo, farmacos, entre otros. Al respecto, los rifiones son 2 6rganos fundamentales en
el matenimiento de la homestasis coporal, por lo que importante evaluar los efectos
producidos por diversos xenobiéticos como las nanoparticulas mencionadas. También,
por su parte, los antioxidantes son sustancias capaces de proteger las células ante las
acciones adversas de distintos agentes toxicos. Por lo tanto, en el presente estudio se
evaluaron los efectos protectores de los antioxidantes extracto de Gink biloba, vitamina E

y acidos grasos w-3, contra los efectos adversos renales producidos por NPs de TiO..

En relacion con lo anterior, los efectos renales de una dosis Unica intravenosa
(5mg/kg) de dioxido de titanio en ratas Wistar macho adultas fueron obtenidos analizando
muestras de orina de 0-5 h, 5-24 h, 24-48 h y 48-72 h, dando efectos tempranos
significativos (p < 0.05): a) Incremento de Ila actividad enzimatica de vy-
glutamiltranspeptidasa y dipeptidilaminopeptidasa en todos los tiempos evaluados. b)
incremento de la concentracién urinaria de sodio en todos los tiempos evaluados. c)
Incremento en la concentracion de glucosa y osmolaridad urinaria a las 5-24 h, 24-48 h 'y
48-72 h. Estos efectos mencionados, fueron revertidos a valores controles por los 3
antioxidantes utilizando una dosis intraperitoneal (10m/Kg) en cada uno de ellos,
administrandola de manera profilactica (1 dia anterior). Lo anterior comprueba la
proteccién de las membranas tubulares renales por los antioxidantes posiblemente por un
efecto mecanico y por la neutralizacién de radicales libres que pueden generarse en el

proceso.
Por lo tanto, el consumir de manera adecuada antioxidantes como los utilizados en

este estudio, puede ser de ayuda en el organismo para proteger érganos como los

rifiones ante la exposicion a diversos xenobidticos.
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ABSTRACT

Most living organisms including human beings are exposed to nanomaterials like
TiO, nanoparticles that can be found in food, consume products, drugs, etc. In this context,
the kidneys are 2 very important organs in the maintaining body homeostasis. Therefore, it
is important to evaluate the effects produced by various xenobiotics as mentioned
nanoparticles. Also, meanwhile, the antioxidants are substances capable to protect the
cells against the adverse actions of different toxic agents. Thus, in this study we evaluate
the protective effects of Ginko biloba extract, vitamin E and fatty acid w-3 antioxidants,

against the adverse effects produce by TiO, nanoparticles.

Related with the above, the renal effects of a single and intravenous dose (5
mg/kg) of titanium dioxide nanoparticles to male adult Wistar rats were obtained analyzing
urine samples at 0-5 h, 5-24 h, 24-48 h and 48-72 h, giving as the earliest and significant
(p < 0.05) effects: a) increase of the enzymatic activity of y-glutamiltranspeptidase, and
dipeptidylaminopeptidase at all times tested b) increase the concentration of urinary
sodium at all times tested c) Increase the concentration of urinary glucose and the urine
osmolarity at 5-24 h, 24-48 h, and 48-72 h. Those mencioned effects, were reverse to
control values by the 3 antioxidants used a single dose and intraperitoneal dose (10mg/kg)
in each of them, by administering prophylactically (1 day before the administration of
nanoparticles). This shows the protection of renal tubular membranes by the antioxidants
possibly due to a mechanical effect and neutralizing free radicals that can be generated in

the process.

Thus, consuming appropiately antioxidant as them we used in this study may help

in the body to protect organs such as kidneys when exposed to various xenobiotics.
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INTRODUCCION

Durante el transcurso del tiempo, la vida del hombre ha sido afectada por diversos
tipos de enfermedades que son problema mundial, ya que se encuentran en
practicamente todo el planeta, afectan a un gran nimero de personas y son causa de un
alto indice de mortalidad en nuestros dias. En relacién con lo anterior, algunas de ellas
han ido desapareciendo, otras han permanecido e incluso algunas han surgido como
consecuencia de diversos factores entre los que se encuentra el estilo de vida que el

hombre viene llevando hoy en dia.

Debido a lo anterior, muchos diferentes tipos de tratamientos han sido disefiados
para enfrentar los diversos padecimientos y enfermedades que aquejan con mayor
frecuencia al hombre e incluso otras especies de seres vivos. Dentro de estas
enfermedades se encuentra el Cancer, y debido a los efectos que produce este
padecimiento, se han estado realizando grandes investigaciones sobre la obtencién de

tratamientos y medios curativos para personas con esta enfermedad.

Sin embargo, todos estos tratamientos en su mayoria son de origen sintético
totalmente extrafio con el organismo, por lo que la toxicidad referente a estos tipos de
tratamientos ha sido poco estudiada y por lo tanto no se tienen informacién suficiente que
permita el llevar a cabo el uso despreocupado de estos tratamientos en lo pacientes. En
este sentido, actualmente se ha estado aplicando la nanotecnologia para el disefio de
nuevos tratamientos mas eficaces, mas costeables y que cuenten con menor nivel de

efectos secundarios posibles.

En relacién con lo anterior, la nanotecnologia es una rama de la ciencia de
aparicion reciente que estudia distintos materiales a escala nanométrica (un nanémetro es
una unidad de medida equivalente a 1x10°m). Es decir, participa en el disefio, produccién
y uso de estructuras quimicas con dimensiones extremadamente pequefias. Los
conocimientos actuales sobre la nanotecnologia provienen de avances en los campos de
la  quimica, fisica, ciencias de la  vida, medicina e  ingenieria

(http://www.axxon.com.ar/rev/110/c).
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En este contexto, las nanoparticulas (NPs) o nanomateriales, son una nueva clase
de materiales (sean ceramicos, metales, semiconductores, polimeros, o bien, una
combinacién de éstos), en donde por lo menos una de sus dimensiones se encuentra
entre 1 y 100nm. Debido a este pequefio tamafo en los nanomateriales se modifican sus
propiedades que finalmente difieren del mismo material con dimensiones de sélido
volumétrico, de las moléculas y los atomos
(http://www.inin.gob.mx/publicaciones/documentospdf/39%20NANOPARTICULAS. pdf).

Las nanoparticulas especificamente, han existido en el planeta por siglos, algunos
ejemplos son las particulas de humo y las nanoparticulas dentro de bacterias. Mas
adelante, en algunas civilizaciones antiguas ya se utilizaban aprovechando sus
propiedades oOpticas y medicinales. En este sentido, es preciso sefialar que las
nanoparticulas metalicas en particular, poseen propiedades interesantes con aplicaciones

en diversas areas tecnologicas.

Existen diversas areas en las que la nanotecnologia esta en proceso de desarrollo
o en fase de aplicacién practica: 1) en biologia y medicina, los nanomateriales se emplean
en la mejora del disefio de farmacos y en el desarrollo de nuevos instrumentos y equipos
analiticos; 2) en el estudio de los materiales, las nanoparticulas permiten la fabricacion de
productos con propiedades mecénicas nuevas, de mayor resistencia al desgaste y de
mejoras en la superficie de rozamiento y de adherencia; 3) en el campo de la ingenieria
en electrénica, las nanotecnologias tienen diversas aplicaciones, entre ellas, el disefio y
construccién de dispositivos de almacenamiento de datos de menor tamafio, mas rapidos
y con menor consumo de energia; 4) algunos productos de consumo como los
cosméticos, protectores solares, fibras, textiles y pinturas ya incorporan nanoparticulas; 5)
finalmente, instrumentos 6pticos como los microscopios también se han beneficiado de
los avances de la nanotecnologia (http://www.campus-

oei.org/revistactsi/numero6/articulo04.htm#3a).

Con relacion a la medicina, la nanotecnologia ofrece aplicaciones en diversos
campos. La base de estas aplicaciones radica en utilizar nanoparticulas que funcionan
como vectores para introducir en el organismo farmacos, agentes de contraste u otras

sustancias. Esto permite dirigir de manera efectiva y especifica al farmaco administrado a
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un organo o tejido especifico del paciente. En apariencia esto no es nuevo ya que, desde
hace afios, muchos farmacos puede ser transportados en vectores para alcanzar una
determinada parte del organismo, en la que ejercen su accion. Sin embargo, la
nanotecnologia ofrece herramientas para trabajar, como ya se sefial6, a una escala
extremadamente pequefia. Esto ha permitido que diversas sustancias crucen el endotelio
vascular, difundan en el organismo y se introduzcan en las células, alcanzando sus
organulos con facilidad. En este contexto, ademas de los avances que se pueden
alcanzar en el diagndstico de enfermedades (in vivo o in vitro) es posible que la rama de
la nanotecnologia con mas futuro sea la terapéutica (enfermedades infecciosas y
neurodegenerativas, neoplasias, diabetes mellitus, etc.). Este tipo de tratamientos
promete ser una excelente opcién para aquellas personas que padecen estas
enfermedades, sin embargo, estudios toxicolégicos sobre la administraciébn de estos
tratamientos son necesarios para proteger lo mas posible la salud de estas personas. En
efecto, los nanofarmacos paulatinamente se estan abriendo paso en el mercado v,
generalmente, su uso supera los beneficios de tratamientos convencionales debido a su
mayor efectividad, especificidad y menor incidencia de efectos secundarios (Gonzalez et
al. 2009).

Ejemplo de lo antes descrito es el paclitaxel, farmaco quimioterapico del grupo de
los taxanos o fijadores de tubulina que actta durante la fase M del ciclo celular, uniéndose
a la subunidad B de la tubulina, con lo que evita el crecimiento del tumor ya que estabiliza
los microtubulos e impide su despolimerizacion. Sin embargo, al igual que la mayoria de
los farmacos quimioterapicos, el paclitaxel tiene efectos secundarios indeseables
derivados de su mecanismo de accién. En este contexto, se han reportado buenos
resultados clinicos en el tratamiento del cancer de mama multirresistente y de otros
tumores (carcinoma de ovario o de pulmén y sarcoma de Kaposi) al usar una formulacién
nanoparticular de paclitaxel (Abraxane®). Asi, al comparar la eficacia terapéutica de esta
formulacion nanotecnoldgica contra la formulacion convencional del paclitaxel en grupos
de pacientes cancerosos, la respuesta siempre fue mejor con el nanofarmaco (Hawkins et
al. 2008; Riehemann et al, 2009). Sin embargo, es pertinente sefialar que la toxicidad
asociada a los nanosistemas es un area poco estudiada a pesar de su gran importancia

en el futuro de esta nueva rama de la farmacologia moderna.
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Sin embargo, es importante el tomar en cuenta la posible la toxicidad aguda o
cronica que pudieran estos nuevos tipos de tratamiento y en este caso, el evaluar la
toxicidad alrededor de los tratamientos que estéan elaborados utilizando la nanotecnologia.
De esta manera se pretende el evitar la aparicion de otros padecimientos como
consecuencia de la exposicion a estos xenobidticos por los pacientes. En este sentido, se
importante sefialar que la exposicion a nanoparticulas metélicas también se puede

encontrar en los alimentos, productos varios de consumo e implantes para el cuerpo.

En el cuerpo humano, el funcionamiento de sus 6rganos es de vital importancia
para mantener el equilibrio saludable de cualquier persona manteniendo constante la
composicion de su medio interno. Esta constancia se debe en gran parte al
funcionamiento correcto de 6rganos como los pulmones el higado y los rifiones. Las
funciones de estos 6rganos hacen posible que la composicion del medio extracelular se
mantenga dentro de los limites adecuados para la vida de las células. Ademas, estos
organos evitan la acumulacion tisular de los farmacos por mecanismos que incluyen la
alteracion enziméatica de sus estructuras quimicas y su excrecion. Por ello, se debe
sefialar que la unidad basica estructural y funcional de los rifiones es la nefrona, la cual
esta formada por un aparato de filtracion o glomérulo conectado a una porcion tubular
larga que reabsorbe o secreta sustancias enddégenas y xenobiodticos. Las nefronas
realizan su trabajo a través de tres procesos fundamentales: filtracion glomerular,
reabsorcion tubular y secrecion tubular. Estos procesos determinan la presencia de los
xenobidticos en la orina, de tal manera que su concentracion final en este fluido es el
resultado de la suma de la filtracién y la secrecibn menos la reabsorcién tubular. Por lo
tanto, una falla renal favorece la acumulacion de los xenobiéticos en el organismo (Le
Blanc 1994; Armijo 2003), y ademas, estos Organos son blanco facil de muchas
sustancias quimicas que pueden producir toxicidad y dafios en sus tejidos alterando las
funciones vitales que llevan a cabo con el consecuente dafio general y produccion de
enfermedades. En este sentido, en la medida en que se afecta la homeostasis del medio
interno se limitan las posibilidades del individuo para tener una vida normal (Jaramillo et
al. 2006).

Relacionado con lo anterior, el desequilibrio saludable en una persona, se confirma

con una disminucién severa del funcionamiento renal; en ella, la insuficiencia renal
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ocasiona modificaciones profundas del medio extracelular, y se presentan diversas
alteraciones funcionales con repercusiones negativas para la salud, muchas de las cuales
se corrigen solo de manera parcial cuando se recurre a la didlisis. Por ello, la integridad
funcional de los rifiones es esencial para el mantenimiento de la homeostasis corporal de

los seres humanos.

En este sentido, existen muchas sustancias que pueden dafiar la estructura y las
funciones de los riflones como las nanoparticulas de TiO, con lo cual, el dafio producido
por ellas puede ser reversible o irreversible. Cuando esto Ultimo sucede, un gran namero

de personas muere.

Las nanoparticulas de TiO,, como su nombre lo indica estan formadas por el metal
Titanio (Ti), el cual es un metal no fisiolégico. Dentro de este tipo de metales se
encuentran también otros como el Plomo (Pb), el Cromo (Cr), el Arsénico (Ar), que
producen toxicidad en células renales mediante varios mecanismos. Ademas, el hecho de
tener las NPs de TiO, a escala nanométrica puede producir alteraciones en las
membranas celulares debido al pequefiisimo tamafio que tienen y ademas se puede
generar la acumulacion de éstas en los rifiones por un largo tiempo, con lo que puede
aparecer un proceso inflamatorio durante el cual destaca la produccion de Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO) que desencadena una serie de eventos que pueden
terminar en un estado Estrés Oxidativo para las células causando dafios y muerte de

tejido de dichos 6rganos.

Por tal razén, es de suma importancia el poder evaluar los efectos toxicolégicos
producidos por el tratamiento con nanoparticulas de TiO, ya que son muy utilizadas en
diversos productos como alimentos o de consumo de varios tipos por lo que existe una
exposicion a ellas, o bien con el fin de llegar a una conclusién que permita discernir si
estos tratamientos a largo plazo que si bien, pudieran curar algun tipo de cancer, llegaran
en un momento dado causar enfermedades como Insuficiencia Renal Aguda o Croénica
(IRA o IRC), o bien otros padecimientos relacionados con lo anterior, en el caso de uso

como vehiculo de farmacos o como material de implantes para el cuerpo.
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En este contexto, uno de los tratamientos alternativos ampliamente usados en la
actualidad para lograr la salud del ser humano, se basa en el uso de antioxidantes los
cuales son sustancias quimicas que se caracterizan por impedir o retrasar la oxidacion de
diversas sustancias principalmente de los &cidos grasos cuyas reacciones se producen
tanto en los alimentos como en el organismo humano, en el cual puede provocar
alteraciones fisiolégicas importantes desencadenantes de diversas enfermedades.
Ademas, debido a la estructura y grupos funcionales de algunos antioxidantes, éstos
pueden interaccionar con las membranas celulares protegiéndola de algunos
xenobioticos. Otra de las funciones de los antioxidantes es facilitar el uso fisiolégico del
oxigeno por parte de las mitocondrias celulares, ayudando a reducir los efectos del estrés
oxidativo y la falta de oxigeno, formando complejos que mitigan las reacciones
productoras de radicales oxidantes también conocidos como radicales libres (moléculas
inestables de alta energia con electrones desapareados en sus Orbitas exteriores, que
tienden a reaccionar con otros compuestos) y por consiguiente desempefiando una
funcién fundamental en la prevencion de las enfermedades cronicas no trasmisibles.
(Zamora 2009).

Las sustancias antioxidantes se han clasificado en dos principales sistemas, el
sistema enzimatico y el sistema no enzimatico; también conocidos como end6genos y
exodgenos respectivamente, los cuales pueden actuar tanto en el espacio intracelular
como en el extracelular. El sistema no enzimatico esta integrado principalmente por
sustancias como las vitaminas A, E, C, carotenoides y los minerales selenio y zinc. Se ha
documentado cientificamente en muchos casos que los antioxidantes son potenciadores
de la salud y que su utilizacién supone entre otras cosas la prevencion de enfermedades
cronicas y no transmisibles como algunos tipos de cancer y enfermedades
cardiovasculares entre otras, de ahi la importancia del consumo de alimentos con un alto

contenido de sustancias antioxidantes como las frutas y vegetales.

En relacion con lo anterior, extractos de Ginko biloba (Gb) han mostrado tener
varios compuestos antioxidantes entre los que destaca la Quercetina, la cual se encuentra
en grandes cantidades en dichos extractos (Li et al. 2004) y tiene una poderosa actividad
antioxidantes. Ademas, la vitamina E y los Acidos Grasos omega (A.G. omega) son muy

benéficos para la salud y ayudan a mantener y reparar las membranas celulares dafiadas
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por diversos factores entre los que se encuentra la exposicion a algunos xenobioticos

como las NPs de TiO..

Por lo tanto, en el presente trabajo, se evalla el efecto protector de varios
antioxidantes como el Ginko Biloba, la Vitamina E y los A.G. omega en la nefrotoxicidad
producida por NPs de TiO,, y de esta manera poder tener una herramienta para proteger
los riflones de personas que pudieran someterse a tratamientos de enfermedades
basados en nanoparticulas como en este caso NPs de TiO,, o bien pudieran estar

expuestas a alimentos y diversos productos que contienen este tipo de nanoparticulas.
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1. ANTECEDENTES

.1 Los riflones y su anatomia funcional

En los mamiferos, la integridad funcional de los rifiones, es vital para mantener la
homeostasis total del cuerpo, debido a que los rifiones, juegan el papel principal en la
excrecion de los deshechos del metabolismo y la regulacion del volumen del fluido
extracelular, su composicion electrolitica y el balance &cido-base. Ademas, los riflones
sintetizan y liberan hormonas tales como la renina y eritropoyetina, y transforman la

Vitamina D3 a la forma activa 1,25 dihidroxivitamina D3.

En el rifién, se distinguen claramente 3 regiones anatdmicas: la corteza, médula y
las papilas renales. La corteza constituye la mayor porcién del rifién y recibe la mayor
parte del flujo sanguineo (90%), mientras que la médula (aprox. 6-10%) y las papilas (1-
2%).

La unidad funcional del rifién es la nefrona la cual puede ser considerada en 3
partes: los elementos vasculares, el glomérulo y el elemento tubular (Tabulo proximal, asa
de Henle, Tubulo distal y Tubulo colector). Al respecto conviene mencionar el aparato
yuxtaglomerular que se encarga de regular las funciones que realiza cada nefrona.
(Casarett & Doulls 2008).

Sistema vascular

El principal vaso que irriga cada uno de los rifilones es la arteria renal, la cual
conforme penetra en dichos 6rganos, se va ramificando sucesivamente en arterias
interlobares, arqueadas e interlobulares (Figura I1.1-1) Lo dltimo de esta ramificacion, da
lugar a las arteriolas aferentes que suministra sangre al glomérulo, la cual recorre los
capilares glomerulares y sale por medio de la arteriola eferente. Tanto las arteriolas
aferentes como las eferentes, se encargan de controlar la presion de los capilares
glomerulares y la tasa de flujo sanguineo glomerular. En efecto, estas arteriolas son

inervadas por el sistema nervioso simpatico y se contraen en respuesta a dicha
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estimulacion nerviosa. Ademas, la angiotensina Il, vasopresina, endotelina, adenosina y

norepinefrina afectan la presion glomerular y el flujo sanguineo. (Casarett & Doulls 2008).
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Figura I1.1-1 Esquema del riibn humano que muestra los principales vasos
sanguineos, asi como la microcirculacién y componentes tubulares de la nefrona. (Guyton
& Hall 2011).
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En relacion con lo anterior, las arteriolas eferentes salen del glomérulo y forman
una red de capilares peritubulares que rodean los tubulos de las nefronas; estos capilares
entregan eficientemente deshechos hacia los tubulos renales para ser excretados, y a su
vez reabsorben electrolitos, nutrientes y agua de los tubulos renales hacia la circulacion
sistémica. (Casarett & Doulls 2008).

El glomérulo Renal

El glomérulo es la parte de la nefrona en donde se lleva a cabo la funcién de
filtracibn o aclaramiento del plasma sanguineo. Esta formado por una red de vasos
capilares (capilares glomerulares), rodeados por una envoltura externa llamada capsula
de Bowman. Se constituye principalmente por células endoteliales con citoplasma
fenestrado, la membrana basal glomerular y células llamadas podocitos que recubren el

otro lado de la membrana basal (Figura 11.1-2).

El flujo sanguineo renal (FSR) es de aproximadamente 1/5 parte del gasto
cardiaco total, y dicha cantidad de sangre es filtrada en los capilares glomerulares no
permitiendo el paso de proteinas y células con el filtrado; éste al final pasa a la capsula de
Bowman y luego hacia los tubulos renales. (Casarett & Doulls 2008).La formacion de
dicho filtrado es resultado de la accién de las fuerzas de Starling que determinan el
balance entre la presion hidrostatica transcapilar y la presién oncotica coloidal (Maddox &
Brenner 1991).

Tubulo proximal

Los tubulos proximales de las nefronas son la porcién tubular que esta enseguida

del glomérulo en las nefronas (figura 11.1-3) y se dividen en 3 segmentos: S1 (segmento

contorneado), S2 (segmento que esta entre el segmento contorneado y el recto) y S3

(segmento recto)
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El segmento S1, es la porcion inicial contorneada del tabulo proximal y se
caracteriza por tener borde en cepillo (microvellosidades en el lado luminal del tibulo) y
un sistema vacuolar lisosomal bien desarrollado. La membrana basolateral es
ampliamente interdigitada y sus células estan llenas de grandes mitocondrias,
caracteristica de epitelios que transportan iones Na*. En el Segmento S2, las células
poseen un borde en cepillo mas corto y menos desarrollado, una menor cantidad de
vacuolas y mitocondrias en la membrana apical, y menos interdigitaciones basolaterales
que las células del segmento S1. Por su parte, las células segmento S3 la ultima porcién
del tdbulo proximal, tienen un borde en cepillo bien desarrolado pero mas pequefios y
menor cantidad de lisosomas y mitocondrias que el segmento S2 y S1. (Casarett & Doulls,
2008).

Tubulo proximal
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Figura 11.1-2 Esquema de la estructura de los capilares glomerulares. B: seccién
transversal de la membrana de un capilar glomerular mostrando el endotelio capilar, la
membrana basal y los podocitos del epitelio. (Guyton & Hall 2011).

B Fenestraciones
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El tubulo proximal es el caballo de batalla de la nefrona, en él se reabsorbe
aproximadamente de 60-80% del agua y solutos filtrados en el glomérulo. La reabsorcion
de agua se lleva a cabo a través de procesos iso-osmoticos pasivos dirigidos mediante la
reabsorcion de iones Na' por medio de bombas Na*, K* - ATPasa localizadas en la
membrana plasmatica basolateral. Ademas de lo anteriormente mencionado, el tubulo

proximal reabsorbe otros electrolitos como iones K*, HCO3, CI', PO,*, Ca**y Mg*.

En adicién a lo anterior, el tdbulo proximal contiene numerosos sistemas de
transporte que regulan la concentracién de sustratos metabélicos como aminoacidos,
glucosa, e intermediarias del ciclo del &cido citrico. También, el tibulo proximal reabsorbe
casi por completo todas las proteinas de bajo peso molecular filtradas en el glomérulo
mediante endocitosis. Ademas, pequefios péptidos lineales pueden ser hidrolizados por
peptidasas asociadas al borde en cepillo del tubulo proximal. En este contexto, conviene
sefalar que la secrecién de aniones y cationes organicos débiles de la sangre hacia los
tubulos proximales se lleva a cabo mediante transportadores especializados, y es una

importante funcién excretora de dicha porcién de la nefrona.

En el tibulo proximal, sus funciones se llevan a cabo de manera heterogénea
tomando en cuenta los 3 segmentos mencionados. Por ejemplo, en el segmento S1
principalmente se lleva a cabo la reabsorcién del ion HCOj', proteinas de bajo peso
molecular, aminoéacidos y glucosa. La capacidad de los transportadores de las sustancias
mencionadas es menor tanto en el segmento S2 como en el segmento S3. En contraste,
la funcién de secrecidén de aniones y cationes organicos se lleva a cabo principalmente en
el segmento S2. Por su parte, el catabolismo y transporte apical del Glutation (GSH) se
realiza mucho mas en el segmento S3 donde la enzima y-glutamil transpeptidasa se
encuentra en mayor cantidad en el borde en cepillo de dicho segmento. (Casarett &
Doulls, 2008).

Asa de Henle

El asa de Henle es la porcién en forma de horquilla que continua al tubulo proximal

en la nefrona (Figura Il .1-3). En ella, aproximadamente el 25% del ion Na™ y K*, y el 20%

25



del agua filtrada son reabsorbidos. En la rama descendente delgada, el agua es
libremente permeable, y solutos como electrolitos y la urea pueden entrar a partir del
instersticio. En contraste, la rama ascendente delgada es relativamente impermeable al
agua y a la urea y los iones Na* y CI" son reabsorbidos por medio de difusién pasiva. Por
su parte, la rama ascendente gruesa del asa de Henle es impermeable al agua y lleva a
cabo el transporte activo de iones Na* y CI" mediante el mecanismo de contransporte Na*
/ K* - 2CI" utilizando energia proporcionada por enzimas Na* / K* - ATPasa. (Casarett &
Doulls, 2008).

TUbulo distal

A partir de la rama ascendente gruesa del asa de Henle se continGa con el tibulo
contorneado distal (Figura 11.1-3). En esta porcién de la nefrona, las células contienen
abundantes mitocondrias, sin embargo, el borde en cepillo y su funcién de endocitosis
esta poco desarrollada. En este contexto, al principio del tubulo distal, se reabsorbe la
mayoria de los iones Na*, K" y CI restantes pero es relativamente impermeable al agua.
En cuanto a la parte final del tubulo distal, esta se continia con el tabulo colector y realiza
funciones similares a él.

Tubulo colector

El tdbulo colector tanto cortical como medular, realiza la regulacion y el punto final
del volumen y composicion urinaria (Figura 11.1-3). EI Na* restante es reabsorbido en
conjuncién con K* y la secrecion del ion H* se realiza en la parte final del tGbulo distal y el
tubulo colector cortical. Al respecto, es importante sefialar que la hormona antidiurética

(ADH), provoca la permeabilidad al agua en el tubulo colector medular.
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Figura 11.1-3 Diagrama de una nefrona yuxtaglomerular. Se muestran también las
principales caracteristicas histoldgicas de las células que constituyen cada porcion del
tubulo. (Ganong 2010).
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Ahora bien, para observar de una manera mas precisa lo anteriormente expuesto,
a continuacion se muestran los datos sobre los procesos de filtracion, reabsorcion y
excrecion de diferentes sustancias que realizan los rifiones (Tabla 11.1-1). Al respecto, es
importante mencionar que la tasa de filtracion glomerular (TFG) es de 125ml/min =
180L/dia.

Tabla I11.1-1 Tasas de Filtracion, Reabsorcion y Excrecion de diferentes sustancias
por los Rifiones (Casarett & Doulls, 2008).

Sustancia Filtracion Reabsorcion Excrecion Reabsorcion
(%)
Glucosa (g/dia) 180 180 0 100
HCOj; (meg/dia) 4320 4318 2 >99.9
Na* (meg/dia) 25,560 25,410 150 99.4
CI" (meg/dia) 19,440 19,260 180 99.1
Agua (L/dia) 169 167.5 15 99.1
Urea (g/dia) 48 24 24 50
Creatinina (g/dia) 1.8 0 1.0 0

Con todo lo anterior, se comprende como los rifiones, llevan a cabo sus funciones
en cada una de las diferentes porciones de sus numerosas nefronas para mantener el
estado de homeostasis corporal que le corresponde a estos dos érganos y por lo tanto, el
dafio que pudieran sufrir por exposicion a diversos xenobiéticos como las nanoparticulas,
es de suma importancia el amplio conocimiento al respecto, por la importancia que tienen

los rifiones en el mantenimiento de la salud de los seres humanos y otros seres Vivos.

En este sentido, existen muchas sustancias que afectan de manera adversa a los
rifones. Entre ella se encuentran los metales pesados, los hidrocarburos halogenados, los
destilados de petréleo, las micotoxinas, y diversos medicamentos. Es importante sefialar
que muchos de estos compuestos, ademas de dafiar a los riflones, ejercen acciones
nocivas en otros érganos y tejidos corporales. (Jaramillo et al. 2012). A continuacion, se

presentan algunos ejemplos de estos xenobioticos (Tabla 11.1-2).
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Tabla 11.1-2 Ejemplos de sustancias nefrotoxicas (SNC = sistema nervioso central,
CHCI; = cloroformo, CCl, = tetracloruro de carbono). (Jaramillo et al. 2012).

Farmacos

Contaminantes ambientales

1) Analgésicos y antiinflamatorios: AINES

(acetaminofeno).

1) Metales: cadmio, cromo, mercurio,

niquel, plomo.

2) Antibidticos:

compuestos B-lactamicos, vancomicina,

aminoglucésidos,

sulfonamidas, polimixinas.

2) Hidrocarburos alifaticos halogenados:
CHCIs, CCly,

tetracloroetileno.

1,2-dibromoetano,

3) Antineoplasicos: adriamicina, cisplatino,

nitrosoureas, mitomicina C, metotrexato.

3) Solventes organicos: tolueno,

etilenglicol, dietilenglicol.

4) Inmunosupresores: D-penicilamina,

ciclosporina

4) Micotoxinas: aflatoxinas.

5) Medios de
diatrizoatos,

contraste  radiogréfico:
yodohipuratos,

yodotalamatos.

5) Plaguicidas: lindano, paraquat, diquat.

6) SNC: enfluorano, metoxifluorano, litio.

