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RESUMEN

El CCl,, es un compuesto que mediante el proceso de biotransformacion, genera dos
metabolitos altamente reactivos, los radicales triclorometilo y peroxitriclorometilo. Ambos
metabolitos ejercen efectos toxicos en los rifiones y en el higado. Por otra parte, el extracto
del Ginkgo biloba (Gb) contiene diversos compuestos, de los cuales, los flavonoides se
presentan en mayor concentracién y se les atribuyen propiedades benéficas para el
organismo, tales como el mejoramiento de la circulacion sistémica, la estimulacion de la
sintesis de ATP y de compuestos antioxidantes, como el GSH, entre otras. El objetivo de
este trabajo fue analizar el posible efecto protector del Gb sobre el dafio renal producido
por la intoxicacion aguda y cronica con CCly, en animales de experimentacion (ratas Wistar
machos). Se trabajé bajo dos formas de intoxicacién con CCl4, aguda y cronica. Para
analizar el efecto del Gb ante la intoxicacion por una dosis Unica de CCly, se utilizaron
grupos de 10 ratas cada uno y se trataron de la siguiente manera: Control (0.40 ml de aceite
de maiz/rata, vo), CCls; (0.40 ml de CCl, al 50%/rata/dosis Unica, vo), tratamiento
preventivo-Gb+CCl, (4 mg de Gb/kg/dia/5 dias/ip, al sexto dia 0.40 ml de CCl, al
50%/rata/vo), tratamiento terapéutico-CCly;+Gb (0.40 ml de CCl, al 50%/rata/vo, al dia
siguiente 4 mg de Gb/kg/dia/5 dias/ip) y Gb (4 mg de Gb/kg/5 dias/ip). Para analizar el
efecto del Gb ante la intoxicacion cronica con CCly, se utilizaron grupos de 10 ratas cada
uno y se trataron de la siguiente manera: Control (0.2 ml de aceite de maiz/rata 3 veces
semana/ 8 semanas, ip), CCl, (0.2 ml de CCl, del 13-25%/ 3 veces semana/ 8 semanas, ip),
Gb+CCl, (0.2 ml de CCl, del 13-25%/ 3 veces semana/ 8 semanas, ip + 4 mg de Gb de la
solucion farmacéutica) y Gb (4 mg de Gb de la solucién. farmacéutica). Concluidos los
tratamientos, las ratas fueron sometidas a una cirugia para la valoracion de parametros que miden la
funcion renal (FPR, VFG, FF, manejo renal de Na* y H,O, concentracion de glucosa y proteinas en
orina, actividad urinaria de TGG y acidificacion urinaria), seguida por eutanasia y toma de muestras
de corteza renal e higado para hacer el analisis histoldgico (tinciones con hematoxilina y eosina) y
el estudio molecular, el cual consistio en la cuantificacion de la expresion de mensajeros de TNF-o
e IL-6.

En los grupos tratados de forma aguda, los resultados demuestran que el CCl, produce

alteraciones en las células tubulares proximales que consisten en glucosuria, proteinuria, aumento

ix



de la actividad de TGG en la orina, disminucion del flujo sanguineo renal y aumento de la FF, asi
como incremento de MDA en corteza renal. Estas alteraciones son contrarrestadas por el Gb,
especialmente al ser administrado de forma preventiva. A nivel histologico, las alteraciones
producidas por el CCl, sobre los rifiones consistieron en vacuolizacion citoplasmica y pérdida del
borde en cepillo en tabulos proximales, estos dafios fueron mas intensos en la corteza interna. La
administracion preventiva y terapéutica de Gb, disminuy6é la cantidad de células tubulares
proximales dafiadas. En cuanto al estudio molecular, este revela que el CCl, provoca disminucion
de la intensidad de expresion de TNF-a, mientras que el Gb permite que el transcrito de esta
citocina siga expresandose. En el higado, las alteraciones histolégicas provocadas por el CCl,
consistieron en necrosis centrolobulillar con areas necréticas extendidas hacia la periferia del
lobulillo. Los tratamientos con Gb evitaron la extension de la necrosis hacia las areas periféricas. El
estudio molecular en el higado revela que el CCl, provoca disminucion de la intensidad de
expresion del transcrito de TNF-o y del gen constitutivo GAPDH, mientras que la administracion
de Gb permite que la expresion de estas proteinas esté presente. Tanto en rifiones como en higado,

el tratamiento preventivo con Gb estimul6 el aumento en la expresion de TNF-o e IL-6.

