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RESUMEN

La exposicidon ambiental u ocupacional a los xenobidticos genera problemas de
salud a los seres humanos. En el estado de Aguascalientes y zonas aledafas, el
agua de consumo humano contiene metales pesados en concentraciones
cercanas a los limites maximos permitidos por la Norma Oficial Mexicana. En esta
region, la unica fuente de suministro de agua son los acuiferos y, para hacer frente
al aumento en el consumo, los pozos se perforan a profundidades cada vez
mayores. Esto conlleva el riesgo de exponer a la poblacion a concentraciones
altas de metales pesados. Llama la atencion que en nuestro estado, la
insuficiencia renal es un problema serio ya que los trasplantes de rifiones

anualmente superan a la media nacional.

En este contexto, la exposicion a compuestos de cromo puede generar
problemas de toxicidad aguda y crénica. Las manifestaciones de toxicidad aguda
incluyen estado de choque, oliguria y anuria, pudiendo aparecer un cuadro clinico
muy grave conocido como sindrome hepatorrenal que, en la inmensa mayoria de
los casos, conduce a la muerte. A su vez, en la intoxicacion crénica se presenta
dermatitis eccematosa, hepatitis e ictericia, aumentando considerablemente la
frecuencia de cancer pulmonar en los individuos expuestos. Se ha reportado que
la toxicidad de los compuestos de cromo hexavalente se debe a su gran accion
oxidante, los cuales son transformados in vivo en sustancias menos toxicas de
cromo trivalente. Al respecto, conviene sefalar que la N-acetilcisteina (NAC) es un
farmaco con propiedades antioxidantes, vasodilatadoras e inhibidoras de la
agregacion plaquetaria. En nuestro trabajo investigamos la capacidad de la NAC
para prevenir o disminuir la toxicidad producida por el cromo a nivel hepatico y

renal.

Este trabajo se realiz6 con ratas Wistar machos (200-250 g de peso). Los

animales fueron distribuidos en cuatro grupos (10 ratas/grupo): 1) control negativo



(sin tratamiento), 2) tratados con K,Cr,O7 (15 mg/Kg, s.c., control positivo), 3)
tratamiento preventivo-NAC (15 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p) + K2Cr207 (15 mg/Kg, s.c.)
y 4) tratamiento terapéutico K,Cr,O7 (15 mg/Kg, s.c.) + NAC (100 mg/Kg/dia, 5
dias, i.p). Dada la alta mortandad de los animales tratados con NAC (100
mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.), se trabajé con nuevos lotes de ratas y se disminuyo la
dosis: 50 mg/Kg/dia y luego a 15 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p., dosis con la que
finalmente se trabajé. Ademas, se introdujo un grupo adicional tratado solamente
con NAC. Es pertinente senalar que bajo este esquema de dosificacion de la NAC

(15 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.) el porcentaje de mortalidad fue de cero.

Después del tratamiento, se obtuvieron muestras de sangre y orina (jaulas
metabdlicas) a los 2, 5 y 8 dias. En la sangre se determind: a) la concentracion de
creatinina y de albumina y b) las actividades de TGO y TGP. En la orina se
analizo: a) el volumen urinario y b) las concentraciones de sodio, glucosa, fosfatos
y proteinas. Posteriormente, los animales fueron sacrificados y se obtuvieron el
higado y los rifones. En ellos, se cuantificaron las concentraciones de GSH y de
ATP. Finalmente, se realiz6 el estudio histologico de estos o6rganos. Los
resultados obtenidos fueron analizados con las pruebas de ANOVA y de Tukey-
Kramer. Ademas, en algunos de los casos se utilizo la t de student como prueba

complementaria.

RESULTADOS

1) RINONES

Con relacion al grupo control negativo, la concentracion de creatinina en la sangre
de las ratas tratadas con Cr aumentd significativamente a los 2, 5 y 8 dias del
tratamiento. Este fenomeno fue revertido por la NAC ya que, en los animales
tratados con NAC+Cr disminuyo significativamente a los 2 dias, mientras que en el
grupo Cr+NAC disminuyo a los 2, 5 y 8 dias. Al valorar la funcion de las células

tubulares proximales, la masa excretada de sodio disminuyo significativamente en
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los animales tratados con Cr a los 2, 5y 8 dias; a su vez, en los animales tratados
con NAC+Cr aumentd a los 2 y 5 dias, mientras que en el grupo Cr+NAC
disminuyé a los 2 y 8 dias. En este contexto, la masa excretada de glucosa
aumento en el grupo NAC+Cr a los 2 y 8 dias, asi como en el grupo Cr+NAC a los
2 y 5 dias. A su vez, en los animales tratados con Cr, la masa excretada de
fosfatos aumentd a los 2 dias y disminuy6 a los 8 dias; en los animales tratados
con NAC+Cr aumenté a los 2 dias y disminuyé a los 5 dias, mientras que en el
grupo Cr+NAC disminuy6 a los 2 dias del tratamiento. Por otra parte, con relacion
al grupo control negativo, la masa excretada de proteinas aumento
significativamente en los grupos NAC+Cr y Cr+NAC a los 2 dias. Finalmente, la
concentracion renal de GSH disminuyo significativamente en los grupos NAC y
Cr+NAC a los 8 dias del tratamiento. Ademas, la concentracion de ATP disminuyo
de manera significativa solamente en el grupo tratado con Cr, sin que se

presentaran cambios significativos en los otros grupos experimentales.

11) HIGADO

Con relacion a los animales tratados con Cr, la actividad plasmatica de la TGO
aumento significativamente en los grupos NAC+Cr y Cr+NAC a los 2, 5 y 8 dias;
ademas, la actividad plasmatica de la TGP también aumentd significativamente en
el grupo NAC+Cr a los 5 dias y en el grupo Cr+NAC a los 2, 5 y 8 dias; por otra
parte, la concentracion de albumina en plasma disminuyé de manera significativa
en los animales del grupo NAC+Cr a los 2 dias del tratamiento. A su vez, con
relacion grupo control negativo, la concentracion hepatica de GSH disminuy6 en
los animales tratados con Cr y Cr+NAC; ademas, la concentracion de ATP

también disminuy¢ significativamente en el grupo tratado con Cr a los 8 dias.

111) ESTUDIO HISTOLOGICO.
El Cr alter6 la estructura y organizacién del tejido renal generando necrosis tubular
aguda. Este efecto fue revertido parcialmente con la administracién de la NAC (15

mg/Kg). Ademas, el Cr también generé cambios estructurales del tejido hepatico
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caracterizados por vacuolizacion intensa y necrosis de hepatocitos. Sin embargo,
es importante sefalar que en los higados de las ratas tratadas con NAC+Cr y

Cr+NAC (tratamientos preventivo y terapéutico) hubo menor dafio estructural.

Los resultados anteriores nos permiten concluir lo siguiente: 1) la
disminucion de la velocidad de filtracion glomerular (creatinina en sangre)
producida por el cromo es revertida de manera parcial por la NAC, 2) las
alteraciones de las masas excretadas de glucosa y fosfatos se relacionan con
dafio en la reabsorcion proximal de estas sustancias, fenomeno exacerbado por la
NAC, 3) la disminucién de la concentracion de ATP en higado y rifiones se
relaciona con el estrés oxidativo producido por el cromo, fendbmeno atenuado

parcialmente por la NAC.
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Introduccion

ANALISIS DEL EFECTO DE LA'N-ACETILCISTEiNA SOBRE
LA TOXICIDAD RENAL Y HEPATICA PRODUCIDA POR EL
CROMO

1. INTRODUCCION

La toxicidad de los metales y sus compuestos sobre la salud de los animales y el
hombre es un fenémeno reconocido desde hace siglos. El papiro de Ebers (1500
a.C) contiene informacion sobre enfermedades producidas por distintos téxicos,
entre ellos algunos metales. Posteriormente, en el siglo XV, Paracelso describio
por primera vez los peligros ocupacionales relacionados con los metales en su
libro: “Acerca de la enfermedad de los mineros” (Klaessen y Watkins, 2001). A su
vez, el médico italiano Bernardino Ramazzini, considerado el padre de la medicina
del trabajo, en el siglo XVIII profundizé el estudio sobre las enfermedades
ocupacionales y en sus libros “De Re Metalica” y “Discurso acerca de las
enfermedades de los trabajadores” (1899), trato los efectos potenciales que se
producian en los trabajadores expuestos a humos y vapores de metales en sus
sitios de trabajo. Otros autores también han descrito la caracteristica especial que
tienen los metales de bioacumularse en el organismo vy, por lo tanto, de aumentar
la cantidad de metales en el cuerpo humano en la medida en que la edad se

incrementa (Repetto y Repetto, 2000).

Algunos metales son indispensables en bajas concentraciones, ya que
forman parte de sistemas enzimaticos, como el cobalto, zinc, molibdeno, o como el
hierro que forma parte de la hemoglobina. Su ausencia causa enfermedades y su
exceso intoxicaciones (Fergusson, 1990). Los metales toxicos son aquellos cuya
presencia en el ambiente puede causar dafos en la salud de los animales y del
humano. Los términos metales pesados y metales toxicos se usan como
sindbnimos pero solo algunos de ellos pertenecen a ambos grupos (Harte et al,
1991). Al respecto, los metales pesados tienen una densidad por lo menos cinco

veces mayor que la del agua, se usan en numerosos procesos industriales y son
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toxicos para los seres vivos. Los mas importantes son: Arsénico (As), Cadmio
(Cd), Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Mercurio (Hg), Niquel (Ni), Plomo
(Pb), Estano (Sn) y Cinc (Zn) (Harte et al, 1991).

El desarrollo tecnolégico, el consumo masivo e indiscriminado y la
produccion de desechos principalmente urbanos, ha provocado la presencia de
muchos metales en cantidades importantes en el ambiente, generando numerosos
efectos sobre la salud y el equilibrio de los ecosistemas, ademas, tienden a
incorporarse con los alimentos o como particulas que se respiran y se van
acumulando en el organismo, hasta llegar a concentraciones téxicas. La
incorporacion lenta produce intoxicaciones cronicas que dafan los tejidos u
organos en los que se acumulan (Fergusson, 1990). En la medida en que se
afecta la homeostasis del medio interno se limitan las posibilidades del individuo
para tener una vida normal. En este contexto, la integridad del higado y de los
rifones es esencial para el mantenimiento de la homeostasis corporal de los seres

humanos (Jaramillo et al, 2006).

El higado es el érgano mas grande del cuerpo y llega a pesar en humano
adulto hasta 1.5 Kg. Esta formado de dos lébulos principales de los cuales el
derecho es mas grande que el izquierdo y el color café rojizo de este drgano se
debe a la capsula de tejido conectivo que lo cubre. La vena porta transporta al
higado los compuestos absorbidos en el intestino y en el estomago, incluyendo
substancias que pueden ser toxicas; a su vez, la arteria hepatica conduce al
higado hasta un 25% del gasto cardiaco y se encarga de oxigenar los tejidos de
este organo. Del higado salen vasos linfaticos y dos conductos biliares (uno de
cada Iébulo). Los conductos biliares se unen entre si para luego unirse al conducto
cistico que sale de la vesicula biliar, entonces forman un solo conducto que viaja

hasta el duodeno del intestino delgado, donde descarga la bilis (Siller, 2006).

El higado realiza muchas funciones y entre las mas importantes estan el

almacenamiento y biotransformacion de las substancias que recibe por medio de
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la sangre. Normalmente biotransforma y acumula substancias utiles para el
organismo como la glucosa (en forma de glucégeno), aminoacidos, grasas y
vitaminas A y B42. El higado produce y regula la concentracion de diversas
substancias en la sangre, ejemplos: la albumina, el fibrindbgeno y la mayoria de las

globulinas y proteinas de la coagulacion (Siller, 2006; Kopplin, 2001).

Cuando se altera la sintesis de estas sustancias, el individuo se encuentra
bajo en defensas y con problemas de coagulacion de la sangre. Otras substancias
reguladas por el higado son los azucares y los aminoacidos; cuando se retrasa su
ingesta, el higado utiliza su almacén de glucdégeno para producir glucosa y de las
proteinas de reserva produce aminoacidos. Produce la bilis por medio de la cual
se excretan al intestino un numero considerable de metabolitos (Siller, 2006;
Kopplin, 2001).