6) Otros: p-aminofenol, bencidina.

Es importante sefialar que muchos de estos compuestos, ademas de dafar a los

riflones, ejercen acciones nocivas en otros érganos y tejidos corporales.

En adicion a lo anterior, otro tipo de compuestos que son potencialmente toxicos,

son los nanomateriales principalmente de naturaleza metalica (NPs de TiO, que son

objeto del presente estudio, de oro, de hierro, de plata, de zinc, entre otros). De ellos, no

se tiene mucha informacién sobre sus posibles peligros a la salud y efectos en 6rganos

como los rifiones, por lo que es importante el tener en cuenta lo anterior al momento de

decidir hacer uso de este tipo de xenobioticos.
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1.2 Los antioxidantes como agentes benéficos para las células

La oxidacién es un proceso quimico en el cual una sustancia pierde electrones y
otra los gana y se reduce. Este proceso es fundamental para la vida ya que participa en la
generacién de la energia celular. Sin embargo, cuando la oxidacion es alta o prolongada
puede aparecer el estrés oxidativo, el dafio celular y el deterioro funcional del organismo.
Conviene sefialar que un radical es una especie quimica que contiene uno o0 mas
electrones despareados. Los radicales normalmente se generan en diversas rutas
metabdlicas de las células; algunos de ellos existen en forma libre y, por ello, interactian
con estructuras celulares, lo que puede conducir a su disfuncién. Al respecto, existen
enfermedades que se han relacionado con la generacion de radicales libres (RL) y el
estrés oxidativo. Las especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS) son ejemplos de

estos radicales e incluyen al radical hidroxilo (*OH) y al radical superéxido (*Oy).

La exposicion al estrés oxidativo generado por los radicales libres (RL) ha
estimulado en los organismos vivos el desarrollo de varios mecanismos de defensa, entre
ellos, preventivos, antioxidantes y de reparacion. Los antioxidantes son sustancias que
protegen a las células, de manera directa o indirecta, contra la toxicidad de los RL que se
generan en el metabolismo celular y durante la exposicién a diversos xenobiéticos. Estas
sustancias neutralizan a los ROS o activan mecanismos de destoxificacion de las células,

lo que ayuda a prevenir la aparicién de procesos patoldgicos. (Jaramillo et al. 2012).

Dentro de los mecanismos antioxidantes existen algunos que son sistemas
enzimaticos (endogenos), que protegen a las células del estrés oxidativo, y ademas
existen farmacos también antioxidantes (exdgenos), que se pueden obtener de la dieta y

son no enzimaticos. Dichos mecanismos y farmacos de describen a continuacion:
A) Mecanismos antioxidantes endégenos (Enzimaticos):
1) Superoxido Dismustasa (SOD). Cataliza la reaccion: «<O,7 — H,0,,
2) Glutation peroxidasa (GPx). Reducen hidroperéxidos a alcoholes.

3) Glutation Transferasa (GST). Reducen hidroperédxidos a alcoholes.
4) Catalasa (CAT). Reduce H,0O, a H,0.
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B) Farmacos antioxidantes exdgenos (No enzimaticos).

1) a-Tocoferol (Vitamina E).

2) Acido ascérbico (Vitamina C)

3) B-caroteno o Provitamina A.

4) Captadores de Radicales Libres (Polifenoles como los flavonoides, N-

acetilcisteina, resveratrol, acidos grasos w, entre otros).

Al respecto, las células cuentan con un tripéptido llamada glutation (GSH), que es
el mayor antioxidante y regulador redox en la células, siendo su forma oxidada el glutation
disulfuro GSSG. Este compuesto es abundante en el citosol y en la mitocondria, siendo el
cociente GSH/GSSG, un buen indicador sobre el grado de estrés oxidativo de un

organismo (Valko et al. 2006).

A continuaciébn se muestra una breve descripcion sobre los aspectos mas
importantes sobre el extracto de Ginko biloba que contiene varios flavonoides como la
quercetina, Vitamina E y acidos grasos w-3, los cuales son los antioxidantes objetos de
estudio del presente trabajo utilizados de manera profilactica para evaluar el efecto

protector de ellos contra la nefrotoxicidad producida por NPs de TiO..

Extracto de Ginko biloba (GbE)

El extracto de Ginko biloba ha sido usado alrededor del mundo como hierba
medicinal. Dentro de los componentes de dicho extracto, se encuentran principalmente
glucésidos flavonoides como quercetina y rutina, ademas de terpenoides como bilobalida
y ginkgolidos A, By C. En este sentido, extractos estandarizados alemanes de Gb, se ha
informado que contienen 22-27% de glucésidos flavonoides y 6% de terpenoides (Chen et
al. 2007). Cabe sefialar, que aparte de la quercetina, en el extracto de Ginko biloba,
existen otros flavonoides importantes con funcion antioxidante como el canferol e

isoramnetina.
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Flavonoides

Se le llama flavonoides a un grupo de metabolitos secundarios de las plantas que
son sintetizados a partir de los aminoécidos aromaticos fenilalanina y tirosina, asi como
del malonato. Todos ellos son polifendlicos y solubles en agua (Figura 11.2-1). De acuerdo
con su estructura béasica se clasifican en 1) chalconas, 2) flavonas, 3) flovonoles, 4)
flavandioles, 5) antiocinaninas y 6) taninos. Dichos compuestos se pueden encontrar en
alimentos como la cebolla, manzana, té verde, té negro, vino rosado, chocolate, uva,
arandano, semillas, nueces, granos, diferentes plantas medicinales vino tinto, té y cerveza
(a concentraciones bajas). (Jaramillo et al. 2012).
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Figura I1.2-1 Estructura de algunos flavonoides
(http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Ficoeritrina&lang=2)

La accién antioxidante de los flavonoides incluye mecanismos como: a) suprimir la
formacion de ROS por inhibicion de enzimas que las generan o por quelacion de
elementos traza involucrados en su produccién. b) Atrapar a las ROS y c) Regular la
expresion de genes y aumentar la proteccion de las defensas antioxidantes. Ademas se
ha reportado que los flavonoides tienen otras acciones, entre ellas: antiinflamatorias,
anticarcinégenas y vasodilatadoras (Jaramillo et al. 2012).
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Al respecto, es importante mencionar que los grupos funcionales hidroxilo y
fendlicos de los flavonoides son los que actian como antioxidantes ya que pueden donar
electrones a los radicales libres 0 ROS inactivdndolos para evitar dafio en componentes
celulares.

Por ultimo, los compuestos polifendlicos como los flavonoides, también pueden
actuar como prooxidantes, dependiendo de la dosis, el tiempo de administracion y el
potencial redox. Por lo tanto, es importante el tomar en cuenta estas caracteristicas al

momento de consumir este tipo de sustancias en preparados estandarizados comerciales.

Quercetina

Es un flavonoide que abunda en las frutas y los vegetales. Se encuentra en las
cebollas, cerezas, las grosellas negras y rojas, asi como en las uvas.(Jaramillo et al.
2012). Por supuesto también se encuentra en las hojas de Ginko biloba, razén por la cual
el consumo del extracto de esta planta es altamente consumido alrededor del mundo
(Figura 11.2-2).

Figura I1.2-2 Estructura de la quercetina (Do Nascimiento et al. 2013)

La quercetina, tiene un alto poder antioxidante debido a sus grupos hidroxilo que
contiene en su estructura y por lo tanto, es eficaz para neutralizar RL y ROS, ademas
inhibir enzimas oxidasas que pueden producir ROS. Sin embargo, es importante sefialar

que es mas eficaz consumir el extracto completo que consumir solo la quercetina debido a
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que sus otros componentes como el canferol e isoramnetina, actian juntos en esta
funcion. Ademas, el efecto protector celular es mucho mas notorio cuando el extracto se

utiliza de manera profilactiva y no terapéutica.

Vitamina E

En la naturaleza, son 8 compuestos las que tiene actividad de Vitamina E los
cuales son un conjunto de 4 compuestos tocoferoles (a, B, vy, 8) y 4 trienoles (a, B, v, 8),
siendo el a-tocoferol el que tiene la mayor actividad biol6gica. (Sen et al. 2006) (Figura
[1.2-3). Esta vitamina, se encuentra principalmente de manera natural en los aceites de
soya, cacahuate, algodon y girasol; las lentejas, el trigo, la avena y el arroz integral, asi

como la mantequilla y el huevo.

HO HO

CH; CH; CH; CH, CH; CH; CH; CH,

Tocoferoles Tocotrienoles

Figura 11.2-3 Estructura de tocoferoles y tocotrienoles (Vitaminas E) (Pita 1997)

La vitamina E, actia como antioxidante, ya que protege a los lipidos de las
membranas celulares contra la oxidacién generada por los RL; por lo tanto, participan de
manera importante en el mantenimiento de la integridad de estas estructuras. La molécula
de a-tocoferol, tiene una parte polar y otra apolar; la region polar la constituye el anillo
cromano y su grupo fendlico (-OH) es el responsable de la actividad antioxidante; la
region apolar esta formada por la cadena lateral alifatica (-C1¢Hs3) de la molécula, la cual
favorece su insercién en la bicapa lipidica de las membranas de las células (Jaramillo et
al. 2012) (Figura 11.2-4).
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Figura 11.2-4 Estructura del a-tocoferol
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7d/RRR_alpha-tocopherol.png)

En adicion a lo anterior, debido a su capacidad para neutralizar radicales libres que
atacan el ADN de las células, la vitamina E ayuda a prevenir y retrasar el desarrollo de
cancer y otras enfermedades cronicas. (Zhou et al. 2004). Por lo tanto este compuesto es
muy Gtil para poder prevenir efectos adversos producidos por la exposicion a diversos
xenobidticos como en este caso lo es las NPs de TiO,. Por dltimo, es importante
mencionar que en su actividad antioxidante, la Vitamina E se regenera mediante la
colaboracién la con la Vitamina C que juntas protegen los lipidos de membrana evitando
la propagacién del dafio en dicha estructura, y por ende, preservando las funciones

celulares.

Acidos Grasos w-3

Los acidos grasos omega-3 (acidos grasos w-3 0 AG w-3), son un conjunto de
lipidos, los cuales tienen un doble enlace 3 carbonos antes del final de la cadena de acido
graso que es lado omega (Tribole 2007). (Figura 11.2-5). Se encuentran principalmente en
aceites de pescados como el atln, salmoén, arenque, sardinas, entre otros (Surette 2008;
Kris-Etherton et al. 2003; Bradberry 2013), y ademas de a partir de plantas como el aceite

de nueces, linaza y canola (Tur et al. 2012).
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A

Acido docosahexanoico (DHA)

Figura 11.2-5 Ejemplos de &cidos grasos w-3
(http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=%C3%81cido+Eicosapentaenoico
&lang=2)

Los acidos grasos w-3, son nutrientes funcionales considerados como potentes
antioxidantes y su rol como agente anticacerigeno ha sido ampliamente confirmado en
muchos estudios relacionados. Ademéas se ha encontrado que tienen funcion protectora
en el higado, sistema cardiovascular y rifiones, siendo ampliamente usado en nutricion

parenteral en clinica preoperatoria (Abdou & Hasan 2014).

Debido a lo anterior descrito, en el presente estudio se utilizan acidos grasos w-3

para proteger los rifiones contra los efectos adversos producidos por NPs de TiO,.

1.3 Las Nanoparticulas como tratamiento para el cancer y su toxicidad

En la actualidad, se han estado realizando investigaciones sobre el uso de
nanoparticulas en distintos campos de aplicacion ya que la nanotecnologia, promete ser
muy importante en un futuro. Sin embargo existen muchos vacios de informacion sobre
todo en los efectos tdxicos que pudieran tener sobre los organismos que se expongan a

ellas.
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La nanotecnologia, es un campo de estudio emergente que se ocupa de las
interacciones de las moléculas y sustancias tales como fragmentos moleculares, atomos y
moléculas. (Bharali et al. 2009). Segun la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI), las
nanoparticulas se definen en dimensiones de aproximadamente 1 a 100 nanometros
(nm), con un rango que se puede extender hasta 100nm. (Bharali et al. 2009). Dicho
tamafio, permite que los materiales posean diferentes propiedades fisicoquimicas en
comparacion con particulas del mismo material a escala macrométrica. Entre las
propiedades y caracteristicas que varian se encuentra su mayor superficie area/volumen,
lo que permite mayor reactividad e interaccibn con otras moléculas (catalisis, union,
reacciones), mayor dureza y resistencia al calor quimico, presencia de transparencia y un
paso sencillo a través de membranas celulares por su tamafio nanométrico. (Holister et al.
2003).

Actualmente, el cancer es una enfermedad que afecta a millones de personas en
el mundo, y los agentes terapéuticos que se han venido utilizando, generan un alto grado
de toxicidad ya que afectan no solo células cancerigenas y sino también otros grupos de
células que estan completamente sanas, dando lugar a efectos secundarios graves no
deseados como supresion de la médula 6sea, pérdida de cabello (alopecia), y
descamacion del epitelio intestinal. (Bharali et al. 2009). Por lo tanto existe un gran interés
en desarrollo de nuevos tratamientos basados en la utilizacion de nanoparticulas de
Dioxido de Titanio (TiO,) (Figura 11.3-1), en las cuales se aprovechan sus propiedades de
escala nanométrica, para administrar el farmaco al tejido objetivo, liberar el farmaco a una
velocidad controlada y minimizar lo méas posible los efectos adversos como los
mencionados anteriormente. Ademas, diversos tipos de nanoparticulas se encuentran en

alimentos y diversos productos de consumo en los cuales se pudiera estar expuesto.

37



.3

ZBky X565, 088 B8, Znm

Figura I1.3-1 Imagen de las nanoparticulas utilizada en el presente estudio (Universidad
Auténoma de Aguascalientes)

Toxicidad de Nanoparticulas de TiO,.

Las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO,), tienen muchas aplicaciones
beneficiosas aprovechando su propiedad fotocalizadora. (Hamilton et al. 2009). Con
estudios anteriores, se ha demostrado que esta propiedad ha mostrado tener eficacia en
la eliminacion de células cancerigenas. (Thevenot et al. 2008). Por tal razon, el uso de
nanoparticulas de TiO, presenta una opcion para el tratamiento contra esta enfermedad
gque no ocasiona los efectos secundarios como los farmacos empleados hasta el

momento.

Sin embargo, debido a la naturaleza metalica de estas nanoparticulas, se debe
tener bien claro el grado de toxicidad que pudieran tener estos nanomateriales

principalmente sobre 6rganos blanco como el higado y rifiones, debido a la manera en la
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cual se distribuyen por administracion intravenosa que es la utilizada para los tratamientos
contra el cancer. En este contexto, las nanoparticulas de TiO, se acumulan principalmente
en el higado, luego a manera decreciente en bazo, pulmén y rifiones, encontrandose la

mayor retencion en el higado. (Fabian et al. 2008; Johnson et al. 2009).

En el caso del rifién, un efecto observado es la produccion de ERO en células del
tubulo proximal, lo que contribuye al principal efecto toxicologico que afecta el

funcionamiento celular. (Pujalte 2011).

En este contexto, en estudio se ha reportado que en general las nanoparticulas al
estar en contacto con membranas bioldgicas, pueden interaccionar de manera directa y
de esta forma, estos nanomateriales pueden alterar la estructura de las membranas
celulares mediante la formacion de poros, rompimiento por la entrada de las
nanoparticulas o extraccion de lipidos de membrana al interaccionar con ellas.
(Moghadam et al. 2012; Chen & Bothum 2013) Por lo tanto, es de esperarse que las NPs
de TiO, pudieran tener este mecanismo de toxicidad antes que cualquier otro ya
estudiado como lo es el caso de la produccion de estrés oxidativo como se explica en el

apartado siguiente.

Nanoparticulas de TiO, y la produccién de estrés oxidativo

Uno de los principales efectos de la exposicion a las nanoparticulas de TiO,, es la
produccion de la respuesta inflamatoria con la infiltracion de neutréfilos y macrofagos
activados por mediadores de inflamacion como IL-8 y TNF, en distintos érganos blanco,
es decir, no existe un érgano especifico de accion por estos nanomateriales (Johnson et
al. 2009). Los neutrdfilos tienen 2 mecanismos con los cuales llevan a cabo la eliminacion
de agentes extrafios en los tejidos: 1)la produccion de una explosion oxidativa en la cual
los neutrofilos liberan gran cantidad de ERO que tienen la finalidad de atacar los agentes
extrafios y 2) la produccién de varios compuestos proinflamatorios como citocinas y
guimiocinas entre las cuales se encuentran la IL-8, IL-12 TNF-a TGF-B, por mencionar
algunos, los cuales a su vez conllevan a la activacién de otras células del sistema inmune

como los macréfagos que forman parte del proceso inflamatorio crénico (Goncalves et al.
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2011). En este sentido, el estrés oxidativo es uno de los principales efectos toxicos que
promueven las nanoparticulas de TiO,. Esto incluye la produccion de ERO, el agotamiento
de las defensas antioxidantes, aumento de los productos de la oxidacion
(lipoperoxidacion), y pruebas en las que un pretratamiento con antioxidantes disminuye el
estrés oxidativo. (Johnson et al. 2009). Por lo tanto, el estrés oxidativo conduce a la
respuesta inflamatoria y citotoxica, tomando en cuenta la concentracién de particulas

administradas y la duracion del tratamiento. (Johnson et al. 2009).

En relacion con lo anterior, (Hedenborg 1998), publicd que las nanoparticulas de
TiO, inducen la produccion de ERO por neutréfilos humanos, ademas, en estudios
anteriores realizados en ratas se ha observado la generacion del proceso inflamatorio en
pulmén con la infiltracion de neutréfilos durante el tratamiento con nanoparticulas de TiO,
por via inhalatoria (Ferin et al. 1992; Jonhson et al. 2009). Asimismo, también se ha
observado respuesta inflamatoria con la infiltracién de neutréfilos y macréfagos en pulmon

de ratas, ratones y hamster (Bermudez et al. 2004; Johnson et al. 2009).

En estudios de exposicion a nanoparticulas por via dérmica en humanos se ha
observado poco o nada de penetracion hacia la dermis de las nanoparticulas de TiO,,
debido a que son retenidas por el estrato cérneo de la piel. (Mavon et al. 2007; Kiss et al.
2008; Johnson et al. 2009).

En el caso de administracion de nanoparticulas de TiO; via intravenosa, como ya
se ha mencionado, se ha observado que este compuesto se distribuye en la sangre y a
partir de ella se almacena en 6rganos como higado, bazo, pulmones y rifiones (Fabian, et
al. 2008; Johnson et al. 2009). En este contexto, se ha encontrado la produccién de ERO
en exceso y reduccién en la organizacion miofibrilar de miocitos cardiacos por la
exposicion nanoparticulas de TiO, (Helfenstein et al. 2008), asi como el mismo fenémeno
en células de microgia del SNC expuestas a las nanoparticulas mencionadas (Long et al.
2006).

En el caso de administracion de nanoparticulas por via oral e intraperitoneal, no se

tienen aun estudios suficientes que aporten datos comprobados al respecto.
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Por otra parte, debido a el mecanismo en el cual las nanoparticulas de TiO, al
almacenarse en oOrganos blanco sobre todo durante la exposicion por via intravenosa
provocan la infiltracion de neutréfilos y la actividad de macréfagos, éstos inician la
explosion oxidativa mediante una produccion en exceso de ERO hacia el tejido
circundante, dafiando de esta manera las células parenquimatosas generando la

aparicion de toxicidad por parte de dichas nanoparticulas.

Por lo tanto, es factible que se produzca una alteraciébn de las membranas
celulares por interaccion y efecto directo, y que se promueva la produccién de estrés
oxidativo y procesos inflamatorios en células de los tdbulos renales expuestas a las
nanoparticulas de TiO, por exposicion a alimentos o productos de consumo, o bien
cuando son utilizadas en los tratamientos contra el cancer, ya que durante la distribucion
de estos nanomateriales, existe una acumulacion y contacto directo con estos érganos.
Por esta razon es importante obtener que efectos toxicos pudieran producirse con estas

nanoparticulas, objetivo del presente estudio.
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. JUSTIFICACION

En los humanos, 6rganos como los rifiones, participan de manera importante en el
mantenimiento de la homeostasis corporal, pero cuando son afectados por algunos
xenobioticos aparecen alteraciones patoldgicas que generan una calidad de vida muy baja

0 pueden conducir a la muerte.

En este sentido, la nanotecnologia est4d produciendo diversos tipos de
nanoparticulas o nanomateriales, los cuales son xenobiéticos poco estudiados y que
pueden tener efectos nocivos sobre el funcionamiento de 6rganos vitales como los
rifiones, los cuales debido a sus funciones de filtracién, reabsorcién y secrecidon son

blanco facil de este y otros tipos de xenobidticos.

Al respecto, la nanotecnologia es una disciplina que estudia materiales a escala
nanométrica y su posible aplicacion en distintas areas cientificas. En medicina, la
nanotecnologia ofrece aplicaciones en diversos campos. La base de estas aplicaciones
radica en usar nanosistemas vectores que permitan introducir farmacos para dirigirlos a
un érgano o tejido especifico que tengan un bajo volumen farmacocinético de distribucién
y se tengan los menores efectos secundarios posibles. Esta es una ventaja de los
nanomateriales en comparacion con los agentes quimiterapéuticos actuales que son de
bajo peso molecular, con un alto volumen farmacocinético de distribucién, lo que
contribuye a la citotoxicidad (Bharali et al. 2009), ademas de que carecen de
especificaciones. Este bajo peso molecular hace que estos agentes terapéuticos sean
facilmente excretables, lo que hace que se necesiten concentraciones altas para su
accion, lo que contribuye a su toxicidad. (Bharali et al. 2009). Por otro lado estos
nanomateriales también son utilizados en diversos productos y alimentos comunes en la

vida diara.

Sin embargo, los posibles riesgos para la salud derivados del uso de los
nanomateriales son aspectos poco conocidos. Al respecto, mientras que en los Estados
Unidos de América se invierten aproximadamente 4500 millones de dolares por afio en la
investigacion de nanomateriales, solo el 5 % de esos fondos se destinan a evaluar sus

riesgos. En Europa, la inversion anual para realizar estudios de nanomateriales alcanza

42



los 600 millones de euros, pero la investigacion sobre sus posibles efectos nocivos

apenas alcanza los 24 millones de euros.

Dentro de todos los materiales que actualmente se estan utilizando en diversas
aplicaciones, se encuentra las nanoparticulas de TiO, sobre las cuales se han estado
realizando investigaciones debido a su amplio uso comercial en la actualidad (Thevenot et
al., 2008) y por ello, es importante conocer su toxicidad.

Estas nanoparticulas de TiO, son utilizadas como aditivo alimenticio, en pinturas,
cosméticos, blogueadores solares, entre otro, y también son recubiertas con agentes
terapéuticos o su superficie es modificada con compuestos como glicol éter, vinil éter,
alanina, vinil &cido acético, los cuales proporcionan grupos funcionales de superficie OH"
NH, y COOH. (Thevenot et al.,, 2008). Esta modificacion a las nanoparticulas se ha
observado que ejercen un efecto citotdxico sobre las células cancerosas, especialmente
tumores de préstata y carcinoma de pulmoén de Lewis. (Thevenot et al., 2008). Al respecto
el cancer, es una de las enfermedades que actualmente causan un gran namero de
muertes en todo el mundo. Acorde con la Sociedad Americana del Cancer la probabilidad
de desarrollar cancer durante la vida de una persona es de 1 por cada 2 hombres y de 1
por cada 3 mujeres. (Bharali et al. 2009).

Sin embargo, las nanoparticulas de TiO,, se ha observado que pueden llegar a ser
téxicas en el organismo. Por ejemplo, se ha demostrado que pueden alterar la
membranas celulares (Moghadam et al. 2012), y activar ERO en la interaccion con dichas
estructuras. En estudios in vivo mediante una administracion oral, se ha demostrado que
al entrar a la circulacion sanguinea llegan a dafiar el higado y rifion. (Thevenot et al.,
2008). También en administracion peritoneal al diseminarse las nanoparticulas en el
cuerpo, éstas se depositan en 6rganos vitales como pulmoén, bazo, higado y rifion y

pueden inducir inflamacion severa pulmonar y enfisema. (Thevenot et al., 2008).

Por otra parte, los antioxidantes son sustancias capaces de mitigar los efectos
oxidantes producidos por diversos tipos de xenobidticos como las NPs de TiO,, Estas
sustancias ejercen un efecto protector en componentes celulares principalmente las

membranas. En este sentido, debido a este efecto protector, el uso de varios tipos de
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antioxidantes es una buena alternativa en el tratamiento de diversas enfermedades y

padecimientos de la actualidad.

En relacién con lo anterior, el Ginko biloba es una buena fuente de sustancias
antioxidantes ya que contiene grandes cantidades de quercetina, un poderoso
antioxidante. Ademas la conocida vitamina E y los acidos grasos w-3, debido a su
estructura, ayudan a proteger y reparar las membranas dafiadas por efecto directo con las
nanoparticulas, o bien protegerlas contra radicales libres que a su vez pueden conllevar a

un estrés oxidativo celular.

Partiendo del hecho de que las nanoparticulas de TiO, generan toxicidad renal, es
importante el evaluar los efectos protectores de antioxidantes (G.b, Vit. E, A.G. omega),
en los rifiones, ya que estos organos son fundamentales en el mantenimiento de la
homeostasis y salud corporal, sobre todo tomando en cuenta las personas que pudieran
estar expuestas o bien, utilizar tratamientos contra enfermedades utilizando este tipo de

nanoparticulas.

De lo anterior, radica la finalidad y contribucion principal del presente trabajo de

investigacion elaborado.
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Iv.  HIPOTESIS DE TRABAJO

El uso de antioxidantes (Gb., Vit. E. y A. G. omega), ejercen efecto protector en la
toxicidad renal generada por nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO,) en ratas wistar

macho adultas.
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V. OBJETIVOS

V.1 General

Analizar el efecto protector de antioxidantes en la toxicidad renal generada por

NPs de TiO, en ratas Wistar machos.

V.2 Particulares

v' Determinar la toxicidad renal aguda producida por NPs de TiO..

v' Analizar el efecto protector del Ginko biloba en la toxicidad renal generada por
NPs de TiO.,.

v/ Evaluar el efecto protector de la vitamina E en la toxicidad renal generada por NPs
de T|02

v' Examinar el efecto protector de acidos grasos tipo omega-3 en la toxicidad renal

generada por NPs de TiO,.
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vI. METODOLOGIA

VI.1 Disefio experimental

El estudio se realizd en ratas Wistar machos de 200-250gr de peso. Los animales

fueron divididos en lotes de 6 ratas y tratados mediante el procedimiento mostrado a
continuacion (ver Tablas VI.1-1), VI.1-2 y VI.1-3).

Tabla VI.1-1 Procedimiento del tratamiento con NPs de TiO,

TESTIGOS

TRATADOS CON LAS NPs DE TiO,

Administrar solucién salina

(5mg/kg i.v.)

Colocar a las ratas en jaulas metabolicas

v

Colectar muestras de orina de 0-5hrs, 5-
24hrs, 24-48 hrs. y 48-72 hrs. Realizar las

pruebas programadas en orina

v

Obtencidn e interpretacion de los resultados

Administrar las NPs

(5 mg/Kg, i.v.)

Colocar a las ratas en jaulas metabolicas

v

Colectar muestras de orina de 0-5hrs, 5-
24hrs, 24-48 hrs. y 48-72 hrs. Realizar las

pruebas programadas en orina

v

Obtencidn e interpretacion de los resultados
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Tabla VI.1-2 Procedimiento del tratamiento con los antioxidantes

TESTIGOS

TRATADOS CON LAS NPs DE TiO,

Administracion de antioxidantes
(Gh., Vit E 6 4cidos grasos w-3)

(10mg/kg i.p)

Colocar a las ratas en jaulas metabdlicas

Colectar muestras de orina de 0-5hrs, 5-
24hrs, 24-48 hrs. y 48-72 hrs. Realizar las

pruebas programadas en orina

Obtencidn e interpretacion de los resultados

Administracion de antioxidantes
(Gb, Vit. E o0 &cidos grasos w-3)

(10mg/kg i.p.)

v

Administrar las NPs

(5 mg/Kg, i.v.)

v

Colocar a las ratas en jaulas metabdlicas

Colectar muestras de orina de 0-5hrs, 5-
24hrs, 24-48 hrs. y 48-72 hrs. Realizar las

pruebas programadas en orina

Obtencidn e interpretacion de los resultados
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Tabla VI.1-3 Parametros evaluados durante la experimentacion

PARAMETRO

METODO

CARACTERISTICA

Peso Corporal

Gravimétrico

Util

parametros

en relacibn con otros

Consumo de agua

Volumétrico

Aplicable en relacion con otros

parametros

Consumo de alimento

Gravimétrico

Aplicable en relacion con otros

parametros

Volumen urinario

Volumétrico

Marcador de funcion renal

Concentracion de proteinas

en la orina

Peterson (1977)

Identifica alteraciones generales

de la nefrona

Concentracidon de creatinina

en orina

Bauer, (1982)

Prueba util para valorar la filtracion

glomerular

Actividades enzimaticas

urinarias de TPyG, APA y

Orlowski y Meister
(1963) Yoshimoto et

Valora efectos en enzimas del

“borde en cepillo” de los tubulos

DAP-IV al. (1978) Jung vy | renales
Scholtz (1980)
Concentraciéon urinaria de | Flamométrico Valora el manejo renal de
sodio en la orina electrolitos
Concentracién de glucosa en | Espectrofotométrico | Identifica la funcién de células

la orina (Trinder, 1969) tubulares proximales

pH Gasomeétrico Determinan el equilibrio &acido-
base de los liquidos corporales

Osmolaridad Osmomeétrico Prueba util para valorar la

capacidad de reabsorcién tubular

Los resultados obtenidos, fueron analizados estadisticamente con las pruebas de

ANOVA y de Tukey-Kramer mediante el paquete estadistico GraphPadPrisma 5.
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VI.2 Procedencia de las NPs de TiO, y antioxidantes utilizados en el presente
estudio

Al respecto, es importante sefialar que las nanoparticulas de TiO, utilizadas durante el
experimento, fueron de un tamafio de menos de 100nm obtenido de la marca Sigma-
Aldrich®. Por su parte, el extracto de ginko biloba fue un producto estandarizado de la
marca Vasodil®. En el caso de la vitamina E, se utilizd un preparado estandarizado
también de la marca Sigma-Adrich®. Y por ultimo, para los acidos grasos w-3 se usoé

también un suplemento alimenticio de aceite de salmoén de la marca PRIME®.
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vil.  RESULTADOS

VIl.1 Resultados de parametros control vs tratamiento con NPs de TiO,

Los resultados mostrados a continuacion muestran la nefrotoxicidad aguda

producida por las nanoparticulas de TiO, (5mg/kg i.v.) a los tiempos evaluados (0-5, 5-24,

24-48 'y 48-72 hrs.). (Tablas VII.1-1 a VII.1-13 y figuras VII.1-1 a VII.1-13)

Consumo de agua

La cantidad de agua consumida por los animales de experimentacién tratados con

las NPs de TiO, no presenté diferencias significativas con respecto al grupo control, al

comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro

fue evaluado en los tiempos 0-24,24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con las

nanoparticulas.