Durante la intoxicacion crénica con CCly, se observé aumento de glucosuria, revertida por
el Gb, incremento de la concentracién de proteinas en orina, que el Gb no logro evitar, asi como
aumento de la actividad urinaria de la TGG, revertida por la administracion de Gb. El CCl,también
provocd aumento de la acidificacion urinaria, efecto revertido por el Gb. Los resultados demuestran
también que el Gb ejerce efectos benéficos sobre la circulacion sanguinea renal, al incrementar las
depuraciones de PAH y de In. Las concentraciones de MDA en corteza renal estuvieron aumentadas
en todos los grupos experimentales, con respecto a los valores del grupo control, incluso en el grupo
que recibié solamente Gb, lo que indica un posible efecto toxico. A nivel histolégico, el CCl,
produce vacuolizacion citoplasmica y pérdida del borde en cepillo, efectos aumentados en la corteza

interna. EI Gb logra conservar un mayor nimero de tibulos y células sanos.

Con base en lo anterior, ante la intoxicacion aguda con CCl,, el Gb ejerce un efecto
nefroprotector al ser administrado de forma preventiva, a nivel funcional, estructural y molecular.
Durante la intoxicacion cronica con CCly, el Gb revierte algunos efectos toxicos producidos por este

hidrocarburo.
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Inulina
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Proteina de Resistencia Multiple a Farmacos
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Necrosis Tubular Aguda
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Los rifiones son 6rganos de vital importancia para el organismo y entre sus multiples
funciones se encuentra la de eliminar compuestos tdxicos, situacion que expone de manera
importante las células renales, principalmente las células de la porcion proximal de la
nefrona. En este sentido, cualquier alteracion renal conduce a padecimientos graves que en

ocasiones, provocan la muerte o genera una calidad de vida muy baja.

Numerosos xenobioticos producen efectos tdxicos sobre los rifiones, entre ellos, el
tetracloruro de carbono (CCly), un hidrocarburo alifatico halogenado empleado como
solvente en algunas industrias, poniendo en riesgo la salud de los obreros. Entre los efectos
nefrotdxicos provocados por el CCly, se encuentran: edema celular, oligura, anuria y
azohemia. Por ello, es necesario establecer medidas preventivas y correctivas encaminadas

a proteger la salud de los trabajadores y de la poblacion en general.

En este contexto, numerosas investigaciones han demostrado la capacidad
antioxidante de los componentes presentes en el extracto de Ginkgo biloba (Gb). Por lo
anterior, consideramos importante investigar la capacidad del Gb para prevenir o disminuir
la magnitud de las alteraciones funcionales, moleculares y las lesiones histoldgicas
producidas por el CCl, en los rifiones de ratas expuestas de manera aguda y crénica a éste
hidrocarburo. La informacion generada en esta investigacion, puede ser de utilidad clinica
para los médicos que atienden a los trabajadores expuestos de manera ocupacional a los
hidrocarburos alifaticos halogenados, asi como también puede generar alternativas de
tratamiento en personas con falla renal de naturaleza no ocupacional (hepatitis y cirrosis,

hipertensién crénica, diabetes, etc.).

1.1. Exposicion ocupacional y ambiental a los xenobidticos.

En el medio ambiente existe una gran variedad de compuestos emitidos por fuentes

naturales y antropogénicas que, bajo ciertas circunstancias, pueden alterar la homeostasis
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del organismo. Tales circunstancias representan riesgos para la salud y estan determinadas
por el potencial toxicologico de las sustancias mismas y su destino en el ambiente y en los

organismos (Niesink et al, 1996).