El higado es un 6rgano muy propenso a sufrir dafios por la exposicion a
téxicos debido a que los dos sistemas circulatorios pueden llevarle substancias
toxicas o que se vuelven tdxicas con las transformaciones metabdlicas que realiza.
Al respecto, algunas de las reacciones que sufren los xenobidticos en el higado
los convierten en substancias menos toxicas o no toxicas y mas faciles de excretar
(proceso de destoxificacion). Sin embargo, otros xenobidticos son inertes bajo su
estructura original y al ser biotransformados originan metabolitos toxicos, ejemplo,
la biotransformacion del CCl; que es toxico para el higado. Para realizar sus
funciones, el higado cuenta con una gran cantidad de enzimas. Las que participan
en la biotransformacion de los xenobiéticos incluyen: oxidasas y reductasas, como
el citocromo-P450 (CYP450), flavin-monooxigenasas, peroxidasas, esterasas y
amidasas. Otras enzimas conjugan metabolitos endégenos de las células a los
xenobidticos o0 sus metabolitos, ejemplos, las glucuroniltransferasas,
sulfotransferasas, acetiltransferasas y transferasas de aminoacidos. Algunas
substancias transportadas por la bilis al intestino delgado pueden ser
transformadas por la flora intestinal dando lugar al ciclo enterohepatico. En

algunas ocasiones, el incremento del tiempo de permanencia del toxico en el
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organismo, producido por este ciclo favorece la generacion de respuestas téxicas,

incluso hepatotéxicas (Siller, 2006; Kopplin, 2001).

Los factores que predisponen al higado a sufrir toxicidad de los agentes

quimicos son varios, entre ellos se encuentran los siguientes (Kopplin, 2001).

« El flujo sanguineo elevado que puede ser portador de sustancias toxicas.
e La gran capacidad para biotransformar o metabolizar xenobidticos.

e Su funcién excretora que permita la concentracion de téxicos.

Por otra parte, los rinones son dos érganos que participan de manera
importante en el mantenimiento de la homeostasis corporal y, para ello, reciben un
porcentaje elevado del gasto cardiaco. Se encuentran en la region retroperitoneal,
a ambos lados de la columna vertebral, ocupando la region posterior del abdomen.
Cada rifidn se encuentra alojado en una capsula fibroadiposa. Tienen forma de
frijol, con dos caras (anterior y posterior), un borde externo convexo, un borde
interno (concavo en su centro) y dos polos redondeados (superior e inferior). En el
hilio penetran los vasos sanguineos y sale el uréter y es seguido inmediatamente
por una cavidad profunda, denominada seno del rifidn. Estan constituidos por dos
tipos de estructuras diferentes: la parte cortical, inmediatamente debajo de la
capsula fibrosa, y la zona medular. La corteza, de color rojo oscuro envuelve a
meédula que penetra profundamente en ella dando lugar a formaciones radiadas
llamadas piramides de Ferrein o radios medulares de Ludwig. Los rifiones
contienen glomérulos incluidos en la capsula de Bowman, que se repliega en el
lugar en donde confluyen las arteriolas aferente y eferente. El conjunto de
glomérulo y capsula de Bowman se denominan corpusculo de Malpighio, y el
conjunto de glomérulo, capsula renal y tubulo renal constituye la nefrona que es la
unidad funcional de los rifiones. Se estima que los rinones del humano tienen

alrededor de 1 millén de nefronas (Kopplin, 2001; Reyes y Jaramillo, 2008).
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2. ANTECEDENTES

Los metales constituyen una familia importante de compuestos téxicos con riesgo
significativo para la salud de los seres humanos por exposicion ocupacional y
ambiental. Los rifiones y el higado de los mamiferos son los 6rganos mas
afectados por la accién téxica de metales pesados como el cromo. Los metales
pesados tienen caracteristicas especiales que juegan un papel importante en la
toxicidad hepatica y renal, como ejemplo se puede mencionar que en su forma
cationica existen en diferentes estados de oxidacion y cada uno de esos estados
generalmente difiere en su toxicidad (especiacion). En general, los cationes
metalicos son capaces de formar complejos y quelatos con ligandos endégenos
(Ellenhorn y Barceloux, 1988; Lock, 1995; Klaassen, 1996).

Pallas descubrié en Rusia (1765) la crocoita o plomo rojo, un mineral de
cromo que contiene plomo. El metal fue aislado en 1797 en Francia por Vanquelin
quien reconocioé que era una combinacion de 6xido de plomo con un acido nuevo,
cuyo componente metalico designé con la palabra griega chroma (color), ya que
sus compuestos por lo general adoptan una hermosa coloracién. El cromo es un
metal muy duro y poco alterable. Aparece como terrones, granulos, polvo o
cristales, es soluble en acido sulfurico, su simbolo quimico es Cr, nUmero atémico
24, pertenece al grupo VI B de la tabla periddica, situado entre los grupos 1Ay Il1A
dentro de los llamados metales de transicion. Sus principales propiedades fisicas
son: peso atémico: 52 g/mol, densidad 7.19 g/cm® punto de fusién 1.857 °C,
punto de ebullicion 2.672 °C (Repetto y Repetto, 2000). EI cromo no se encuentra
solo en la naturaleza, sino distribuido ampliamente como cromita (FeCr,O4) o
piedra de cromo férrico. Puede presentarse en estados de oxidacion de 2+ y 3+ a
6+. Los estados de valencia que son de interés industrial son en primer lugar el
cromo hexavalente (cromatos) y en menor grado el cromo trivalente (cromico
forma estable) (Gil y col., 2002).
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Los compuestos que contienen cromo se utilizan como colorantes y
mordientes (industria textil), en el cromado electrolitico o galvanoplastia (industria
mueblera y automotriz), para el curtido de cueros y pieles (industria peletera),
como conservadores de madera y anticorrosivos en calderas y lodos de
perforacion en la industria petrolera (WHO, 1988; Klaassen y Watkins, 2001). Los
efectos de toxicidad aguda y crénica del cromo se deben, en gran parte, a los
compuestos que contienen cromo hexavalente. Al respecto, en los animales de
experimentacion, la toxicidad tubular aguda de cromatos y dicromatos esta bien
documentada y la necrosis tubular renal también ha sido descrita en seres
humanos, después de la intoxicacion aguda (Langard y Norseth, 1986). Estudios
epidemiolégicos han demostrado que el cromo (6+) puede producir disfuncion
tubular en trabajadores expuestos de manera crénica. En efecto, se ha reportado
que en la orina de soldadores expuestos al cromo aumenta la prevalencia y las
concentraciones de B-glucuronidasa y de proteinas. Estas observaciones han sido
confirmadas por estudios en los que se han usado marcadores mas sensibles de
dafo tubular, como las B,-microglobulinas, la proteina enlazadora de retinol y el
antigeno renal BB-50 (Mutti et al, 1979, 1985; Lindberg y Vesterberg, 1983).

En Espana un estudio realizado en 1976, report6 que el 54% de las
personas que consultaron al departamento de dermatologia laboral del Instituto de
Medicina, Higiene y Seguridad en el Trabajo de Madrid por dermatosis, eran
trabajadores expuestos a compuestos de cromo especialmente dicromato de
potasio (Grimalt, 1980). En nuestro pais (1976), la empresa Cromatos de México
regald desechos de cromo para tapar los baches de las calles del pueblo de
Lecheria en Tultitlan, Edo. de México, y posteriormente se reportaron varios casos
de personas con ulceraciones dérmicas y perforacion del tabique nasal. A su vez,
la direccidén del medio ambiente de Argentina informé (1998) sobre la presencia de
niveles muy altos de contaminacion por cromo, que superaban varias veces los
limites permisibles, en 24 personas que residian cerca de dos industrias de
curtiduria localizadas en la provincia de Santa Fe; también se informé de la

aparicion de 12 casos de leucemia en estos pobladores. Como caracteristica
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comun de estas dos industrias de curtido se encontré la disposicion inadecuada en
el ambiente de los residuos del cromo (Guzman y Fernandez, 2000). La Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), clasific6 al cromo
hexavalente y sus compuestos en el Grupo | de sustancias cancerigenas, porque
se ha comprobado su capacidad para producir cancer en el humano (Boffetta,
1993).

Como ya se senald, el higado y los rifiones tienen un papel relevante en el
mantenimiento de la homeostasis y actuan de manera conjunta para mantener el
equilibrio adecuado de varios procesos bioquimicos y fisiolégicos. Como ejemplo
de ello se puede mencionar su participacién en la regulacién del equilibrio acido-
base de los liquidos corporales, ayudando a mantener el pH sistémico y
determinando la excrecién de los iones de amonio. En efecto, la sintesis hepatica
de urea remueve al amonio, consume bicarbonato y produce H*, mientras que los
rinones se encargan de excretar urea, la atrapan y eliminan iones de amonio,
excretan H* y recuperan el bicarbonato perdido durante la amortiguacion de las
sustancias acidas en la sangre. Ademas, el higado y los rifiones evitan la
acumulacion en el organismo de sustancias potencialmente toxicas (xenobidticos
o productos del metabolismo celular) por diferentes mecanismos, entre ellos, la
alteracion enzimatica de sus estructuras quimicas y su excrecion (Oster y Pérez,
1988).

Se han reportado diversas alteraciones que pueden conducir a la falla renal
aguda durante el dafio hepatico. En primer lugar, la falla renal puede ser una
consecuencia de la funcién hepatica comprometida, tal es el caso del dafo renal
asociado a ictericia severa. En segundo lugar, la falla renal aguda y el dafio
hepatico pueden ser originados por una misma causa, ejemplo de ello es la
intoxicacion con paracetamol que puede producir necrosis tubular aguda y
necrosis hepatica. En tercer lugar, existen alteraciones renales especificas
asociadas con la enfermedad hepatica, como la nefropatia por IgA en pacientes

con cirrosis alcohdlica (Lopez Novoa y Diez, 1990).
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Ahora bien, durante el metabolismo celular, los organismos aerobios
producen radicales libres, principalmente en la mitocondria durante el transporte
de electrones de la cadena respiratoria, que son transformados en sustancias
inocuas por las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa, catalasa y
peroxidasa. En la produccién de radicales libres participan diversas enzimas
solubles y algunas unidas a las membranas. Ademas, muchos xenobioticos al ser
biotransformados en el organismo generan metabolitos electrofilos altamente
reactivos y toéxicos. Estos compuestos forman aductos con algunas

macromoléculas de las células, alterando con ello su funcion (Turrens et al, 1982).

Para neutralizar a los radicales libres y evitar dafo a las células, los
organismos aerobicos han desarrollado mecanismos de proteccion que funcionan
como atrapadores de esas sustancias (mecanismos antioxidantes). En efecto, en
condiciones fisiologicas, los radicales libres son destoxificados en las células a
través de los mecanismos antioxidantes, de tal forma que existe un equilibrio entre
los fendmenos pro-oxidantes y los antioxidantes. Sin embargo, bajo diversas
circunstancias este equilibrio puede ser alterado, por ejemplo cuando se producen
radicales libres en exceso. Asi, la aparicion del dafo celular puede ser debido a
que los sistemas de proteccién antioxidante son insuficientes o se encuentran
deteriorados (Maxwell, 1995).

Abundando sobre este tema, la forma reducida del glutation (GSH)
destoxifica una gran cantidad de metabolitos reactivos ya sea por conjugacion
espontanea o mediante una reaccién catalizada por las transferasas de glutation
(GST). Asi, las GST son una familia de enzimas involucradas en la destoxificacion
de xenobidticos y de sustancias reactivas endogenas, mientras que el glutation
(GSH) es un tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) sintetizado en el higado a
partir de la y-glutamilcisteina y la glicina (Koppele y Mulder, 1991). Las GST
neutralizan a los radicales libres catalizando la reaccion de estas sustancias con el
grupo tiol (-SH) del glutation reducido; con ello, se neutralizan los sitios electrofilos

de los radicales libres y se incrementa su hidrosolubilidad. Los epoxidos, los
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hidroperéxidos organicos y los metabolitos oxidados son los sustratos de las GST.
La transferencia del GSH a compuestos electrofilicos es el mecanismo principal de
destoxificacion de los intermediarios reactivos generados por el sistema de
monooxigenasas (Kaneo et al, 1994; Reed, 1994). Las GST se localizan
principalmente en el citoplasma de las células y, en menor cantidad, en la
membrana del reticulo endoplasmico. El higado, los rifiones, los testiculos, el
intestino y las glandulas suprarrenales son los 6rganos que tienen mayor actividad
de GST (Glenn y Jay, 1986). La reduccion de un 20-30% del GSH intracelular
produce una marcada incapacidad de las células para amortiguar las acciones de

los compuestos toxicos (Reed, 1990).