Tabla VII.1-1 Efecto de NPs de TiO, sobre el consumo de agua de los animales
de experimentacion obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores

medios (+ e.e.m).

Consumo de agua (ml de H,0)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Control negativo 35+34 32+3 35+£3
(n=6)
Tratamiento con TiO, 35+5 32+4 30+3
(n=6)
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mL de H,O

50+

40

30+

20+

10+

CONSUMO DE AGUA

Ctrl-24Hrs  TiO,-24Hrs Ctrl-48Hrs  TiO,-48Hrs Ctrl-72Hrs  TiO,- 72 Hrs

Figura VII.1-1 Consumo de agua de ratas Wistar machosm tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios(teem).
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Consumo de alimento

La cantidad de alimento consumido por los animales de experimentacion tratados
con las NPs de TiO, no present6 diferencias significativas con respecto al grupo control, al
comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro
fue evaluado en los tiempos 0-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con las

nanoparticulas.

Tabla VII.1-2 Efecto de NPs de TiO, sobre el consumo de alimento de los
animales de experimentacion obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (+ e.e.m).

Consumo de alimento (gr)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Control negativo 19+1 19+0 21+1
(n=6)
Tratamiento con TiO, 19+1 16+1 15+1
(n=6)

CONSUMO DE ALIMENTO

254

204

154

104

gr de Alimento

Ctrl-24Hrs  TiO,-24Hrs Ctrl-48Hrs  TiO,-48Hrs Ctrl-72Hrs  TiO, - 72 Hrs

Figura VII.1-2 Consumo de alimento de ratas Wistar machos tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios(teem).
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Peso corporal

El peso corporal de los animales de experimentacion no mostré diferencias
significativas por parte del grupo tratado con NPs de TiO, con respecto al grupo control, al
comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro

fue medido al inicio del experimento (0 hrs.) y al final (72 hrs.).

Tabla VII.1-3 Efecto de NPs de TiO, sobre el peso corporal de los animales de
experimentacion obtenido a las 0y 72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Peso corporal (gr)
Grupo 0 hrs 72 hrs
Control negativo 305+ 10 299 +11
(n=6)
Tratamiento con TiO, 272 +11 272 +13
(n=6)
PESO CORPORAL

400+

3004

5, 2004

1004

Ctrl - O Hrs TiO, - 0 Hrs Ctrl - 72 Hrs TiO, - 72 Hrs

Figura VII.1-3 Peso corporal de ratas Wistar machos tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (xeem).
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Volumen urinario

El volumen urinario de los animales de experimentacion no mostré diferencias

significativas por parte del grupo tratado con NPs de TiO, con respecto al grupo control, al

comparar los mismos tiempos evaluados entre si.

Cabe mencionar que los valores de

este parametro en el tiempo de 0-5 hrs, fueron menores que en los demas, debido al corto

tiempo que representa dicho periodo de muestreo, en comparacion con los otros tiempos

(5-24, 24-48 y 48-72 hrs.).

Tabla VII.1-4 Efecto de NPs de TiO, sobre el volumen urinario de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores

medios (£ e.e.m).

Volumen urinario (ml)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 4+05 9+1 9+0.5 14+1
(n=6)
Tratamiento con TiO, 3+0 9+1 9+1 9+1
(n=6)

20+

15+

104

mL de Orina

VOLUMEN URINARIO

Ctrl-5Hrs  TiO,-5Hrs Ctrl-24 Hrs TiO, - 24 Hrs Ctrl- 48 Hrs  TiO, - 48 Hrs Ctrl- 72 Hrs  TiO, - 72 Hrs

Figura VII.1-4 Volumen urinario de ratas Wistar machos tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (xeem).
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PH urinario

El pH urinario de los animales de experimentacion no mostré diferencias
significativas por parte del grupo tratado con NPs de TiO, con respecto al grupo control, al
comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro
fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con las

nanoparticulas.

Tabla VII.1-5 Efecto de NPs de TiO, sobre el pH urinario de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores
medios (+ e.e.m).

pH urinario
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 7.6+0.2 7.4+0.3 7.3x0.3 6.9+0.4
(n=6)
Tratamiento con TiO, 6.5+0.3 6.5+0.3 6.8+0.2 6.3+0.2
(n=6)
pH URINARIO

pH

Ctrl-5Hrs  TiO, -5 Hrs

Figura VII.1-5 pH urinario de ratas Wistar machos tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (+eem).

56




Creatinina urinaria

Los valores de creatinina urinaria de los animales de experimentacion no
mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con NPs de TiO, con
respecto al grupo control al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe
mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs,
después del tratamiento con las nanoparticulas.

Tabla VII.1-6 Efecto de NPs de TiO, sobre los valores de creatinina urinaria de los
animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (+ e.e.m).

Creatinina urinaria (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 57+2 872 773 635
(n=6)
Tratamiento con TiO, 47 + 2 77+ 1 83+1 84 +7
(n=6)

CREATININA EN ORINA

100+

80+

60 —

mg/dL

404

20

Ctrl-5Hrs  TiO,-5Hrs Ctrl-24Hrs TiO,-24 Hrs Ctrl-48 Hrs TiO, -48 Hrs Ctrl-72 Hrs  TiO, - 72 Hrs

Figura VI.1-6 Concentracidn de creatinina en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (teem).
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Concentracion urinaria de sodio

La concentraciéon de sodio en orina de los animales de experimentacion, si mostré
diferencias significativas por parte del grupo tratado con NPs de TiO,, ya que en dicho
grupo, en los tiempos de 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, el valor de este parametro fue 2.4
(p<0.01), 3.4 (p<0.001) y 3.6 (p<001) veces respectivamente, los valores obtenidos del
grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados. Por su parte, en el tiempo de

0-5 hrs, no se observaron diferencias significativas al comparar el grupo tratado con el
grupo control.

Tabla VII.1-7 Efecto de NPs de TiO, sobre la concentracion urinaria de sodio de
los animales de experimentacién obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan
los valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de sodio (meg/L)
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 15+1 35+3 31+£3 35+6
(n=6)
Tratamiento con TiO, 48 + 6 85+ 17 104 +9 126 + 8
(n=6)

SODIO EN ORINA

*% *k% *kk

1501

=

o

o
1

meg/L de Na*
3

Ctrl-5Hrs  TiO,-5Hrs Ctrl-24 Hrs TiO, - 24 Hrs Ctrl - 48 Hrs  TiO, - 48 Hrs Ctrl - 72 Hrs  TiO, - 72 Hrs

Figura VII.1-7 Concentracién de Na* en orina de ratas Wistar machos tratadas con
TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (xeem) (** = p<0.01, *** = p<0.001).
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Concentracién urinaria de glucosa

La concentracion de glucosa en orina de los animales de experimentacion, si
mostré diferencias significativas por parte del grupo tratado con NPs de TiO,, ya que en
dicho grupo, en los tiempos de 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, el valor de este parametro fue
13.9 (p<0.001), 7.5 (p<0.05) y 10.1 (p<001) veces respectivamente, los valores obtenidos
del grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados. Por su parte, en el tiempo
de 0-5 hrs, no se observaron diferencias significativas al comparar el grupo tratado con el

grupo control.

Tabla VII.1-8 Efecto de NPs de TiO, sobre la concentracion urinaria de glucosa de
los animales de experimentacién obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan
los valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de glucosa (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 15+£05 21+0.3 1.9+04 1.9+0.3
(n=6)
Tratamiento con TiO, 35+0.1 29.2+3.2 14.2+4.6 19.1+3.5
(n=6)
GLUCOSA EN ORINA

401

30

204

mg/dL

10

Ctrl-5Hrs  TiO,-5Hrs Ctrl-24 Hrs TiO, - 24 Hrs Ctrl-48 Hrs TiO, - 48 Hrs Ctrl- 72 Hrs  TiO, - 72 Hrs

Figura VI.1-8 Concentracién de glucosa en orina de ratas Wistar machos tratadas con
TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (eem). (* = p<0.05, *** = p<0.001).
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Osmolaridad urinaria

Los valores de osmolaridad urinaria de los animales de experimentacion, si
mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con NPs de TiO,, ya que
en dicho grupo, a todos los tiempos evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs.), el valor de
este parametro fue 39% (p<0.01), 88% (p<0.001), 41% (p<0.01) y 43% (p<0.001) mayor
respectivamente, en relacién a los valores obtenidos del grupo control, al comparar los

mismos tiempos evaluados.

Tabla VII.1-9 Efecto de NPs de TiO, sobre la osmolaridad urinaria de los animales
de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores
medios (+ e.e.m).

Osmolaridad urinaria (mOsm/L)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 1465 + 94 1554 + 63 1544 + 31 1803 + 70
(n=6)

Tratamiento con TiO, 2042 + 102 2902 + 97 2170 + 218 2580 + 34
(n=6)

OSMORALIDAD URINARIA

4000+

3000+

2000+

mOsm/L

1000+

Ctrl-5Hrs  TiO,-5Hrs Ctrl-24 Hrs TiO, - 24 Hrs Ctrl - 48 Hrs  TiO, - 48 Hrs Ctrl- 72 Hrs  Ctrl - 72 Hrs

Figura VII.1-9 Osmolaridad en orina de ratas Wistar machos tratadas con TiO,
(5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (xeem) (** = p<0.01, *** = p<0.001).
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Concentracién urinaria de proteinas

La concentracion de proteinas en orina de los animales de experimentacion no

mostré diferencias significativas por parte del grupo tratado con NPs de TiO, con respecto

al grupo control al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que

este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con las nanoparticulas.

Tabla VI.1-10 Efecto de NPs de TiO, sobre la concentracion urinaria de proteinas
en los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se

expresan los valores medios (+ e.e.m).

Concentracion urinaria de proteinas (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 45+0.3 8804 8.2+0.2 8.8+0.2
(n=6)

Tratamiento con TiO, 53+05 56+0.3 6.9+0.3 7.8+0.1
(n=6)

PROTEINAS EN ORINA

mg/dL

Ctrl-5Hrs  TiO,-5Hrs Ctrl-24 Hrs TiO, - 24 Hrs Ctrl - 48 Hrs  TiO, - 48 Hrs Ctrl - 72 Hrs  TiO, - 72 Hrs

Figura VII.1-10 Concentracion de proteinas en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (teem).
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Actividad especifica urinaria de y-glutamil transpeptidasa (y-GTP)

La valores de la actividad especifica de la enzima y-GTP en orina de los animales

de experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con

NPs de TiO,, ya que en dicho grupo, a todos los tiempos evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y
48-72 hrs.), el valor de este parametro fue 10 (p<0.001), 14.7 (p<0.001), 10 (p<0.001) y
14.2 (p<0.001) veces respectivamente, los valores obtenidos del grupo control, al

comparar los mismos tiempos evaluados.

Tabla VII.1-11 Efecto de NPs de TiO, sobre la actividad especifica urinaria de y-
GTP en los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se
expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de y-GTP (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

nmoles de p-nitro anilina/min

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 64+1 43+0.2 41+0.2 3.4+03
(n=6)
Tratamiento con TiO, 64.4+10.4 63.3+9.6 40.9+0.6 48.3+ 3.4
(n=6)
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TPyG en orina

* mg proteina

80

60

404

204

[—

NN

Ctrl-5Hrs  TiO,-5Hrs Ctrl - 24 Hrs TiO, - 24 Hrs Ctrl - 48 Hrs  TiO, - 48 Hrs Ctrl - 72 Hrs  TiO, - 72 Hrs

Figura VII.1-11 Actividad especifica de la enzima TPyG en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (+eem). (*** = p<0.001).
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Actividad especifica urinaria de dipeptidil aminopeptidasa-1V (DAP-1V)

Los valores de la actividad especifica de la enzima DAP-IV en orina de los

animales de experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo

tratado con NPs de TiO,, ya que en dicho grupo, a todos los tiempos evaluados (0-5, 5-24,
24-48 y 48-72 hrs.), el valor de este parametro fue 2.3 (p<0.001), 4.3 (p<0.001), 2.8
(p<0.001) y 2.4 (p<0.001) veces respectivamente, los valores obtenidos del grupo control,

al comparar los mismos tiempos evaluados.

Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Tabla VII.1-12 Efecto de NPs de TiO, sobre la actividad especifica urinaria de
DAP-1V en los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs.

Actividad especifica urinaria de DAP-IV (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 4.8+ 0.7 23x0.2 29x0.2 3.0+04
(n=6)
Tratamiento con TiO, 11.1+0.9 9.8+0.5 8.1+0.7 85+0.3
(n=6)
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE DAP-IV en orina
g 15+
g
=«
&S 10-
g% e
£5
SE 5| —
T * _ -
: \N
1S 0 N
< Ctrl-5Hrs  TiO,-5Hrs Citrl-24 Hrs TiO, - 24 Hrs Ctrl - 48 Hrs TiO, - 48 Hrs Ctrl - 72 Hrs  TiO, - 72 Hrs

Figura VII.1-12 Actividad especifica de la enzima DAP-VI en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (xeem). (*** = p<0.001).
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Actividad especifica urinaria de alanino aminopeptidasa (APA)

Los valores de la actividad especifica de la enzima APA en orina de los animales
de experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con
NPs de TiO,, ya que en el tiempo de 0-5 hrs, el valor de este parametro fue 13.5
(p<0.001) veces, el valor del grupo control al comparar el mismo tiempo antes
mencionado. Cabe sefialar que no se observaron diferencias significativas en los tiempos

de 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, al comparar el grupo tratado con el grupo control.

Tabla VI1.1-13 Efecto de NPs de TiO, sobre la actividad especifica urinaria de APA
en los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se
expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de APA (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 0.4+0.04 0.5+0.04 0404 0.6 £ 0.02
(n=6)
Tratamiento con TiO, 54+04 1.3+£0.1 1.2+0.3 1.5+0.3
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE APA en orina

*k%

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina
N
1

, — [ s

Ctrl-5Hrs TiO,-5Hrs Ctrl-24 Hrs TiO, - 24 Hrs Ctrl - 48 Hrs TiO, - 48 Hrs Ctrl - 72 Hrs  TiO, - 72 Hrs

Figura VII.1-13 Actividad especifica de la enzima APA en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (£eem). (*** p<0.001).
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VIl.2 Resultados de pardmetros control vs el tratamiento con extracto
estandarizado de Ginko biloba (Gb).

Los resultados mostrados a continuacion muestran una comparacion de los datos
recabados a partir de ratas control, con los obtenidos de ratas tratadas con el extracto
estandarizado de Ginko biloba (10mg/kg i.p.), para corrobar la ausencia de nefrotoxicidad
por el Gb en los animales de experimentacion y de ésta forma hacer uso seguro de este
extracto como agente protector contra la nefrotoxicidad producida por las NPs de TiO..
(Tablas VII.2-1 a VII.2-13 y Figuras VII.2-1 a VII.2-13).

Consumo de agua

La cantidad de agua consumida por los animales de experimentacién tratadas con
Gb no presenté diferencias significativas con respecto al grupo control, al comparar los
mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado en
los tiempos 0-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el extracto

estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.2-1 Efecto del Gb sobre el consumo de agua de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios
(+ e.e.m).

Consumo de agua (ml de H,0)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Control negativo 35+34 32+3 35+3
(n=16)
Tratamiento con Gb 235 43 +7 325
(n=6)
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mL de H,O

CONSUMO DE AGUA

Ctrl - 24 Hrs Gb - 24 Hrs Ctrl - 48 Hrs Gb - 48 Hrs Ctrl - 72 Hrs Gb - 72 Hrs

Figura VII.2-1 Consumo de agua de ratas Wistar machos tratadas
con Gb (10mg/kg i.p.).Se expresan los valores medios (xeem).



Consumo de alimento

La cantidad de alimento consumido por los animales de experimentacién tratados

con Gb no presento diferencias significativas con respecto al grupo control, al comparar

los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado

en los tiempos

estandarizado mencionado anteriormente.

0-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el extracto

Tabla VII.2-2 Efecto del Gb de sobre el consumo de alimento de los animales de
experimentacién obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios

(+ e.e.m).
Consumo de alimento (gr)
Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Control negativo 19+1 19+1 2111
(n=6)
Tratamiento con Gb 14+1 14+5 12+ 4
(n=6)
CONSUMO DE ALIMENTO
25-
S
o 207 —T—
<
2 154
=
o 104
©
> .
0
Ctrl - 24 Hrs Gb - 24 Hrs Ctrl - 48 Hrs Gb - 48 Hrs Ctrl - 72 Hrs Gb - 72 Hrs

Figura VII.2-2 Consumo de alimento de ratas Wistar machos tratadas
con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (+eem)
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Peso corporal

El peso corporal de los animales de experimentacion no mostré diferencias
significativas por parte del grupo tratado con Gb con respecto al grupo control, al
comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro
fue medido al inicio del experimento (0 hrs.) y al final (72 hrs.), después del tratamiento

con el extracto estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.2-3 Efecto del Gb sobre el peso corporal de los animales de
experimentacion obtenido a las 0y 72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Peso corporal (gr)
Grupo 0 hrs 72 hrs
Control negativo 305+ 10 299 +11
(n=6)
Tratamiento con Gb 282+ 24 269 £ 23
(n=6)
PESO CORPORAL

400+

3004

5, 200-

100

Ctrl - 5 Hrs Gb -5 Hrs Ctrl - 72 Hrs Gb - 72 Hrs

Figura VII.2-3 Peso corporal de ratas Wistar machos tratadas
con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xeem)
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Volumen urinario

El volumen urinario de los animales de experimentacion no mostré diferencias
significativas por parte del grupo tratado con Gb con respecto al grupo control, al
comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que los valores de
este parametro en el tiempo de 0-5 hrs, fueron menores que en los demas debido al corto
tiempo que representa dicho periodo de muestreo, en comparacion con los otros tiempos
(5-24, 24-48 y 48-72 hrs.).

Tabla VII.2-4 Efecto del Gb sobre el volumen urinario de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores

medios (£ e.e.m).

Volumen urinario (ml)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 4+05 9+1 9+0.5 14+1
(n=6)
Tratamiento con Gb 2+0.2 8+0.2 7ee Al 71
(n=6)

VOLUMEN URINARIO

154

[any
o
1

mL de Orina

(2}
Il

Ctrl-5Hrs  Gb-5Hrs Ctrl-24Hrs Gb-24Hrs Ctrl-48Hrs Gb-48Hrs Ctrl-72Hrs Gb-72Hrs

Figura VII.2-4 Volumen urinario de ratas Wistar machos tratadas
con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (eem).
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PH urinario

El pH urinario de los animales de experimentacion no mostré diferencias

significativas por parte del grupo tratado con Gb con respecto al grupo control, al

comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro

fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el

extracto estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.2-5 Efecto del

Gb sobre el

pH urinario de

los animales de

experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores

medios (+ e.e.m).

pH urinario
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 7.6+0.2 7.4+0.3 7.3x0.3 6.9+0.4
(n=6)
Tratamiento con Gb 8+0.0 7+05 GSEE N2 7.8+0.1
(n=6)
pH URINARIO
10-
81 — e
r
4
2]
Ctrl-5Hrs Gb-5Hrs Ctrl-24Hrs Gb-24Hrs Ctrl-48Hrs Gb-48Hrs Ctrl- 72 Hrs Gb- 72 Hrs

Figura VII.2-5 pH urinario de ratas Wistar machos tratadas

con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xeem).
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Creatinina urinaria

Los valores de creatinina urinaria de los animales de experimentacion no
mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb con respecto al
grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que
este parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el extracto estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.2-6 Efecto del Gb sobre los valores de creatinina urinaria de los animales
de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores
medios (+ e.e.m).

Creatinina urinaria (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 57+2 872 773 635
(n=6)
Tratamiento con Gb 46 +7 37 +13 BORED 36+4
(n=6)

CREATININA EN ORINA

100+

80 o

60 —

mg/dL

40- —

204

Ctrl - 5 Hrs Gb -5 Hrs Ctrl-24Hrs Gb-24Hrs Ctrl-48Hrs Gb-48Hrs Ctrl-72Hrs Gb-72Hrs

Figura VII.2-6 Concentracién de creatinina en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (+eem).
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Concentracion urinaria de sodio

La concentracién de sodio en orina de los animales de experimentacion, no mostré
diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb con respecto al grupo control,
al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro

fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el
extracto estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.2-7 Efecto del Gb sobre la concentracién urinaria de sodio de los

animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (+ e.e.m).

Concentracion urinaria de sodio (meq/L)
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 15+1 35+3 31+£3 3516
(n=6)
Tratamiento con Gb 19+8 52 + 20 64 +8 64 +9
(n=6)

SODIO EN ORINA

80

()]
o
1

N
o
1

meg/L de Na*

N
o
1

Ctrl-5Hrs Gb-5Hrs Ctrl-24Hrs Gb-24Hrs Ctrl-48Hrs Gb-48Hrs Ctrl-72Hrs Gb-72Hrs

Figura VII.2-7 Concentracién de Na* en orina de ratas Wistar machos
tratadas con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (eem).
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Concentracién urinaria de glucosa

La concentracion de glucosa en orina de los animales de experimentacion, no

mostré diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb con respecto al grupo

control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este

parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el extracto estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.2-8 Efecto del Gb sobre la concentracion urinaria de glucosa de los
animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los

valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de glucosa (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 1.5+£05 2.1+0.3 19+£04 19+0.3
(n=6)
Tratamiento con Gb 45+0.9 45+1.38 SReEJUNG 3.7+0.6
(n=6)
GLUCOSA EN ORINA

mg/dL
*

21 T

Ctrl-5Hrs Gb-5Hrs Ctrl-24 Hrs Gb-24Hrs Citrl-48Hrs Gb-48Hrs Ctrl-72Hrs Gb-72Hrs

Figura VII.2-8 Concentracion de glucosa en orina de ratas Wistar machos
tratadas con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xeem)
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Osmolaridad urinaria

Los valores de osmolaridad urinaria de los animales de experimentacion, no

mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb con respecto al

grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que
este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el extracto estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.2-9 Efecto del Gb sobre la osmolaridad urinaria de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores
medios (+ e.e.m).

Osmolaridad urinaria (mOsm/L)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 1465 + 94 1554 + 63 1544 + 31 1803 + 70
(n=6)
Tratamiento con Gb 1419 + 403 1393 + 426 2308 + 295 1899 + 236
(n=6)
OSMORALIDAD URINARIA
3000+
1
_, 2000+
E — —
[%]
o)
= 1000+
Ctrl-5Hrs Gb-5Hrs Ctrl-24Hrs Gb-24Hrs Ctrl-48Hrs Gb-48Hrs Ctrl-72Hrs Gb-72Hrs

Figura VI.2-9 Osmolaridad en orina de ratas Wistar machos tratadas
con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (eem).
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Concentracién urinaria de proteinas

La concentracion de proteinas en orina de los animales de experimentacion no
mostré diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb con respecto al grupo
control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este
parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el extracto estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.2-10 Efecto del Gb sobre la concentracion urinaria de proteinas en los
animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (£ e.e.m).

Concentracion urinaria de proteinas (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 45+0.3 88104 8.2+0.2 8.8+0.2
(n=6)
Tratamiento con Gb 6.8+2.2 75+18 10+0.8 8.2+0.8
(n=6)

PROTEINAS EN ORINA

154

104

mg/dL

Ctrl-5Hrs Gb-5Hrs Ctrl-24 Hrs Gb-24 Hrs Ctrl-48 Hrs Gb - 48 Hrs Ctrl - 72 Hrs Gb - 72 Hrs

Figura VII.2-10 Concentraciéon de proteinas en orina de ratas Wistar machos
tratadas con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (eem).
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Actividad especifica urinaria de y-glutamil transpeptidasa (y-GTP)

La valores de la actividad especifica de la enzima y-GTP en orina de los animales
de experimentacion, no mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado
con Gb con respecto al grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si.
Cabe mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72

hrs, después del tratamiento con el extracto estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.2-11 Efecto del Gb sobre la actividad especifica urinaria de y-GTP en los
animales de experimentacioén obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (£ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de y-GTP (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 6.4+1 43+0.2 41+0.2 3.4+0.3
(n=6)
Tratamiento con Gb 7.4+35 3.6+0.6 40+0.5 53+23
(n=6)
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TPyG en orina
c
3
£
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&S 104
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e o I
[@)]
GQ)' E 59 — ——
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< Ctrl-5Hrs Gb-5Hrs Ctrl-24Hrs Gb-24Hrs Ctrl-48Hrs Gb-48Hrs Ctrl-72Hrs Gb-72 Hrs

Figura VII.2-11 Actividad especifica de la enzima TPyG en orina de ratas
Wistar machos tratadas con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores
medios (xeem). ( e-f P<0.001, g-h P<0.001).
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Actividad especifica urinaria de dipeptidil aminopeptidasa-1V (DAP-1V)

Los valores de la actividad especifica de la enzima DAP-IV en orina de los

animales de experimentacién, no mostraron diferencias significativas por parte del grupo

tratado con Gb con respecto al grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados

entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-

48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el extracto estandarizado mencionado

anteriormente.

Tabla VII.2-12 Efecto del Gb sobre la actividad especifica urinaria de DAP-IV en
los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan

los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de DAP-IV (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 4.8+ 0.7 23x0.2 29x0.2 3.0+04
(n=6)

Tratamiento con Gb 6.7+x1 45+0.9 55+14 3.5+0.8
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE DAP-IV en orina

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina

Ctrl-5Hrs Gb-5hrs Ctrl-24 Hrs Gb-24 Hrs Ctrl-48Hrs Gb-48Hrs Ctrl-72Hrs Gb-72Hrs

Figura VII.2-12 Actividad especifica de la enzima DAP-VI en orina de ratas Wistar
machos tratadas con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xeem).
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Actividad especifica urinaria de alanino aminopeptidasa (APA)

Los valores de la actividad especifica de la enzima APA en orina de los animales
de experimentacion, no mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado
con Gb con respecto al grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si.
Cabe mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 'y 48-72

hrs, después del tratamiento con el extracto estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VI1.2-13 Efecto del Gb sobre la actividad especifica urinaria de APA en los
animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (£ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de APA (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 0.4+0.04 0.5+0.04 04+£04 0.6 £0.02
(n=6)

Tratamiento con Gb 0.3+0.1 0.6+0.2 0.3+ 0.06 0.8+0.2
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE APA en orina

1.04
0.8+

0.6

0.4+

0.2+

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina

0.0
Ctrl-5Hrs Gb-5Hrs Ctrl-24 Hrs Gb-24 Hrs Ctrl -48 Hrs Gb - 48 Hrs Ctrl - 72 Hrs Gb - 72 Hrs

Figura VI.2-13 Actividad especifica de la enzima APA en orina de ratas Wistar
machos tratadas con Gb (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (teem).
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VIl.3 Resultados de parametros en el tratamiento con NPs de TiO, vs el
tratamiento con extracto estandarizado de Ginko biloba (Gb).

Los resultados mostrados a continuacion muestran una comparacion de los datos
recabados a partir de ratas tratadas con NPs de TiO, (5mg/kg i.v.) mostrados
anteriormente, con los obtenidos de ratas tratadas con el extracto estandarizado de Ginko
biloba (10mg/kg i.p.), mas el tratamiento con NPs de TiO, (5mg/kg i.v.), administradas un
dia después del tratamiento con el extracto estadarizado mencionado. (Ver apartado
“Materiales y métodos”). Lo anterior, con la finalidad de observar efecto protector del
Ginko biloba sobre la nefrotoxicidad aguda producida por las nanoparticulas de TiO..
(Tablas VII.3-1 a VII.3-13 y Figuras VII.3-1 a VII.3-13).

Consumo de agua

La cantidad de agua consumida por los animales de experimentacion tratados con
Gb +TiO,, no present6 diferencias significativas con respecto al grupo tratado con
solamente NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe
mencionar que este parametro fue evaluado en los tiempos 0-24,24-48 y 48-72 hrs,

después de los tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.3-1 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
consumo de agua de los animales de experimentacion obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72
hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Consumo de agua (ml de H,0)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Tratamiento con TiO, 35+5 32+4 30+4
(n=6)
Tratamiento con Gb + TiO, 25+3 38+2 33+2
(n=6)
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CONSUMO DE AGUA

50+

40- e

30+

20+

mL de H,O

10+

TiO,-24H Gb+Ti0,-24H  TiO,-48H Gb+TiO,-48H  TiO,-72H Gb+TiO,-72H

Figura VII.3-1 Consumo de agua de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o con Gb (10mg/kg i.p.) +TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (eem).
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Consumo de alimento

La cantidad de alimento consumido por los animales de experimentacién tratados
con Gb +TiO,, no presentd diferencias significativas con respecto al grupo tratado con
solamente NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe
mencionar que este parametro fue evaluado en los tiempos 0-24,24-48 y 48-72 hrs,
después de los tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.3-2 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
consumo de alimento de los animales de experimentacion obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-
72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Consumo de alimento (gr)
Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Tratamiento con TiO, 19+1 lGE:Rl 15+1
(n=6)
Tratamiento con Gb + TiO, 18+1 17+1 171
(n=6)

CONSUMO DE ALIMENTO

25+

204  ——

15+

10

gr de alimento

TiO,-24H Gb+TiO,-24H  TiO,-48H Gb+TiO,-48H  TiO,-72H Gb+TiO,-72H

Figura VII.3-2 Consumo de alimento de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
0 con Gb (10mg/kg i.p.) +TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (teem).
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Peso corporal

El peso corporal de los animales de experimentacion tratados con Gb +TiO,, no
presentd diferencias significativas con respecto al grupo tratado con solamente NPs de
TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este
parametro fue medido al inicio del experimento (0 hrs.) y al final (72 hrs.), después de los

tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII1.3-3 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
peso corporal de los animales de experimentacién obtenido a las 0 y 72 hrs. Se expresan
los valores medios (+ e.e.m).