En Toxicologia, exposicion se define como la condicion por la cual los xenobi6ticos
estan en contacto con los organismos y, bajo ciertas circunstancias, pueden pasar al interior
de los mismos. Ahora bien, el destino de las sustancias en el ambiente y en el organismo
depende de una serie de eventos que suceden desde que la sustancia es liberada por la
fuente emisora hacia los vectores ambientales (agua, suelo y aire), hasta el momento en que
los efectos producidos por dicha sustancia son evidentes. Tales eventos acontecen en las
siguientes fases: 1) fase de produccion, 2) fase de cinética ambiental, 3) fase de exposicion,

4) fase toxocinética y 5) fase toxodinamica.

La fase de cinética ambiental se refiere al destino de la sustancia en el ambiente y en
el individuo. La fase de exposicion se refiere al momento en el cual la sustancia entra en
contacto con los organismos. La interaccién entre la sustancia y el organismo que conduce
al desarrollo de eventos nocivos, constituye la fase toxicodinamica. Los eventos que
acontecen en estas fases dependen de los siguientes factores: caracteristicas filogenéticas y
ontogénicas del individuo, edad, sexo, susceptibilidad, ruta de exposicion (via de entrada al
organismo), concentraciéon del xenobidtico en el cuerpo, tiempo de exposicion,
caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia y factores ambientales, tales como presencia
de otros compuestos que inducen o inhiben la biotransformacion del xenobidtico. Todo ello
determina la presencia y magnitud de efectos toxicos en los seres vivos. De esta manera, la
posibilidad de entrar en contacto con sustancias toxicas es alta cuando se vive en las
inmediaciones de la fuente de contaminacién, aunque la exposicion también es posible a
grandes distancias por el desplazamiento del compuesto a través del aire, el suelo y el agua,
poniendo en riesgo la salud de los individuos a traves de la ingesta, contacto o aspiracion de
agentes contaminantes, ya sea de forma directa o indirecta a través del consumo de

alimentos contaminados (Niesink et al, 1996; Jaramillo et al, 2009).



Introduccion

Ahora bien, la exposicion a los xenobidticos se intensifica en el ambiente laboral,
debido a que bajo estas circunstancias, las concentraciones de los compuestos tdxicos
aumentan de manera importante, contrario a lo que sucede en el medio ambiente, donde la
capacidad diluyente del agua, depuradora del aire y transformadora del suelo, disminuyen
las concentraciones de los agentes contaminantes. Las rutas de exposicion en el ambiente
industrial son principalmente la via dérmica y la via inhalatoria. Por ello, si no se cuenta
con medidas adecuadas de prevencion y proteccion, que en ocasiones son insuficientes, los
trabajadores de diversas industrias pueden desarrollar enfermedades graves como la cirrosis
hepética, producida por la exposicion a hidrocarburos, la silicosis por exposicion al
carbono, la asbestosis producida por la intoxicacién con polvo de asbesto, 0 en casos mas
extremos, pueden surgir efectos carcinogénicos (propios de la intoxicacion cronica de tipo
ocupacional) como por ejemplo el desarrollo de mesotelioma pulmonar por intoxicacion

con mondxido de carbono, entre otros padecimientos mortales (Jaramillo et al, 2009).

1.2. Intoxicaciones agudas Yy cronicas.

Se distinguen dos tipos de intoxicaciones: la aguda y la cronica. Existe una
necesidad préactica de distinguir una de la otra, puesto que la situacion clinica de la
intoxicacion aguda causada por cierta sustancia, no es necesariamente igual que la de una

intoxicacion cronica causada por la misma sustancia (Niesink et al, 1996).

Intoxicacion Aguda.