En este contexto, la N-acetilcisteina (NAC) es el precursor acetilado de los
aminoacidos L-cisteina y del glutation reducido (GSH). La cisteina, el aminoacido
del que se obtiene la NAC, se encuentra en la mayoria de los alimentos ricos en
proteinas. Es importante sefalar que la NAC es un farmaco con propiedades
antioxidantes, vasodilatadoras e inhibidoras de la agregacién plaquetaria
(Robinson, 1995; Rank et al, 2000). Ha sido utilizada en diversas patologias que
afectan a los humanos y en estudios experimentales de dafio hepatico y renal

producido por xenobiéticos; al respecto, se pueden mencionar:

a) La proteccion de la funcién hepatica en enfermos con shock séptico (Rank
et al, 2000).

b) El tratamiento de la hepatotoxicidad grave producida por la intoxicaciéon con
acetaminofeno (Moling et al, 2006).

c) El tratamiento de la falla renal durante el sindrome hepatorrenal (Holt et al,
1999).

d) Para disminuir los efectos colaterales de las sales de oro utilizadas en el
tratamiento de pacientes con artritis reumatoide (Lorber et al, 1973).

e) Para disminuir el dafo renal producido por el mercurio en animales de

experimentacion (Girardi y Elias, 1991).
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Sin embargo, la NAC tiene efectos colaterales que se manifiestan
principalmente a dosis altas, entre ellos: alteraciones gastrointestinales (nausea y
vomito), reacciones anafilacticas debidas a la liberacion de histamina (prurito,
angioedema, espasmo bronquial, taquicardia y cambios en la presion sanguinea)
(Zimet, 1988). Ademas, puede producir efectos pro-oxidantes aun a dosis
terapéuticas (www.thorne.com). En este contexto, ha sido publicado que la NAC
disminuye la concentracion de GSH e incrementa la concentraciéon de GSSG en
individuos sanos, lo que manifiesta su accion pro-oxidante. También, se ha
descrito que la NAC causa dano oxidativo al DNA en presencia de iones metalicos
como el Cu®* (Kleinveld et al., 1992; Oikawa et al, 1999).

Por la antes expuesto, consideramos importante investigar la capacidad de

la NAC para prevenir o disminuir la magnitud de las acciones toxicas y las lesiones

histolégicas producidas por el cromo, a nivel hepatico y renal.
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Justificacion e Hipotesis

3. JUSTIFICACION

La exposiciéon ambiental u ocupacional a los metales pesados produce problemas
de salud a los seres humanos. En este contexto, la exposicién a los compuestos
derivados del cromo dafia al higado y a los rifiones. Dado que estos 6rganos
participan de manera importante en el mantenimiento de la homeostasis corporal,
cuando son afectados por los xenobidticos aparecen alteraciones fisiopatoldgicas
graves, como la falla hepatica y renal. Esto frecuentemente conduce a la muerte
de los humanos o les genera una calidad de vida muy baja. Por ello, es importante
investigar la capacidad de la NAC para prevenir o disminuir la toxicidad producida

por el cromo a nivel de higado y rifiones.

4. HIPOTESIS

La administracion de N-Acetilcisteina a animales de experimentacién previene o
disminuye la magnitud de los efectos téxicos producidos por el cromo en el higado

y en los rifiones.
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Objetivos

5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el posible efecto protector de la N-Acetilcisteina sobre el dafno renal y

hepatico producido por el cromo, en ratas Wistar machos.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.1. Analizar el posible efecto preventivo y/o terapéutico de la N-Aceticisteina

sobre el dafo hepatico producido por el K,Cr,O; en ratas machos adultos,

mediante las determinaciones de:

a) Las actividades séricas de las transaminasas glutamico-piravica (TGP) y
glutamico-oxalacética (TGO).

b

c

d

e

) Las concentraciones de albumina en sangre.

) Las concentraciones hepaticas de glutation reducido (GSH).
) Las concentraciones hepaticas de ATP.

)

Las alteraciones estructurales del higado.

6.2. Analizar el posible efecto preventivo y/o terapéutico de la N-Acetilcisteina
sobre el dafo renal producido por el KoCr,O7 en ratas machos adultos, mediante
las determinaciones de:

a) Las concentraciones de creatinina en sangre.

b) El volumen urinario.

c) Las concentraciones de proteinas y sodio en la orina.

d) Las concentraciones urinarias de glucosa y fosfatos.

e) Las concentraciones de ATP en corteza renal.

f) Las concentraciones renales de glutatién reducido (GSH).

g) Las alteraciones estructurales de los rifiones.

NOTA: Las determinaciones anteriores fueron hechas administrando la N-Acetilcisteina antes del

KoCr,0; (Efecto Preventivo) y después de la administracion del mismo (Efecto Terapéutico).
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7. METODOLOGIA

Metodologia

El estudio se realiz6é en ratas Wistar machos de 200-250 g de peso. Se trabajo con

4 grupos de ratas (10 ratas/grupo): 1) control negativo (sin tratamiento), 2) tratado

con K,Cr,07 (15 mg/Kg, s.c., control positivo), 3) tratamiento preventivo-NAC (100

mg/Kg/dia, 5 dias, i.p) + K,Cr,0O7 (15 mg/Kg, s.c.) y 4) tratamiento terapéutico

K2Cr0O7 (15 mg/Kg, s.c.) + NAC (100 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p).

Dada la alta

mortandad de los animales tratados con NAC (100 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p), se

trabajé con nuevos lotes de animales y se disminuyo la dosis de NAC a la mitad

(50 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.); finalmente, se trabajoé con la dosis de 15 mg/Kg/dia, 5

dias, i.p.

mg/Kg/dia,

durante 5 dias,

via

i.p.). Asi,

experimentacién quedaron establecidos de la siguiente manera:

TESTIGOS
(control negativo)

Se obtuvieron
muestras de sangre
de la arteria caudal
de las ratas y se
realizaron las
pruebas
programadas con
este fluido. Las ratas
reposaron 3 dias.

Al dia siguiente, se
colocaron en jaulas
metabodlicas y se
obtuvieron muestras
de orina de 24 h.

Se realizaron las
cuantificaciones
programadas en la
orina.

Se sacrific6 a los
animales. Se
obtuvieron el higado

y los rifiones. En
ellos, se cuantifico la
concentracion de
GSH y de ATP.

Finalmente, se
realizd el estudio

histolégico de estos
érganos.

TRATADOS
KzCI’207

Se administr6 a las
ratas K;,Cr,0; (15
mg/Kg, s.c.), de una
solucién acuosa de
10 mg/ml.

Posteriormente, se

hicieron las
cuantificaciones
programadas en

muestras de orina
(24 h) y sangre a los
2, 5y 8 dias después
del tratamiento con el
KzCr207.

Se sacrificé a los
animales. Se
obtuvieron el higado

y los rifiones. En
ellos, se cuantifico la
concentracion de
GSH y de ATP.

Finalmente, se
realizé el estudio

histolégico de estos
érganos.

TRATADOS NAC

Se administré a las

ratas NAC (15
mg/Kg/dia, durante 5
dias, viai.p.).

Posteriormente, se

hicieron las
cuantificaciones
programadas en

muestras de orina
(24 h) y sangre a los
2,5y 8 dias después
del tratamiento con
NAC.

Se sacrificé a los
animales. Se
obtuvieron el higado

y los rifiones. En
ellos, se cuantificod la
concentraciéon de
GSH y de ATP.

Finalmente, se
realizé el estudio

histolégico de estos
érganos.
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TRATAMIENTO
PREVENTIVO
(NAC + chr207)

Se administré a las
ratas NAC (15
mg/Kg/dia, durante 5
dias, via i.p.). Al dia
siguiente, se
administr6  K,Cr,O;
(15 mg/Kg, s.c.), de
una solucién acuosa

de 10 mg/ml.
Posteriormente, se
hicieron las
cuantificaciones
programadas en

muestras de orina
(24 h) y sangre a los
2, 5y 8 dias después
de la administracion
del KzCr207.

Se sacrificd a los
animales. Se
obtuvieron el higado

y los rifiones. En
ellos, se cuantifico la
concentracion de
GSH y de ATP.

Finalmente, se
realizé el estudio

histolégico de estos
érganos.

Ademas, se introdujo un grupo adicional: tratado con NAC (15

los grupos de animales de

TRATAMIENTO
TERAPEUTICO
(KzCI'207 + NAC)

Se administré6 a las
ratas K,Cr,O; (15
mg/Kg, s.c.), de una
solucién acuosa de
10 mg/ml. Al dia
siguiente, se
administr6 NAC (15
mg/Kg/dia, durante 5
dias, viai.p.).

Posteriormente, se

hicieron las
cuantificaciones
programadas en

muestras de orina
(24 h) y sangre a los
2, 5y 8 dias después
del tratamiento con el
chr207.

Se sacrific6 a los
animales. Se
obtuvieron el higado

y los rifiones. En
ellos, se cuantifico la
concentracion de
GSH y de ATP.

Finalmente, se
realizé el estudio

histolégico de estos
érganos.



Metodologia

Los parametros evaluados fueron los siguientes:

PARAMETRO

Actividades séricas de TGO y TGP.

Concentracion de albumina en sangre.

Concentraciones de GSH en higado y corteza renal.
Concentraciones de ATP en higado y corteza renal.
Concentraciones de creatinina en sangre.

Volumen urinario.

Concentraciones de proteinas en la orina.
Concentracion urinaria de sodio.
Concentraciones de glucosa y fosfatos en orina.

Estudio histolégico de higado y rifiones.

METODO
Schlebusch, et al., 1974.
Doumas, et al., 1971.
Cohny Lyle, 1966.
Adams, 1963.

Bauer, 1982.
Volumétrico.
Peterson, 1977.
Flamomeétrico.
Trinder, 1969; Summer, 1944.

Técnica de inclusién en parafina
para microscopia optica y tincion
de hematoxilina y eosina (H/E).

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con las pruebas

de ANOVA y de Tukey-Kramer. Ademas se utilizo la t de student como apoyo en

algunos de los casos.
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Resultados

8. RESULTADOS

8.1 DANO RENAL (NAC 100 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p.).

8.1.1 Flujo urinario y concentracion de creatinina en sangre.
Comparados con el valor medio del grupo control negativo, la concentracién de
creatinina en sangre del grupo tratado con Cr (control positivo) aumento
significativamente a los 2, 5 y 8 dias del tratamiento, mientras que en las ratas que
recibieron NAC+Cr el incremento fue significativo a los 2 y 8 dias del tratamiento.
Ademas, en los animales tratados con cromo, el flujo urinario no cambié durante
los 2 y 5 dias posteriores al tratamiento, sin embargo, hubo una disminucion
significativa a los 8 dias de tratamiento; a su vez, en los animales tratados con
NAC+Cr, el flujo urinario disminuy6 significativamente en los tres periodos de

muestreo (2, 5y 8 dias) (tabla 1).

Creatinina en sangre Flujo urinario
GRUPO (mg/L) (ML/min)
2 5 8 2 5 8
Control Negativo 3.9 3.9 3.9 11.4 11.4 11.4
(N=10) (20.4) (x0.4) (20.4) (x1.6) | (£1.6) | (£1.6)
Cromo 19.7* 16.3** 7.5 13.3 13.2 | 4.64*
(N=10) (x2.9) (£3.3) (x2.0) (x1.5) | (£1.5) | (x0.6)
Tratamiento Preventivo 32.1** | 47.3* 154.8 2.51%** 5.4* 20*
(x4.4) | (x28.2) | - (x0.63) | (£1.8) | ----

(NAC + Cr) (N=9) M=0/9 M=6/9 M=8/9 M=0/9 M=5/9 | M=7/9

Tabla 1.- Efecto de la administracion de la NAC (100 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
renal producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). M=mortalidad. Se presentan
los valores de la media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

8.1.2 Masa excretada de Na*, proteinas, fosfatos y glucosa.
La tabla 2 muestra los valores del manejo renal de electrolitos, proteinas y
glucosa. Con relacion al valor medio del grupo control negativo, se encontré lo
siguiente: 1) la masa excretada de sodio disminuy6 significativamente tanto en el

grupo de animales tratados con cromo como en el grupo tratado con NAC+Cr,
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durante los tres periodos de muestreo; 2) la masa excretada de fosfatos tuvo un
comportamiento variable en el grupo tratado con cromo, ya que aumento
significativamente a los 2 dias, no presentd cambios a los 5 dias y disminuyd
significativamente a los 8 dias de tratamiento; mientras que en el grupo tratado
con NAC+Cr disminuy6 significativamente en los tres periodos de muestreo; 3) la
masa excretada de proteinas también tuvo un comportamiento variable en el
grupo tratado con cromo, ya que no presentdé cambios significativos a los 2 y 5
dias, pero disminuyé de manera significativa a los 8 dias de tratamiento; sin
embargo, en el grupo tratado con NAC+Cr disminuyo significativamente en los tres
periodos de muestreo y 4) la masa excretada de glucosa no se modificé en los
animales tratados con cromo, mientras que en el grupo tratado con NAC+Cr

aumentd de manera significa solamente a los 5 dias del tratamiento.