Peso corporal (gr)
Grupo 0 hrs 72 hrs
Tratamiento con TiO, 272 +11 272 +13
(n=6)
Tratamiento con Gb + TiO, 278+ 3 273 +3
(n=6)
PESO CORPORAL

400-
300-
-
5, 200
100+
0
TiO,-5H Gb+TiO,-5H TiO,-72H Gb+TiO,-72H

Figura VI1.3-3 Peso corporal de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
0 con Gb (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.) Se expresan los valores medios (+eem)
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Volumen urinario

El volumen urinario de los animales de experimentacién tratados con Gb +TiO,,

no presento diferencias significativas con respecto al grupo tratado con solamente NPs de

TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que los valores

de este parametro en el tiempo de 0-5 hrs, fueron menores que en los demas debido al

corto tiempo que representa dicho periodo de muestreo, en comparacion con los otros
tiempos (5-24, 24-48 y 48-72 hrs.).

Tabla VII.3-4 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
volumen urinario de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-
72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Volumen urinario (ml)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Tratamiento con TiO, 3+0 9+1 9+1 9+1
(n=6)

Tratamiento con Gb + TiO, 2+0 10+2 10+1 11+1
(n=6)
VOLUMEN URINARIO
154
101 T

mL de Orina

TiO,-5H  Gb+TiO,-5H TiO,-24H

Gb+Ti0,-24H TiO,-48H

Gb+TiO,-48H TiO,-72H

Gb+TiO,-72H

Figura VI.3-4 Volumen urinario de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o con Gb (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (xeem).
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PH urinario

El pH urinario de los animales de experimentacion tratados con Gb +TiO,, no
presentd diferencias significativas con respecto al grupo tratado con solamente NPs de
TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este
parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después de los

tratamientos mencionados anteriomente.

Tabla VII.5-5 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por de NPs de TiO; en el
pH urinario de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72
hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

pH urinario
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 6.5+0.3 6.5+0.3 6.8+0.2 6.3+0.2
(n=6)
Tratamiento con Gb + TiO, 7+0.3 7.8+0.2 7.8+0.2 7.7+0.2
(n=6)
pH URINARIO

pH

TiO,-BH  Gb+TiO,-5H TiO,-24H  Gb+Ti0,-24HTiO,-48H  Gb+TiO,-48HTiO,-72H  Gb+TiO,-72H

Figura VII.3-5 pH urinario de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o con Gb (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (eem).
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Creatinina urinaria

Los valores de creatinina urinaria de los animales de experimentacion tratados con

Gb +TiO,, no presentaron diferencias significativas con respecto al grupo tratado con

solamente NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe
mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs,

después de los tratamientos mencionados anteriomente.

Tabla VII.3-6 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO; en los
valores de creatinina urinaria de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24,
24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Creatinina urinaria (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 47 £ 2 77+1 83+1 84 +7
(n=6)
Tratamiento con Gb + TiO, 47 + 8 50+6 63+2 50+1
(n=6)

mg/dL

CREATININA EN ORINA

100+

80

604

40+

204

TiO, 5H Gb+TiO,-5H Ti0,24H  Gb+TiO,-24H TiO,48H

Gb+Ti0 ,-48H TiO,.72H

Gb+Ti0,-72H

Figura VII.3-6 Concentracion de creatinina en orina de ratas Wistar machos tratadas con TiO,
(5mg/kg i.v.) o con Gb (10mg/kg i.p.) +TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (teem).
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Concentracion urinaria de sodio

La concentracion de sodio en orina de los animales de experimentacién, si mostré
diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb + TiO,, ya que en dicho

grupo, en el tiempo de 48-72 hrs, el valor de este parametro fue 72.6% (p<0.01) menor,

en relacion al valor obtenido en el tratamiento con solamente NPs de TiO,, comparando

el mismo tiempo evaluado. Por su parte, en los tiempos de 0-5, 5-24 y 24-48 hrs, no se

observaron diferencias significativas al comparar los grupos tratados mencionados

anteriormente.

Tabla VII.3-7 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en la
concentracion urinaria de sodio de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-
24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (£ e.e.m).

Concentracién urinaria de sodio (meg/L)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 48 + 6 85+ 17 104 +9 126 + 8
(n=6)
Tratamiento con Gb + TiO, 61+8 49 +9 63+5 73+5
(n=6)

meq/L de Na*

150+

I

o

o
1

L

TiO,-5H

Gb+TiO,-5H TiO,-24H

SODIO EN ORINA

Gb+Ti0,-24HTiO ,-48H

Gb+Ti0,-48HTiO,-72H

Gb+TiO,-72H

Figura VII.3-7 Concentracién de Na* en orina de ratas Wistar machos tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.) o con Gb (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan
los valores medios (zeem) (** = P<0.01).
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Concentracién urinaria de glucosa

La concentracion de glucosa en orina de los animales de experimentacion, si
mostré diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb + TiO,, ya que en
dicho grupo, en los tiempos de 5-24 y 48-72 hrs, el valor de este pardmetro disminuy6 en
11.7 (p<0.001), 4 (p<0.01) veces respectivamente, en relacion a los valores obtenidos en
el tratamiento con solamente NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados.
Por su parte, en el tiempo de 0-5 y 24-48 hrs, no se observaron diferencias significativas
al comparar el grupo tratado con el grupo control, aunque en este Ultimo la tendencia fue

la misma que los tiempos donde si se mostraron diferencias significativas.

Tabla VII.3-8 Efecto de Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO, sobre la
concentracion urinaria de glucosa de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5,
5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de glucosa (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 35+0.1 29.2+3.2 14.2+ 4.6 19.1+35
(n=6)
Tratamiento con Gb + TiO, 2.7+0.1 25+0.2 5.0+0.2 48 +0.6
(n=16)
GLUCOSA EN ORINA
*k% **

404

304

204

mg/dL

104

TiO,-5H  Gb+TiO,-5H TiO,-24H  Gb+Ti0,-24HTiO,-48H  Gb+Ti0,-48HTiO,-72H  Gb+TiO,-72H

Figura VII.3-8 Concentracidn de glucosa en orina de ratas Wistar machos tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.) o con Gb (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg(kg i.v.). Se expresan
los valores medios (zeem) (** = p<0.01, *** = p<0.001).
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Osmolaridad urinaria

Los valores de osmolaridad urinaria de los animales de experimentacion si
mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb + TiO,, ya que en
dicho grupo, a los tiempos de 5-24 y 48-72 hrs, el valor de este parametro disminuyo en
un 53.1% y 30.7% (p<0.05) respectivamente, en relacion a los valores obtenidos en el
tratamiento con solamente NPs de TiO,, comparando los mismo tiempos evaluados. Por
su parte, en los tiempos de 0-5 y 24-48 hrs, no se observaron diferencias significativas al

comparar los grupos tratados mencionados anteriormente.

Tabla VII1.3-9 Efecto de NPs de TiO, sobre la osmolaridad urinaria de los animales
de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores
medios (+ e.e.m).

Osmolaridad urinaria (mOsm/L)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Tratamiento con TiO, 2042 + 102 2902 + 97 2170 + 218 2580 + 34
(n=6)

Tratamiento con Gb + TiO, | 1374 + 145 1361 + 343 1963 + 106 1787 + 99
(n=6)

mOsm/L

OSMORALIDAD URINARIA

*kk *

4000+

3000+

2000+

1000

TiO,-5H Gb+TiO,-5H TiO,-24H  Gb+TiO,-24H TiO,-48H  Gb+TiO,-48H TiO,-72H  Gb+TiO,-72H
Figura VII.3-9 Osmolaridad en orina de ratas Wistar machos tratadas con TiO,

(5mg/kg i.v.) o con Gb (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan
los valores medios (eem) (* = p<0.05, *** = p<0.001).
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Concentracién urinaria de proteinas

La concentracion de proteinas en orina de los animales de experimentacion, no
presento diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb + TiO,, con respecto
al grupo tratado con solamente NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados.
Cabe mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 'y 48-72
hrs, después de los tratamientos mencionados anteriomente.

Tabla VII.3.10 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en la
concentracion urinaria de proteinas en los animales de experimentacion obtenido a las 0O-
5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (£ e.e.m).

Concentracion urinaria de proteinas (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 53+05 56+0.3 6.9+0.3 78+0.1
(n=6)
Tratamiento con Gb + TiO, 6.9+0.3 6.6+15 8.3+0.2 7.3+0.2
(n=6)

PROTEINAS EN ORINA

mg/dL

TiO,-5H  Gb+TiO,-5H TiO,-24H  Gb+Ti0,-24HTi0,-48H  Gb+Ti0,-48HTi0,-72H  Gb+Ti0,-72H

Figura VI.3-10 Concentracion de proteinas en orina de ratas Wistar machos tratadas con TiO,
(5mg/kg i.v.) o con Gb (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (feem).
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Actividad especifica urinaria de y-glutamil transpeptidasa (y-GTP)

La valores de la actividad especifica de la enzima y-GTP en orina de los animales
de experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con
Gb + TiO,, ya que en dicho grupo, a todos los tiempos evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y 48-
72 hrs.), el valor de este parametro disminuy6 9.3 (p<0.001), 4.4 (p<0.001), 7.0 (p<0.001)
y 10.8 (p<0.001) veces respectivamente, los valores obtenidos con solamente NPs de
TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si después de los tratamientos

mencionados anteriormente.

Tabla VII.3-11 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en la
actividad especifica urinaria de y-GTP en los animales de experimentacion obtenido a las
0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de y-GTP (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Tratamiento con TiO, 64.4+10.4 63.3+9.6 40.9+0.6 48.3+ 3.4
(n=6)

Tratamiento con Gb + TiO, 6.9+0.8 145+0.5 58+0.9 45+0.2
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TPyG en orina

80+

60

40+

204

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina

TiOp5H  Gb+TiO,-5H TiO,-24H  Gb+Ti0,-24HTiO,-48H  Gb+TiO,-48HTiO,-72H  Gb+TiO,-72H

Figura VII.3-11 Actividad especifica de la enzima TPyG en orina de ratas Wistar
machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) o con Gb (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.).

Se expresan los valores medios (teem). (*** = p<0.001).
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Actividad especifica urinaria de dipeptidil aminopeptidasa-1V (DAP-1V)

La valores de la actividad especifica de la enzima DAP-IV en orina de los animales

de experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con

Gb + TiO,, ya que en dicho grupo, a todos los tiempos evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y 48-
72 hrs.), el valor de este parametro disminuy6 2.8 (p<0.001), 1.5 (p<0.001), 2.9 (p<0.001)
y 4.0 (p<0.001) veces respectivamente, los valores obtenidos con solamente NPs de TiO,,

al comparar los mismos tiempos evaluados después de los tratamientos mencionados

anteriormente.

Tabla VII.3.12 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en la
actividad especifica urinaria de DAP-IV en los animales de experimentacion obtenido a las
0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de DAP-IV (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 11.1+£0.9 9.8+0.5 8.1+0.7 85+0.3
(n=6)
Tratamiento con Gb + TiO, 4.0+0.3 6.7+0.2 2.8+0.1 2.1+0.1
(n=6)
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE DAP-IV en orina
*%k% *%k% *kk *kk

154

104

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina

TiO,-5H  Gb+TiO,-5H Ti0,-24H  Gb+TiO,-24HTiO ,-48H

Gb+Ti0 ,-48HTi0,-72H

Gb+TiO ,-72H

Figura VII.3-12 Actividad especifica de la enzima DAP-VI en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) o con Gb (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan

los valores medios (eem). (*** = p<0.001).
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Actividad especifica urinaria de alanino aminopeptidasa (APA)

La valores de la actividad especifica de la enzima APA en orina de los animales de
experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb
+ TiO,, ya que en dicho grupo, en el tiempo de 0-5, el valor de este pardmetro disminuyé
6 (p<0.001) veces, el valor obtenido con solamente NPs de TiO,, al comparar los mismos
tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que en los tiempos 5-24, 24-48 y 48-72 hrs,
no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos mencionados

anteriormente.

Tabla VII.3.13 Efecto del Gb sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en la
actividad especifica urinaria de APA en los animales de experimentacion obtenido a las O-
5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de APA (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Tratamiento con TiO, 54+04 1.3+0.1 1.2+0.3 1.5+0.3
(n=6)

Tratamiento con Gb + TiO, 09+0.2 1.0+£0.3 0.6+0.0 06+0.1
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE APA en orina

*k%k

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina
n
1

A B = s

TiO,5H  Gb+TiO,-5H Ti0,-24H  Gb+TiO,-24HTiO,-48H  Gb+TiO,-48HTiO,-72H  Gb+TiO,-72H

Figura VII.3-13 Actividad especifica de la enzima APA en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) y con Gb(10mg/kg i.p)+TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan

los valores medios (zeem). (*** = P<0.001).
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VIl.4 Resultados de parametros control vs el tratamiento con el preparado
estadarizado de Vitamina E.

Los resultados mostrados a continuacion muestran una comparacion de los datos
recabados a partir de ratas control, con los obtenidos de ratas tratadas con el preparado
estandarizado de Vitamina E (10mg/kg i.p.), para corrobar la ausencia de nefrotoxicidad
por el la Vit. E en los animales de experimentacién y de ésta forma hacer uso seguro de
este preparado como agente protector contra la nefrotoxicidad producida por las NPs de
TiO,. (Tablas VII.4-1 a VII.4-13 y Figuras VIl.4-1 a VIl.4-13).

Consumo de agua

La cantidad de agua consumida por los animales de experimentacion tratadas con
Vit. E, no presentd diferencias significativas con respecto al grupo control, al comparar los
mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado en
los tiempos 0-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el preparado

estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.4-1 Efecto de Vit. E sobre el consumo de agua de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios
(+ e.e.m).

Consumo de agua (ml de H,0)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Control negativo 35+34 32+3 35+3
(n=6)
Tratamiento con Vit. E 34+2 332 32+6
(n=6)
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mL de Hzo

50+

40+

30+

20+

10+

CONSUMO DE AGUA

Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs Ctrl-48Hrs Vit E-48Hrs Ctrl-72Hrs Vit E-72Hrs

Figura VII.4-1 Consumo de agua de ratas Wistar machos tratadas
con Vit E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (+eem).
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Consumo de alimento

La cantidad de alimento consumido por los animales de experimentacién tratados
con Vit. E no presento diferencias significativas con respecto al grupo control, al comparar
los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado
en los tiempos 0-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el preparado

estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.4-2 Efecto de Vit. E sobre el consumo de alimento de los animales de
experimentacién obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios

(+ e.e.m).

Consumo de alimento (gr)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Control negativo 19+1 19+1 2111
(n=6)
Tratamiento con Vit. E 161 19+1 171
(n=6)

CONSUMO DE ALIMENTO

25+

20 —7 =

15+

10+

gr de Alimento

Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs Ctrl-48Hrs Vit E-48Hrs Ctrl-72Hrs Vit E-72Hrs

Figura VIl.4-2 Consumo de alimento de ratas Wistar machos tratadas
con Vit E(10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xeem)

95



Peso corporal

El peso corporal de los animales de experimentacion no mostré diferencias
significativas por parte del grupo tratado con Vit. E con respecto al grupo control, al
comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro
fue medido al inicio del experimento (0 hrs.) y al final (72 hrs.), después del tratamiento

con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.4-3 Efecto de Vit. E sobre el peso corporal de los animales de
experimentacion obtenido a las 0y 72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Peso corporal (gr)
Grupo 0 hrs 72 hrs
Control negativo 305+10 299 +11
(n=6)
Tratamiento con Vit. E 299 + 10 309 + 11
(n=6)
PESO CORPORAL

400

300+

200+

gr

100+

Ctrl-5Hrs Vit E-5Hrs Ctrl-72Hrs Vit E-72Hrs

Figura VIl.4-3 Peso corporal de ratas Wistar machos tratadas
con Vit E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (+eem)
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Volumen urinario

El volumen urinario de los animales de experimentacion no mostré diferencias

significativas por parte del grupo tratado con Vit. E con respecto al grupo control, al

comparar los mismos tiempos evaluados entre si, después del tratamiento con el

preparado estandarizado mencionado anteriormente. Cabe mencionar que los valores de

este pardmetro en el tiempo de 0-5 hrs, fueron menores que en los demas tiempos,

debido al corto tiempo que representa dicho periodo de muestreo, en comparacion con los
otros tiempos (5-24, 24-48 y 48-72 hrs).

Tabla VIl.4-4 Efecto de Vit. E sobre el volumen urinario de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores

medios (£ e.e.m).

Volumen urinario (ml)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 4+05 9+1 9+0.5 14+1
(n=6)
Tratamiento con Vit. E 3+£0.0 9+1 11+1 13+1
(n=6)
VOLUMEN URINARIO
201
« 154
£
8 10- — —
o
|
E 5- — —
0 Ctrl-5Hrs Vit E-5Hrs Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs  Ctrl-48Hrs Vit E-48Hrs  Ctrl-72Hrs Vit E-72Hrs

Figura VII.4-4 Volumen urinario de ratas Wistar machos tratadas
con Vit E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xeem).
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PH urinario

El pH urinario de los animales de experimentacion no mostré diferencias

significativas por parte del grupo tratado con Vit. E con respecto al grupo control, al

comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro

fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el

preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.4-5 Efecto de Vit. E sobre el pH urinario de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores
medios (+ e.e.m).

pH

pH urinario
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 7.6+0.2 7.4+0.3 7.3x0.3 6.9+0.4
(n=6)
Tratamiento con Vit. E 7.3%£0.2 7.4+0.2 76} a2 (012 75+0.2
(n=6)
pH URINARIO

Ctrl-5Hrs Vit E-5Hrs Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs  Ctrl-48Hrs

Figura VII.4-5 pH urinario de ratas Wistar machos tratadas con
Vit E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (teem).

Vit E-48Hrs  Ctrl-72Hrs

Vit E-72Hrs
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Creatinina urinaria

Los valores de creatinina urinaria de los animales de experimentacion no
mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con Vit. E con respecto al
grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que
este parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.4-6 Efecto de Vit. E sobre los valores de creatinina urinaria de los
animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (+ e.e.m).

Creatinina urinaria (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 57+2 872 773 635
(n=6)
Tratamiento con Vit. E 67 +8 82=x7 808 739
(n=6)

mg/dL

CREATININA EN ORINA

100+

80+

60 —

40-

20+

Ctrl-5H Vit E-5H Ctrl-24H Vit E-24H Ctrl-48H Vit E-48H Ctrl-72H Vit E-72H

Figura VII.4-6 Concentracion de creatinina en orina de ratas Wistar machos
tratadas con Vit E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (eem).
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Concentracion urinaria de sodio

La concentracién de sodio en orina de los animales de experimentacion, no mostré
diferencias significativas por parte del grupo tratado con Vit. E con respecto al grupo
control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este
parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del
tratamiento con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.4-7 Efecto de Vit. E sobre la concentracion urinaria de sodio de los
animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (+ e.e.m).

Concentracion urinaria de sodio (meq/L)
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 15+1 35+3 31+£3 3516
(n=6)
Tratamiento con Vit. E 232 61+11 50+ 11 44 +7
(n=6)

SODIO EN ORINA

80

o))
o
1

N
o
1

meq/L de Na*

N
o
1

Ctrl-5Hrs Vit E-5Hrs Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs  Ctrl-48Hrs Vit E-48Hrs Ctrl-72Hrs Vit E-72Hrs

Figura VII.4-7 Concentraciéon de Na* en orina de ratas Wistar machos
tratadas con Vit E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (teem).
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Concentracién urinaria de glucosa

La concentracion de glucosa en orina de los animales de experimentacion, no
mostré diferencias significativas por parte del grupo tratado con Vit. E con respecto al
grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que
este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.4-8 Efecto de Vit. E sobre la concentracion urinaria de glucosa de los
animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de glucosa (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 1.5+£05 2.1+0.3 19+£04 19+0.3
(n=6)
Tratamiento con Vit.E 09+0.2 15+0.2 26} an (0172 1.7+£0.2
(n=6)

mg/dL

GLUCOSA EN ORINA

Ctrl-5Hrs Vit E-5Hrs Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs Ctrl-48Hrs Vit E-48Hrs Ctrl-72Hrs Vit E-72Hrs

Figura VIl.4-8 Concentracion de glucosa en orina de ratas Wistar machos
tratadas con Vit. E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xeem).
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Osmolaridad urinaria

Los valores de osmolaridad urinaria de los animales de experimentacién, no

mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con Vit. E con respecto al

grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que

este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.4-9 Efecto de Vit. E sobre la osmolaridad urinaria de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores

medios (+ e.e.m).

Osmolaridad urinaria (mOsm/L)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 1465 + 94 1554 + 63 1544 + 31 1803 + 70
(n=6)

Tratamiento con Vit. E 1585+ 71 1607 + 208 1706 + 82 1723 + 84
(n=6)

mOsm/L

OSMORALIDAD URINARIA

2000+

1500+

1000+

500+

Ctrl-5Hrs Vit E-5Hrs Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs Ctrl-48Hrs

Vit E-48Hrs  Ctrl-72Hrs

Vit E-72Hrs

Figura VII.4-9 Osmolaridad en orina de ratas Wistar machos tratadas

con Vit E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (+eem).
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Concentracién urinaria de proteinas

La concentracion de proteinas en orina de los animales de experimentacion no
mostré diferencias significativas por parte del grupo tratado con Vit. E con respecto al
grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que
este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.4-10 Efecto de Vit. E sobre la concentracion urinaria de proteinas en los
animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (£ e.e.m).

Concentracion urinaria de proteinas (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 45+0.3 88104 8.2+0.2 8.8+0.2
(n=6)

Tratamiento con Vit. E 6.5£0.1 8.9+0.5 8.9+0.2 8.3+04
(n=6)

mg/dL

PROTEINAS EN ORINA

15+

10

Ctrl-5Hrs Vit E-5Hrs  Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs Ctrl-48Hrs Vit E-48Hrs Citrl-72Hrs Vit E-72Hrs

Figura VI.4-10 Concentracion de proteinas en orina de ratas Wistar machos
tratadas con Vit. E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (eem).
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Actividad especifica urinaria de y-glutamil transpeptidasa (y-GTP)

La valores de la actividad especifica de la enzima y-GTP en orina de los animales
de experimentacién, no mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado
con Vit. E con respecto al grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre
si. Cabe mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y
48-72 hrs, después del tratamiento con el preparado estandarizado mencionado

anteriormente.

Tabla VII.4-11 Efecto de Vit. E sobre la actividad especifica urinaria de y-GTP en
los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan
los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de y-GTP (nmol de p-nitroanilina/min * mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 64+1 43+0.2 41+0.2 3.4+03
(n=6)

Tratamiento con Vit. E 7.1+£12 3.5+05 3.9+0.1 3.3£0.2
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TPyG en orina

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina
N
1

Ctrl-5Hrs Vit E-5Hrs  Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs  Ctrl-48Hrs Vit E-48Hrs  Ctrl-72Hrs Vit E-72Hrs

Figura VI.4-11 Actividad especifica de la enzima TPyG en orina de ratas Wistar
tratadas con Vit. E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (teem).
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Actividad especifica urinaria de dipeptidil aminopeptidasa-1V (DAP-1V)

Los valores de la actividad especifica de la enzima DAP-IV en orina de los
animales de experimentacién, no mostraron diferencias significativas por parte del grupo
tratado con Vit. E con respecto al grupo control, al comparar los mismos tiempos
evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado en los tiempos 0-5,
5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el extracto estandarizado

mencionado anteriormente.

Tabla VII.4-12 Efecto de Vit. E sobre la actividad especifica urinaria de DAP-IV en
los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan
los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de DAP-IV (nmol de p-nitroanilina/min * mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 4.8+ 0.7 23x0.2 29x0.2 3.0+04
(n=6)

Tratamiento con Vit. E 59+0.5 25+0.1 2201 2.8x0.0
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE DAP-IV en orina

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina
IS
1

Ctrl-5Hrs Vit E-5Hrs  Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs Ctrl-48Hrs Vit E-48Hrs Ctrl-72Hrs Vit E-72Hrs

Figura VII.4-12 Actividad especifica de la enzima DAP-VI en orina de ratas Wistar
machos tratadas con Vit. E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (teem).
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Actividad especifica urinaria de alanino aminopeptidasa (APA)

Los valores de la actividad especifica de la enzima APA en orina de los animales
de experimentacién, no mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado
con Vit. E, con respecto al grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre
si. Cabe mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y
48-72 hrs, después del tratamiento con el extracto estandarizado mencionado

anteriormente.

Tabla VII.4-13 Efecto de Vit. E sobre la actividad especifica urinaria de APA en los
animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de APA (nmol de p-nitroanilina/min * mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 0.4+0.04 0.5+0.04 04+£04 0.6 £ 0.02
(n=6)

Tratamiento con Vit. E 0.6+0.1 04+0.1 0.4+0.0 0.5+0.1
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE APA en orina

0.8+

0.6+

0.4+

0.2+

0.0

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina

Ctrl-5Hrs Vit E-5Hrs  Ctrl-24Hrs Vit E-24Hrs Ctrl-48Hrs Vit E-48Hrs Ctrl-72Hrs Vit E-72Hrs

Figura VII.4-13 Actividad especifica de la enzima APA en orina de ratas Wistar
machos tratadas con Vit. E (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (eem).
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VIL.5 Resultados de parametros en el tratamiento con NPs de TiO, vs el
tratamiento con el preparado estandarizado de Vitamina E (Vit. E)

Los resultados mostrados a continuacion muestran una comparacion de los datos
recabados a partir de ratas tratadas con NPs de TiO, (5mg/kg i.v.) mostrados
anteriormente, con los obtenidos de ratas tratadas con el preparado estandarizado de
Vitamina E (10mg/kg i.p.), mas el tratamiento con NPs de TiO, (5mg/kg i.v.),
administradas un dia después del tratamiento con el preparado estadarizado mencionado.
(Ver apartado “Materiales y métodos”). Lo anterior, con la finalidad de observar efecto
protector de la Vitamina E sobre la nefrotoxicidad aguda producida por las nanoparticulas
de TiO,. (Tablas VII.5-1 a VII.5-13 y Figuras VII.5-1 a VII.5-13)

Consumo de agua

La cantidad de agua consumida por los animales de experimentacion tratados con
Vit. E +TiO,, no presentd diferencias significativas con respecto al grupo tratado con
solamente las NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe
mencionar que este parametro fue evaluado en los tiempos 0-24, 24-48 y 48-72 hrs,

después de los tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.5-1 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
consumo de agua de los animales de experimentacion obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72
hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Consumo de agua (ml de H,0)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Tratamiento con TiO, 35+5 32+4 30+4
(n=6)
Tratamiento con Vit. E + TiO, 30+2 34+2 36+3
(n=6)
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CONSUMO DE AGUA
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30+
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TiO,-24H Vit E+TiO,-24H TiO,-48H Vit E+TiO,-48H TiO,-72H Vit E+TiO,-72H

Figura VII.5-1 Consumo de agua de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) o con Vit
E (10mg/kg i.p.) +TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (teem).

108



Consumo de alimento

La cantidad de alimento consumido por los animales de experimentacién tratados

con Vit. E +TiO,, no presento diferencias significativas con respecto al grupo tratado con

solamente las NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe

mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-24, 24-48 y 48-72 hrs,

después de los tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.5-2 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO; en el
consumo de alimento de los animales de experimentacion obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-

72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Consumo de alimento (gr)
Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Tratamiento con TiO, 19+1 161 15+1
(n=6)
Tratamiento con Vit. E + TiO, 12+2 19+1 15+1
(n=6)
CONSUMO DE ALIMENTO
25+
° 20+ ——
2 15 == -
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TiO,-24H Vit E+TiO,-24H TiO,-48H Vit E+TiO,-48H TiO,-72H Vit E+TiO,-72H

Figura VII.5-2 Consumo de alimento de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o con Vit E (10mg/kg i.p.) +TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (xeem).
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Peso corporal

El peso corporal de los animales de experimentacion tratados con Vit. E +TiO,, no
presento diferencias significativas con respecto al grupo tratado con solamente las NPs de
TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este
parametro fue medido al inicio del experimento (0 hrs.) y al final (72 hrs.), después de los

tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.5-3 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
peso corporal de los animales de experimentacién obtenido a las 0 y 72 hrs. Se expresan
los valores medios (+ e.e.m).

Peso corporal (gr)
Grupo 0 hrs 72 hrs
Tratamiento con TiO, 227 + 13 246 + 16
(n=6)
Tratamiento con Vit. E + TiO, 222 +6 233 +8
(n=6)
PESO CORPORAL
300+
S—
200
)
100+
0

TiO,-5H Vit E+TiO,-5H TiO,-72H Vit E+TiO,-72H

Figura VII.5-3 Peso corporal de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o con Vit E (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.) Se expresan los valores medios (+eem)
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Volumen urinario

El volumen urinario de los animales de experimentacion tratados con Vit. E +TiO,,
no presentd diferencias significativas con respecto al grupo tratado con solamente las NPs
de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si, después de los tratamientos
mencionados anteriormente. Cabe mencionar que los valores de este parametro en el
tiempo de 0-5 hrs, fue menor que en los demas debido al corto tiempo que representa
dicho periodo de muestreo, en comparacion con los otros tiempos (5-24, 24-48 y 48-72

hrs.).

Tabla VII.5-4 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
volumen urinario de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-

72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Volumen urinario (ml)
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 3+0 9+1 9+1 9+1
(n=6)
Tratamiento con Vit. E + TiO, 3+2 5+1 9+0 8+1
(n=6)

VOLUMEN URINARIO

151

10+ T

mL de Orina

TiO,-5H  VE+TiO,-5H Ti0,-24H  VE+TiO,-24H TiO,-48H  VE+TiO,-48H TiO,-72H  VE+TiO,-72H

Figura VII.5-4 Volumen urinario de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o con Vit E (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (xeem).
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PH urinario

El pH urinario de los animales de experimentacion tratados con Vit. E +TiO,, no

presento diferencias significativas con respecto al grupo tratado con solamente las NPs de

TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este

parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después de los

tratamientos mencionados anteriomente.