Se caracteriza por la exposicion de un individuo a dosis altas de una sustancia en
tiempos cortos. Esto ocurre, por ejemplo, después de ingerir cantidades excesivas de
farmacos, o por efectos alérgicos a los mismos, ingesta de agentes de limpieza o pesticidas
ya sea accidental o intencionalmente, asi por fugas de gas o incendios. Los sintomas
aparecen, por lo general, poco después de la exposicion y usualmente son severos. Segun
sea el caso, el paciente requiere de atencién médica inmediata. En este tipo de intoxicacion

se debe distinguir la intoxicacion accidental (el grupo mas afectado suele ser el de los
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nifios), la autointoxicacion (suicida) o intoxicacion homicida. Los esquemas representativos

de este tipo de intoxicacion se presentan mas delante.

Intoxicacion Cronica.

Este tipo de intoxicacidn consiste en la exposicidn continua o repetida a cantidades
pequefias de una sustancia en tiempo prolongado (varios meses o incluso afios). Es
importante sefialar que el nivel de exposicion en la intoxicacion crénica es mas bajo que en
la aguda, aunque con efectos mas graves pero que se desarrollan de forma gradual. Tales
efectos incluyen alteraciones a nivel genético que producen carcinogenicidad. El ambiente
laboral (exposicion ocupacional) es el mejor escenario de la intoxicacion cronica. Otros
ambientes propicios para la exposicidn cronica a contaminantes son los parques o jardines,
para quienes acostumbran visitarlos por las mafanas, exponiéndose a las particulas
suspendidas y a los contaminantes que se encuentran mas concentrados en la troposfera

durante las mafianas frias; o bien, cuando se dedica mucho tiempo a cierta actividad.

Con relacion a lo anterior, la Toxicologia Ocupacional se encarga de estudiar los
efectos nocivos producidos por las sustancias de uso laboral o industrial y establece los
limites de seguridad ante su exposicién (Jaramillo et al, 2009).

Ahora bien, como resultado de la contaminacién del aire, del suelo y del agua,
existen grupos especificos de la poblacion que se encuentran expuestos durante largos
periodos de tiempo a cantidades menores de las que se presentan en el ambiente
ocupacional, por ejemplo localidades situadas en cercanias de un rio contaminado o a una
zona ladrillera. La exposicion puede suceder de manera directa por estar en contacto con el
vector ambiental contaminado o bien, de manera indirecta, por consumir alimentos o suelo
contaminados que contengan residuos de pesticidas o toxinas naturales. Por otra parte, la
mayoria de los contaminantes se presentan en forma de mezclas complejas, como el aire
contaminado por emisiones industriales y de automdviles. Por ello, es inevitable la
exposicion simultanea a compuestos quimicos por distintas vias. Con respecto a lo anterior,

la presencia simultanea de varios compuestos es caracteristica de la exposicion ambiental,
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pudiendo aparecer efectos toxicos en el organismo por sinergia entre contaminantes, una
vez que han alcanzado sus o¢rganos diana. Cabe sefialar que ante determinadas
circunstancias, principalmente meteoroldgicas, pueden presentarse incidentes ambientales
como episodios de contaminacion localizados, tal como sucede en casos de inversion
térmica durante los meses invernales o por fugas accidentales de gases toxicos provenientes
de alguna industria. En tales episodios, los contaminantes alcanzan concentraciones mucho

mas altas que en la mayoria de los casos de contaminacion ambiental.

Otro aspecto importante a considerar en la intoxicacion cronica ocupacional o
ambiental es que, por lo general, estan involucrados un mayor ndmero de individuos,

contrario a lo que sucede en un escenario de intoxicacion aguda (Niesink et al, 1996).

Cabe sefialar que los mecanismos fisiopatoldgicos que caracterizan a la intoxicacion
cronica ocupacional y ambiental, no son diferentes entre si; sin embargo en el ambiente
laboral, la exposicién a una sustancia en particular es mayor que en el ambiente externo y
un nuamero determinado de individuos de edades especificas resulta afectado, mientras que
en la exposicion ambiental, todos los seres humanos de diferentes edades pueden estar
expuestos, aunque existen situaciones que incrementan la susceptibilidad en ciertas
personas, como el padecimiento de enfermedades, el embarazo, la vejez y la nifiez, ademas

del consumo o exposicidn a otras sustancias.