Na* Proteinas Fosfatos Glucosa
Masa Excretada Masa Excretada Masa Excretada Masa Excretada
GRUPO (MEd/min) (ng/min) (ng/min) (ng/min)
2 5 8 2 5 8 2 5 8 2 5 8
N%”:{:\’/'O 700 700 700 52.7 52.7 52.7 23.72 23.72 23.72 0.17 0.17 0.17
(N9=1 0) (#70.5) | (¢70.5) | (#70.5) | (#5.32) | (#5.32) | (#5.32) | (¢1.19) | (x1.19) (#1.19) (#0.03) | (x0.03) | (+0.03)
Cromo 300*** 500 200%** 65.55 70.42 29.19* | 31.29** 24.02 1453+ 0.07 0.19 0.13
(N=10) (#46.2) | (+28.3) | (28.2) | (#3.08) | (¥23.1) | (+2.74) (#1.5) (#1.71) (#1.51) (#0.04) | (20.07) | (x0.01)
Tgféi;"g:gg’ b0 300** 90*** 32.55* 16,1 5.3+ 4.93% | 016 0.04*** 0.51 0.9* 0.06
(NAC +C1) (#17) (£100) 0 (£7.34) (#4.5) 0 (#1.29) | (£0.06) 0 (#0.31) | (x0.51) 0
(N=9) M=0/9 M=5/9 M=7/9 M=0/9 M=5/9 M=7/9 M=0/9 M=5/9 M=7/9 M=0/9 M=5/9 M=7/9

Tabla 2.- Efecto de la administracion de la NAC (100 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
renal producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). M=mortalidad. Se presentan
los valores de la media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

8.1.3 Concentraciones de GSH y ATP en tejido renal.
A los 8 dias de tratamiento y comparados con el valor medio del control negativo,
de: 1) (GSH)

significativamente en el grupo tratado con cromo, mientras que en las ratas que

la concentracion renal glutation  reducido disminuyo

recibieron NAC+Cr el decremento no fue significativo y 2) el ATP también
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disminuyd de manera significativa en el grupo tratado con cromo, mientras que en

las ratas tratadas con NAC+Cr el decremento no fue significativo (tabla 3).

GSH EN RINON ATP EN RINON
GRUPO (Mg/g tejido) (umolas/g tejido)
8 8

Control Negativo 1755 2503
(N=12) (x164) (x420)
Cromo 1258* 934**
(N=10) (£57) (x71)
Tratamiento Preventivo 1265 1140
(NAC + Cr) (N=9) M=8/9 M=8/9

Tabla 3.- Efecto de la administracion de la NAC (100 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafo
renal producido por el cromo (K>Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). M=mortalidad. Se presentan
los valores de la media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01).

8.2 DANO HEPATICO (NAC 100 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p.).

8.2.1 Albumina y actividades de GOT y GPT en sangre.
Comparados con el valor medio del grupo control negativo, la concentracion de
albumina en sangre del grupo tratado con Cr (control positivo) no se modifico a los
2, 5y 8 dias del tratamiento, mientras que en las ratas que recibieron NAC+Cr el
decremento fue significativo a los 2 y 5 dias del tratamiento. Ademas, en los
animales tratados con cromo, la actividad sérica de TGO aumento en los tres
periodos estudiados, con cambios significativos a los 8 dias posteriores al
tratamiento, mientras que en los animales tratados con NAC+Cr, el incremento fue
altamente significativo a los 5 dias de tratamiento. Con relacion a la actividad

sérica de la TGP se observé un comportamiento semejante al de la TGO (tabla 4).
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Resultados

Albumina en plasma TGO en plasma TGP en plasma
GRUPO (g/dL) (UL) (UiL)
2 5 8 2 5 8 2 5 8
Control Negativo 323 3.23 3.23 18.94 18.94 18.94 24.56 24.56 24.56
(N=10) (£0.07) (£0.07) (£0.07) (£6.06) (+6.06) (£6.06) (£7.15) (£7.15) (£7.15)
Cromo 3.245 3.456 3.113 37.97 56.95 185.98*** 38.76 37.18 197.61%*
(N=10) (£0.09) (£0.14) (0.14) (#12.19) (£13.28) (£25.7) (£5.95) (£7.55) (£17.76)
Tratamiento Preventivo 2,12 2.48 54.5 9567 1575 131.8* 26950*** 1050
(NAC + Cr) (N=9) (£0.1) (£0.14) | (£18.8) (8692) (£36.3) (+7875)
M=0/9 M=6/9 M=8/9 M=0/9 M=6/9 M=8/9 M=0/9 M=6/9 M=8/9

Tabla 4.- Efecto de la administracion de la NAC (100 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
hepatico producido por el cromo (K.Cr,O;, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). M=mortalidad. Se
presentan los valores de la media (+ e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

8.2.2 Concentraciones de GSH y ATP en el higado.

A los 8 dias de tratamiento y comparados con el valor medio del control negativo,
la concentracion hepatica de glutation reducido (GSH) aumenté significativamente
en el grupo tratado con cromo, mientras que en las ratas que recibieron NAC+Cr
no hubo cambios significativos; a su vez, la concentracion de ATP también
disminuyé de manera significativa en el grupo tratado con cromo, mientras que en
las ratas tratadas con NAC+Cr el decremento no fue significativo (tabla 5).
Ademas, luego del sacrificio de las ratas, se observaron alteraciones

macroscopicas del higado y los rifiones (imagen 1).

GSH EN HIGADO ATP EN HIGADO
/g tejido molas/g tejido
GRUPO (ng/g tejido) (] g tejido)
8 8
Control Negativo 3823 2687
(N=12) (x272) (1546.42)
Cromo 2534*** 1281*
(N=10) (x131) (£56)
Tratamiento Preventivo 3289 1240
(NAC + Cr) (N=10) M=9/10 M=9/10

Tabla 5.- Efecto de la administracion de la NAC (100 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
hepatico producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). Se presentan los valores
de la media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Imagen 1.- Efecto de la administracién de la NAC (100 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafo
renal y hepatico producido por el cromo (K.Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). Se observé gran
cantidad de exudado peritoneal viscoso de color blanquesino.
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Resultados

8.3 DANO RENAL (NAC 50 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p.).

8.3.1 Concentracion de creatinina en sangre y flujo urinario.
Comparados con el valor medio del grupo control negativo, la concentracion sérica
de creatinina: 1) aumento en el grupo tratado con Cr (control positivo) en los tres
periodos estudiados, con diferencia significativas a los 2 y 5 dias del tratamiento,
2) disminuyé de manera no significativa en las ratas que recibieron NAC, 3)
aumentd en los animales tratados con NAC+Cr durante los tres periodos
estudiados, con diferencias significativas a los 5 y 8 dias de tratamiento y 4)
aumentd en los animales tratados con Cr+ NAC durante los tres periodos
estudiados, con diferencias significativas a los 5 dias de tratamiento (tabla 6).
Ademas, el flujo urinario no se modificé de manera significativa en los cinco

grupos experimentales, durante los tres periodos estudiados (tabla 6).

Creatinina en sangre Flujo urinario
GRUPO (mglL) (ML/min)
2 5 8 2 5 8
odieall 3.0 3.9 39 | 14 | 114 | 114
(Ng=1 0) (x0.4) (x0.4) (x0.4) (£1.6) (£1.6) (x1.6)
Cromo 19.7** 16.3** 7.5 13.3 13.2 4.64
(N=10) (x2.9) (£3.3) (x2.0) (£1.5) (£1.5) (x0.6)
NAC 1.73 1.73 1.73 10 10 10

(N=5) (£0.45) | (£0.45) | (x0.45) | (£30.2) | (¥30.2) | (x30.2)
Tratamiento
Preventivo 15.11 20.5%** 21.2* 10.4 10.9 12.3
(NAC +Cr) | (£0.74) (£3.4) (x11.7) | (£1.26) | (x1.63) (x2.5)
(N=7) M=1/7 M=1/7
Tratamiento
Terapéutico 31.1 15.6* 6.61 3.09 6.77 6.78
(Cr+NAC) | (£16.7) | (x2.86) | (+0.89) | (£0.99) | (+0.85) | (£0.85)
(N=9)

Tabla 6.- Efecto de la administracion de la NAC (50 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
renal producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.). M=mortalidad. Se presentan
los valores de la media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

20



Resultados

8.3.2 Masa excretada de Na", proteinas, fosfatos y glucosa.
La tabla 7 muestra los valores del manejo renal de electrolitos, proteinas y
glucosa. Con relacién al valor medio del grupo control negativo, se encontrd lo

siguiente:

1) La masa excretada de sodio disminuyd significativamente en los grupos
tratados con cromo, NAC+Cr y Cr+NAC, durante los tres periodos de muestreo.

En el grupo tratado con NAC no se presentaron cambios significativos.

2) La masa excretada de fosfatos tuvo un comportamiento variable ya que en el
grupo tratado con cromo aumenté a los 2 dias y disminuy6 significativamente a los
8 dias. En el grupo tratado con NAC no se presentaron cambios significativos. En
el grupo tratado con NAC+ Cr disminuyo a los 5 dias y aumenté a los 8 dias de
manera significativa. A su vez, en el grupo tratado con Cr+NAC hubo una

disminucion significativa en los tres periodos estudiados.

3) La masa excretada de proteinas disminuyé de manera significativa en el grupo
tratado con Cr a los 8 dias de tratamiento. En el grupo tratado con NAC no se
presentaron cambios significativos. Sin embargo, en el grupo tratado con NAC+Cr
aumento significativamente a los 2 dias de tratamiento. A su vez, en el grupo
tratado con Cr+NAC hubo una disminucién significativa a los 2 y 5 dias de

tratamiento.
4) La masa excretada de glucosa no se modifico en los grupos tratados con cromo

o NAC. Sin embargo, en los grupos tratados con NAC+Cr o Cr+NAC aumenté de

manera significativa, en los tres periodos estudiados.

21



GRUPO

Control
Negativo
(N=10)

Cromo
(N=10)

NAC
(N=5)

Tratamiento

Preventivo

(NAC + Cr)
(N=7)

Tratamiento

Terapéutico

(Cr + NAC)
(N=9)

Na*

Masa Excretada

700
(£70.5)

300
(+46.2)

600
(£50.2)

B0
(#15.9)

B0
(£27.8)

(MEg/min)

5

700
(£70.5)

500*
(£28.3)

600
(£50.2)

500*
(£26.8)

200***
(£16.3)

700
(£70.5)

200+
(£28.2)

600
(£50.2)

400™
(£21.5)
M=2/7

e
(+44.2)

527
(#5.32)

29.19*
(£2.74)

54.99
(£10.7)

47
(#2.21)
M=2/7

44.55

Proteinas
Masa Excretada
(ug/min)
2 5
52.7 527
(£5.32) (£5.32)
65.55 70.42
(£3.08) (£23.1)
54.99 54.99
(£10.7) (£10.7)
1AY== 39.31
(£5.28) (£1.99)
33.57** 19.61*
(£6.3) (+0.96)

(£1.96)

Resultados

Fosfatos Glucosa
Masa Excretada Masa Excretada
(ng/min) (ug/min)
2 5 8 2 5 8
23.72 23.72 23.72 0.17 0.17 0.17

(£1.19) (£1.19) (#1.19) (0.03) (£0.03) (£0.03)

31.29% 24.02 14,53 0.07 0.19 0.13
(+1.5) (#1.71) (#1.51) (#0.04) | (0.07) | (0.01)

24.93 24.93 24.93 0.13 0.13 0.13
(£4.04) (£4.04) (£4.04) (#0.03) | (£0.03) | (20.03)

23.67 16.02* ?;2'20(7):; 15.61%* 6.51* 1(1f§'7';
(£0.44) (£0.81) e (£3.15) (£3.02) Nieor7
1042 | 1423 | 1261 0.77" 6.02* 1.23*

(£2.05) (£1.58) (£0.83) (£0.42) (#1.3) (£0.35)

Tabla 7.- Efecto de la administracion de la NAC (50 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
renal producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). M=mortalidad. Se presentan
los valores de la media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

8.3.3 Concentraciones de GSH y ATP en los rinones.

A los 8 dias de tratamiento y comparados con el valor medio del grupo control

negativo: 1) la concentracion renal de glutation reducido (GSH) disminuy6

significativamente en los grupos tratados con cromo y NAC, mientras que en las

ratas que recibieron NAC+Cr o Cr+NAC el decremento no fue significativo y 2) el

ATP solamente disminuy6é de manera significativa en el grupo tratado con cromo,

mientras que en los otros grupos de experimentacion el decremento no fue

significativo (tabla 8).
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GSH EN RINON ATP EN RINON

GRUPO (ngl/g tejido) (umolas/g tejido)
8 8
Control Negativo 1756 2503
(N=12) (£164.03) (x420)
Cromo 1258* 934***
(N=10) (£57) (x71)
NAC 630*** 2220
(N=5) (£18) (£158)
Tratamiento Preventivo (NAC + Cr) 1701 1697
(N=6) (+60) (x143)
Tratamiento Terapéutico (Cr + NAC) 1688 1905
(N=9) (£161) (x142)

Tabla 8.- Efecto de la administracion de la NAC (50 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
renal producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). Se presentan los valores de la
media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