Tabla VII.5-5 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por de NPs de TiO, en
el pH urinario de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72

hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

pH urinario
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 6.5+0.3 6.5+0.3 6.8+0.2 6.3+0.2
(n=6)
Tratamiento con Vit. E + TiO, 7.1+0.2 75+0.2 7.3+0.3 7.0+0.2
(n=6)
pH URINARIO
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Figura VII.5-5 pH urinario de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o con Vit E (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (teem).
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Creatinina urinaria

Los valores de creatinina urinaria de los animales de experimentacion tratados con

Vit. E +TiO,, no presentaron diferencias significativas con respecto al grupo tratado con

solamente las NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe

mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs,
después de los tratamientos mencionados anteriomente.

Tabla VII.5-6 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en los
valores de creatinina urinaria de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24,
24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Creatinina urinaria (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 47 + 2 77+1 83+1 84 +7
(n=6)
Tratamiento con Vit. E + TiO, 59 +3 69 + 14 73+3 68 +4
(n=6)

CREATININA EN ORINA
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VE+Ti0,-48H TiO, 72H

Figura VII.5-6 Concentracion de creatinina en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) o con Vit E (10mg/kg i.p.) +TiO, (5mg/kg i.v.).
Se expresan los valores medios (xeem).
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Concentracion urinaria de sodio

La concentracion de sodio en orina de los animales de experimentacién, si mostré
diferencias significativas por parte del grupo tratado con Vit. E + TiO,, ya que en dicho
grupo, a los tiempos de 24-48 y 48-72 hrs, el valor de este pardmetro disminuyd 2.2
(p<0.01) y 1.7 veces respectivamente, los valores obtenidos en el tratamiento con NPs de
TiO, comparando los mismo tiempo evaluado entre si. Por su parte, en los tiempos de 0-

5y 5-24 hrs, no se observaron diferencias significativas al comparar los grupos tratados
mencionados anteriormente.

Tabla VII.5-7 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO; en la
concentracion urinaria de sodio de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-
24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (£ e.e.m).

Concentracién urinaria de sodio (meg/L)
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 48 + 6 85+ 17 104 +9 126 + 8
(n=6)
Tratamiento con Vit. E + TiO, 41 +4 70 £ 11 47 + 11 71+4
(n=6)
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TiO,-5H  VE+TiOp-5H TiO,-24H  VE+TiO,-24HTiO,-48H  VE+TiO,-48HTIO,-72H  VE+TiO,-72H

Figura VII.5-7 Concentracién de Na* en orina de ratas Wistar machos tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.) o con Vit. E (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.).
Se expresan los valores medios (xeem) (** = P<0.01).
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Concentracién urinaria de glucosa

La concentracion de glucosa en orina de los animales de experimentacion, si
mostré diferencias significativas por parte del grupo tratado con Vit. E+ NPs de TiO,, ya
gue en dicho grupo, a los tiempos 5-24 y 48-72 hrs, el valor de este parametro disminuyo
en 5.6 (p<0.001) y 9.6 (p<001) veces respectivamente, los valores obtenidos durante el
tratamiento con solamente las NPs de TIO,, al comparar los mismos tiempos evaluados
entre si. Por su parte, en el tiempo de 0-5 y 24-48 hrs, no se observaron diferencias
significativas, sin embargo en este ultimo, la tendencia fue similar a la observada en los

tiempos donde se presentaron diferencias significativas.

Tabla VII1.5-8 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO, sobre
la concentracion urinaria de glucosa de los animales de experimentacion obtenido a las O-
5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de glucosa (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. | 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 35+0.1 29.2+3.2 142+ 4.6 19.1+3.5
(n=6)
Tratamiento con Vit. E + TiO, 77+19 52+3.1 3.7+11 2.0+0.1
(n=6)
GLUCOSA EN ORINA
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Figura VII.5-8 Concentracion de glucosa en orina de ratas Wistar machos tratadas con TiO,
(5mg/kg i.v.) o con Vit. E (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg(kg i.v.). Se expresan los valores
medios (xeem) (** = P<0.01, *** = P<0.001).
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Osmolaridad urinaria

Los valores de osmolaridad urinaria de los animales de experimentacion si
mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con Vit. E + TiO,, ya que
en dicho grupo, en el tiempo 5-24 hrs, el valor de este pardmetro disminuyé 35.6%
(p<0.05), el valor obtenido en el tratamiento con NPs de TiO,, comparando el mismo
tiempo evaluado entre si. Por su parte, en los tiempos de 0-5, 24-48 y 48-72 hrs, no se
observaron diferencias significativas al comparar los grupos tratados mencionados
anteriormente. Cabe sefalar que en dichos tiempos, la tendencia fue similar a la

observada en el tiempo que present6 diferencias significativas.

Tabla VII.5-9 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO, sobre
la osmolaridad urinaria de los animales de experimentacién obtenido a las 0-5, 5-24, 24-
48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Osmolaridad urinaria (mOsm/L)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 2042 £ 102 2902 + 97 2170 + 218 2580 + 34
(n=6)

Tratamiento con Vit. E + TiO, | 1806 + 63 1868 + 171 1803 + 394 2335 £ 56
(n=6)
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3000+

2000 ———= 1

1000

mOsm/L

TiO,-5H  VE+TiO,-5H TiO,-24H  VE+TiO,-24H TiO,-48H  VE+TiO,-48H TiO,-72H  VE+TiO,-72H

Figura VI.5-9 Osmolaridad en orina de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o con Vit E (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (xeem) (* = P<0.05).

116




Concentracién urinaria de proteinas

La concentracion de proteinas en orina de los animales de experimentacion, no
presentd diferencias significativas por parte del grupo tratado con Vit. E + TiO,, con
respecto al grupo tratado con solamente las NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos
evaluado entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado en los tiempos 0-5,

5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después de los tratamientos mencionados anteriomente.

Tabla VI1.5-10 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO; en la
concentracion urinaria de proteinas en los animales de experimentacion obtenido a las O-
5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (£ e.e.m).

Concentracion urinaria de proteinas (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 6.9+0.3 6.6+15 8.3+0.2 7.3+0.2
(n=6)
Tratamiento con Vit. E + TiO, 9.4+0.3 99+0.2 7.8+0.5 9.6+0.1
(n=6)

PROTEINAS EN ORINA

15+

104

mg/dL

TiO,-5H VE+TiO,-5H TiO,-24H  VE+TiO,-24HTiO,-48H  VE+TiO,-48HTiO,-72H  VE+TiO,-72H
Figura VII.5-10 Concentracion de proteinas en orina de ratas Wistar machos tratadas con

TiO, (5mg/kg i.v.) o con Vit. E (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los
valores medios (+eem).
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Actividad especifica urinaria de y-glutamil transpeptidasa (y-GTP)

La valores de la actividad especifica de la enzima y-GTP en orina de los animales
de experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con
Vit. E + TiO,, ya que en dicho grupo, a todos los tiempos evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y
48-72 hrs.), el valor de este parametro disminuyé 6.1 (p<0.001), 10.1 (p<0.001), 5.2
(p<0.001) y 12.8 (p<0.001) veces respectivamente, los valores del grupo tratado con
solamente NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados después de los

tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.5-11 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO; en la
actividad especifica urinaria de y-GTP en los animales de experimentacion obtenido a las

0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de y-GTP (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 64.4+10.4 63.3+9.6 40.9+0.6 48.3+ 3.4
(n=6)
Tratamiento con Vit. E+ TiO, | 10.5+ 1.5 6.3+0.3 78+1.1 3.8+0.3
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TPyG en orina

*kk *k*k ** *k%

80

60

40-

20+

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina

TiOp-5H  VE+TiO,-5H TiO,-24H  VE+TiO,-24HTiO,-48H  VE+TiO,-48HTIO,-72H  VE+TiO,-72H

Figura VII.5-11 Actividad especifica de la enzima TPyG en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) o con Vit. E (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan

los valores medios (xeem). (** = P<0.01, *** = P<0.001).
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Actividad especifica urinaria de dipeptidil aminopeptidasa-1V (DAP-1V)

La valores de la actividad especifica de la enzima DAP-IV en orina de los animales
de experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con
Vit. E + TiO,, ya que en dicho grupo, a todos los tiempos evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y
48-72 hrs.), el valor de este parametro disminuyé 1.9 (p<0.001), 2.6 (p<0.001), 1.7
(p<0.001) y 3.4 (p<0.001) veces respectivamente, los valores del grupo tratado con
solamente NPs TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados después de los

tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.5-12 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO; en la
actividad especifica urinaria de DAP-IV en los animales de experimentacion obtenido a las
0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de DAP-IV (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Tratamiento con TiO, 11.1+£0.9 9.8+0.5 8.1+0.7 85+0.3
(n=6)

Tratamiento con Vit. E + TiO, 57+0.3 3.7+0.3 48+0.3 25+0.1
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE DAP-IV en orina

*kk *kk *kk *kk

151

104

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina

TiO,-5H  VE+TiO,-5H TiO,-24H  VE+TiO,-24HTiO,-48H  VE+TiO,-48HTIO,-72H  VE+TiO,-72H

Figura VII.5-12 Actividad especifica de la enzima DAP-VI en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) o con Vit. E (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan

los valores medios (xeem). (*** = P<0.001).
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Actividad especifica urinaria de alanino aminopeptidasa (APA)

La valores de la actividad especifica de la enzima APA en orina de los animales de

experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con Gb

+ TiO,, ya que en dicho grupo, a los tiempo de 0-5y 48-72 hrs, el valor de este parametro

disminuyé 6 (p<0.001) y 2.5 (P<0.05), los valores del grupo tratado con NPs de TiO,, al

comparar los mismos tiempos evaluados después de los tratamientos mencionados

anteriormente.

Tabla VII.5-13 Efecto de Vit. E sobre los efectos producidos por NPs de TiO; en la
actividad especifica urinaria de APA en los animales de experimentacion obtenido a las 0O-
5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de APA (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Tratamiento con TiO, 54+04 1.3+0.1 1.2+0.3 1.5+0.3
(n=6)

Tratamiento con Vit. E + TiO, 0.7+0.1 0.4+£0.0 0.5+0.0 04+0.1
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE APA en orina

*kk

nmoles de p-nitro anilina/min
*mg proteina
S
1

O me Il

ey

TiO,-5H  VE+TiO,-5H TiO,-24H  VE+TiO,-24H TiO,-48H

VE+TiO,-48H TiO,-72H

VE+TiO,-72H

Figura VII.5-13 Actividad especifica de la enzima APA en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) y con Vit. E (10mg/kg i.p)+TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los

valores medios (teem). (* =P<0.05, *** =P<0.001).
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VII.6 Resultados de parametros control vs el tratamiento con el preparado
estadarizado de Acidos Grasos w-3 (AG w-3).

Los resultados mostrados a continuacién muestran una comparacion de los datos
recabados a partir de ratas control, con los obtenidos de ratas tratadas con el preparado
estandarizado de AG w-3 (10mg/kg i.p.), para corrobar la ausencia de nefrotoxicidad por
el los AG w-3 en los animales de experimentacion y de ésta forma hacer uso seguro de
este preparado como agente protector contra la nefrotoxicidad producida por las NPs de
TiO,. (Tablas VII.6-1 a VII.6-13 y Figuras VII.6-1 a VII-13)

Consumo de agua

La cantidad de agua consumida por los animales de experimentacion tratadas con
AG w-3, no presento diferencias significativas con respecto al grupo control, al comparar
los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado
en los tiempos 0-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el preparado

estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.6-1 Efecto de AG w-3 sobre el consumo de agua de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios
(+ e.e.m).

Consumo de agua (ml de H,0)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Control negativo 35+34 32+3 35+3
(n=16)
Tratamiento con AG w-3 28+6 38+3 362
(n=6)
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mL de H,O

501

40

30

20+

10+

CONSUMO DE AGUA

Ctrl-24Hrs AGy-24Hrs Ctrl-48Hrs AGyp-48Hrs Ctrl-72Hrs AGw-72Hrs

Fig VII.6-1 Consumo de agua de ratas Wistar machos tratadas
con AG @ (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (+eem).
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Consumo de alimento

La cantidad de alimento consumido por los animales de experimentacion tratados

con AG w-3 no presentd diferencias significativas con respecto al grupo control, al

comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro
fue evaluado en los tiempos 0-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el

preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.6-2 Efecto de AG w-3 sobre el consumo de alimento de los animales de
experimentacién obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios

(+ e.e.m).

Consumo de alimento (gr)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Control negativo 19+1 19+1 21+1
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 11+1 14 +1 18+1
(n=6)
CONSUMO DE ALIMENTO
25+
—
o 20 —
1=
g 15
=
o 104
o
o 5
0
Ctrl-24Hrs AGyp-24Hrs Ctrl-48Hrs AGyp-48Hrs Ctrl-72Hrs AGy-72Hrs

Figura VII.6-2 Consumo de alimento de ratas Wistar machos tratadas
con AG w (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (teem)
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Peso corporal

El peso corporal de los animales de experimentacion no mostré diferencias
significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 con respecto al grupo control, al
compara los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro fue
medido al inicio del experimento (0 hrs.) y al final (72 hrs.), después del tratamiento con el
preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.6-3 Efecto de AG w-3 sobre el peso corporal de los animales de
experimentacion obtenido a las 0y 72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Peso corporal (gr)
Grupo 0 hrs 72 hrs
Control negativo 305+ 10 299 +11
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 263+6 266 +4
(n=6)

PESO CORPORAL

400+

300+

5, 200+

100+

Ctrl-5Hrs AGy-5Hrs Ctrl-72Hrs AGw-72Hrs

Figura VII.6-3 Peso corporal de ratas Wistar machos tratadas
con AG o (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (eem)
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Volumen urinario

El volumen urinario de los animales de experimentacion no mostré diferencias
significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 con respecto al grupo control, al
comparar los mismos tiempos evaluados entre si, después del tratamiento con el
preparado estandarizado mencionado anteriormente. Cabe mencionar que los valores de
este pardmetro en el tiempo de 0-5 hrs, es menor que en los deméas debido al corto
tiempo que representa dicho periodo de muestreo, en comparacion con los otros tiempos
(5-24, 24-48 'y 48-72 hrs.).

Tabla VII.6-4 Efecto de AG w-3 sobre el volumen urinario de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores
medios (+ e.e.m).

Volumen urinario (ml)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 4+05 9+1 9+0.5 14+1
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 3+x1 7+1 9+1 101
(n=6)

mL de Orina
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Ctrl-5Hrs AG-5Hrs Ctrl-24Hrs AGp-24Hrs  Ctrl-48Hrs AGyp-48Hrs  Ctrl-72Hrs AG-72Hrs

Figura VII.6-4 Volumen urinario de ratas Wistar machos tratadas
con AG o (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xeem).
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PH urinario

El pH urinario de los animales de experimentacion no mostré diferencias

significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 con respecto al grupo control, al

comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro

fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el

preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.6-5 Efecto de AG w-3 sobre el pH urinario de los animales de
experimentacién obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores

medios (£ e.e.m).

pH

pH urinario
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 7.6+0.2 7.4+0.3 7.3+£0.3 6.9+£04
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 7.2+0.2 7.0+£0.2 7.3%x0.1 6.9+0.2
(n=6)
pH URINARIO
10~
87 — s ___

Ctrl-5Hrs AGp-5Hrs  Ctrl-24Hrs  AGw-24Hrs  Ctrl-48Hrs

Figura VII.6-5 pH urinario de ratas Wistar machos tratadas

AGy-48Hrs Citrl-72Hrs

AGw-72Hrs

con AG @ (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (teem).
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Creatinina urinaria

Los valores de creatinina urinaria de los animales de experimentacion no
mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 con respecto
al grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que
este parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.6-6 Efecto de AG w-3 sobre los valores de creatinina urinaria de los
animales de experimentacién obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (+ e.e.m).

Creatinina urinaria (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 57+2 8712 77+3 63+5
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 7511 63 +11 55+6 55+6
(n=6)

CREATININA EN ORINA

100+

80

60 —

mg/dL

40+

204

Ctrl-5H AGy-5H Ctrl-24H AGp-24H Ctrl-48H AG-48H Ctrl-72H AGy-72H

Figura VII.6-6 Concentracion de creatinina en orina de ratas Wistar machos
tratadas con AG o (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (+eem).
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Concentracion urinaria de sodio

La concentracién de sodio en orina de los animales de experimentacion, no mostré
diferencias significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 con respecto al grupo
control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este
parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del
tratamiento con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.6-7 Efecto de AG w-3 sobre la concentracion urinaria de sodio de los

animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de sodio (meg/L)
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 15+1 35+3 31+£3 3516
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 35+4 39+11 5 20 (9 60 + 8
(n=6)

SODIO EN ORINA

80+

[<2]
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IN
o
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N
o
1

Ctrl-5Hrs AG-5Hrs Ctrl-24Hrs  AGw-24Hrs Ctrl-48Hrs  AGyp-48Hrs Ctrl-72Hrs  AGw-72Hrs

Figura VII. 6-7 Concentracién de Na* en orina de ratas Wistar machos
tratadas con AG @ (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xreem).
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Concentracién urinaria de glucosa

La concentracion de glucosa en orina de los animales de experimentacion, no
mostrd diferencias significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 con respecto al
grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que
este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VI1.6-8 Efecto de AG w-3 sobre la concentracion urinaria de glucosa de los
animales de experimentacién obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los
valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de glucosa (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 15+£0.5 2.1+£0.3 1.9+04 1.9+0.3
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 42 +0.1 50£0.2 46+04 3.6x0.1
(n=6)
GLUCOSA EN ORINA

mg/dL
*

1 T
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N

Ctrl-5Hrs AGwp-5Hrs  Ctrl-24Hrs  AGp-24Hrs Ctrl-48Hrs  AGyp-48Hrs Ctrl-72Hrs  AGg-72Hrs

Figura VI.6-8 Concentracién de glucosa en orina de ratas Wistar machos
tratadas con AG @ (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xeem).
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Osmolaridad urinaria

Los valores de osmolaridad urinaria de los animales de experimentacion, no

mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 con respecto al

grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que
este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.6-9 Efecto de AG w-3 sobre la osmolaridad urinaria de los animales de
experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores

medios (+ e.e.m).

Osmolaridad urinaria (mOsm/L)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 1465 + 94 1554 + 63 1544 + 31 1803 + 70
(n=6)

Tratamiento con AG w-3 1084 + 75 1502 + 66 1397 =77 1526 + 56
(n=6)

OSMORALIDAD URINARIA

2000+

1500+

1000+

mOsm/L
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Ctrl-5Hrs AGp-5Hrs  Ctrl-24Hrs  AGw-24Hrs  Ctrl-48Hrs

AGwp-48Hrs  Ctrl-72Hrs

AGw-72Hrs

Fig. VII.6-9 Osmolaridad en orina de ratas Wistar machos tratadas con AG o

(10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (zeem). (* = P<0.05).
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Concentracién urinaria de proteinas

La concentracion de proteinas en orina de los animales de experimentacion no
mostrd diferencias significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 con respecto al
grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que
este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del

tratamiento con el preparado estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.6-10 Efecto de AG w-3 sobre la concentracion urinaria de proteinas en
los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan
los valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de proteinas (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Control negativo 45+0.3 88+04 8.2+0.2 8.8+0.2
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 6.2+0.2 9.1+0.3 9.7+04 9.8+0.3
(n=6)

PROTEINAS EN ORINA

151

104

mg/dL

Ctrl-5Hrs AGp-5Hrs  Ctrl-24Hrs  AG-24Hrs Ctrl-48Hrs  AGp-48Hrs Ctrl-72Hrs  AGw-72Hrs

Figura VII.6-10 Concentracion de proteinas en orina de ratas Wistar machos
tratadas con AG o (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (xeem).
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Actividad especifica urinaria de y-glutamil transpeptidasa (y-GTP)

La valores de la actividad especifica de la enzima y-GTP en orina de los animales

de experimentacién, no mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado

con AG w-3 con respecto al grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados

entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-

48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el preparado estandarizado mencionado

anteriormente.

Tabla VII.6-11 Efecto de AG w-3 sobre la actividad especifica urinaria de y-GTP en
los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan

los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de y-GTP (nmol de p-nitroanilina/min * mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 6.4+1 43+0.2 41+0.2 3.4+0.3
(n=6)

Tratamiento con AG w-3 7.3+13 3.6+0.5 41+04 3.0+0.1
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TPyG en orina

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina

Ctrl-5Hrs AG-5Hrs  Ctrl-24Hrs

AGyp-24Hrs  Ctrl-48Hrs

AG»-48Hrs  Ctrl-72Hrs

AGw-72Hrs

Figura VII.6-11 Actividad especifica de la enzima TPyG en orina de ratas Wistar
tratadas con Acidos Grasos o (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (+eem).
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Actividad especifica urinaria de dipeptidil aminopeptidasa-1V (DAP-1V)

Los valores de la actividad especifica de la enzima DAP-IV en orina de los

animales de experimentacién, no mostraron diferencias significativas por parte del grupo

tratado con AG w-3 con respecto al grupo control, al comparar los mismos tiempos

evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado en los tiempos 0-5,

5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después del tratamiento con el preparado estandarizado

mencionado anteriormente.

Tabla VII.6-12 Efecto de AG w-3 sobre la actividad especifica urinaria de DAP-IV
en los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se
expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de DAP-IV (nmol de p-nitroanilina/min * mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 4.8+ 0.7 23x0.2 29x0.2 3.0+04
(n=6)

Tratamiento con AG w-3 3.7+£0.7 21+0.3 19+0.1 1.7+0.1
(n=6)

nmoles de p-nitro anilina/min
* mg proteina

Ctrl-5Hrs

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE DAP-IV en orina

AGy-5Hrs

Ctrl-24Hrs

AGy-24Hrs Ctrl-48Hrs

AGy-48Hrs Ctrl-72Hrs

AGw-72Hrs

Figura VII.6-12 Actividad especifica de la enzima DAP-VI en orina de ratas Wistar
machos tratadas con AG @ (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (teem).
w
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Actividad especifica urinaria de alanino aminopeptidasa (APA)

Los valores de la actividad especifica de la enzima APA en orina de los animales
de experimentacién, no mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado
con w-3 con respecto al grupo control, al comparar los mismos tiempos evaluados entre
si. Cabe mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y
48-72 hrs, después del tratamiento con el extracto estandarizado mencionado

anteriormente.

Tabla VII.6-13 Efecto de AG w-3 sobre la actividad especifica urinaria de APA en
los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan
los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de APA (hmol de p-nitroanilina/min * mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.

Control negativo 0.4+0.04 0.5+0.04 04+£04 0.6 £ 0.02
(n=6)

Tratamiento con AG w-3 0.2+0.1 0.3+0.1 0.2+0.0 05+0.1
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE APA en orina
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Ctrl-5Hrs AGy-5Hrs  Ctrl-24Hrs  AG-24Hrs Citrl-48Hrs  AGyp-48Hrs Citrl-72Hrs  AG-72Hrs

Figura VII.6-13 Actividad especifica de la enzima APA en orina de ratas Wistar
machos tratadas con AG o (10mg/kg i.p.). Se expresan los valores medios (teem).
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VII.7 Resultados de parametros en el tratamiento con NPs de TiO, vs el
tratamiento con el preparado estandarizado de Acidos Grasos w-3 (AG w-3)

Los resultados mostrados a continuacion muestran una comparacion de los datos
recabados a partir de ratas tratadas con NPs de TiO, (5mg/kg i.v.) mostrados
anteriormente, con los obtenidos de ratas tratadas con el preparado estandarizado de AG
w-3 (10mg/kg i.p.), més el tratamiento con NPs de TiO, (5mg/kg i.v.), administradas un dia
después del tratamiento con el preparado estadarizado mencionado. (Ver apartado
“Materiales y métodos”). Lo anterior, con la finalidad de observar efecto protector de los
AG w-3 sobre la nefrotoxicidad aguda producida por las nanoparticulas de TiO,. (Tablas
VII.7-1 a VII.7-13 y Figuras VII.7-1 a VII.7-13).

Consumo de agua

La cantidad de agua consumida por los animales de experimentacion tratados con
AG w-3 +TiO,, no presentd diferencias significativas con respecto al grupo tratado con
solamente las NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe
mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-24,24-48 y 48-72 hrs,

después de los tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.7-1 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
consumo de agua de los animales de experimentacion obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-72
hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Consumo de agua (ml de H,0)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Tratamiento con TiO, 355 32+4 304
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 + TiO, 30+1 34+2 36+3
(n=6)
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CONSUMO DE AGUA

50+

T ——_—

30

20+

mL de Hzo

10+

TiO,-24H AG+TiO,-24H  TiO,-48H AG+TiO,-48H  TiO,-72H AG+TiO,-72H

Figura VII.7-1 Consumo de agua de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
0 con AG o (10mg/kg i.p.) +TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (eem).
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Consumo de alimento

La cantidad de alimento consumido por los animales de experimentacién tratados
con AG w-3 +TiO,, no presentd diferencias significativas con respecto al grupo tratado
con solamente las NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe
mencionar que este parametro fue evaluado en los tiempos 0-24,24-48 y 48-72 hrs,

después de los tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.7-2 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
consumo de alimento de los animales de experimentacién obtenido a las 0-24, 24-48 y 48-
72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Consumo de alimento (gr)

Grupo 0-24 hrs 24-48 hrs 48-72 hrs
Tratamiento con TiO, 19+1 16+1 15+1
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 + TiO, 13+1 16+1 15+1
(n=6)

CONSUMO DE ALIMENTO

25+
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TiO,-24H AG+Ti0,-24H  TiO,-48H AG+TiO,-48H  TiO,-72H AG+TiO,-72H

Figura VII.7-2 Consumo de alimento de ratas Wistar machos tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.) o con AG o (10mg/kg i.p.) +TiO, (5mg/kg i.v.).
Se expresan los valores medios (xeem).
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Peso corporal

El peso corporal de los animales de experimentacion tratados con AG w-3 +TiO,,
no presentd diferencias significativas con respecto al grupo tratado con solamente las NPs
de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este
parametro fue medido al inicio del experimento (0 hrs.) y al final (72 hrs.), después del

tratamiento con el extracto estandarizado mencionado anteriormente.

Tabla VII.7-3 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
peso corporal de los animales de experimentacién obtenido a las 0 y 72 hrs. Se expresan
los valores medios (+ e.e.m).

Peso corporal (gr)
Grupo 0 hrs 72 hrs
Tratamiento con TiO, 227 + 13 246 + 16
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 + TiO; 258 + 4 DAEIERS
(n=6)
PESO CORPORAL

300-
——
200+
5)
100+
0
TiO,-5H AG+TiO,-5H TiO,-72H AG+TiO,-72H

Figura VII.7-3 Peso corporal de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o0 con AG o (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.) Se expresan los valores medios (zeem).
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Volumen urinario

El volumen urinario de los animales de experimentacion tratados con AG w-3
+TiO,, no presento diferencias significativas con respecto al grupo tratado con solamente
las NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. después de los
tratamientos mencionados anteriormente. Cabe mencionar que los valores de este
parametro en el tiempo de 0-5 hrs, es menor que en los demas debido al corto tiempo que
representa dicho periodo de muestreo, en comparacion con los otros tiempos (5-24, 24-48

y 48-72 hrs.).

Tabla VII.7-4 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en el
volumen urinario de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-

72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Volumen urinario (ml)
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. | 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 3+0 9+1 9+1 9+1
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 + TiO; 2+0 6+2 9+0 80
(n=6)

VOLUMEN URINARIO

151

104

mL de Orina

TiO,5H  AG@+TiO,-5HTIO,-24H  AG+TIO,-24H TiO,-48H  AG+TiO,-48H TiO,-72H  AG+TiO,-72H

Figura VII.7-4 Volumen urinario de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
0 con AG o (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (£eem).
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PH urinario

El pH urinario de los animales de experimentacion tratados con AG w-3 +TiO,, no

presento diferencias significativas con respecto al grupo tratado con solamente las NPs de

TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe mencionar que este

parametro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después de los

tratamientos mencionados anteriomente.

Tabla VII.7-5 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por de NPs de TiO,
en el pH urinario de los animales de experimentacién obtenido a las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-

72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

pH urinario
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. | 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 6.5+0.3 6.5+0.3 6.8+0.2 6.3+0.2
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 + TiO; 7.3+0.2 7.2+0.1 6.8+0.1 6.8+0.2
(n=6)
pH URINARIO

TiO,-5H  AG+TiO,-5H TiO,-24H

AG+TiO,-24HTiO ,-48H

AG+Ti0,-48HTi0,-72H

AG+TiO,-72H

Figura VII.7-5 pH urinario de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o0 con AG o (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios (+eem).
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Creatinina urinaria

Los valores de creatinina urinaria de los animales de experimentacion tratados con

AG w-3 +TiO,, no presentaron diferencias significativas con respecto al grupo tratado con

solamente las NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Cabe
mencionar que este pardmetro fue evaluado en los tiempos 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs,

después de los tratamientos mencionados anteriomente.

Tabla VII.7-6 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en
los valores de creatinina urinaria de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5,
5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Creatinina urinaria (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. | 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 47 + 2 77+ 1 83+1 84 +7
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 + TiO; 635 75+3 885 60 + 6
(n=6)

CREATININA EN ORINA

100+

80

60

mg/dL

404

204

TiO, 5H AGTIO,-5H  TiO, 24H AG+TiO,-24H TiO, 48H

AG+TiO,-48H TiO, 72H

AG+TiO,-72H

Figura VII.7-6 Concentracion de creatinina en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) o con AG ® (10mg/kg i.p.) +TiO, (5mg/kg i.v.).
Se expresan los valores medios (xeem).
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Concentracion urinaria de sodio

La concentracion de sodio en orina de los animales de experimentacién, si mostré
diferencias significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 + TiO,, ya que en dicho
grupo, al tiempo 48-72 hrs, el valor de este parametro disminuyé6 68% (p<0.01), al
comparar el valor obtenido en el tratamiento con NPs de TiO, en el mismo tiempo
evaluado. Por su parte, en los tiempos de 0-5, 5-24, y 24-48 hrs, no se observaron

diferencias significativas al comparar los grupos tratados mencionados anteriormente.

Tabla VII.7-7 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en la
concentracion urinaria de sodio de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5, 5-
24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (£ e.e.m).