De esta manera, en el area laboral, existe un grado de exposicion necesario o un
grado de riesgo ocupacional que el trabajador acepta. Por el contrario, en la contaminacion
ambiental la exposicion es involuntaria y hay menor tendencia por considerar riesgos
aceptables o tolerables. Esta diferencia se refleja en la terminologia de estandares
designados para proteger la salud, ejemplo, la salud ocupacional se refiere a la maxima
concentracion permisible (MAC, por sus siglas en inglés), mientras que para la poblacion

abierta, se habla de un consumo o ingesta diaria aceptable (ADI, por sus siglas en inglés).

Ahora bien, cuando una sustancia es administrada de manera repetida a intervalos

de tiempos menores que el requerido para su eliminacion completa, dicha sustancia sera
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acumulada en el organismo. Este escenario de exposicion esta representado en la figura 1-1.
La figura muestra que si la sustancia es administrada en cantidades muy pequefias pero a
intervalos frecuentes, la situacion seria parecida a una infusién intravenosa continua. En
ambos casos, la concentracion plasmatica aumentara hasta llegar a una meseta donde la tasa
de eliminacion es igual a la tasa de absorcion. En exposiciones repetidas la tasa de
acumulacion depende de la frecuencia y el tiempo en el que se administran esas pequefias
cantidades (Niesink et al, 1996).

? plasma concentration

.
-
time

Figura 1-1. Curva de concentracion plasmatica contra tiempo de una infusion intravenosa continua (A) y
administracion frecuente de cantidades pequefias (B) (Tomado de Niesink et al, 1996).

Con relacion a las diferencias toxocinéticas de los xenobidticos en escenarios de
exposicion aguda o crénica, se puede decir que, al estar expuestos los individuos a una
sustancia en condiciones de intoxicacion aguda, las concentraciones plasmaticas de la
misma tenderan a subir de manera dramatica e inmediata, hasta alcanzar una concentracion
méaxima. Con el proceso de eliminacion, el dafio producido por la sustancia comienza a
disminuir (dafo residual) como se muestra en la figura 1-2, si el tiempo de exposicion
también disminuye. Por otra parte, ante un escenario de exposicidon crénica, y como se
menciond con anterioridad, la sustancia que entra en el organismo, lo hace en un tiempo
mas corto que aquel en el que el organismo elimina tal sustancia, de este modo tiende a
acumularse, alcanzando cada vez concentraciones plasmaticas mayores hasta llegar a una

meseta. Finalmente, la figura 1-2 también muestra el comportamiento del fendmeno ante
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una situacion de intoxicacion cronica, en la cual no ocurre metabolismo ni excrecion
(Klaassen et al, 2001).

Chronic dose-accumulation
o@ of toxicant

Acute dose
s,
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b
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Figura 1-2. Dosis y su relacién con el efecto. La dosis aguda se compara con la dosis acumulativa después de la
administracion repetida de una sustancia de eliminacidon limitada. De esta manera, la sustancia tiende a acumularse,
produciendo dafio (Tomado de Niesink et al, 1996).

La figura 1-3 representa un escenario de exposicion con acumulaciéon y sin
acumulacion del xenobidtico. Como se mencion6 con anterioridad, este comportamiento es
tipico de una exposicion crénica, en la cual puede ocurrir acumulacion; la grafica también
hace referencia al tiempo de vida media. En la exposicion crénica (con acumulacion), cada
vez que se ingiere una dosis (igual en cada ocasién) hay menos eliminacion vy, por tal

motivo, conforme aumenta la acumulacion mayor seré la biodisponibilidad del compuesto.
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Figura 1-3. Administracion de dosis iguales y repetidas de un compuesto, a intervalos regulares, con
acumulacion (linea sélida) y sin acumulacion en el organismo (linea punteada) (Tomado de Repetto, 1981).