8.4 DANO HEPATICO (NAC 50 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p.).

8.4.1. Albumina y actividades séricas de GOT y GPT.

Con relacién al valor medio del grupo control negativo, las concentraciones séricas
de albumina no se modificaron de manera significativa en los diferentes grupos de
experimentacion, excepto en el grupo que recibié NAC+Cr (tratamiento preventivo)
en el cual hubo un decremento significativo a los 8 dias del tratamiento. Por otra
parte, la actividad sérica de TGO no se modificé significativamente en los grupos
tratados con cromo o NAC, en los tres periodos estudiados; sin embargo, en los
animales tratados con NAC+Cr o Cr+NAC, la actividad de esta enzima aumento
de manera altamente significativa, en los tres periodos estudiados; un
comportamiento semejante al de la TGO se presento al determinar la actividad
sérica de la TGP (tabla 9).
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Resultados

Albumina en plasma TGO en plasma TGP en plasma
GRUPO (g/dL) (UIL) (UL)
2 5 8 2 5 8 2 5 8
Control Negativo 3.23 3.23 3.23 18.94 18.94 18.94 2456 2456 24.56
(N=10) #007) | (£0.07) (#0.07) (+6.06) (6.06) (+6.06) @715) | (7.15) (*7.15)
Cromo 3.245 346 3.11 37.97 56.95 186 38.76 37.18 197,61
(N=10) (#0.09) | (£0.14) (£0.14) (*12.19) (£13.28) (*25.7) (#5.95) | (*7.55) | (+17.76)
ool 342 342 3.42 374 371 371 77 77 77
fhies) #012) | (£0.12) (#0.12) (#2.1) 2.1) 2.1) #204) | (x204) (£20.4)
Tratamiento Preventivo 285 1.92 (2;87;; 110 240" (i%i*;k) 260"+ 340+ (j;.g*g)
(NAC + Cr) (N=7) (#0.14) | (£0.08) (4920 (+14.1) (£25.8) (62 (*47.6) | (51.6) o8
Tratamiento Terapéutico |  3.07 1.31 3.61 178.9 218 506+ 1867 | 267.2 | 1419.4
(Cr + NAC) (N=9) (#0.08) | (1.17) (#0.07) 31.1) (*11.1) (98.7) (#202) | (x445) | (+217.2)

Tabla 9.- Efecto de la administracion de la NAC (50 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
hepatico producido por el cromo (K,Cr,O;, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). M=mortalidad. Se
presentan los valores de la media (+ e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

8.4.2 Concentraciones de GSH y ATP en el higado.
A los 8 dias de tratamiento y comparados con el valor medio del grupo control
negativo, la concentracion hepatica de glutation reducido (GSH) aumenté de
manera significativa en el grupo tratado con cromo, NAC y NAC+Cr, mientras que
en las ratas que recibieron Cr+NAC no hubo cambios significativos; por otra parte,
la concentracion de ATP también disminuyé de manera significativa en el grupo
tratado con cromo, mientras que en los grupos de ratas que recibieron los otros
tratamientos el decremento no fue significativo (tabla 10). Ademas, luego del
sacrificio de las ratas, el analisis macroscépico evidencio lo siguiente: 1) los
rinones aumentaron de tamafo y su color fue blanquecino y 2) el higado presento

bordes no definidos y manchas blanquecinas (imagen 2).
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Resultados

GSH EN HIGADO | ATP EN HIGADO

GRUPO (ng/g tejido) (umolas/g tejido)
8 8
: 3823 2687
Contr(c')\Ll\ig?atlvo (£272) (£546)
M=1/12

Cromo 2534 1281*

(N=10) (£131) (£56)

NAC 2075*** 2026

(N=5) (£91) (£75)

Tratamiento Preventivo 2528** 1601
(NAC + Cr) (N=6) (£320) (x100)
Tratamiento Terapéutico 3080 1682
(Cr + NAC) (N=9) (x191) (x161)

Tabla 10.- Efecto de la administracion de la NAC (50 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafo
hepatico producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). Se presentan los valores
de la media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Imagen 2.- Efecto de la administraciéon de la NAC (50 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
renal y hepatico producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). Se observan

rifones edematizados.
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Resultados

8.5 DANO RENAL (NAC 15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p.)

8.5.1 Concentracion de creatinina en sangre y flujo urinario.
Comparados con el valor medio del grupo control negativo, la concentracion sérica
de creatinina: 1) aumento en el grupo tratado con Cr (control positivo) en los tres
periodos estudiados, con diferencia significativas a los 2 y 5 dias del tratamiento,
2) no se modifico en las ratas que recibieron NAC, 3) aumentd en los animales
tratados con NAC+Cr durante los tres periodos estudiados, con diferencias
significativas a los 2 y 5 dias de tratamiento y 4) aumento en los animales tratados
con Cr+ NAC durante los tres periodos estudiados, con diferencias significativas a
los 2 dias de tratamiento (tabla 11 y figuras 1-3); ademas, con relacién al valor
medio de los animales tratados con cromo, la concentracion sérica de creatinina:
5) disminuyé de manera no significativa en los grupos tratados con NAC+Cr vy
Cr+NAC, a los 2 dias de tratamiento (tabla 11).

Por otra parte, comparados con el valor medio del grupo control negativo, el
flujo urinario: 6) disminuy6 significativamente en el grupo tratado con cromo
(control positivo) a los 8 dias de tratamiento, 7) disminuyé de manera no
significativa en el grupo tratado con NAC y 8) aumentd significativamente en los
grupos tratados NAC+Cr y Cr+NAC a los 5 dias de tratamiento (tabla 11 y figuras
4-6). En este contexto, con relacion al valor medio de los animales tratados con
cromo: 9) el flujo urinario disminuyé significativamente en el grupo tratado con
Cr+NAC a los 2 dias de tratamiento, mientras que a los 5 y 8 dias de tratamiento

aumento de manera significativa (tabla 11).
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Resultados

Creatinina en sangre Flujo urinario
GRUPO (mglL) (uL/min)
2 5 8 2 5 8
Control Negativo 3.9 3.9 3.9 1.4 1.4 11.4
(N=10) (x0.4) | (x0.4) | (x0.4) (£1.6) (x1.6) (x1.60)
Cromo 19.7*** | 16.3** 7.5 13.3 13.2 4.6**
(N=10) (x2.9) | (£3.3) | (x2.0) (£1.5) (£1.5) (£0.60)
NAC 3.8 3.8 3.8 8.9 8.9 8.9
(N=6) (x0.6) | (x0.6) | (+0.6) (£1.0) (£1.05) (£1.05)
Tratamiento Preventivo 13.0* 15.6* 7.6 10.0 18.6*** 9.0
(NAC + Cr) (N=6) (x2.0) | (¢3.7) | (x0.96) | (£1.05) (x1.15) (+0.69)
Tratamiento Terapéutico 13.2* 11.8 5.4 5.7** 20.0** 15.0
(Cr + NAC) (N=6) (x0.7) | (x1.0) | (x0.7) | (x0.57) (£0.88) (1.9)

Tabla 11.- Efecto de la administracién de la NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafo
renal producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). Se presentan los valores de la
media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Creatinina en Sangre

NAC +Cr Cr+NAC
Figura 1.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el daio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),

a los 2 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Creatinina en Sangre

C Neg cr NAC NAC+Cr Cr+NAC
Figura 2.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el daiio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),

a los 5 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Creatinina en Sangre

C Neg cr NAC NAC +Cr  Cr+NAC

Figura 3.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),
a los 8 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios (* e.e.m).

Flujo Urinario
(uL/min)

C Neg cr NAC NAC +Cr Cr+NAC

Figura 4.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el daiio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),
a los 2 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

20000050+

10000050+

Flujo Urinario
(pL/min)

Cc ﬁeg Cr NAC NAC +Cr Cr+NAC
Figura 5.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafo renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),

a los 5 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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C Neg cr NAC  NAC+Cr Cr+NAC

Figura 6.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafo renal producido por el cromo (K,Cr,0;, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),
a los 8 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

8.5.2 Masa excretada de Na"*, proteinas, fosfatos y glucosa.
La tabla 12 muestra los valores del manejo renal de electrolitos, proteinas vy
glucosa. Con relacion al valor medio del grupo control negativo, se encontré lo

siguiente:

1) La masa excretada de sodio disminuyo significativamente en el grupo tratado
con cromo, durante los tres periodos de muestreo; en el grupo tratado con NAC no
hubo cambios; aumenté significativamente en el grupo tratado con NAC+Cr a los 2
y 5 dias; disminuy6 de manera significativa en el grupo Cr+NAC a los 2 y 8 dias de
tratamiento. Ademas, con relacion al grupo tratado con cromo: aumento
significativamente en el grupo NAC+Cr, durante los tres periodos de muestreo, asi

como en el grupo Cr+ NAC a los 8 dias de tratamiento (tabla 12 y figuras 7-9).

2) La masa excretada de proteinas tuvo un comportamiento variable ya que en el
grupo tratado con cromo disminuyé significativamente a los 8 dias de tratamiento;
en el grupo tratado con NAC no se presentaron cambios significativos; sin
embargo, en los grupos tratados con NAC+Cr y Cr+NAC aumentd
significativamente a los 2 dias de tratamiento (tabla 12 y figuras 10-12); ademas,

con relacion al valor medio de los animales tratados con cromo, la masa excretada
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de proteinas aumenté de manera significativa en el grupo tratado con NAC+Cr a

los 2 y 8 dias de tratamiento, (tabla 12 y figuras 10-12).

3) La masa excretada de fosfatos aumento en el grupo tratado con cromo a los 2
dias y disminuyé de manera significativa a los 8 dias de tratamiento; en el grupo
tratado con NAC no se presentaron cambios significativos; sin embargo, en el
grupo tratado con NAC+Cr aumento a los 2 y disminuy6 significativamente a los 5
dias de tratamiento; a su vez, en el grupo tratado con Cr+NAC hubo una
disminucion significativa a los 2 dias de tratamiento (tabla 12 y figuras 13-15);
ademas, con relacion al valor medio de los animales tratados con cromo, la masa
excretada de fosfatos disminuyé de manera significativa en el grupo tratado con
NAC+Cr a los 5 dias de tratamiento, mientras que en el grupo tratado con Cr +
NAC disminuy6 significativamente a los 2 dias de tratamiento (tabla 12 y figuras
13-15).

4) La masa excretada de glucosa no se modifico en los grupos tratados con cromo
o NAC, sin embargo, en el grupo tratado con NAC+Cr aumenté significativamente
a los 2 dias y disminuyo a los 8 dias de tratamiento; a su vez, en los animales
tratados con Cr+NAC aumenté6 de manera significativa a los 2 y 5 dias de
tratamiento (tabla 12 y figuras 16-18); ademas, con relacion al valor medio de los
animales tratados con cromo, la masa excretada de glucosa aumentd de manera
significativa en el grupo tratado con NAC+Cr a los 2 y 8 dias de tratamiento,
asimismo, en el grupo tratado con Cr + NAC aumenté significativamente a los 5

dias de tratamiento (tabla 12 y figuras 16-18).
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GRUPO

Control
Negativo
(N=10)

Cromo
(N=10)

Tratamiento

Preventivo

(NAC + Cr)
(N=6)

Tratamiento

Terapéutico

(Cr+ NAC)
(N=6)

Na*

Masa Excretada

700
(£70.5)

300**
(+46)

700
(£0.33)

5000%**
(£0.20)

200"
(#0.37)

(MEg/min)
5

700
(£70.5)

500**
(#28)

700
(£0.33)

1200%**
(£0.73)

600
(£0.37)

700
(£70.5)

200"
(£28)

700
(£0.33)

700
(£0.41)

400"
(#0.12)

Resultados

Proteinas Fosfatos
Masa Excretada Masa Excretada
(ug/min) (ng/min)
2 5 8 2 5 8
52.7 527 52.7 23.72 23.72 23.72

(#5.3) (#5.3) (#5.3) #1.19) | (£1.19) (#1.19) (£0.03)

65.5 70.4 29.2%** 31.29* 24.02 14.53**

(#3.1) (£23.1) (#2.7) (£1.5) (#1.71) (#1.51) (£0.04)

38.07 38.07 38.07 17.00 17.00 17.00

(£1.4) (£1.4) (£1.4) (£0.93) | (£0.93) (£0.93) (£0.02)

855" 55.5 462 32.44* 16.35* 20.30 11,31
(#5.0) (#2.3) (¢3.6) (+3.66) (#0.2) (£0.54) (#3.66)
73.9 35.7 475 14.39* 28.11 29.44

(#1.7) (#1.0) (#2.2) (£1.08) | (+1.92) (£2.85) (£0.48)

5.22*

Glucosa

(ug/min)
5

0.17
(£0.03)

0.19
(£0.07)

0.27
(£0.02)

1.44
(£0.72)

21.21%*
(¢1.86)

Masa Excretada

0.17
(£0.03)

0.13
(£0.01)

0.27
(£0.02)

1.32
(£0.67)

0.42
(£0.09)