Concentracién urinaria de sodio (meg/L)
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 48 + 6 85+ 17 104 £ 9 126 + 8
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 + TiO; 28+7 55+ 3 68 +4 75+3
(n=6)

SODIO EN ORINA

150+
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o

1

L

meg/L de Na*

TiO,-5H  AG+TiO,-5H TiO,-24H  AG+TIiO,-24HTIO,-48H  AG+TiO,-48HTIO,-72H  AG+TiO,-72H

Figura VIL.7-7 Concentracién de Na™ en orina de ratas Wistar machos tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.) o con AG o (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan
los valores medios (xeem) (** = P<0.01).
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Concentracién urinaria de glucosa

La concentracion de glucosa en orina de los animales de experimentacion, si

mostrd diferencias significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 + de TiO,, ya que

en dicho grupo, en los tiempos de 5-24 y 48-72 hrs, el valor de este parametro disminuyo

7.9 (p<0.001) y 5.5 (p<0.01) veces respectivamente, los valores obtenidos del grupo

tratado con NPs de TiO, al comparar los mismos tiempos evaluados entre si. Por su

parte, en el tiempo de de 0-5 y 24-48 hrs, no se observaron diferencias significativas al

comparar los grupos tratados mencionados anteriormente.

Tabla VII.7-8 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en la
concentracion urinaria de glucosa de los animales de experimentacion obtenido a las 0-5,
5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de glucosa (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. | 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 35+0.1 29.2+3.2 14.2+4.6 19.1+35
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 + TiO, 7.0+0.1 3.7+x0.2 3.8+x04 35+0.1
(n=6)
GLUCOSA EN ORINA
*%% *%
40+
30
3
~ 20_
3 1
104
J |
TiO,-5H AG+TIO,-5H TiO,-24H  AG+TIO,-24HTIO,-48H  AG+TIO,-48HTIO,-72H  AG+TIO,-72H

Figura VII.7-8 Concentracion de glucosa en orina de ratas Wistar machos tratadas
con TiO5(5mg/kg i.v.) o con AG ® (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg(kg i.v.). Se expresan
los valores medios (teem) (* = P<0.05, *** = P<0.001).
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Osmolaridad urinaria

Los valores de osmolaridad urinaria de los animales de experimentacion si

mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 + TiO,, ya que

en dicho grupo, a todos los tiempos evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs), el valor de
este parametro disminuyé 44.8% (p<0.001), 53.9% (p<0.001), 36% (p<0.001) y 39%
(p<0.001) respectivamente, en relacion a los valores obtenidos en el tratamiento con NPs

de TiO, comparando los mismos tiempos evaluados entre si.

Tabla VII.7-9 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO,
sobre la osmolaridad urinaria de los animales de experimentaciéon obtenido a las 0-5, 5-
24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (£ e.e.m).

Osmolaridad urinaria (mOsm/L)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. | 48-72 hrs.

Tratamiento con TiO, 2042 £ 102 | 2902 £ 97 2170 +218 | 2580 + 34
(n=6)

Tratamiento con AG w-3 + TiO, | 1149 + 168 1281 + 45 1384 + 71 1574 + 74
(n=6)

OSMORALIDAD URINARIA

*kk *kk
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TiO,-5H  AG+TiO,-5H Ti0,-24H  AG+TiO,-24H TiO,-48H

AG+TiO,-48H Ti0 ,-72H

AG+TiO,-72H

Figura VII.7-9 Osmolaridad en orina de ratas Wistar machos tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.)
o con AG o (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los valores medios
(xeem) (*** = P<0.001).
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Concentracién urinaria de proteinas

La concentracion de proteinas en orina de los animales de experimentacion, no

presentd diferencias significativas por parte del grupo tratado con AG w-3 + TiO,, con

respecto al grupo tratado con solamente las NPs de TiO,, al comparar los mismos tiempos

evaluados entre si. Cabe mencionar que este parametro fue evaluado en los tiempos 0-5,

5-24, 24-48 y 48-72 hrs, después de los tratamientos mencionados anteriomente.

Tabla VII.7-10 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en
la concentracion urinaria de proteinas en los animales de experimentacion obtenido a las
0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Concentracién urinaria de proteinas (mg/dL)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. | 48-72 hrs.

Tratamiento con TiO, 6.9+0.3 6.6+15 (i (0.4 73+0.2
(n=6)

Tratamiento con AG w-3 + TiO, 8.8+0.8 8.2+0.2 (2 0] 8.8+0.8
(n=6)

PROTEINAS EN ORINA

154

104

mg/dL

TiO,-5H  AG+TiO,-5H Ti0,-24H  AG+TIO,-24HTiO,-48H

AG+TiO ,-48HTi0,-72H

AG+TiO,-72H

Figura VII.7-10 Concentracién de proteinas en orina de ratas Wistar machos tratadas
con TiO, (5mg/kg i.v.) o con AG ®-3 (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan
los valores medios (teem).
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Actividad especifica urinaria de y-glutamil transpeptidasa (y-GTP)

La valores de la actividad especifica de la enzima y-GTP en orina de los animales

de experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con

AG w-3 + TiO,, ya que en dicho grupo, a todos los tiempos evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y
48-72 hrs.), el valor de este parametro disminuy6 en 13.4 (p<0.001), 16.7 p<0.001), 10
(p<0.001) y 14.6 (p<0.001) veces respectivamente, en relacion a los valores del grupo

tratado con solamente NPs de TiO,, comparando los mismos tiempos evaluados después

de los tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.7-11 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en
la actividad especifica urinaria de y-GTP en los animales de experimentacién obtenido a
las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de y-GTP (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. | 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 64.4+10.4 63.3+9.6 40.9+0.6 48.3+ 3.4
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 + TiO, 48+1.6 3.8+x0.6 41+0.8 3.3+0.1
(n=6)
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TPyG en orina
*%k*k *k*k *k% *%k%
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Figura VIL.7-11 Actividad especifica de la enzima TPyG en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) o con AG ® (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan
los valores medios (xeem). (*** = P<0.001).
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Actividad especifica urinaria de dipeptidil aminopeptidasa-1V (DAP-1V)

La valores de la actividad especifica de la enzima DAP-IV en orina de los animales
de experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con
AG w-3 + TiO,, ya que en dicho grupo, a todos los tiempos evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y
48-72 hrs), el valor de este pardmetro disminuy6é en 2.5 (p<0.001), 3.6 (p<0.001), 3.4
(p<0.001) y 4.5 (p<0.001) veces respectivamente, en relacién a los valores del grupo
tratado con solamente NPs TiO,, comparando los mismos tiempos evaluados después de

los tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla VII.7-12 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en
la actividad especifica urinaria de DAP-IV en los animales de experimentacion obtenido a
las 0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (£ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de DAP-IV (nmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)
Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. | 48-72 hrs.
Tratamiento con TiO, 11.1+£0.9 9.8+0.5 8.1+0.7 85+0.3
(n=6)
Tratamiento con AG w-3 + TiO, 45+0.9 2.7+0.1 24+0.1 1.9+0.2
(n=6)

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE DAP-IV en orina

*kk *kk *k%k *k%k
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Figura VII.7-12 Actividad especifica de la enzima DAP-VI en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) o con AG @ (10mg/kg i.p.) + TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan
los valores medios (xeem). (*** = P<0.001).
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Actividad especifica urinaria de alanino aminopeptidasa (APA)

La valores de la actividad especifica de la enzima APA en orina de los animales de

experimentacion, si mostraron diferencias significativas por parte del grupo tratado con

AG w-3 + TiO,, ya que en dicho grupo, a todos los tiempo evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y
48-72 hrs), el valor de este parametro disminuyé en 18 (p<0.001), 4.3 (p<0.05), 6 (p<0.05)
y 3.8 (p<0.05) veces respectivamente, en relacion a los valores del grupo tratado con NPs

de TiO, al comparar los mismos tiempos evaluados después de los tratamientos

mencionados anteriormente.

Tabla VII.7-13 Efecto de AG w-3 sobre los efectos producidos por NPs de TiO, en
la actividad especifica urinaria de APA en los animales de experimentacion obtenido a las
0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 hrs. Se expresan los valores medios (+ e.e.m).

Actividad especifica urinaria de APA (hmol de p-nitroanilina/min*mg proteina)

Grupo 0-5 hrs. 5-24 hrs. 24-48 hrs. | 48-72 hrs.

Tratamiento con TiO, 54+04 1.3+0.1 1.2+0.3 1.5+0.3
(n=6)

Tratamiento con AG w-3 + TiO, 0.3+0.1 0.3+0.1 0.2+0.0 0.4+0.1
(n=6)

nmoles de p-nitro anilina/min

* mg proteina
N
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE APA en orina

*kk *

. — I

= __ [

TiO,-BH  AG+TiO,-5H TiO,-24H  AG+TiO,-24HTiO,-48H  AG+TiO,-48HTIO,-72H  AG+TiO,-72H

Figura VI.7-13 Actividad especifica de la enzima APA en orina de ratas Wistar machos
tratadas con TiO, (5mg/kg i.v.) y con AG o (10mg/kg i.p)+TiO, (5mg/kg i.v.). Se expresan los

valores medios (xeem). (* =P<0.05, *** =P<0.001).
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vill.  DISCUSION DE RESULTADOS

En la década pasada, la mayoria de los estudios sobre nanotoxicologia ha sido
llevados a cabo en cultivos celulares, dentro de los cuales, algunos se han realizado en
células renales. (Choi et al., 2011; Ismagilov et al., 2012; L'Azou et al., 2008; Pujalté et al.,
2011). Sin embargo, hay un crecimiento en la necesidad de estudios sobre los efectos de
nanoparticulas in vivo. (Fisher & Chang, 2007; lavicoli et al., 2012).

VIII.1 Nefrotoxicidad aguda de NPs de TiO,

El higado y los rifiones participan de manera importante en el mantenimiento de la
homeostasis corporal y en la eliminacion de xenobibticos. Sin embargo, estos 6rganos
pueden ser dafiados por muchas sustancias toxicas, entre ellos los metales y sus

nanoparticulas (Klaassen y Watkins, 2001).

En el presente estudio, se encontr6 que los efectos renales tempranos que se
presentaron con la exposicién a las NPs de TiO,, por parte de las ratas macho adultas,
fue el incremento de la actividad especifica de las enzimas peptidasas y-GTP, DAP-IV y
APA. Estas enzimas se localizan predominantemente en la membrana apical del borde en
cepillo en las células proximales de las nefronas renales. (Guder & Ross, 1984; Lambeir
et al., 2003; Kim et al., 2006; Smith et al., 1995). Por otro lado, las actividades enzimaticas
en suero, plasma u orina, son uno de los marcadores de dafio en dérganos mas
ampliamente utilizados en experimentos toxicoldgicos en animales. (Braun et al., 1993;
Trevisan et al., 2001; Zhou et al., 2008).

En relacion con lo anterior, se propone que los efectos mencionados, son
principalmente producidos por una interaccion directa de las NPs de TiO, con la
membrana citoplasmética de las células del borde en cepillo en el lado luminal de los
tubulos renales, debido al pequefio tamafio y ausencia de carga eléctrica de dichas
nanoparticulas, haciendo mas facil su absorcion generado la alteracion y disrupcién en las

membranas citoplasmaticas. De esta forma, las NPs de TiO,, incrementan la liberacion de
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las peptidasas mencionadas anteriormente a partir de la membrana citoplasmica, lo que

se refleja como un incremento en sus actividades en orina.

La interpretacion anterior, esta fundamentada en los efectos de NPs catidnicas y
de TiO, descritas en membranas modelo (Aillon et al., 2009; Chen & Bothum, 2014;
Gkeka et al.,, 2013; Hong et al.,2006; Leroueil et al., 2007; Lesniak et al., 2013; Li &
Malmstadt, 2013; Moghadam et al., 2012; Negoda et al., 2013; Wu et al., 2013), y en
células intactas (Andreozzi et al., 2013; Arvizo et al., 2010; Geiser et al., 2005; Planque et
al., 2011; Rothen-Rutishauser et al., 2006; Shaw et al., 2008).

Estos autores describen sus resultados relacionando una alteracion fisica en
membranas biol6gicas modelo y membranas celulares reales, debido a las propiedades
guimicas de nanomateriales que generan nanoagujeros en las membranas disminuyendo
su estabilidad. Estas interacciones dependen de fuerzas coloidales, asi como de
parametros dinamicos biofisicoquimicos. (Shvedova et al., 2010; Nel et al., 2009).

Otro de los efectos que se presentaron con la administracion de NPs de TiO, fue
incremento en la concentracion urinaria de sodio. Brevemente, la reabsorcién de sodio se
lleva a cabo en varios segmentos de la nefrona. El tibulo proximal es responsable de la
reabsorcion de alrededor del 67% de la carga de sodio filtrado. El sodio entra en las
células tubulares proximales por medio de una serie de acarreadores que también
transporta otros solutos (Aronson, 2002). Por lo tanto, existen diferentes

cotransportadores de sodio-glucosa, sodio-posfatos y sodio-aminoacidos.

Por su parte, en la rama ascendente gruesa el asa de Henle, el sodio es
reabsorbido (25%) por el cotransportador Na-K-2Cl ubicado en la membrana luminal. En
el caso del tabulo distal, el sodio es transportado y reabsorbido (5%) contra un gradiente

electroquimico por medio de simportadores Na-Cl. (Reeves & Andreoli 2000).

Continuando con lo anterior, la alteracion de la membrana citopldsmética
ocasionada por las NPs de TiO,, puede alterar la funcién de los contransportadores de
sodio-glucosa (Horiba et al., 2003; Wrigth, 2013), principalmente el rSGLT-2 de rata
(Sabolic et al., 2012), y el SGLT-5 en humanos (Grempler et al., 2012), asi como
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cotransportadores de iones principalmente el Na-K-Cl. (Arroyo et al., 2013; Gamba, 2005;
Kaplan et al., 1996; Markadieu & Delpire, 2014; Plotkin et al., 1996; Rusell, 2000; Yang et
al., 1996). Estos transportadores son los mayormente involucrados en los valores de
osmolaridad urinaria que se pueden obtener. (Choi et al., 2012).

Los efectos de incremento en la concentracion urinaria de glucosa
(hiperglucosuria), incremento en la concentracion urinaria de sodio (hipernatriuria) y el
incremento de la osmolaridad, se presentaron después de la enzimuria. Por lo tanto, estos
efectos pudieron producirse por una desregulacion de los cotransportadores mencionados

anteriormente de las nefronas renales.

En relacion a lo anterior, debe sefalarse que el manejo renal de agua y solutos
filtrados en los glomérulos es un proceso complejo e integrado, durante el cual el volumen
del filtrado glomerular y su composicién se alteran de manera progresiva, mientras el
liquido fluye por los diferentes segmentos tubulares. En el tibulo proximal es reabsorbido
del 60 al 80 % del agua y solutos filtrados. La resorcion de agua es un proceso pasivo e
iso-osmotico impulsado de manera primaria por la resorcion de los iones de Na+. Estos
iones difunden al interior de las células proximales y salen de ellas mediante la actividad
de la Na+-K+-ATPasa, localizada en la membrana basolateral. Ademas, en este sitio
existen sistemas de transporte que secretan diversas sustancias enddgenas y
xenobidticos. Para que los procesos de reabsorcibn y secrecion funcionen
adecuadamente, se requiere de un elevado aporte de energia y, por ello, las células
proximales tienen abundantes mitocondrias. Esta circunstancia explica el hecho de que
los xenobidticos que afectan la produccion de energia, o cualquiera de los sistemas

especializados de transporte, puedan dafiar la funcién renal (Jaramillo et al, Tox Béasica).

En relacién con lo anterior, no se descarta la participacion de estrés oxidativo en
los efectos renales producidos por las NPs de TiO, como ha sido reportado. (Hussain et
al., 2009; Kenzaoui et al.,, 2013; Manke et al., 2013). Sin embargo, se propone que el
estrés oxidativo generado por dichas nanoparticulas es generado en tiempos posteriores

(Escarcega-Gonzalez 2012).
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Por otra parte, las nanoparticulas de TiO, no modificaron significativamente la
concentracion urinaria de proteinas, la concentracion urinaria de creatinina, el volumen y
el pH urinario. De igual modo, dichas nanoparticulas no modificaron significativamente el
consumo de agua y de alimento, ni tampoco el peso corporal de los animales de

experimentacion.

Finalmente, estos efectos renales producidos por NPs de TiO, pueden ser usados
como otros biomarcadores de exposicion por parte de los seres vivos, debido a que estos
nanomateriales son encontrados en el medio ambiente, en alimentos y productos de
consumo, asi como en el ambiente laboral y en el caso de los humanos, por liberacion de
implantes y como vehiculos de farmacos. Por tal razén, la administracion de
nanoparticulas de TiO, a los humanos debe ser realizada de manera responsable y
controlada, ya que se debe considerar que no son totalmente inocuos, como se muestra

en el presente estudio y en otros que han sido publicados.
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VIIl.2 Efectos protectores del Gb contra los efectos producidos por NPs de TiO,

La administracion de una dosis Unica intraperitoneal de extracto de Gb, (10mg/kg),
revirtio de manera significativa (p<0.05), los efectos renales de una dosis Unica e
intravenosa (5mg/kg) de NPs de TiO,, estudiados en la orina de ratas macho adultas. La
dosis de TiO, que fue administrada fue 11.8 veces menor que su DLsy. (Volkovova et al.
2014).

Por su parte, las NPs de TiO, es un fino polvo blanco, frecuentemente usado como
pigmento y aditivo para ceramicas, alimentos, pinturas, papel, plasticos, bloqueadores
solares y pasta de dientes. (Chen & Mao 2007). Por tal razén, organismos vivos estan

expuestos a NPs de TiO,, pudiendo presentar efectos téxicos.

La toxicidad de NPs de TiO, ha sido principalmente estudiado in vitro ) (Arora et
al. 2012; Barillet et al. 2010; lavicoli et al. 2011; Jin et al. 2011; Smulders et al. 2015), y
por lo tanto son pocos los estudios realizados in vivo (Smulders et al. 2014), ante la
creciente necesidad de realizar de realizar mas trabajos de este tipo este campo de
investigacion. (Fischer & Chan 2007; lavicoli et al. 2012).

El Ginko biloba, es uno de los remedios herbolarios mas ampliamente utilizado en
Europa y los Estados Unidos (Heinonen & Gaus 2015). Es bien sabido que el EGb
contiene 27% de los polifenoles isoramnetina, camferol y quercetina (Deng & Zito 2003;
Dubber & Kanfer 2004; Li et al. 2004; Van Beek & Montoro 2009).

Por lo tanto, se propone que la proteccion que el EGb proporciona a los rifiones
contra los efectos de las NPs de TiO,, son principalmente debido a la interaccién de los
polifenoles del EGb con la membrana citoplasmatica de las células del borde en cepillo en
los tubulos renales. Existen muchos trabajos que muestra la interaccion de los polifenoles
con membranas modelo (Arora et al. 2000; Cieslik-Boczula et al. 2012; Hendrich 2006;
Lehtonen et al. 1996; Liao & Yin 2000; Olilla et al. 2002; Oteiza et al. 2005; Pawlikowska-
Pawlega et al. 2007; Pawlikowska-Pawlega et al. 2012; Pawlikowska-Pawlega et al. 2014;
Raghunathan et al. 2012; Scheidt et al. 2004; Tsuchiya et al. 2002; Zhang et al. 2014), y
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con membranas de eritrocitos (Ajdzanowic et al. 2010; Cyboran et al. 2012; Liao & Yin
2000; Pawlikowska-Pawlega et al. 2003; Pawlikowska-Pawlega et al. 2014).

Muchos de los autores anteriores, reportan que la evidencia de esta interaccion es
principalmente debido a la formacién de puentes de hidrogeno entre las cabezas polares
de los lipidos de membrana y los grupos hidroxilo de los polifenoles. Esta interaccion

estabilizaria las membranas y su fluidez en la regién hidrofilica de la membrana.

De igual modo, es posible que el efecto protector del EGb en los rifiones sea
potenciado por sus componentes y su farmacocinética, tal y como se ha reportado in vivo
en rats (Guan et al. 2014), y en estudios como tratamiento contra el cancer (Liu 2004,
Yang et al. 2014; Wagner 2011). Ademas, en el presente estudio se propone que los
polifenoles del EGb participan como antioxidantes (Pahari et al. 2012) en la proteccion
renal contra los efectos de las NPs de TiO, principalmente a los ultimos tiempos

(Escéarcega-Gonzalez 2012).

En relacion con lo anterior, no se descarta la participacion de los componentes del
EGb como antioxidantes para con los efectos generados por las NPs mencionadas, tal
como es reportado en varios trabajos (Bolt et al. 2012; Bruno et al. 2014; Halamoda et al.
2013; Hussain et al. 2009; Pujalté et al. 2011).

Por su parte, no se encontraron diferencias significativas entre los valores del
grupo control, el grupo tratado con NPs de TiO, y el grupo tratado con el EGb en los
siguientes pardmetros: volumen urinario, concentracién urinaria de proteinas,
concentracion urinaria de creatinina y pH urinario. De igual forma, el consumo de agua y
alimento, asi como el peso corporal de los animales de experimentacion, tampoco

presentaron diferencias significativas al comparar los grupos mencionados anteriormente.

Finalmente, con lo explicado anteriormente, se puede argumentar que el EGDb
puede ser de gran ayuda para a la salud, ya que puede proteger 6rganos y tejidos como
los riflones contra la exposicion a xenobidticos que en este caso fueron NPs de TiO,. Al
respecto, es importante el tomar en cuenta la dosis y el tiempo de exposicién al momento

de consumir productos como el EGb.
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VIII.3 Efectos protectores de la Vit. E contra los efectos producidos por NPs de
TiO,

Al igual que con el EGb, la administracién de una dosis Unica intraperitoneal del
preparado estandarizado de vit. E, (10mg/kg), revirti6 de manera significativa (p<0.05), los
efectos renales de una dosis Unica e intravenosa (5mg/kg) de NPs de TiO,, estudiados en
la orina de ratas macho adultas. La dosis de TiO, que fue administrada fue 11.8 veces

menor que su DLsy. (Volkovova et al. 2014).

La reversién de los efectos, se explica porque la actividad de las peptidasas TPyG
y DAP-IV que se encuentran en la membrana del borde en cepillo de las células tubulares
proximales renales, disminuy6 de manera significativa en todos los tiempos, lo que indica
un efecto protector que impidié el desprendimiento de dichas enzimas de su lugar por
efecto de las NPs, ya que éstas enzimas se encuentran en contacto con la luz tubular. En
relacion a la concentracion de glucosa urinaria, esta disminuyé de manera significativa
sobre todo a las 24y 72 H, con el tratamiento preventivo con vitamina E (Vit. E+TiO,), en
comparacion con el tratamiento con solo NPs de TiO,. Esto sugiere que la vitamina E,
protege las membranas de las células tubulares renales y por consiguiente a los
transportadores que reabsorben glucosa, impidiendo la entrada de las NPs de TiO, y
disminuyendo el estrés oxidativo producido por ellas. En cuanto a la concentracién de
sodio, también se observé un efecto protector en las membranas de las células tubulares
renales sobre todo a las 48 y 72 H, lo que sugiere que las membranas tubulares
proximales y por lo tanto, los transportadores sodio/glucosa estan siendo protegidos por la
vitamina E. Por su parte, la osmolaridad urinaria se vié disminuida con el tratamiento
preventivo con vitamina E en comparacion con el tratamiento con NPs de TiO, de manera
significativa a las 24 Hrs. Esto sugiere proteccién a las membranas tubulares renales por
efecto directo de las NPs de TiO, y por consiguiente a los transportadores encargados de

reabsorber sustancias como el sodio y la glucosa.

La vitamina E, considerada el antioxidante liposoluble en los sistemas biolégicos,
es el principal antioxidante de las membranas biolégicas, y por lo cual protege a las
membranas fosfolipidicas de la agresion oxidativa. (Riella & Martins 2003; Al-Attar 2011).

Por lo tanto, esta vitamina protege a las membranas celulares y participa de manera
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importante en el mantenimiento y estabilizaciéon de dichas estructuras (Al-attar 2010;
Kadkhodaee et al. 2004; Jaramillo et al. 2012). En relacién con lo anterior, de los cuatro
tocoferoles, el a-tocoferol es la forma mas activa por las caracteristicas de su molécula, la
cual tienen una parte polar y otra apolar; la regién polar la constituye el anillo cromano y
su grupo fendlico (-OH) y es el responsable de la actividad antioxidante; la region apolar
esta formada por la cadena alifatica (-Cy6Hs3) de la molécula, la cual favorece su insercion
en la bicapa lipidica de las membranas celulares (Jaramillo et al. 2012,
http://ethesis.helsinki.fi). En este sentido, la preparacion que mejor se absorbe es la
emulsion acuosa de acetato de tocoferol. Una vez absorbida, la vitamina E es
transportada en las lipoproteinas del plasma y en los eritrocitos, a cuya membrana se

asocia fuertemente. (Jaramillo et al. 2012).

Por lo tanto, como en el caso del EGb, se propone que la proteccion que la
vitamina E proporciona a los rifiones contra los efectos de las NPs de TiO,, son
principalmente debido a la interaccion de su estructura con la membrana citoplasmatica
de las células del borde en cepillo en los tabulos renales. Esta vitamina, como ya se ha
mencionado, puede estabilizar las membranas biolégicas ya que se incrusta en ellas
(http://ethesis.helsinki.fi; Jaramillo et al.2012) y por lo que pudiera hacer un efecto
pantalla, impidiendo el dafio por efecto directo por parte de la nanoparticulas de TiO, en

los tubulos renales.

Por otra parte, la potente actividad antioxidante de la vitamina E, también puede
ejercer efecto protector en los rifiones, principalmente en los uUltimos tiempos de estudio
(Escarcega-Gonzalez 2012), ya que dicha vitamina posee una alta capacidad para
neutralizar radicales libres producidos en tejidos por la exposicion a distintos xenobiéticos
como los metales pesados, farmacos antineoplasicos, nanoparticulas, pesticidas, entre
otros (Jilanchi et al. 2013; Al-Attar 2011; Ganther 1978; Galal et al. 2014).

Por su parte, no se encontraron diferencias significativas entre los valores del
grupo control, el grupo tratado con NPs de TiO, y el grupo tratado con el preparado
estandarizado de vitamina E en los siguientes parametros: volumen urinario,
concentracion urinaria de proteinas, concentracion urinaria de creatinina y pH urinario. De

igual forma, el consumo de agua y alimento, asi como el peso corporal de los animales de
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experimentacion, tampoco presentaron diferencias significativas al comparar los grupos

mencionados anteriormente.

Por dltimo, tal y como sucede con el EGb, se pude argumentar que consumir
preparados estandarizados de vitamina E pueden ser de gran ayuda para a la salud, ya
que dentro de sus multiples beneficios con los que cuenta, puede proteger 6rganos y
tejidos como los rifiones contra la exposicién a xenobiéticos que en este caso fueron NPs
de TiO,. Al respecto, es importante el tomar en cuenta la dosis y el tiempo de exposicion
al momento de consumir este tipo de preparados estandarizados ya que al ser muy
liposoluble, tienen a acumulares en los tejidos grasos y causar efectos adversos

indeseables.
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VIIl.4 Efectos protectores de los acidos grasos w-3 contra los efectos producidos
por NPs de TiO,

Similar que con el EGb, y el preparado estandarizado de vitamina E, la
administracion de una dosis Unica intraperitoneal del preparado estandarizado de acidos
grasos w-3, (10mg/kg), revirti6 de manera significativa (p<0.05), los efectos renales de
una dosis Unica e intravenosa (5mg/kg) de NPs de TiO,, estudiados en la orina de ratas
macho adultas. La dosis de TiO, que fue administrada fue 11.8 veces menor que su DLs.
(Volkovova et al. 2014).

La reversion de los efectos se explica porque la actividad de las peptidasas TPyG,
DAP-IV y APA que se encuentran en la membrana del borde en cepillo de las células
tubulares proximales renales, disminuyé de manera significativa en todos los tiempos, lo
que indica un efecto protector que impidié el desprendimiento de dichas enzimas de su
lugar por efecto de las NPs, ya que éstas enzimas se encuentran en contacto con la luz
tubular. En relacién a la concentracién de glucosa urinaria, esta disminuyé de manera
significativa sobre todo a las 24 y 72 H, con el tratamiento preventivo con AG w-3 (AG
w+TiO2), en comparacion con el tratamiento con solo NPs de TiO,. Esto sugiere que los
AG w-3, protege las membranas de las células tubulares renales y por consiguiente a los
transportadores que reabsorben glucosa, impidiendo la entrada de las NPs de TiO, y
disminuyendo el estrés oxidativo producido por ellas. Ademas, la concentracion de sodio,
también se observé un efecto protector en las membranas de las células tubulares renales
sobre todo a las 72 H, lo que sugiere que las membranas tubulares proximales y por lo
tanto, los transportadores sodio/glucosa estan siendo protegidos por la AG w-3. Por su
parte, la osmolaridad urinaria se vié disminuida con el tratamiento preventivo con AG w-3
en comparacion con el tratamiento con NPs de TiO, de manera significativa a las en todos
los tiempos evaluados. Esto sugiere proteccion a las membranas tubulares renales por
efecto directo de las NPs de TiO, y por consiguiente a los transportadores encargados de

reabsorber sustancias como el sodio y la glucosa.

La acidos grasos poliinsaturados (PUFA), se dividen grupos w-3, w-6 y w-9, tienen
efectos benéficos demostrados en la supresion de cancerigenos, hiperactividad alérgica,

tendencia trombdética, apoplejia, hipertension, hipertrigliceridemia y envejecimiento
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(Sabaté, 2005). Este tipo de compuestos Se pueden encontrar principalmente en aceites
de varios pescados y algunas plantas.

Actualmente, estd bien establecido que los acidos grasos w-3, juegan un papel
importante en el mantenimiento de la salud humana. Son considerados &cidos grasos
esenciales ya que no pueden ser sintetizados por el organismo y requieren ser obtenidos
a partir de la dieta. (Bradberry et al. 2013). Dentro de este grupo de lipidos, se encuentran
acidos grasos de cadena larga como el &cido a-linoleico (ALA), el acido
eicosapentaenoico (EPA) y el &cido docosahexaenoico (DHA) (Nettleton 1995; Bradberry
et al. 2013).