1.3. Participacion de los rifiones en la homeostasis corporal.

Los dos rifiones se encuentran fuera de la cavidad peritoneal en contacto estrecho
con la pared abdominal posterior, uno a cada lado de la columna vertebral (Figura 1-4).
Cada uno de ellos tiene forma de frijol y en su linea media se localiza el hilio, por donde
penetran una arteria renal, una vena renal, nervios y la porcion ensanchada del uréter
[lamada pelvis renal, y que en continuidad con éste se encarga de transportar la orina desde
el rifdn hacia la vejiga. La pelvis de cada uréter la forman los calices mayores, constituidos
por los célices menores, todos en forma de embudo ajustados a las pirdamides renales, la

punta de cada piramide se Ilama papila y se proyecta hacia un céliz menor.

Por otra parte, el rifidn presenta una organizacion macroscépica peculiar, la cual se
divide en dos regiones anatomicas: cortical (corteza renal) y medular. Esta ultima esta
formada por las piramides renales (cuyos vertices se dirigen hacia los calices menores y su
base hacia la corteza) y las columnas renales que separan a las piramides (Figura 1-5).
Microscopicamente, el rifion se distinguen tres componentes estructurales: la capsula,
constituida por tejido conectivo denso irregular, el estroma, constituido por tejido conectivo

reticular que ocupa el espacio intersticial donde se sitlan vasos sanguineos, linfaticos y
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nervios y el parénquima que constituye la mayor parte de la estructura renal y estd formado
por la nefrona y los tubulos colectores (Cotran et al,1999).

 — q
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Figura 1-4. Descripcion topogréafica del sistema urinario masculino y femenino (Accesado de la red, ADAM,
2009).
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Figura 1-5. Estructura macroscopica del rifion (Accesado de la red, ADAM, 2005).

La unidad basica estructural y funcional de los rifiones es la nefrona, (cada rifion
contiene cerca de un millén de nefronas) sitio donde se llevan a cabo los procesos
fisiolégicos y bioguimicos que modifican la composicion del agua plasmatica que fluye por
estas estructuras para formar la orina como producto final. Los componentes de la nefrona
son: glomérulo (estructura vascular de = 200 um de diametro, formada por un ovillo de
capilares que provienen de la arteriola aferente y que termina en una arteriola eferente),

capsula de Bowman (estructura epitelial que recibe el ultrafiltrado proveniente del
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glomérulo), tabulo contorneado proximal, asa de Henle y tubulo contorneado distal)
(Figura 1-6).

Avrteriola eferente

Tubulo proximal

Arteriola aferente

Tubo

/ colector

Glomerulo

Tubulo distal

apilares
peritubulares
fisa de Henle

RGN Nefrona

Figura 1-6. Estructura microscopica del rifion (Accesado de la red, ADAM, 2005).

El riego sanguineo en las nefronas ocurre de la siguiente manera: la sangre ingresa a
cada rifion por la arteria renal, posteriormente la arteria se divide en ramas cada vez mas
pequeiias (arterias interlobares, arqueadas y corticales o interlobulares). Las arterias
radiales corticales se proyectan hacia la superficie externa del rifidn, de esta manera nacen
las arteriolas aferentes, cada una de ellas lleva sangre hacia un glomérulo, que representa un
ovillo de capilares. Tanto arteriolas como glomérulos se encuentran en la corteza. Los
capilares glomerulares salen a través de la arteriola eferente en el polo vascular de la
capsula de Bowman. La arteriola eferente da lugar a un segundo grupo de capilares, los
peritubulares, distribuidos de manera profusa por la corteza. Finalmente, estos capilares se
retnen entre si para formar las venas por las que la sangre abandona el rifion (Figuras 1-5y
1-6).

Cada una de las nefronas realiza tres procesos basicos: filtracion, reabsorcion y
secrecion. La filtracion consiste en el paso de agua y solutos, provenientes de las arteriolas
aferentes, a través de los capilares glomerulares, hacia la capsula de Bowman. Se filtran