Tabla 12.- Efecto de la administracion de la NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
renal producido por el cromo (K>Cr,O;, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). Se presentan los valores de la
media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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C Neg cr NAC NAC+Cr  Cr+NAC

Figura 7.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafno renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),
a los 2 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios

(£ e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Masa excretada de sodio
(nEq/min)

C Neg cr NAC  NAC+Cr Cr+NAC
Figura 8.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el daiio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis tnica, s.c.),

a los 5 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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C Neg cr NAC NAC +Cr  Cr+NAC
Figura 9.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el daiio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),

a los 8 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(£ e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Masa excretada de proteinas
(ng/min)

L) L)
C Neg Cr NAC NAC+Cr Cr+NAC

Figura 10.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafo renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),

a los 2 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Masa excretada de proteinas
(ng/min)

C Neg cr NAC  NAC +Cr Cr + NAC

Figura 11.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),
a los 5 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios (* e.e.m).
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CNeg  Cr NAC NAC +Cr Cr+NAC

Figura 12.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,0,, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),
a los 8 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

(pg/min)

Masa excretada de fosfatos

C Neg cr NAC NAC +Cr  Cr+NAC

Figura 13.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),
a los 2 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Masa excretada de fosfatos
(ng/min)

CNeg  Cr NAC NAC + CrCr+NAC

Figura 14.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),
a los 5 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

(ng/min)
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C Neg cr NAC NAC+Cr Cr+NAC

Figura 15.- Efecto de la administracién de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,0-, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),
a los 8 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Masa excretada de glucosa
(ng/min)

C Neg cr NAC NAC+Cr  Cr+NAC
Figura 16.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis tnica, s.c.),

a los 2 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
( e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Masa excretada de glucosa
(ng/min)

L Ll
C Neg Cr NAC NAC +Cr Cr+NAC
Figura 17.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),

a los 5 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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C Neg Cr NAC  NAC+Cr Cr+NAC
Figura 18.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,0, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),

a los 8 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

8.5.3 Concentraciones de GSH y ATP en los riilones.
A los 8 dias de tratamiento y comparados con el valor medio del grupo control
negativo: 1) la concentracion renal de glutation reducido (GSH) disminuy6 en
todos los grupos experimentales, con diferencias significativas en los grupos
tratados con NAC y Cr+NAC, 2) el ATP disminuyé de manera significativa
solamente en el grupo tratado con cromo, mientras que en los otros grupos de

experimentacion el decremento no fue significativo (tabla 13, figuras 19 y20).
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GSH EN RINON ATP EN RINON

GRUPO (ng/g tejido) (umolas/g tejido)
8 8

Control Negativo 1755 2503
(N=12) (£164) (+420)
Cromo 1258 934 ***
(N=10) (£57) (x71)
NAC 463*** 1963
(N=6) (x12) (x63)
Tratamiento Preventivo 1181 2034
(NAC + Cr) (N=6) (£83) (260)
Tratamiento Terapéutico 438*** 1419
(Cr + NAC) (N=6) (x10) (£69)

Tabla 13.- Efecto de la administracion de la NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
renal producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). Se presentan los valores de la
media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

GSH en rifién
(nglg tejido)

C Neg cr NAC NAC+Cr Cr+NAC
Figura 19.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafo renal producido por el cromo (K,Cr,0, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),

a los 8 dias de tratamiento (Sacrificio). Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

N
(=3
(=1
<

ATP en riinén
(umolas/g tejido)

C Neg cr NAC NAC +Cr Cr+NAC
Figura 20.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafo renal producido por el cromo (K,Cr,0-, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),

a los 8 dias de tratamiento (Sacrificio). Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

36



Resultados

Ademas, luego del sacrificio de las ratas, el analisis macroscépico evidencio

que los rifiones edematizados (imagen 3).

Imagen 3.- Aspecto macroscoépico de rifiones de ratas tratadas con NAC+Cr, Cr+NAC y NAC. Se
obtuvieron rifiones edematizados.

for”
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8.6 DANO HEPATICO (NAC 15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p.).

8.6.1 Albumina y actividades séricas de GOT y GPT.

Con relacién al valor medio del grupo control negativo, las concentraciones séricas
de albumina no se modificaron de manera significativa en los grupos tratados con
cromo, NAC o Cr+NAC; sin embargo, en el grupo que recibié NAC+Cr (tratamiento
preventivo) hubo un aumento significativo en los tres periodos estudiados (tabla
14, figuras 21-23). Por otra parte, la actividad sérica de TGO aumento
significativamente en el grupo tratado con cromo (a los 8 dias); no hubo cambios
en el grupo tratado con NAC; aumento significativamente en los grupos NAC+Cr y
Cr+NAC, durante los tres periodos estudiados; ademas, la actividad sérica de TGP
no se modificd significativamente en el grupo tratado con cromo, aumenté de
manera significativa en el grupo NAC (durante los tres periodos estudiados), en el
grupo NAC+Cr (5 dias) y en el grupo Cr+NAC, durante los tres periodos
estudiados (tabla 14, figuras 24-29).

Albumina en plasma TGO en plasma TGP en plasma
(g/dL) (U/L) (U/L)
GRUPO
2 5 8 2 5 8 2 5 8
Control Negativo 3.23 3.23 3.23 18.94 18.94 18.94 24.56 24.56 24.56
(N=10) (£0.07) (£0.07) (£0.07) (£6.06) (£6.06) (£6.06) (£7.15) (£7.15) (£7.15)
Cromo 3.24 3.46 3.11 38 57 186+ 38.76 37.18 197.61
(N=10) (£0.09) (£0.14) (£0.14) (£12.2) (£13.3) (£25.7) (£5.95) (£7.55) (£17.76)
NAC 3.47 3.47 3.47 7.30 7.30 7.30 245+ 245+ 245
(N=6) (£0.04) (£0.04) (£0.04) (£0.47) (£0.47) (£0.47) (£37) (£37) (£37)
Tratamiento Preventivo 13.0%* 15.6*** 7.61%* 245** 525** 630*** 6.71 595 11.2
(NAC + Cr) (N=6) (#2.03) (£3.75) (£0.96) (£21) (£56) (99) (0.72) (£90) (£2.0)
Tratamiento Terapéutico 0.81 3.21 3.39 155+ 2944+ 1073** 227%** 602+** 1166**
(Cr + NAC) (N=6) (£0.09) (£0.33) (£0.06) (£28) (£54) (£176) (£29) (£127) (£152)

Tabla 14.- Efecto de la administracion de la NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dano
hepatico producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). Se presentan los valores
de la media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Albumina en sangre

.

C Neg Cr NAC NAC+Cr Cr+NAC

Figura 21.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafo renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),
a los 2 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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C Neg cr NAC NAC +Cr Cr+NAC
Figura 22.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el daiio renal producido por el cromo (K,Cr,05, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),

a los 5 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

(g/dL)
Pt

Albumina en sangre

C Neg cr NAC NAC +Cr Cr+NAC
Figura 23.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el daiio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),
a los 8 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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TGO en suero
(U/L)

C Neg Cr NAC NAC + Cr Cr+NAC

Figura 24.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el daiio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),
a los 2 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Figura 25.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el daio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),
a los 5 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios

(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

NAC + Cr Cr+NAC

TGO en suero
(U/L)

C Neg cr NAC  NAC+Cr Cr+NAC
Figura 26.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,0,, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.),
a los 8 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios

(£ e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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NAC NAC +Cr Cr+NAC

Figura 27.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafno renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),

a los 2 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Figura 28.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),
a los 5 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios

(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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C Neg Cr NAC NAC+Cr Cr+NAC
Figura 29.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg pesol/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),

a los 8 dias de tratamiento. Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

8.6.2 Concentraciones de GSH y ATP en el higado.
A los 8 dias de tratamiento y comparados con el valor medio del grupo control
negativo, la concentracion hepatica de glutation reducido (GSH) disminuy6 de
manera significativa en los grupos tratados con cromo, NAC, NAC+Cr y Cr+NAC
(tabla 15). Por otra parte, la concentracion de ATP disminuyé de manera
significativa en el grupo tratado con cromo, mientras que en los grupos de ratas
que recibieron los otros tratamientos el decremento no fue significativo (tabla 15,

figura 31).

GSH EN HIGADO | ATP EN HIGADO

GRUPO (Hg/g tejido) (umolas/g tejido)
8 8
. 3823 2687
Contr(?\i =l\iezzg);atlvo (£272) (£546)
M=1/12
Cromo 2534*** 1281*
(N=10) (£131) (£56)
NAC 2562*** 1678
(N=6) (£57) (£54)
Tratamiento Preventivo 2736** 2465
(NAC + Cr) (N=6) (+79) (+39)
Tratamiento Terapéutico 1766*** 1397
(Cr + NAC) (N=6) (£90) (£22)

Tabla 15.- Efecto de la administracién de la NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p) sobre el dafio
hepatico producido por el cromo (K,Cr,O7, 15 mg/Kg, dosis Unica, s.c.). Se presentan los valores
de la media (x e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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GSH en higado
ng/g tejido)

C Neg cr NAC NAC+Cr Cr+NAC
Figura 30.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el dafo renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),

a los 8 dias de tratamiento (Sacrificio). Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

ATP en higado
(pmolas/g tejido)

C Neg cr NAC NAC+Cr Cr+NAC

Figura 31.- Efecto de la administracion de NAC (15 mg/Kg peso/dia, 5 dias, i.p)
sobre el daiio renal producido por el cromo (K,Cr,07, 15 mg/Kg, dosis unica, s.c.),
a los 8 dias de tratamiento (Sacrificio). Se expresan los valores medios
(* e.e.m), (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

8.7 DANO ESTRUCTURAL DE LOS TEJIDOS.

A continuacién se muestran las imagenes de los cortes histolégicos de rifiones e
higado de las ratas que recibieron los diferentes tratamientos, describiéndose las

caracteristicas mas sobresalientes a nivel microscoépico.

8.7.1 Estudio Estructural del rifion.
En el estudio histolégico de los rifiones de los grupos de ratas tratadas con NAC a
una dosis de 15 mg/Kg/dia, mostraron en el grupo control Positivo, al 8° dia de

tratamiento necrosis tubular, intensa vacuolizacion celular y zonas con tubulos
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proximales en proceso de regeneracion (imagen 5). Los rifilones de las ratas del
grupo NAC presentaron vacuolizacion fina del epitelio tubular proximal (imagen 6)
a diferencia de los rifiones de las ratas Control, que presentaron la estructura
normal del epitelio (imagen 4). En los rifiones de las ratas del grupo Preventivo, se
observo necrosis tubular intensa con infiltrado inflamatorio en el estroma (imagen
7). El grupo Terapéutico presentd tubulos con vacuolizacion citoplasmica,

incremento de acidofilia y pérdida de células epiteliales (imagen 8).

El estudio estructural de los rifiones de ratas del grupo preventivo tratadas
con dosis de 100 mg/Kg/dia y 50 mg/Kg/dia de NAC i.p. durante 5 dias,
presentaron areas con tubulos necréticos, epitelio con células con edema celular y
pérdida del borde en cepillo, y algunas de ellas con incremento de acidofilia

(imagenes 9y 10).

Imagen 4.- Rifion Control Negativo. H/E, 400X.
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Imagen 6.- Rifidon Control (15mg/kg/dia NAC). H/E, 400X.
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Imagen 8.- Rifién Tratamiento Terapéutico (15mg/kg/dia NAC) H/E, 400X.
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Imagen 10.- Rifidn Tratamiento Preventivo (50 mg/Kg/dia, NAC.) H/E, 400X.
Debe subrayarse que, conforme se redujo la dosis de NAC, el dafio histolégico

renal disminuyd. Sin embargo, cuando se sacrificaron los animales en todos los

grupos tratados con NAC (a cualquier dosis) se observd un aspecto edematizado

Tor?

de los rifiones
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8.7.2 Estudio Estructural del higado.
En el estudio histologico de los higados del grupo control Negativo se observo la
estructura de los hepatocitos y la citoarquitectura normal (imagen 11). El control
Positivo mostré algunos hepatocitos con intensa vacuolizacion citoplasmica, otros
con incremento de acidofilia e infiltrado celular (imagen 12), mientras que los
higados del grupo control NAC solo presentaron hepatocitos con incremento de

acidofilia (imagen 13).

Los higados de los grupos Preventivo y Terapéutico presentaron

hepatocitos con incremento de acidofilia y picnosis (imagenes 14 y 15).

Los higados de las ratas del grupo Preventivo (100 mg/Kg/dia, NAC)
presentaron hepatocitos con intensa vacuolizacidn como se muestra en la imagen
16, ademas de zonas con hepatocitos necroticos, mientras que los higados de las
ratas del grupo Preventivo (50 mg/Kg/dia, NAC) presentaron menor vacuolizacion

y hepatocitos necroticos (imagen 17).