En relacion a lo anterior, como el caso del EGb y el preparado estandarizado de
vitamina E, se propone que la protecciéon que el preparado estandarizado de acidos
grasos w-3, son principalmente debido a la interaccién de sus estructuras moleculares con
la membrana citoplasmatica de las células del borde en cepillo en los tdbulos renales. Al
respecto, este tipo de lipidos después de su consumo, son incorporados a las membranas
celulares donde llevan a cabo una funciébn de modulacion en funcién de proteinas,
sefalizaciéon celular y expresion de genes (Bradberry et al. 2013; Surette 2008). Por lo
tanto, lo anterior explica la reversion de los efectos renales producidos por las NPs de
TiO, ya que al proteger y estabilizar las membranas del borde en cepillo de los tubulos
renales, la funcibn en esta porcion se ve mejorada y los parametros regresan a sus

valores normales, tal como se muestra en los resultados correspondientes.

En adicion a lo anterior, es importante sefialar que la presencia de acidos grasos
w-3, promueve la secrecion de prostaglandinas antiinflamatorias y leucotrienos menos
potentes, lo que resulta en un cambio en el entorno con una produccibn menor de
mediadores de inflamacion (James et al. 2000; Bradberry et al. 2013). Este proceso,
puede también explicar la proteccién de las membranas celulares que los acidos grasos

w-3 ejercen de manera eficiente.

159



Por otra parte, los acidos grasos w-3 pueden tener actividad antioxidante y por
consiguiente proteccion a membranas celulares. Por ejemplo, ha sido descrito que el uso
de &cido docosahexaenoico (DHA, protege a los rifiones de los efectos adversos
producidos por el cisplatino durante el tratamiento contra el cancer, y ademas mejora la
tasa filtracion glomerular, reduce la inflamacion y el estrés oxidativo producido por este
agente quimioterapéutico (El-Mesery et al. 2009). Ademas se ha reportado que al igual
que el DHA, el acido eicosapentaenoico (EPA) exhibe una alta capacidad antioxidante y
compite con el &cido araquidénico de los fosfolipidos de membrana, produciendo
compuestos antiinflamatorios derivados de EPA. (Palaniswamy et al. 2014). Por estos
efectos mencionados anteriormente, el EPA protege los rifiones expuestos a la dioxina
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), contra los efectos adversos producidos por

dicho xenobiético. (Palaniswamy et al. 2014)

Por lo tanto los acidos grasos w-3, también como antioxidantes pueden ejercer su
efecto protector en los rifiones, principalmente en los ultimos tiempos de estudio
(Escéarcega-Gonzalez 2012), ya que, como se ha comentado, este tipo de compuestos
poseen una alta capacidad antioxidante y por lo tanto son benéficos para la salud por que
ayudan en el tratamiento de diversas enfermedades y ademas son Utiles para mitigar
efectos de xenobidticos e incluso promover su eliminacién del organismo (Mansara et al.
2015; Abdel-Dayem et al. 2014; Privalova et al. 2014).

Por su parte, no se encontraron diferencias significativas entre los valores del
grupo control, el grupo tratado con NPs de TiO, y el grupo tratado con el preparado
estandarizado de acidos grasos w-3 en los siguientes parametros: volumen urinario,
concentracion urinaria de proteinas, concentracion urinaria de creatinina y pH urinario. De
igual forma, el consumo de agua y alimento, asi como el peso corporal de los animales de
experimentacion, tampoco presentaron diferencias significativas al comparar los grupos

mencionados anteriormente.

Por dltimo, tal y como sucede con el EGb, y el preparado estandarizado de
vitamina E, se pude argumentar que consumir preparados estandarizados con acidos
grasos w-3, puede ser de gran ayuda para a la salud, ya que dentro de sus mdltiples

beneficios con los que cuenta, puede proteger 6érganos y tejidos como los rifiones contra
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la exposicion a xenobidticos que en este caso fueron NPs de TiO,. Al respecto, es
importante el tomar en cuenta la dosis y el tiempo de exposicion al momento de consumir
este tipo de preparados estandarizados ya que al igual que cualquier antioxidante, en

exceso pueden convertirse en sustancias prooxidantes.

161



VII.5 Comparacion entre los antioxidantes utilizados en presente estudio

El uso de los 3 antioxidantes, realiz6 una proteccion en las membranas
citoplasméticas de las células tubulares renales contra los efectos renales de las NPs de

TiO, como se describe a continuacién parametro por parametro.

Actividad especifica de las transpeptidasas TPyG, DAP-IV y APA

En general, los 3 antioxidantes realizaron una eficaz proteccién de la membrana el
borde en cepillo de los tabulos en las nefronas renales, ya que en canto a los valores de
actividad de especifica de TPyG y DAP-IV, estos regresaron a valores normales en
relacién a los valores con el tratamiento con NPs de TiO,. Sin embargo en cuanto a la
enzima APA, la proteccion fue mayor por parte de los acidos grasos w-3 ya que con ellos,
los valores de su actividad especifica disminuyé en mayor medida que los otros 2
antioxidantes. En este sentido, le siguié la vitamina E y al final el EGb. Por lo anterior, en
este parametro, los acidos grasos w-3 fueron ligeramente mas efectivos, seguido de la

vitamina E y el EGb.

Concentracion urinaria de sodio

Por su parte, en términos generales, también los 3 antioxidantes proporcionaron
proteccion para revertir los efectos de NPs de TiO, sobre los valores de concentracion
uirinaria de este parametro, resultando una ligera mayor proteccion por parte de la
vitamina E que los demas antioxidantes, ya que esta proteccion se vidé a 2 tiempos de
evaluacién (24-48 y 48-72 Hrs). En el caso del EGb y los acidos grasos w-3, se observo
proteccion a un tiempo (48-72 Hrs). Por lo tanto, en este contexto, la vitamina resulto

ligeramente mas eficaz que los otros 2 antioxidantes.

162



Concentracién urinaria de glucosa

En el caso de este parametro, en general, tanto el EGb, la vitamina E y los acidos
grasos w-3, presentaron una protecciéon similar al compararse entre si, ya que los valores
de la concentracion urinaria de glucosa retornaron a valores normales a 2 tiempos de
evaluacion (5-24 y 48-72 Hrs) con los 3 antioxidantes, en relacién a sus valores con el
tratamiento con NPs de TiO,. Por lo tanto, estos compuestos resultaron tener una eficacia

similar en relacion al pardmetro mencionado.

Osmolaridad urinaria

Por ultimo, en cuanto al presente parametro, igual que en los demas, en general
los 3 antioxidantes presentaron proteccién, ya que hubo reversion a valores normales en
relacién al tratamiento con NPs de TiO,, sin embargo, dicha proteccion fue mas marcada
con los acidos grasos w-3 porque este fendbmeno se observdé a todos los tiempos
evaluados (0-5, 5-24, 24-48 y 48-72 Hrs). En este sentido, le siguio el EGb porque con él,
la proteccidn se observo a 2 tiempos analizados (5-24 y 48-72 Hrs), y al final la vitamina E
que lo hizo a un tiempo de evaluacién (5-24 Hrs). Por lo tanto, los acidos grasos w-3, en

relacién a este parametro, resultaron mas eficientes, seguido del EGb y la vitamina E.

Otros parametros

En adicién a todo lo anterior, cabe sefialar que el tratamiento con los antioxidantes,
asi como el tratamiento con las NPs de TiO, no presentaron diferencias significativas en
los parametros de peso corporal, consumo de agua, consumo de alimentos, volumen
urinario, concentracion de proteinas totales en orina, concentracion de creatinina urinaria
y el pH urinario, en los distintos grupos evaluados y comparados entre si (Ver apartado

de Resultados).

Ademas es importante mencionar que los 3 antioxidantes fueron evaluados por si

solo para demostrar que la dosis utilizada no gener6 efectos adversos tal y como sucedio
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en los resultados obtenidos de los experimentos. De esta forma se hizo uso seguro de
dichos compuestos y se pudo evaluar su poder protector demostrado y explicado
anteriormente.

En resumen, se puede inferir que el uso de cualquiera de los 3 antioxidantes utilizados en
el presente estudio (EGb, vitamina E, y acidos grasos w-3), es eficaz para proteger las
membranas celulares de 6rganos como el rifion contra el ataque de NPs de TiO, y por
ende contra otros tipos de xenobidticos. Y ademas, con los resultados obtenidos, es
factible que dicha proteccion se lleve a cabo en otros 6rganos y tejidos del cuerpo.

Para complementar la informacion del presente capitulo, ver ANEXO A, B, C Y D.
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IX.1

IX.2

IX.  CONCLUSIONES

Nefrotoxicidad aguda de NPs de TiO,

La administracion de una sola dosis intravenosa de NPs de TiO, (5mg/kg) en ratas
macho adultas, produce una alteracion en la superficie apical en las células de las
nefronas en los tubulos contorneados proximales de los rifiones, ya que al tiempo
inicial de estudio (0-5 Hrs) se observd un incremento en la actividad especifica
urinaria de y-glutamiltranspeptidasa y dipeptidilaminopeptidasa V. Estos efectos
fueron seguidos (5-24 Hrs), por un incremento en la concentracion urinaria de
sodio y glucosa, asi como un incremento en la osmolaridad. Todos los efectos

permanecieron por lo menos 4 dias.

En relacion con lo anterior, se cree que el estudio relacionado con los efectos
tempranos del TiO, en los rifiones, es el primero realizado in vivo, y por lo tanto,
estos efectos pueden ser utilizados como otro biomarcador de exposicion a estas

nanoparticulas y otros xenobidticos en organismos, incluyendo los seres humanos.

El EGb como agente protector contra la toxicidad de NPs de TiO,

La administracién de una sola dosis de extracto de Ginko biloba (EGb, 10mg/kg de
peso corporal) por via intraperitoneal, revirtio los efectos renales de una sola dosis
intravenosa (5mg/kg) de NPs de TiO, en ratas macho adultas, estudiados en orina.
El EGb regresé a valores normales, las actividades especificas urinarias de y-
glutamiltranspeptidasa y dipeptidilaminopeptidasa V. Ademas, dicho extracto
revirtid la hipernatriuria, glucosuria y la hiperosmolaridad generada por las NPs de
TiO..

Lo anterior se puede deber a una interaccion y proteccion de parte de los
polifenoles del EGb con la membrana citoplasmatica en los tdbulos renales de las

ratas macho adultas los cuales, gracias a sus varios grupos hidroxilo, puede estar
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IX.3

impidiendo e interaccionando con las NPs de TiO,, evitando que causen dafio o
que atraviesen las membranas causando efectos adversos. Ademas los
polifenoles pudieran estar realizando una labor antioxidante protegiendo las
membrana contra radicales libres que pudieran producirse. Por lo tanto, el EGb
puede ser usado como uno agente profilactica en seres humanos expuestos a
varios xenobioticos y estas nanoparticulas, encontradas en el medio ambiente,
alimentos, productos de consumo, ambiente laboral, farmacos, e incluso como

implantes que liberan dicho compuesto.

La vitamina E como agente protector contra la toxicidad de NPs de TiO,

La administracion de una sola dosis de un preparado estandarizado de vitamina E
(vit. E 10mg/kg de peso corporal) por via intraperitoneal, revirtié los efectos renales
de una sola dosis intravenosa (5mg/kg) de NPs de TiO, en ratas macho adultas,
estudiados en orina. La vitamina E regres6 a valores normales, las actividades
especificas urinarias de y-glutamiltranspeptidasa y dipeptidilaminopeptidasa V.
Ademas, dicho extracto revirtié la hipernatriuria, glucosuria y la hiperosmolaridad
generada por las NPs de TiO,.

Lo anterior se puede deber a una interaccién y proteccion de parte de la estructura
de la vitamina E con la membrana citoplasmatica en los tabulos renales de las
ratas macho adultas, ya que dicha estructura se ancla a la membrana
estabilizandola e impidiendo que las NPs de TiO, las dafien o las atraviesen
causando efectos adversos. Ademas, la vitamina E pudiera estar protegiendo las
membranas por su alta capacidad antioxidante contra el ataque de radicales libres
que pudieran producirse. Por lo tanto, la vitamina E puede ser usado como uno
agente profilactica en seres humanos expuestos a varios xenobioticos y estas
nanoparticulas, encontradas en el medio ambiente, alimentos, productos de
consumo, ambiente laboral, farmacos, e incluso como implantes que liberan dicho

compuesto.
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IX.4

IX.5

Los &cidos grasos w-3 como agente protector contra la toxicidad de NPs de
TiO,

La administracién de una sola dosis de un preparado estandarizado de acidos
grasos w-3 (AG w-3 10mg/kg de peso corporal) por via intraperitoneal, revirtio los
efectos renales de una sola dosis intravenosa (5mg/kg) de NPs de TiO, en ratas
macho adultas, estudiados en orina. Los acidos grasos w-3 regresaron a valores
normales, las actividades especificas urinarias de y-glutamiltranspeptidasa y
dipeptidilaminopeptidasa V. Ademas, dicho extracto revirtio la hipernatriuria,

glucosuria y la hiperosmolaridad generada por las NPs de TiO..

Lo anterior se puede deber a una interaccién y proteccion de parte de la estructura
de los acidos grasos w-3 con la membrana citoplasmética en los tubulos renales
de las ratas macho adultas, los cuales al igual que la vitamina E, también
estabilizan membranas evitando que las NPs de TiO, las dafien o las atraviesen
causando efectos adversos. Ademas, los &cidos grasos w-3 pudieran estar
realizando una proteccion antioxidante contra radicales libres que pudieran
producirse. Por lo tanto, la vitamina E puede ser usada como un agente profilactico
en seres humanos expuestos a varios xenobioticos y estas nanoparticulas,
encontradas en el medio ambiente, alimentos, productos de consumo, ambiente

laboral, farmacos, e incluso como implantes que liberan dicho compuesto.

Conclusion final

Los 3 antioxidantes efectuaron un efecto protector en las membranas celulares

tubulares renales con potencia similar. Por su parte las enzimas localizadas en el borde

en cepillo de los tubulos renales (TPyG y DAP-IV) fueron los parametros mas

beneficiados con el uso de los antioxidantes ya que su actividad especifica disminuy6 a

valores cercanos a los controles a todos los tiempos evaluados, aunque los otros

parametros también se beneficiaron. Por lo tanto, los antioxidantes, ejercen su efecto

protector impidiendo el paso de las NPs a través de las membranas e inactivando

radicales libres producidos por ella.
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X. GLOSARIO

Absorcidn. Proceso por el cual los toxicos cruzan las membranas de nuestro cuerpo y
entran en la corriente sanguinea o sistema linfatico.

Acido graso. Cada uno de los acidos organicos monocarboxilicos, generalmente con un
nuamero elevado de atomos de carbono. Se combinan con la glicerina para formar las
grasas.

Acido graso omega-3. Los é&cidos grasos Omega-3 son una forma de grasa
poliinsaturada que el cuerpo obtiene de los alimentos. Omega-3 y omega-6 son conocidos
como acidos grasos esenciales debido a que son importantes para la buena salud, pero el
cuerpo no puede producirlos por si solo, de tal manera que los debe obtener de los
alimentos, tales como pescado de agua fria, incluyendo el atin, el salmén y la caballa.
Otros acidos grasos omega-3 importantes se encuentran en los vegetales de hoja verde,
aceite de semillas de linaza y ciertos aceites vegetales.

Agente quelante. Especie quimica que es capaz de formar complejos estables con iones
metalicos libres en solucion. Un agente quelante puede disminuir la cantidad de iones
metalicos generados por el estrés oxidativo evitando que catalicen la generacion de
radicales libres en la célula.

Ambiente. Lo que rodea o esta cerca. Conjunto de todas la condiciones e influencias
externas a las que estd sometido, en un determinado momento, el sujeto a estudio.

Anidn superéxido. Estado de reduccién del O, generado por un sol electrén. Es formado
por muchas reacciones de autooxidacion y por la cadena de transporte de electrones.
Antioxidante. Sustancia que protege contra la oxidacion no deseada y permite que se
produzca la oxidacidon beneficiosa para nuestro organismo. Los nutrientes enddégenos y
las enzimas son verdaderos antioxidantes. Las vitaminas E, C y D cumplen este objetivo.
Apoptosis. Proceso fisiolégico previsto de muerte y desintegracion de tejidos dentro del
desarrollo normal de los seres vivos. Termino relacionado: necrosis. Una cascada de
enzimas proteoliticas que resulta en muerte celular controlada en respuesta al dafio
celular importante o programas especificos de desarrollo. También llamada muerte celular

programada.
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ATP. Adenosin trifosfato, nucleétido que constituye la fuente de energia para la mayoria

de reacciones quimicas que tienen lugar en las células vivas.

Bioacumulacion. Aumento progresivo de la cantidad de una sustancia en un organismo o
parte de él, como consecuencia de que el ritmo de absorcion supera la capacidad del
organismo para eliminar la sustancia.

Biomarcador. Indicador que sefala un acontecimiento o situaciébn en una muestra o
sistema biolégico y proporciona una medida de la exposicion, el efecto o la susceptibilidad
hacia un toxico.

Biotransformacion. Proceso mediante el cual un farmaco es alterado quimicamente al
interactuar con un sistema biolégico. La biotransformacién puede llevar a la inactivacion
del farmaco o a la produccién de un metabolito activo.

Bomba sodio-potasio. Una enzima que utiliza la energia de la hidrdlisis del ATP para
bombear sodio fuera de la célula y potasio dentro de la célula. También llamada ATPasa

sodio potasio.

C

Canal. Una proteina de pasaje que es continua y que permite el flujo de iones
rapidamente a través de una membrana eucaridtica desde un compartimiento de
concentracion mas alto a un compartimiento mas bajo.

Céncer. Enfermedad neoplasica con transformacion de las células, que proliferan de
manera anormal e incontrolada. Tumor maligno.

Carcinogénesis. Proceso de induccion de neoplasias malignas por agentes fisicos,
guimicos o biol6gicos. Término relacionado: Carcinégeno, cancerigeno.

Catalasa. Enzima que cataliza la conversion del perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno
usando hierro o manganeso como cofactor.

Catalisis. Transformaciéon quimica motivada por sustancias que no se alteran en el curso
de la reaccion.

Catalizador. Sustancia que modifica la velocidad de una reaccién sin consumirse en ella.
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Célula. Unidad fundamental de los organismos vivos, generalmente de tamafio
microscopico, capaz de reproduccion independiente y formada por un citoplasma y un
nucleo rodeados por una membrana.

CYP2E1l. Citocromo P450 2E1, es miembro del sistema oxidasa de funcidbn mixta
citocromo P450, que participa en el metabolismo de xenobidticos en el cuerpo. Aunque
esté solo involucrado enzimaticamente en el metabolismo oxidativo de un pequefio rango
de sustratos (la mayoria moléculas polares pequefas), se sabe que existen muchas
interacciones medicamentosas importantes mediadas por el CYP2E1.

Citocromo P450. Superfamilia de hemoproteinas con actividad enzimatica de
monoxigenasa.

Citotoxicidad. La citotoxicidad es la cualidad de ser toxico a células. Ejemplos de
agentes téxicos son una sustancia quimica o una célula inmune.

Concentracion. Cantidad de una sustancia expresada en peso o en moles (S), por
unidad de peso o de volumen del medio en que se encuentra.

Concentracion letal media (CLso). Concentracion, calculada estadisticamente, de una
sustancia en el medio, que se espera que mate a 50% de los organismos de una
poblacién bajo un conjunto de condiciones definidas.

Control. Caso, grupo o individuo seleccionado para usarlo como referencia en un estudio
por sus caracteristicas especificas, como edad, sexo, raza, estatus econémico, etcétera.
Creatinina. Compuesto que el cuerpo elimina en la orina. Las concentraciones de

creatinina se miden para vigilar el funcionamiento de los rifiones.

Depurar. Proceso mediante el cual se selecciona, limpia o purifican ciertos elementos de
un todo. El riidén y el higado se encargan de depurar compuestos téxicos de nuestro
organismo.

Destoxificacion. Reduccion de la actividad farmacolégica o la toxicidad de un
medicamento 0 sustancia extrafia debido a su interaccion con un proceso organico,
generalmente por la accién enzimética.

Dialisis. Proceso de difusién selectiva a través de una membrana, que se utiliza para la

separacion de moléculas de diferente tamafo.
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Difusion simple. Es el principal sistema de transporte si mediador, en el cual las
sustancias cruzan libremente membranas biolégicas a favor de un gradiente de
concentracion.

Distribucién. Fase del transito de una sustancia en el organismo, desde la absorcion
hasta alcanzar el equilibrio de concentraciones.

Dosis. Cantidad de sustancia administrada o absorbida por un individuo en proporcién a
Su peso o volumen corporal, ordinariamente en 24 horas. Se suele expresar en mg/Kg.
Dosis letal media (DLsy). Dosis, calculada estadisticamente, de un agente quimico o
fisico (radiacion) que se espera que mate al 50% de los organismos de una poblacion

bajo un conjunto de condiciones definidas.

Efecto adverso. Cambio en la morfologia, fisiologia, crecimiento, desarrollo o tiempo de
vida de un organismo, que afecta su homeostasis.

Efecto agudo. Aquel de rapida aparicién y curso producidos por una sola dosis o por
corta exposicién a una sustancia o radiacion.

Electrolito. Sustancia que, fundida o en disolucion acuosa, se disocia en iones, por lo
cual es conductora de la electricidad: son electrolitos los compuestos i6nicos como las
sales, el cloruro de sodio y los acidos.

Eliminacion. Resultado global de los procesos de biotransformacion y de excrecion por
los que el organismo se libera de las sustancias.

Enddgeno. Que se origina o nace en el interior, como la célula que se forma dentro de
otra.

Endotelio vascular. Tejido, formado por una sola capa de células, que tapiza las paredes
internas del corazon, los vasos sanguineos y los vasos linfaticos.

Ensayo de toxicidad. Estudio experimental de los efectos adversos de una sustancia
sobre un organismo vivo, durante un tiempo determinado y condiciones definidas.
Enzimas. Especies quimicas que poseen actividad catalitica. La mayoria son proteinas y
algunas pocas son moléculas de ADN y ARN.

Enzimas antioxidantes. Comprende la catalasa, glutation peroxidasa (GP) y superéxido
dismutasa (SOD).

Enzimuria. Excrecion de enzimas en orina.
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Especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas e inglés). Moléculas o iones
formados por la incompleta reduccion de un electrén del oxigeno. Pueden generar un
estado de estrés oxidativo.

Espectrofotometria. Método de andlisis 6ptico mas usado en las investigaciones
quimicas y bioquimicas. El espectrofotometro es un instrumento que permite comparar la
radiacion absorbida o transmitida por una solucion que contiene una cantidad
desconocida de soluto, y una que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.
Estandar. Aquello que se establece como modelo o unidad para otros de naturaleza
similar.

Estrés oxidativo. Estado del organismo causado por un exceso de concentracion de
radicales libres en el cuerpo. El dafio oxidativo contribuye a la aparicion y aceleracion de
enfermedades especificas (alzheimer, cancer, parkinson, diabetes y enfermedades
cardiovasculares, entre otras) y al deterioro progresivo de las funciones vitales.

Exdgeno. De origen externo. No producido por el organismo.

Exposicion. Situacion en la cual una sustancia puede incidir, por cualquier via, sobre una
poblacion, organismo, érgano, tejido o célula diana.

Exposicion crénica. Exposicion durante un largo periodo o una fraccién significativa del
tiempo de vida de los individuos considerados.

Extracto de Ginko biloba. Producto obtenido a partir de hojas de Ginko biloba con
concentraciones conocidas de varios tipos de compuestos, utilizado por sus efectos

benéficos en la salud.

Farmaco. Cualquier producto que puede ser absorbido por un organismo, difundirse en él
y producirle cambios, favorables o no.

Flavonoide. (del latin flavus, "amarillo") es el término genérico con que se identifica a una
serie de metabolitos secundarios de las plantas.

Fosforilacién oxidativa. El proceso en el cual el ATP es formado como un resultado de
la transferencia de electrones desde NADH o FADH2 a O2 por una serie de
transportadores de electrones.

Filtrado. Una sustancia que ha atravesado un filtro. En toxicocinética, generalmente se

refiere al material que ha atravesado el glomérulo en el tubulo renal.
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Glomérulo. Red de finos capilares en forma de ovillo rodeados por la cdpsula de Bowman
que forma parte de la nefrona (unidad funcional del rifién). La sangre fluye por los
capilares sanguineos y se produce la filtracion de los productos de desecho (urea, &cido
drico, sales minerales y agua.

Glucosuria. Excrecion de glucosa en orina.

GSH. Glutatién. El tripéptido glutamil-cisteinil-glicina. Se encuentra en la mayoria de los
tejidos, sobre todo en el higado. Juega un papel importante en la detoxificacién y
proteccién celular.

Grupo control. Grupo seleccionado o establecido necesariamente antes de un estudio,
integrado por humanos, animales o células, en un todo idéntico al grupo que se estudia, y

manteniendo la misma situacion

Hidrofilico/Hidrosoluble. Sustancia que es afin al agua. Que se disuelve en agua
Hidrofébico. Sustancia que no es afin al agua. Que no se disuelve en agua.
Homeostasis. Estado de equilibrio entre todos los sistemas del cuerpo que el cuerpo
necesita para sobrevivir y funcionar correctamente. En la homeostasis, las
concentraciones de acido en el cuerpo, la presion arterial, el azdcar en la sangre, los
electrolitos, la energia, las hormonas, el oxigeno, las proteinas y la temperatura se ajustan
constantemente para responder a los cambios en el interior y el exterior del cuerpo. De

esa manera, todos los sistemas se mantienen en un nivel normal.

In vivo. Estudio que se realiza en un individuo vivo.

Ingestion: Tragar (como cuando se come 0 se bebe). Las sustancias quimicas pueden
ser ingeridas en el alimento, la bebida, utensilios, cigarrilos o manos. Luego de la
ingestion, las sustancias quimicas pueden ser absorbidas en la sangre y distribuidas en

todas partes del cuerpo.
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Inhalaciéon: Entrada en las vias respiratorias de aire, vapor, gas o particulas suspendidas
en ellos.

I6n Hidroxilo. Grupo funcional formado por un atomo de oxigeno y un atomo e hidrégeno
(OH).

Isquemia. Deficiencia local de aporte de sangre vy, por lo tanto, de oxigeno a un érgano o
tejido, a causa de obstruccion o constriccion de algin vaso sanguineo.

Insuficiencia renal. Afeccion en la cual los riflones dejan de funcionar y no pueden
eliminar los desperdicios y el agua adicional de la sangre, 0 mantener en equilibrio las
sustancias quimicas del cuerpo. La insuficiencia renal aguda o grave se presenta
repentinamente (por ejemplo, después de una lesién), y puede tratarse y curarse. La
insuficiencia renal crénica evoluciona en el curso de muchos afos, puede ser provocada
por afecciones como la presion arterial alta o la diabetes, y no se puede curar. La
insuficiencia renal cronica puede llevar a una insuficiencia renal total y duradera que se
llama enfermedad renal en estado terminal (ERET). El individuo que padece de ERET
necesita didlisis (el proceso de limpiar la sangre haciéndola pasar por una membrana o
filtro) o un trasplante de rifién. También se llama insuficiencia del rifion.

Intoxicacién. Proceso patolégico, con signos y sintomas clinicos, causado por una

sustancia de origen exdgeno o endogeno.

Lipoperoxidacién. Oxidacién de los lipidos de las membranas en células del organismo
producido por un estado de estrés oxidativo.

Lipofilico/Liposoluble. Sustancia de que es afin a los lipidos. Que es soluble en lipidos.
Lipofdbico. Sustancia que no es afin a los lipidos. Que no se disuelve en lipidos.

Lisis celular. Destruccion de una célula por rotura de la membrana celular.

M

Mecanismo de accidn. La manera especifica por la que una sustancia causa un efecto

particular.
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Membranas. Estructuras parecidas a laminas compuestas de lipidos y proteinas,
usualmente so6lo unas pocas moléculas gruesas, que forman fronteras cerradas entre
diferentes compartimentos; las membranas separan ambientes acuosos.

Metabolismo. Conjunto de modificaciones que sufre una sustancia desde su entrada en
el interior de un organismo hasta su transformacion final.

Metabolito. Cualquier producto intermedio o final resultante del metabolismo.
Metabolizar. Someter las sustancias ingeridas o absorbidas por el organismo para
suministrar energia.

Mitocondria. Organulos productores de energia. Llevan a cabo la respiracion celular.
Monooxigenasas, enzima. Enzimas que usan el O2 e incorporan un a&tomo de oxigeno
dentro de un sustrato y reducen el otro atomo a agua; importante en la sintesis de
hormonas esteroideas y tirosina, también como en la destoxificacion de compuestos
xenobidticos.

Mutagénesis. Introduccion de cambios heredables (mutaciones) del genotipo en una
célula como consecuencia de alteracion o de pérdida de genes o de cromosomas (o0 de

parte ellos).

Nanofarmaco. Farmaco producido mediante nanotecnologia.

Nanomaterial. Son materiales a nanoescala. Materiales con caracteristicas estructurales
de una dimension entre 1-100 nanometros.

Nandmetro. Medida de longitud que equivale a la milmillonésima (10-9) parte del metro.
Nanoparticula. Particula que es mas pequefia que 100 nandmetros (milmillonésima parte
de un metro).

Nanotecnologia. Tecnologia de los materiales y de las estructuras en la que el orden de
magnitud se mide en nanémetros, con aplicacion a la fisica, la quimica y la biologia.
Natriuria. Excrecion de sodio en orina.

Necrosis. Muerte masiva de areas de tejido rodeadas de zonas sanas. Cambios
morfolégicos subsiguientes a la muerte celular, caracterizados frecuentemente por
cambios nucleares.

Nefrotoxicidad. Toxicidad ejercida sobre los rifiones, 6érganos cuya integridad funcional

es esencial para el mantenimiento de la homeostasis corporal de los seres humanos.
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Nefrotoxina. Un veneno sistémico cuyo blanco es el rifién .

Neoplasia. Multiplicacion o crecimiento anormal de células en un tejido del organismo.
Nocivo. Agente que, tras contacto o absorcion, puede causar enfermedad o efectos
adversos, bien al tiempo de la exposicion o posteriormente, en la generacion presente o

las futuras.