elementos como la glucosa, aminoacidos, proteinas de bajo peso molecular, sustancias con
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cargas positivas, entre otras. La reabsorcion tiene lugar en el sistema tubular de la nefrona y
consiste en el paso de sustancias desde la luz tubular a través de la capa epitelial hacia el
intersticio tubular y de ahi a la circulacion en los capilares peritubulares. Este proceso
difiere en los distintos segmentos del sistema tubular y ocurre por distintos mecanismos de
transporte. Se reabsorben sustancias como la glucosa, agua, iones de sodio y otros
compuestos, dependiendo de sus concentraciones en el medio intracelular y de la accion de
distintas hormonas como la antidiurética, la paratiroidea y el péptido natriurético auricular.
Finalmente el proceso de secrecion consiste en el desplazamiento de sustancias hacia la luz
tubular provenientes de las propias células tubulares o bien, del intersticio. Los procesos de
reabsorcién y secrecion mantienen el equilibrio &cido-base mediante el desplazamiento de

cationes o aniones.

Por otra parte, los rifiones efectian una gran variedad de funciones para el cuerpo, la
mayor parte de las cuales es esencial para la vida, aunque son bien conocidos por ser los

Organos excretores por excelencia.

Para realizar ese gran nimero de funciones, los rifiones reciben cada minuto de 1200
a 1300 mL de sangre 0 20% del gasto cardiaco, de tal manera que diariamente toda la
sangre pasa 360 veces por dichos 6rganos.
Las funciones que realizan los rifiones y que permiten el mantenimiento de la homeostasis

del organismo son:

Regulacion de los equilibrios hidricos y electrolitico

Los rifiones tienen la capacidad de reaccionar mediante la variacion del contenido de agua
en la orina, con lo que conservan el balance de ésta (contenido corporal total constante de
agua). Ademas, los rifiones excretan minerales a tasas muy variables, manteniendo también
el equilibrio interno de los mismos; esta regulacion es especifica e independiente para cada

tipo de ion.
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Control del equilibrio &cido-base corporal.

Ademés de los pulmones, que regulan la eliminacion de acidos volétiles, los rifiones
también participan de manera determinante en la regulacion del equilibrio acido-base,
excretando una orina acida (acidos no volatiles) o alcalina. Esta funcion renal se logra
mediante la filtracion o secrecion de H* (pérdida de acidos) y filtracion o secrecion de
HCOs5'.

Excrecion de desechos metabolicos y sustancias bioactivas

En los rifiones, los productos de desecho del metabolismo celular y xenobidtico, son
eliminados continuamente y concentrados en la orina, la cual sale del rifién por los uréteres
y se dirige a la vejiga urinaria, donde se acumula hasta ser evacuada periédicamente por la
uretra (Figura 1-4). En la mayoria de los casos esos productos metabolicos carecen de
funcion y son dafiinos a concentraciones altas, por ejemplo la urea, &cido Urico, creatinina,
productos finales del desdoblamiento de la hemoglobina, metabolitos de hormonas y

xenobidticos, entre muchos otros compuestos.

No todas las sustancias eliminadas por los rifiones carecen de funcion, sino que
algunas de ellas son bioactivas, por ejemplo las hormonas y xenobioticos que afectan la

funcién corporal.

Regulacion de la presion arterial

La presion arterial es dependiente del volumen sanguineo y éste, a su vez depende de la
conservacion renal del balance de agua y sodio. De este modo, mediante el control del
volumen, los rifiones participan en la regulacion de la presién sanguinea, pero también lo
hacen mediante la generacién de sustancias vasoactivas que regulan la actividad del

masculo liso en los vasos periféricos.

Regulacion de la produccion de eritrocitos (funcion endécrina)
En los rifiones, un grupo especializado de células, producen eritropoyetina, una hormona
que participa en el control de la produccion de eritrocitos por la medula dsea. La

disminucion de la presion parcial de oxigeno en el tejido renal es el estimulo principal para

12
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la produccion de esta hormona, como sucede en la anemia, isquemia renal e hipoxia. Por

tan motivo la anemia caracteriza a la enfermedad renal crénica.

Regulacion de la produccion de vitamina D

La sintesis de vitamina D comprende una serie de transformaciones, la Gltima de las cuales
ocurre en los rifiones. La forma activa de la vitamina D, la 1,25-dihidroxivitamina D3, se
sintetiza en los rifiones; su produccion esta regulada por hormonas que controlan el

equilibrio de los iones de calcio y fosforo.