Imagen 11.- Higado Control Negativo. H/E, 400X
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Imagen 13.- Higado Control (15 mg/Kg/dia,NAC). H/E, 400X
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Imagen 15.- Higado Tratamiento Terapéutico (15 mg/Kg/dia,NAC) H/E, 400X.

for-
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Imagen 17.- Higado Tratamiento Preventivo (50 mg/Kg/dia, NAC) H/E, 400X.
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El analisis histologico mostré que, en las ratas tratadas con cromo, a
medida que se reduce la dosis de NAC disminuye el dafio renal y hepatico, de
manera semejante a lo encontrado con los resultados de los estudios bioquimicos
y funcionales. Sin embargo, aun con la dosis mas baja de la NAC se presentaron

algunas alteraciones tisulares.
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9. DISCUSION.

El higado y los rifiones participan de manera importante en el mantenimiento de la
homeostasis corporal y en la eliminacién de xenobidticos. Sin embargo, estos
organos pueden ser dafados por muchas sustancias téxicas. Al respecto, los
metales son una familia numerosa de compuestos téxicos y representan un riesgo
importante para la salud de los humanos y para el medio ambiente. La exposicion
de los humanos y de los animales a los metales se puede dar por el consumo de
alimentos y agua contaminados con estas sustancias. En el hombre, la exposicién

al cromo es principalmente de naturaleza ocupacional (Klaassen y Watkins, 2001).

Los compuestos de cromo se absorben en el tracto gastrointestinal y en los
pulmones y este metal se almacena en todos los tejidos corporales. Los rifiones
excretan = 60 % de la cantidad ingerida de cromatos, aunque la eliminacion
urinaria puede tardar mas de 14 dias. La toxicidad de los compuestos de Cr*® se
relaciona con su acciéon oxidante, ya que en las células de los mamiferos se
transforman en compuestos de Cr** (Bagchi et al., 1995). Ha sido reportado que la
exposicion de los humanos a los compuestos de Cr*® produce dafio agudo en las
células de los tubulos renales y en el higado (Langard y Norseth, 1986; Susa et al,
1989).

En este contexto, la N-acetilcisteina (NAC) es un farmaco con propiedades
antioxidantes, vasodilatadoras e inhibidoras de la agregaciéon plaquetaria
(Robinson, 1995; Rank et al, 2000). La accion antioxidante se relaciona con su
capacidad de neutralizar radicales libres a través del grupo sulfidrilo (-SH) (De
Vries y De Flora, 1993). La NAC ha sido utilizada en diversas patologias que
afectan a los humanos y en estudios experimentales de dafo hepatico y renal

producido por metales pesados como el mercurio (Girardi y Elias, 1991).
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Sin embargo, la NAC tiene efectos colaterales que se manifiestan
principalmente a dosis altas, entre ellos: alteraciones gastrointestinales (nausea y
vomito), reacciones anafilacticas debidas a la liberacion de histamina (prurito,
angioedema, espasmo bronquial, taquicardia y cambios en la presion sanguinea)
(Zimet, 1988). Ademas, puede producir efectos pro-oxidantes aun a dosis
terapéuticas (www.thorne.com). En este contexto, ha sido publicado que la NAC
disminuye la concentracion de GSH e incrementa la concentracion de GSSG en
individuos sanos, lo que manifiesta su accion pro-oxidante. También, se ha
descrito que la NAC causa dano oxidativo al DNA en presencia de iones metalicos
como el Cu®* (Kleinveld et al., 1992; Oikawa et al, 1999).

9.1 ESTUDIO DEL DANO HEPATICO.
En este trabajo, la administracion de cromo a las ratas dafié su higado y aumento

significativamente la actividad plasmatica de la TGO y de la TGP a los 8 dias del

tratamiento. En los animales tratados con NAC (100 mg/kg/dia, 5 dias, ip) + Cr

(tratamiento preventivo) el dafio hepatico se incrementé aun mas, ya que la
actividad plasmatica de la TGO y de la TGP aument6 8 y 5 veces,
respectivamente, a los 8 dias del tratamiento; ademas, la concentracion de
albumina en plasma disminuyd significativamente en este grupo. También la

mortalidad fue muy elevada (89 %).

Al disminuir a la mitad la dosis de la NAC (50 mg/kg/dia, 5 dias, ip), con

relacion a los animales tratados con cromo, la actividad plasmatica de la TGO y de
la TGP aumenté significativamente en las ratas de los grupos NAC+Cr
(tratamiento preventivo) y Cr+NAC (tratamiento terapéutico), durante los tres
periodos estudiados (2, 5 y 8 dias); ademas, la concentracion de albumina en el
plasma disminuyé mas en los animales del grupo NAC+Cr que en las ratas
tratadas solamente con cromo. Sin embargo, la mortalidad disminuyo

significativamente hasta el 14%.

54



Discusion

Disminuyendo aun mas la dosis de la NAC (15 mg/kg/dia, 5 dias, ip), con

relacion a los animales tratados con cromo, la actividad plasmatica de la TGO
aumento significativamente en el grupo NAC+Cr a los 2 dias (seis veces), 5 dias
(9 veces) y 8 dias (3 veces), asi como en el grupo Cr+NAC a los 2 dias (cuatro
veces), 5 dias (cinco veces) y 8 dias (seis veces); ademas, la actividad plasmatica
de la TGP también aumenté significativamente en el grupo NAC+Cr a los 5 dias
(16 veces) y en el grupo Cr+NAC a los 2 dias (seis veces), 5 dias (16 veces) y 8
dias (seis veces). Por otra parte, la concentracion de albumina en plasma
disminuyé mas en los animales del grupo NAC+Cr que en las ratas tratadas con

cromo a los 2 dias (75%).

Finalmente, con relacién a los controles, la concentracion hepatica de GSH
disminuy6 en los animales tratados con cromo (28 %) y Cr+NAC (75 %); ademas,
la concentracién de ATP en el higado también disminuyo significativamente en el
grupo tratado con cromo (63%), a los ocho dias del tratamiento. Es pertinente
sefalar que, bajo este esquema de dosificacion de la NAC, el porcentaje de

mortalidad fue de cero.

Ahora bien, en presencia de dafo hepatico, los hepatocitos se destruyen y
las enzimas TGP y TGO pasa del citoplasma al torrente sanguineo, aumentando
sus valores en este fluido en cantidades proporcionales a la lesion del higado. Por
ello, la determinacion de la actividad sérica de estas enzimas facilita la
identificacion de hepatopatias agudas y de otros padecimientos (Lynch et al.,,
1977; Hamilton y Rose, 1985; Fischbach, 1997).

A su vez, la albumina es una de las principales proteinas del plasma y
constituye mas del 50% del total de las proteinas séricas. Esta proteina mantiene
la presion oncodtica en los vasos sanguineos (evitando con ello la fuga del agua
plasmatica desde los capilares) y transporta en la sangre a las sustancias

insolubles en agua. El higado sintetiza la albumina y, por ello, su cuantificacion en
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la sangre contribuye a la identificacion de hepatopatias (Hamilton y Rose, 1985;
Fischbach, 1997).

Respecto al glutation reducido (GSH), conviene sefialar que es un tripéptido
(L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) sintetizado en el higado y en los rifiones a partir de
la y-glutamilcisteina y la glicina (Koppele y Mulder, 1991). Su forma reducida
(GSH) destoxifica a muchos xenobiodticos y metabolitos reactivos ya sea por
conjugacion espontanea o mediante una reaccion catalizada por las transferasas
de glutation (GST). La cuantificacion de GSH es un indicador de la capacidad
antioxidante de las células ya que su reduccion, en un 20-30 %, produce una
marcada incapacidad de las células para amortiguar las acciones de los
compuestos téxicos (Reed, 1990). Por lo tanto, en presencia de xenobiéticos que
dafan al higado y a los rilones disminuyen sus concentraciones normales en

estos érganos.

Ademas, como ya se sefiald, en individuos sanos la NAC disminuye la
concentracién de GSH e incrementa la concentracién de GSSG, lo que subraya su
accion pro-oxidante (Kleinveld et al, 1992). También se ha reportado que los
compuestos de Cr*® inhiben la actividad de la reductasa de glutation en las células

de los mamiferos (Sugiyama et al., 1989).

Por ultimo, el ATP es un compuesto que almacena y proporciona energia
quimica en muchas reacciones celulares, es decir, es un compuesto rico en
energia que se libera al ser hidrolizado y la cual es utilizada en la sintesis de
biomoléculas, en el transporte activo de iones, etc. Por lo tanto, la determinacién
de ATP permite valorar la capacidad energética de las células (Hamilton y Rose,
1985; Fischbach, 1997).

La toxicidad hepatica y renal de los compuestos de Cr*® ha sido reportada
en trabajadores y en animales de experimentacion expuestos a este metal. En

este contexto, y con relacidén al dafo hepatico producido por el cromo, nuestros
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resultados son semejantes a los datos publicados por otros autores (Laborda et
al., 1986; Goyer, 1990; Hojo y Satomi, 1991; Nava et al., 1997). Conviene sefialar
que bajo nuestras condiciones experimentales, la NAC no protegié al higado
contra la necrosis hepatica producida por el cromo (actividades séricas de TGO y
TGP). Sin embargo, con la dosis mas baja que se administré a las ratas disminuyo
o evitd el dano funcional de los hepatocitos remanentes, valorado por su

capacidad para sintetizar albumina y ATP.

Finalmente, la disminucién de la concentracion hepatica del GSH
encontrada en los grupos de ratas tratadas con Cr y Cr+NAC puede relacionarse
con el consumo de este antioxidante en presencia de un aumento del estrés
oxidativo celular y con la capacidad del Cr'® para inhibir la actividad de la

reductasa de glutation en las células de los mamiferos (Sugiyama et al., 1989).

9.2 ESTUDIO DEL DANO RENAL.

Con relacion al grupo control negativo, la concentracion de creatinina en la sangre
de las ratas tratadas con cromo aumento significativamente a los 2, 5 y 8 dias del
tratamiento. Este fenomeno fue revertido por la NAC ya que, en los animales

tratados con NAC (100 mg/kg/dia, 5 dias) + Cr (tratamiento preventivo), la

concentracion de creatinina en sangre disminuyé a los 2 dias (63 %) y 5 dias (190
%). Al disminuir a la mitad la dosis de la NAC (50 mag/kg/dia, 5 dias, ip), la
concentracion de creatinina en sangre aumentd significativamente en el grupo
tratado con cromo a los 2 dias (405 %), 5 dias (318 %) y 8 dias (92 %). Este

fendbmeno no fue revertido por la NAC ya que, en los animales tratados con

NAC+Cr y Cr+NAC, la concentracion de creatinina en sangre se mantuvo en
concentraciones semejantes a las de las ratas tratadas solamente con cromo. Sin

embargo, al disminuir aun mas la dosis de la NAC (15 mg/kg/dia, 5 dias, ip), la

concentracion alta de creatinina sérica de las ratas tratadas con cromo fue

revertida por la NAC ya que, en los animales tratados con NAC+Cr disminuyé a los
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2 dias (34 %), mientras que en el grupo Cr+NAC disminuyé a los 2 dias (33 %), 5
y 8 dias (28 %).

Al respecto, la creatinina (principal metabolito de la creatina) es eliminada
del plasma fundamentalmente por filtracion glomerular para ser excretada en la
orina. No hay una “recirculacion” de la creatinina, razon por la cual la depuracion
de esta sustancia es un indicador eficaz de la filtracion glomerular (Fischbach,
1997). En nuestro estudio, la caida de la filtracion glomerular en las ratas tratadas
con cromo (medida por el aumento de la concentracion plasmatica de creatinina),
en general, fue revertida por la NAC. Este fendbmeno puede deberse a la accion
vasodilatadora de la NAC la cual, al incrementar la circulacién sanguinea de los
rinones, mejora la intensidad de la filtracién glomerular (Robinson, 1995; Rank et
al, 2000).

Nuestros resultados también identificaron la existencia de dafio funcional de
las células proximales de la nefrona en las ratas tratadas con cromo, dafio
caracterizado por alteraciones de la reabsorcion de los tres marcadores utilizados:
sodio, glucosa y fosfatos. Estas alteraciones no fueron corregidas por la NAC ni en
el tratamiento preventivo (NAC+Cr) ni en el tratamiento terapéutico (Cr+NAC),
incluso en algunos casos fueron exacerbadas. En efecto, las masas excretadas de
sodio, glucosa y fosfatos, en general, fueron mayores en estos grupos que en las

ratas tratadas solamente con cromo.