@)

Oncogén. Gen que puede causar transformacion neoplasica de las células: los
oncogenes son genes con ligeros cambios respecto a genes normales llamados proto-
oncogenes.

Osmosis. El movimiento de un solvente a través de una membrana en la direccién que
tiende a equilibrar las concentraciones del soluto sobre los dos lados de la membrana.
Organismo. Conjunto de érganos del cuerpo animal o vegetal y de las leyes por las que
se rige.

Organulo/Organelo. Unidad estructural y funcional de una célula u organismo unicelular;
p. €j., las mitocondrias o el nucleo.

Oxidacion. Reacciéon quimica en la que una sustancia se combina con oxigeno.
Quimicamente se corresponde con un aumento de cargas positivas del atomo debido a

una pérdida de electrones. Pérdida de electrones de los atomos de un elemento.

Parenteral (administracién). Método de introduccion de sustancias evitando el tracto
gastrointestinal (vias subcutanea, intravenosa, intramuscular, etcétera).

Peligro. Posibilidad de que un agente produzca efectos dafiinos, a causa de sus
propiedades especificas y a las circunstancias y grado de la exposicion. En otras
palabras, un agente peligroso es una fuente de dafio.

Péptido. Molécula que contiene dos o mas aminoacidos (las moléculas que se unen entre
si para formar proteinas). Los péptidos pueden contener muchos aminoacidos que se
llaman polipéptidos o proteinas.

Peroxidacion. Accion y efector de oxidar u oxidarse. Se aplica a toda reaccién quimica

que implica una disminucion de electrones y una proporcion superior de oxigeno.
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Peroxidacién lipidica. Oxidacion de lipidos caracterizada por una peroxidasa usando
peroxido de hidrégeno como un electrén aceptor.

Peréoxido de hidrégeno. Compuesto quimico de férmula H,O, Es altamente inestable y
con gran actividad oxidante.

Poblacion: (1). En estadistica, la totalidad de unidades consideradas. Una parte definida
de una poblacién se denomina subpoblacion. En el caso de una variable aleatoria, se
considera que la distribucion de probabilidades define la poblacion de esa variable. El
término segmento de poblacién se utiliza a veces como sinénimo de poblacion. (2). En
ecologia: conjunto de individuos de la misma especie que viven en la misma éarea
geogréfica.

Polifenoles. Compuestos fotoquimicos de bajo peso molecular, esenciales para el ser
humano. Estos constituyen uno de los metabolitos secundarios de las plantas mas
numerosos Y distribuidos.

Potencia. Expresion de la actividad quimica o medicinal de una sustancia en
comparacion con un estandar o un patron de referencia determinados.

Prooxidante. Especie quimica que tiene la propiedad de favorecer las reacciones de
oxidacion. Las moléculas o radicales libres son altamente reactivos y tienen una gran
actividad prooxidante.

Proteina. Una macromolécula biolégica compuesta de un arreglo lineal de aminoacidos
unidos por uniones peptidicas; las funciones de las proteinas en los procesos biolégicos
incluyen catalisis, transporte y almacenaje, movimiento, soporte mecéanico, proteccion
inmune, la generacion y transmision de impulsos nerviosos y el control del crecimiento y
diferenciacion.

Proteinuria. Excrecion de proteinas en orina.

Q

Quercetina. Flavonoide que se encuentra en grandes concentraciones en algunas frutas

y verduras con actividad antioxidante.

R
Radical libre. Tipo de molécula inestable que se elabora durante el metabolismo normal

de las células (cambios quimicos que ocurren en una célula). Los radicales libres se
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pueden acumular en las células y dafar otras moléculas, como el ADN, los lipidos y las
proteinas. Este dafio puede aumentar el riesgo de cancer y otras enfermedades.
Receptor. Sitio de union (ligando) de gran afinidad por un determinado toxico, de cuya
unién se derivaré un efecto. Mas general: diana, 6érgano diana.

Reduccidon. Reaccion quimica en la que una sustancia (oxidante) se reduce al
combinarse con otra (reductor), de tal forma que gana electrones y disminuye su ndmero
de oxidacion: siempre que se produce una reduccion, se produce la oxidacion de otra
sustancia.

Riesgo. Probabilidad de que se produzcan efectos adversos o dafios por exposicion a un
agente toxico, a causa de las propiedades inherentes del mismo y a la circunstancias o
grados de la exposicion.

Ruta de exposicién. La manera en que una persona puede ponerse en contacto con una
sustancia quimica. E/. bebiendo (ingestion) y bafiandose (contacto con la piel) son dos

rutas de exposicién a contaminantes diferentes que pueden ser encontrados en el agua.

Salud. (1). Estado de bienestar completo, fisico, mental y social, y no meramente la
ausencia de dolencia o enfermedad. (2). Estado de equilibrio dinamico en el cual la
capacidad de un individuo o un grupo para hacer frente a las circunstancias, esta en un
nivel éptimo.

Sarcoma. Tumor maligno que crece en el tejido conectivo y compuesto primariamente de
células anaplasicas que simulan tejido de sostén.

SNC. Sistema Nervioso Central. Constituido por el encéfalo y la médula espinal.
Solubilidad. La habilidad de una sustancia para ser disuelta en un solvente. La
solubilidad se expresa segun el solvente: ej. Solubilidad en agua, la solubilidad en
acetona, etcétera.

Superodxido. Anion de formula quimica O,’; proviene de una molécula de oxigeno que ha
ganado un electron extra. Es considerado un radical libre y es parte de las llamadas
especies reactivas de oxigeno.

Superoxido dismutasa. Enzimas que catalizan la reaccion entre dos moléculas de anion

superoéxido e hidrégeno para generar oxigeno molecular y peroxido de hidrégeno.
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Terapéutica. Es el estudio de los medios o0 métodos que pueden ser empleados para la
prevencion, alivio o duracion de las enfermedades.

TiO2. Diéxido de titanio. Compuesto utilizado como vehiculo de farmacos contra
enfermedades como el cancer en forma de nanoparticula. Utilizado principalmente como
pigmento blanco diversas aplicaciones como cosméticos, pinturas, produccion de hules
ceramica, alimentos, bloqueadores solares debido a que refleja la radiacién solar, asi
como en procesos de oxidacién fotocatalizadora.

Toxicidad. Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacién con la
cantidad o dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de administracién y su
distribucién en el tiempo (dosis Unica o repetidas), tipo y severidad del dafio, tiempo
necesario para producir éste, la naturaleza del organismo afectado y otras condiciones
intervinientes.

Toxicidad aguda. Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos dentro de
un corto plazo de tiempo (usualmente hasta 14 dias) después de la administracién de una
dosis Unica (o una exposicion dada) o tras dosis 0 exposiciones multiples en 24 horas.
Toxicidad crénica. Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos
consecuentes a una exposicion prolongada; éstos pueden aparecer durante o después de
interrumpida la exposicion.

Toxicocinética. Expresion en términos matematicos de los procesos que experimenta
una sustancia toxica en su transito por el cuerpo (captacion, absorcién, distribucion,
biotransformacién y eliminacion). Considera la velocidad de los procesos y las variaciones
de las concentraciones de las sustancias originales y de sus metabolitos en los
compartimientos.

Téxico. Cualquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto adverso para la
salud. Todos los agentes fisicos y quimicos son toxicos potenciales, ya que su accién
depende de la dosis y de las circunstancias individuales y ambientales. Toxicodinamica:
Proceso de interaccion de una sustancia toxica con los lugares diana, y las consecuencias
bioquimicas y fisiopatologicas que conducen a los efectos toxicos.

Toxicologia. (1). Disciplina cientifica dedicada al estudio del peligro actual o potencial
presentado por los efectos nocivos de las sustancias quimicas sobre los organismos vivos

y ecosistemas, de las relaciones de tales efectos nocivos con la exposicién, y de los
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mecanismos de accion, diagndstico, prevencion y tratamiento de las intoxicaciones. (2.)
Ciencia que estudia las sustancias quimicas y los agentes fisicos en cuanto que son
capaces de producir alteraciones patologicas a los seres vivos, a la par que estudia los
mecanismos de produccion de tales alteraciones y los medios para contrarrestarlas, asi
como los procedimientos para detectar, identificar y determinar tales agentes y valorar su
grado de toxicidad.

Toxicometria. Conjunto de determinaciones cuantitativas de parametros biolégicos
afectados por los toxicos.

Transporte activo. Es el movimiento de una sustancia ion 0 molécula que para cruzar
una membrana requiere de energia. El proceso debe ser acoplado a una fuente tal como
el ATR un gradiente electroquimico de Na+ o K+, 0 luz. La sustancia se mueve contra un
gradiente de concentraciéon, de una regidbn menos concentrada a una regiébn mas
concentrada.

Transporte pasivo. Transporte de un ion o una molécula bajo un gradiente de
concentracion, donde .G para las especies transportadas es negativo. También llamado
difusion facilitada.

Tubulina. Proteina de un grupo que se encuentra en concentraciones altas en el
citoplasma de las células (liquido adentro de la célula, pero afuera de su nucleo). Las
tubulinas son los elementos fundamentales de los microttbulos (tubos estrechos y huecos
del interior de una célula), que participan en la multiplicacién y el movimiento de las
células. Ciertos medicamentos anticancerosos se unen a las tubulinas y bloquean su
formaciéon o su funcionamiento, con lo que pueden bloquear la multiplicacién de las
células.

Tabulo proximal, rifibn. Parte de la nefrona que realiza funciones de secrecién y
reabsorcion de sustancias importantes en el organismo.

Tumor. Masa de células transformadas, con crecimiento y multiplicacion anormales.

Uniones/puentes de hidrégeno. Una unién formada cuando dos atomos relativamente
electronegativos, tales como el oxigeno y el nitrdgeno, inequitativamente comparten un

atomo de hidrégeno que es covalentemente unido a uno de los 4&tomos electronegativos.
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Van der Waals (interaccion de). La atraccién entre dos moléculas basada sobre la
asimetria transitoria del electrén alrededor de un &tomo que induce una asimetria
complementaria en una molécula cercana.

Vacuolizacién celular. Proceso de formacién de vacuolas que tiene lugar en los proceso
de degeneracion celular.

Vector. Portador, que transfiere un agente de un huésped a otro.

Vehiculo. Aquello que sirve para conducir o transmitir facilmente algo, como el sonido, la
electricidad, las enfermedades contagiosas, etc.

Vitamina E. Antioxidante liposoluble que previene la oxidacion de las sustancias oleosas
gue protegen a las células incrementa la respuesta inmune, previene la formacion de

cataratas y puede reducir el riesgo de dafos a la arteria coronaria.

w

Wistar, ratas. Ratas albinas que pertenecen a la especie Rattus norvegicus. Esta
variedad fue desarrollada en el Instituto Wistar en 1906 para su uso en la investigacion
biol6gica y médica, y es la primera cepa de ratas desarrolladas para servir como un
organismo modelo en un momento en que los laboratorios utilizaban principalmente Mus

musculus, o el ratbn comun de las casas.

Xenobidticos. Sustancias quimicas que el organismo reconoce como extrafias 0 no
propias, por lo que pueden ser de origen natural, contaminante, drogas, carcinégenos,

insecticidas, etcétera.
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ANEXOS

ANEXO A
Posible mecanismo de alteracién de la membrana citoplasmética en las células apicales
renales por NPs de TiO..

ANEXO B
Posible mecanismo de proteccion membranal en las células apicales renales por parte de
los polifenoles del Gb, contra los efectos de NPs de TiO,.

ANEXO C
Posible mecanismo de proteccion membranal en las células apicales renales por parte de

la vitamina E, contra los efectos de NPs de TiO..

ANEXO D
Posible mecanismo de proteccion membranal de las células apicales renales por parte de

los acidos grasos w-3, contra los efectos de NPs de TiO..

ANEXO E
Carta de aceptacion y articulo cientifico publicado denominado “Efectos renales de una

dosis Unica intravenosa de nanoparticulas de dioxido de titanio en ratas macho adultas”.
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Resumen

Muchos organismaos vivos estan expuestos a nanomateriales. Los efectos renales de una dosis Gnica intravenosa (Smg/kg) de
diéxido de titanio en ratas Wistar macho adultas fueron obtenidos analizando muestras de orina de 0-5 h, 5-24 h, 24-48 h y
48-72 h, dando efectos tempranos significativos (p < 005): a) Incremento de la actividad enzimatica de
y-glutamiltranspeptidasa y dipeptidilaminopeptidasa en todos los tiempos evaluados. b) incremento de la concentracion
urinaria de sodio en todos los tiempos evaluados. ) Incremento en la concentracién de glucosa y osmolaridad urinaria a las
5-24 h, 24-48 h y 48-72 h. Por consiguiente, las nanoparticulas de diéxido de titanio producen efectos relacionados con el
tiempo en ratas macho adultas. Estos resultados pueden ser usados como biomarcadores de exposicién a nanoparticulas.

Abstract

Most living organisms are exposed to nanomaterials. The renal effects of a single and intravenous dose (5 mg/kg) of
titanium dioxide nanoparticles to male adult Wistar rats were obtained analyzing urine samplesat0-5 h, 5-24 h, 24-48 h
and 48-72 h, giving as the earliest and significant (p < 0.05) effects: a) increase of the enzymatic activity of
y-glutamiltranspeptidase, and dipeptidylaminopeptidase at all times tested b) increase the concentration of urinary
sodium at all times tested c) Increase the concentration of urinary glucose and the urine osmolarity at 5-24 h, 24-48 h, and
48-72 h. Thus, the titanium dioxide nanoparticles produced time-related effects in adult male rats. These renal effects
could be used as another biomarker of exposure to nanoparticles.

Palabras clave: y-glutamiltranspeptidasa, Key words: y-glutamiltranspeptidase;
dipeptidilaminopeptidasa IV, glucosa, osmolaridad, dipeptidylaminopeptidase IV; glucose; osmolarity;
sodio. sodium.
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Introduction

Natural nanoparticles (NPs) have existed in environment since
the beginning of Farth's history as volcanic dust, most natural
waters, soils, and sediments: they are generated by geological
and biological processes, and while some can be toxic,
organisms have evolved in an environment containing them.'?

Nanotechnology  represents  the  design, production  and
application of matenals at  atomic, molecular and

macromolecular scales, in order to produce new nanosized
matenals. Nanomaterials are defined as matenals containing
man-made nanoparticles or having nanostructured  surface
topography. Manufactured NPs have complex colloid and
aggregation chemistry, affected by particle shape, size, surface
area and surface charge, as well as their adsorption properties;
on the other hand, pH, ionic strength, water hardness, and
organic matter alter aggregation and influence their toxicity. *#
Most living organisms are exposed to NPs through the
gastrointestinal tract, the lungs, and the skin. Once into the
body, NPs interact with macromolecules of the cell organelles,
mainly with proteins and nucleic acids, establishing biological
interfaces that depend on colloidal forces as well as dynamic
biophysicochemical interactions.”

T10,-NPs are a fine white powder, often used as pigments or
additives for ceramics, paints, paper, plastics, food, sunscreens,
and toothpaste. ' Thus, organisms are exposed to T10,-NPs and
may develop toxic effects.® ' To study their toxicity, they are
administered by the oral,'? intravenous, 5 intraperitoneal'® 17
and inhalation'™ routes in mice and rats, The toxicity of
T10,-NPs has mainly been studied in vitro. 1722

The main function of Kidneys, in mammals, is the excretion of
metabolic end products from the body, and the regulation of
extracellular fluid volume and electrolyte composition.*® Their
high blood flow, combined with their ability to concentrate
solutes, exposes them to high concentration of xenobiotics
present in the systemic circulation. Because of the rich blood
supply of the kidneys, in relation to their mass, this organ is
particularly liable to damage by toxic substances. Nenobiotics
are physiologically concentrated in the renal tissue leading to its
functional impairment.

Since the studies on renal effects of Ti0O, nanoparticles (NPs)
are relatively scarce, we decided to investigate the in vivo
effects with the hypothesis that administration of a single dose
of Ti04-NPs would produce some of the effects of these NPs, in
the Kidneys of adult male rats. These studies would help to
reinforce assessment to the sk of exposure to living beings,
since nanomaterials are found in the environment 27 in food
and consumer products,*$3 at work, 3% and even from implant
release ¥

Materials and methods

Animals

Male adult Wistar rats (270 + 17g) were used and maintained in
stainless steel cages with a 12 h light/dark regime. We used 6
ammals per experimental group (n = 6). The rats were handled
according with the Guiding Principles in the Use of Animals in
toxicology

Chemicals

y-L-glutamyl, L-glyeylprolyl, and L-alanyl p-nitroanilides were
of analytical grade and were purchased from Sigma Chemical
(St Louis, MO). Titanium dioxide nanoparticles (TiO2-NPs) of
less than 100 nm were obtained from (Sigma-Aldrich). Particle
size and morphology were measured using scanning electron
microscopy (JEOL LV 59%K), operating at 20 kV. An image of
the Ti0,-NPs used in this study is shown in Figure |. A stock
suspension of Ti(,-NPs was prepared in distilled water (30
mg'ml.) and, before administration, it was diluted to desired
concentration also in distilled water. All other reagents were of
analytical grade.

Figure 1. The SEM image with morphology and size of TiO2
nanoparticles (56000x).

Experimental Design

Treatment. The rats were divided in two groups: one group was
treated with a single and intravenous dose of TiO,-NPs (5
mg'ke of body weight) and other group with an equivalent dose
of sodium chloride (control rats). The dose used in our study (5
mg'kg of body weight) and the admimstration route
(intravenous) are the same as used in other study in 2008, and
is equivalent to the 8.5% of the Letal dose 50, also by the
intravenous route for rats.*# The highest concentration of
TiO4-NPs was found in liver, spleen, lung and Kidney at 24
hours after intravenous injection, and returned to control values
by day 14 (kidneys)
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The groups were kept in metabolic cages with food and water ad
libitum, and at room temperature (24 + 1 °C), The urine was
continuously collected, in vessels attached to the metabolic
cages, from 0 to 5 h, from 5 to 24 h, from 24 to 48 h, and from
48 to 72 h. The sampling times were selected mainly to evaluate
renal biomarkers of early damage. Furthermore these sampling
times are based in the high concentration of TiO2 NPs that the
rats kidneys present at 24 hours post-administration i.v.3®
Biochemical assays, All parameters studied were measured in
the collected urine. The  specific  activity  of
v-glutamyltranspeptidase (EC 2.3.2.2) was determined in 50
mM Tris-HCI, pH 9.0, 10 mM MgCl,, with 20 mM
glyeylglycine and y-glutamyl-p nitroanilide as substrate, in a
spectrophotometer at 405 nm.*' The specific activity of
dipeptidylaminopeptidase-1V (EC 3.4.14.5) was assayed in 50
mM Tris-Cl. pH 8.0, with glypro-p-nitroanilide as substrate,
also at 405 nm* in a spectrophotometer. The enzymatic
activities were carried out at room temperature (25 = 1 °C).
These assays were carried out in 0.5 mL final incubation
volume. The initial enzymatic rates were calculated from
continuous  recording, in duplicate. in a UV/NVIS
spectrophotometer ( Varian-DMS 80).

Protein was measured with the Folin phenol reagent using
bovine serum albumin as standard.* We also measured: the
volume, the concentration of creatinine.™ the pH in a pH meter,
the osmolatity in a microsmometer (pOsmette), the
concentration of glucose in a spectrophotometer (Trinder, 1969)
and the concentration of sodium with a flame photometer
(Coming Flame Photometer 410).

Statistical analysis

We calculated the significance of the differences between group
means with the two-tailed Student’s t-test for grouped data with
ANOVA pos-test of the urinary parameters, using the software
Prism 4 (GraphPad Software Inc.): graphs were produced using
Slide Write Plus version 4.0 for Windows (Advanced Graphics

Software Inc).

Results and Discussion

In the last decade. most of the nanotoxicity studies have
generally focused on culture cells and, among them, in kidney
cells.*** However, there is a growing need for in vive research
on the effects of nanoparticles.*

In this study the administration of a single dose of TiO,-NPs (5
mg/kg. intravenous) altered the following parameters, as a
reflection of their renal effects:

The effects of TiO2-NPs on the enzymatic activity of
v-glutamyltranspeptidase in the urine of rats

S FARMACEUTICAS

Titanium dioxide nanoparticles increased significantly (p <
0.05) the specific activity of y-glutamyltranspeptidase by 6.4 +
10vs644+ 10.7(0to5h):43£02vs63.3+£9.6(51024h):
41202vs409+06(241048 h).and 3.4+ 0.3 vs 483 + 3.4
nmol p-nitroanilide/min x mg of protein (48 to 72 h),
respectively, compared with the control group. as depicted in
Figure 2.

i 100

s

£ og0| — .

| .

g s =2

540 T

T

z

§ 20

Polmm | e -
:-7: o, !‘U-:: "o, ‘“t.“.' 1, :‘:‘:;‘h o,

niy (L2 N (Jeaxhy TN

Figure 2. The effects of the intravenous administration of titanium
dioxide (5 mgkg) on the enzymatic activity of
y-glutamyltranspeptidase in the urine of rats, at different time
periods, compared with control rats. The enzymatic activity is
presented as nmol p-NA/min x mg of protein. The values represent
the mean £ SEM, n = 6. The significance level is: ** = P<0.01; pNA:
p-Nitroanilide.

The effects of TiO2-NPs on the enzymatic activity of
dipeptidylaminopeptidase-1V in the urine of rats

TiO2 nanoparticles also increased significantly the specific
activity of dipeptidylaminopeptidase-IV (DAP-1V): 48 = 0.6 vs
111 £09 from0to5h: 23 + 0.2 vs 9.8 + 0.5 from 5to 24 h:
29+02vs8.1+0.7from24t048 h.and3.0+04vs85+03
nmol p-nitroanilide/min X mg of protein from 48 to 72 h,
respectively, compared with the control group (Figure 3).

We found that the earliest renal effects, on male and adult
Wistar rats, were increases of the enzymatic activities of
y-glutamyltranspeptidase and dipeptidylaminopeptidase V.
These enzymes are predominantly located on the apical
membrane (brush border) of proximal cells.s-5 On the other
hand, enzyme activities in serum, plasma or urine are the most
widely used markers of organ damage in human or experimental
animals in toxicology.™*" We believe that these effects are
mainly due 1o a direct interaction of the TiO;-NPs with the
citoplasmic membrane of the brush border cells. that line the
luminal side of proximal convoluted tubules. We believe that



the observed effects are mainly and initially produced by an
direct interaction among TiO, NPs—cytoplasmic membrane, of
the brush border cells that line the luminal side of renal tubules,
due to their small size and the lack of electric charge, making it
casier to absorb and therefore, the interaction and disruption is
produced on the cytoplasmic membranes. This interpretation is
supported by the effects of cationic NPs and TiO2 NPs
described in model membranes™ 7 and in intact cells,”87?
These authors describe their findings as related to the physical
disruption of model biological membranes and living cell
membranes, at nanoscopic scale, by the chemical properties of
nanomaterials that generate “nanoholes™ in the membranes and
decrease their stability. These interactions are established with
the biological interfaces and depend on colloidal forces as well
as dynamic biophysicochemical parameters.®”
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Figure 3. The effects of TiO2 (5 mg/kg, intravenous) on the
enzymatic activity of dipeptidylaminopeptidase-1V in the urine of
rats, at different time periods, compared with control rats. The
enzymatic activity is shown as nmol p-NA/min x mg of protein. The
values represent the mean = SEM, n = 6. The significance level is:
¥ = P<0.01; pNA: p-Nitroanilide.

The effects of TiO,-NPs on the concentration of glucose in
the urine of rats

TiO, nanoparticles increased significantly the glucose
concentration: 292 +32vs 2.1 + 03 fromS5t0 24 h: 142 +4.6
vs 1.9 + 0.4 from 24 to 48 h. and 19.1 + 3.5 vs 1.9 = 0.3 mg/dl
from 48 to 72 h, respectively, compared with the control group
(Figure 4).

The effects of TiO,-NPs on the concentration of sodium in
the urine of rats

TiO, nanoparticles increased significantly the concentration of
urinary sodium by 35+ 3 vs 85+ 17(5t024 h).31 +3 vs 104

+9(24 10 48 h). and 35 £ 6 vs 126 + 8 mEqg/l (48 to 72 h),
respectively, compared with the control group, as shown in
Figure 5.
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Figure 4. The effects of titaniuvm dioxide (§ mg/kg, intravenous) on
the concentration of glucose in the urine of rats, at different time
periods, compared with control rats. The glucose concentration is
presented as mg/dL The significance levels are: * = P<0.05, ** =
P<0.01.
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Figure 5. The efTects of the intravenous administration of TiO, (5
mg/kg) on the concentration of sodium in the urine of rats, at
different time periods, compared with control rats, The sodium
concentration is presented as mEquivalents of Na+/liter. The
significance level is: ** = P<0.01.

The effects of TiO,-NPs on urinary osmolarity of rats
Titanium dioxide nanoparticles increased significantly the
osmolarity of urine by 311 £ 13 vs 580 + 19 (5 to 24 h), by 309
+ 6 vs 434 &+ 44 (24 10 48 h), and by 361 + 14 vs 516 + 7
mOsmol/l (48 to 72 h), respectively, compared with the control
group, as shown in Figure 6.
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Figure 6. The effects of TiO; (5 mg/kg, intravenous) on urinary
osmolarity of rats, at different time periods, compared with control
rats. The osmolarity is shown as

mOsmoles/liter. The significance level is: ## = P<0,01.

Briefly, sodium reabsorption takes place in various nephron
segments. The proximal tubule is responsible for reabsorption
of about 67 % of the filtered sodium load, Sodium enters the
proximal tubular cell via a senes of carriers that also transport
other solutes.™ Thus, there are specific sodium-glucose,
sodium-phosphate, and several dilferent sodium-amino acid
cotransporters, In the thick limb ascending of Loop Henle, the
sodium 1s reabsorbed (25 %) by Na-K-2Cl co-transporter
(symporter) across the membrane of the lumen. In the distal
convoluted tubule sodium is transported and reabsorbed (5 %)
against an electrochemical gradient by Na-Cl symporters. ™

The disruption of the citoplasmic membrane by TiO2-NPs
would alter the function of the cotransporters of
sodium-glucose™ ™ mainly the rat rfSGLT2™ and SGLI-5 in
humans,”™ as well as ion cotransporters mainly the Na-K-Cl
cotransporter® #5 mainly the Na-K-Cl cotransporter.® These
transporters are the major participants in urine osmolarity.%
Those tme-related effects of TiO; NPs were detected after the
enzymuna, as increased concentration of the urinary glucose
(glucosuna), and increased concentration of the urinary sodium
(hipernatriuria), along with increased of urine osmolality. The
effects would be due to dysregulaion of these nephron
cotransporters

We do not rule out the participation of oxidative stress on the
renal effects generated by TiOs that have been reported 587!
However, we believe that oxidative stress by titanium dioxide
would be generated at later times, as descnbed by
Escircega-Gonzilez %2

The effects of titanium dioxide on other urinary parameters
Ti(, did not modify significantly the concentration of protein,

2 FARMACEUTICAS

the concentration of creatinine, the volume nor the pH of urine;
likewise, titanium dioxide did not modify significantly the water
and food intakes nor the body weigh, as depicted in Table 1.

Parameter [0-5h | 5-24h [ 24-48h | 48-72h
Protein (mg/ml)

Control 45+03 88404 82402 88402
Treated 53+05 56+03 6.9+03 78+0.1
Volume (ml)

Control 4005 8707 87+0.5 137+ 14
Treated 304015 00+ 1.0 904 1.0 904 1.0
Total Creatinine (mg/dl)

Control S7x21 87+1.7 TT+£27 62351
Treated 47+ 15 TI+13 83 +28 84465
pH

Controf 76+02 7403 73+03 69+04
Treated 63+03 65+03 68+02 6302
Water consumption (ml in 19 or 24 h)

Controf 35+34 32130 3520
Treated 35+50 32+£40 30140
Food consumption (g in 19 or 24 h)

Control 185+13 193207 208+ 14
Treated 9.0 1.0 16.0+ 1.0 150+ 1.0
Body weight (2 in 19 01 24 h)
| Control 247+ 15 240+ 11 256+ 13
Treated 227+ 13 237 + 14 266+ 16

Values represent the mean £ sem (n = 6),

Table 1. The effects of titanium dioxide (5 mg/kg body weight) on
other urinary and general parameters studied,

Figure 7 summarizes the possible mechanisms of disruption in
the cytoplasmic membrane of apical cells, Along the renal
tubules, TiC,-NPs might change the molecular environment of
the two enzymes (dipeptidylaminopeptidase [V and
y-glutamiltranspeptidase) as well as of the cotransporters of
Na-glucose and Na-K-Cl, and consequently, the urinary
osmolality. Thus, the 110, NPs increase the release of the
peptidases from cytoplasmic membrane reflected as their
increase of activity in urine.  Furthermore, the TiO, NPs alter
the function of the cotransporters and increase the urinary
amount of glucose, sodium and probably other tons. This
proposed mechanism, may explain the increase on the specific
activity of v-GTP y DAP-IV, similar to the studies on model
membranes and nanoparticles, ™ =

Finally, these renal effects of Ti0O,-NPs could be used as another
biomarker of exposure to living beings, because nanomaterials
are found in the environment, in food and consumer products, at
work, and in humans, even from implant release.
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Figure 7. Drawing of the possible mecanisms of cytoplasmic
membrane disruption by titanium dioxide nanoparticles at the
luminal side of the brush border cells, all along the renal tubules of
rat  kidneys. yGT:  y-glutamiltranspeptidase,  DAP-1V:
dipeptidylaminopeptidase IV, CoT: electroneutral  Na-K-Cl
cotransporter, and Glue T2: Glucose-Na cotransporter 2

Conclusions

The admimstration of a single dose (intravenous) of TiO,-NPs (5
mg/kg). to adult male rats, produced a disruption on the apical
surface of the nephron cells, and allow us to dissect, imewise,
initial effects (0 to 5 h) on the proximal convoluted tubule of
kidneys, reflected as the unnary increase in activity of
v-glutamiltranspeptidase  and  dipeptidylaminopeptidase 1V
These effects were followed (5 10 24 h) by the urinary increase in
glucose and sodium concentration, and osmolanity. All cffects
remained, at least, for four days. To our knowledge we believe
that this work is the first in vivo study related to early effects of
TiO5 on the Kidneys of rats. These renal effects could be used as
another biomarker of exposure to these nanoparticles in
organisms including human beings.
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