Al respecto, al valorar la funcion de las células tubulares proximales, la
masa excretada de sodio disminuyé significativamente en los animales tratados
con cromo a los 2 dias (57 %), 5 dias (28 %) y 8 dias (71 %); a su vez, en los
animales tratados con NAC+Cr aumentd a los 2 dias (614 %) y 5 dias (71 %),
mientras que en el grupo Cr+NAC disminuy6 a los 2 dias (71 %) y 8 dias (43 %).
En este contexto, la masa excretada de glucosa aument6 en el grupo NAC+Cr a
los 2 dias (66 veces) y a los 8 dias (8 veces), asi como en el grupo Cr+NAC a los

2 dias (31 veces) y a los 5 dias (72 veces). A su vez, en los animales tratados con

58



Discusion

cromo, la masa excretada de fosfatos aumenté a los 2 dias (32 %) y disminuy6 a
los 8 dias (39 %); en los animales tratados con NAC+Cr aumenté a los 2 dias (37
%) y disminuy6 a los 5 dias (31%), mientras que en el grupo Cr+NAC disminuyé a

los 2 dias (39 %) del tratamiento.

La determinacion de sodio tiene la finalidad de evaluar el desequilibrio de
liquidos y electrolitos que acompanan a los trastornos renales. El aumento o la
disminucion de las concentraciones de sodio en la orina pueden indicar la
presencia de insuficiencia renal. A su vez, los fosfatos son aniones que
predominan en las células y permiten almacenar y utilizar energia, asi como
participar en la regulacion de las concentraciones de calcio, el equilibrio
acidobasico, etc. Los fosfatos filtrados en los glomérulos se reabsorben en el
tubulo proximal de la nefrona. Por ello, su excrecion urinaria facilita la
identificacion de dafo renal y alteraciones del equilibrio acido-basico (Fischbach,
1997; Jaramillo et al, 2008).

Las alteraciones producidas por el cromo se relacionan con un cuadro de
insuficiencia renal por lesién parenquimatosa o necrosis tubular aguda (NTA).
Durante la NTA existe caida de la filtracion glomerular, aumento de la creatinina
sérica, oliguria e hiperazoemia. Con frecuencia se presentan trastornos de
electrolitos (hiperpotasemia e hiponatremia) ya que, generalmente, la excrecion
fraccionaria de sodio (EFnas) es > 1 %, aunque en presencia de dafo hepatico la
EFna < 1 % (Pefia, 2005). Con ello, los procesos de reabsorcion y secrecion
realizados en el tubulo proximal son afectados, alterandose asi la reabsorcion de
proteinas de peso molecular bajo, de aminoacidos, glucosa, fosfatos y la secrecion
de acido urico (Clarkson y Shaikh, 1982).

En nuestro trabajo, con relacion al grupo control negativo, la masa
excretada de proteinas aumentd significativamente en los grupos NAC+Cr y
Cr+NAC a los 2 dias (62 y 40 %, respectivamente). En este contexto y con

relacion a la filtracion de proteinas, en condiciones fisiolégicas normales, la
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membrana de los capilares glomerulares impide la salida de compuestos de peso
molecular elevado (como la albumina), pero permite que se filtren proteinas de
peso molecular bajo, como las microglobulinas, las cuales son reabsorbidas por
las células de los tubulos renales y solo se excreta una cantidad pequefia de ellas.
La lesién de la membrana glomerular y/o el dafio de la resorcién tubular permiten
la pérdida de proteinas en la orina. Asi, su excrecion urinaria es Util para identificar
lesiones en los glomérulos o en los tubulos renales proximales (Hamilton y Rose,
1985; Fischbach, 1997).

En este contexto, se ha reportado que la administracion parenteral de
K2Cr207 genera dafio renal agudo en las ratas, caracterizado por alteraciones en
la velocidad de filtracion glomerular, obstruccion tubular y flujo retrégrado del
filtrado glomerular (Biber et al., 1968). Ademas, los compuestos del Cr*® pueden
producir disfuncion tubular, la cual se caracteriza por la presencia en la orina de [3-
glucuronidasa y concentraciones altas de proteinas (Costa, 1997; Jaramillo-Juarez
et al., 2006). Es pertinente sefialar que la falla renal aguda se asocia con una
elevada mortalidad y con la acumulacion del cromo en el tubulo proximal, su

principal sitio de toxicidad (Liano et al., 1998).

Finalmente, en nuestro estudio, la concentracién renal de GSH disminuyd
significativamente en los grupos NAC y Cr+NAC (75 %) a los ocho dias del
tratamiento. Ademas, la concentracion de ATP disminuyé de manera significativa
solamente en el grupo tratado con cromo (63 %), sin que se presentaran cambios
significativos en los otros grupos experimentales. Lo anterior indica que la NAC
disminuy6 el dafio producido por el cromo en las mitocondrias de las células

renales, posiblemente por su accion antioxidante.

Debe senalarse que durante la necrosis tubular aguda, la reduccion tisular
del ATP puede aumentar la concentracion intracelular de calcio, lo cual conduce a
la muerte celular. Ademas, la disminucion de la concentracion de los sustratos

energéticos de las células (el ATP es el mas importante de ellos) produce la

60



Discusion

pérdida rapida de polaridad en las células tubulares proximales. Al respecto, la
Na’-K*-ATPasa normalmente existe en la membrana basolateral unida al
citoesqueleto y la polaridad de esta enzima es esencial para la reabsorcién tubular
del sodio. Bioquimica e histolégicamente se ha demostrado que la isquemia o la
reduccion de la concentracion celular del ATP conducen a la rapida redistribucion
de la Na*-K*-ATPasa en la membrana apical de las células tubulares proximales
(Molitoris, 1991). Por consiguiente, una vez que se establece la deplecion de
energia en las células, se colapsan los gradientes de electrolitos (Na+, K+) y se

desorganizan los microfilamentos que contienen actina (Weinberg, 1991).

9.3 ESTUDIO HISTOLOGICO.

El cromo gener6 cambios estructurales del tejido hepatico caracterizados por:
intensa vacuolizacion y necrosis de hepatocitos. Sin embargo, es importante
sefalar que en los higados de las ratas tratadas con cromo y NAC en dosis de 15
mg/Kg (tratamientos preventivo y terapéutico) hubo menor dafio estructural.
Existen reportes (Arfsten et al, 2004) donde la NAC a dosis de 600 a 1200
mg/Kg7dia, por 30 dias, oral es un excelente antioxidante, sin embargo en nuestro
estudio las dosis utilizadas de NAC potenciaron el dafo producido por el cromo.
Los resultados de los efectos de la NAC con las dosis utilizadas no concuerdan
hasta el momento con los reportes de otros autores (debido quiza a susceptibilidad
de nuestras ratas al tratamiento), ya que animales que solo recibieron NAC
presentaron cambios en relacion con los controles negativos, evidenciando un
efecto directo de la exposiciéon a la NAC. Asi mismo, los hallazgos de dafio
estructural coinciden con el incremento en la concentracién plasmatica de TGO y
TGP y la disminuciéon de GSH.

Por otra parte, se sabe que el estudio histolégico del tejido renal
proporciona datos valiosos en padecimientos como la glomerulonefritis aguda y
cronica, la pielonefritis, la trombosis de la vena renal, la necrosis tubular aguda,

entre otros. (Hamilton y Rose, 1985; Fischbach, 1997). En este contexto, nuestro
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estudio histolégico mostréo que el cromo altera la estructura y organizacién del
tejido renal generando: necrosis tubular aguda. Este efecto fué revertido
parcialmente con la administracion de la NAC a una dosis de 15 mg/Kg. Al
respecto, la toxicidad tubular aguda de cromatos y dicromatos ha sido bien
documentada en animales de experimentacion y la necrosis tubular renal también

ha sido descrita en humanos (Langard y Norseth, 1986).

Cabe mencionar que en estudios anteriores, varios autores (Arfsten et al,
2004, Dickey et al, 2007, Massola et al, 2005, Ramesh et al, 2006, Schaller et al,
2007, Ventura et al, 2003,) han utilizado dosis de NAC mayores a las de nuestro
estudio, administradas por las vias oral, intravenosa e intraperitoneal, reportando

proteccién a nivel hepatico y renal ante diversos agentes de dano.
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10. CONCLUSIONES

> La disminucion de la velocidad de filtracion glomerular (creatinina en

sangre) producida por el cromo es revertida de manera parcial por la NAC.

> Las alteraciones de las masas excretadas de glucosa y fosfatos se
relacionan con dafno en la reabsorcion proximal de estas sustancias, fendmeno

exacerbado por la NAC.

> La disminucion de la concentracion de ATP en los rifiones se relaciona con

el estrés oxidativo producido por el cromo, fendmeno atenuado por la NAC.

> El incremento de las transaminasas en plasma indica necrosis de las

células hepaticas, fendmeno exacerbado por la NAC en presencia de cromo.

> La disminucion de la concentracion de ATP en el higado se relaciona con el
estrés oxidativo producido por el cromo, fendmeno revertido parcialmente por la
NAC.

> De las tres dosis analizadas de NAC (100, 50 y 15 mg/Kg/dia, 5 dias, ip), la

menor de ellas no produjo la muerte de los animales de experimentacion.

> El analisis histolégico mostré que, en las ratas tratadas con cromo, a
medida que se reduce la dosis de NAC disminuye el dano estructural de los

rinones y del higado.
> Lo anterior sugiere que reduciendo aun mas la dosis de NAC se podria

mejorar la proteccion de esta sustancia contra el dafio ocasionado por el cromo en

las ratas.
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11. GLOSARIO

Acidofilia: Conjunto de coloraciones basadas en el comportamiento de las

diferentes proteinas a las variaciones del pH.

Aductos: En biologia, un aducto es un complejo que se forma cuando un

compuesto quimico se une a una molécula biolégica, como ADN o proteinas.

Antioxidante: Todos aquellos elementos que tienen como funcién eliminar de

nuestro organismo los radicales libres.

Bioacumular: El término bioacumulacion hace referencia a la acumulacion neta,
con el paso del tiempo, de metales (u otras sustancias persistentes) en un
organismo a partir de fuentes tanto bidticas (otros organismos) como abidticas

(suelo, aire y agua).

Biotransformacioén: Proceso mediante el cual los farmacos son alterados
quimicamente por los sistemas enzimaticos del organismo para producir

moléculas mas hidrosolubles y asi eliminarse eficientemente.

Corpusculo: Nombre genérico que reciben una serie de pequenas estructuras

como células, moléculas, particulas o elementos.

Dermatitis: Consiste en un estado reaccional de la piel caracterizado por
erupciones pruriginosas y con aspecto de escamas, mas frecuente en nifos, en la

cual intervienen factores tanto ambientales como constitucionales.

Dicromato de potasio: El dicromato de potasio (K2Cr,0O7) es una sal del hipotético
acido dicromico (este acido en sustancia no es estable) H,Cr,07. Se trata de una
sustancia de color intenso anaranjado. Es un oxidante fuerte. En contacto con

sustancias organicas puede provocar incendios.
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Estrés oxidativo: Es causado por un desequilibrio entre la produccién de oxigeno
reactivo y la capacidad de un sistema biolégico de detoxificar rapidamente los

reactivos intermedios o reparar el dafio resultante.

Homeostasis: (Del griego homeo que significa "similar", y estasis, en griego
"posiciéon", "estabilidad"). Es la caracteristica de un sistema abierto o de un
sistema cerrado, especialmente en un organismo vivo, mediante la cual se regula

el ambiente interno para mantener una condicion estable y constante.

Metales pesados: Son un grupo de elementos quimicos que presentan una

densidad relativamente alta y cierta toxicidad para el ser humano.

N-acetilcisteina: Derivado de la cisteina con un efecto mucolitico capaz de diluir

la viscosidad de la secrecion bronquial tiene también una capacidad antioxidante .

Necrosis: (Del griego "muertos"). Es el nombre dado a la prematura muerte de las
células y de vida de tejidos y es causada por factores externos, tales como

infecciones, toxinas, o trauma.

Pro-oxidante: Sustancia que puede producir subproductos del oxigeno del

metabolismo que pueden daiar las células.

Reaccioén anafilactica: Reaccidn alérgica severa en todo el cuerpo.

Shock séptico: Causado por las toxinas liberadas por cualquier tipo de bacteria,
al igual que por hongos y, en raras ocasiones, por virus, pueden causar dafio

tisular y llevar a que se presente hipotension arterial y funcionamiento deficiente

de 6rganos.
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Sindrome hepatorrenal: Condicion clinica que ocurre en pacientes con
enfermedad hepatica avanzada, insuficiencia hepatica e hipertension portal,
caracterizado por un deterioro de la funcidén renal, una intensa alteracion de la

circulacion arterial y activacion de los sistemas vasoactivos enddgenos.

Téxico: (Del griego toxén, punta de flecha y, por extension, veneno que se aplica
en la punta de la flecha). Es toda sustancia quimica que, administrada a un

organismo vivo, tiene efectos nocivos.

Vacuolizaciéon: Necrosis grasa que se caracteriza por la presencia de histiocitos

espumosos y adipocitos de citoplasma.

Xenobidtico: Compuesto externo a un organismo vivo que interacciona con él,

generalmente a través de alteraciones metabdlicas.
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