Gluconeogénesis
La sintesis de nueva glucosa a partir de fuentes que no son carbohidratos (aminoacidos y
glicerol) tiene lugar principalmente en el higado, sin embargo, los rifiones realizan también

este proceso, sobre todo durante ayunos prolongados (Eaton y Pooler, 2006).

1.4. Biotransformacion y eliminacion de xenobidticos.

Los seres humanos estan expuestos continuamente en su ambiente a una gran
variedad de agentes toxicos. La mayoria de estos compuestos son lipofilicos y se absorben
facilmente a través de la piel, pulmones y tracto gastrointestinal. Por ello, la exposicion
constante o intermitente a esos xenobioticos puede resultar en su acumulacién en el
organismo. A pesar de ello, los seres vivos cuentan con rutas de eliminacion efectivas para
tales sustancias, a través de la orina, bilis, heces fecales, leche materna, pulmones y por
transpiracion. Estas sustancias pueden ser eliminadas sin cambio alguno o bien, en forma

de metabolitos derivados de la sustancia original.

Ahora bien, los compuestos lipofilicos tienden a difundir en las membranas
celulares con facilidad, son reabsorbidos, pobremente excretados y por lo tanto susceptibles
de ser acumulados en el organismo, mientras que los compuestos hidrosolubles son
excretados facilmente. Por fortuna, los animales han desarrollado procesos bioquimicos que
convierten a los compuestos lipofilicos en metabolitos hidrofilicos. Tales procesos forman

parte del mecanismo de biotransformacion que involucra la participacion de enzimas. Los
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metabolitos formados a través de este proceso son quimicamente diferentes del compuesto
original y mas hidrofilicos. De este modo, se restringe la distribucién del compuesto hacia
los diferentes tejidos, se disminuye la reabsorcion de metabolitos en el tdbulo renal y en el
intestino y, finalmente, se promueve la excrecion de tales compuestos a través de las rutas

urinaria y biliar-fecal (Klaassen et al, 1986; Berry, 1996).

Las reacciones enzimaticas del proceso de biotranformacién pueden ser divididas en
dos fases que suceden de manera consecutiva: a) fase I, involucran reacciones de oxidacion,
reduccion e hidrdlisis, y b) fase I, que consisten en reacciones de conjugacion y sintesis.
La funcion principal de las reacciones de fase I, es la adicion de grupos —OH, -SH, -NH, y -
COOH. La adicion de estos grupos funcionales permite que se lleven a cabo las reacciones
de fase Il, en las cuales, los metabolitos generados en la fase | se unen de manera covalente
a moléculas enddgenas (ejemplo, acido glucurdnico, glutation, radicales sulfato,
aminoacidos, etc.) dando origen a un conjugado. Estas moléculas endégenas confieren a los
metabolitos o al xenobidtico lipofilico mayor hidrosolubilidad y la capacidad de ionizacion
a pH fisioldgico, lo que facilita su eliminacién. Los conjugados formados durante la fase 11
utilizan mecanismos de transporte presentes en las membranas de células renales, hepaticas

e intestinales para ser excretados (Klaassen et al, 1986). Estas reacciones se resumen en la

figura 1-7.
Xenobidtico Fase | Metabolito Fase Il Conjugado :
- —_ > i —————————p g —————3 Eliminacion
lipofilico Oxidacion primario Gamua h_|dr_of|I|co
Reduccion (ionizable)
Hidrolsis

Figura 1-7. Integracion de las reacciones de biotransformacion de fase | y 1l (Tomado de Plaa, 1995).

Sistema de monooxigenasas de funcion mixta
Las monooxigenasas dependientes del citocromo P450 son un sistema enzimatico acoplado
constituido por dos enzimas: Nicotin adenin dinucledtido-citocromo P450 reductasa

(NADPH-CYP 450 reductasa) y la hemoproteina CYP 450. Estas enzimas se localizan en la

14



Introduccion

matriz fosfolipidica de la membrana del reticulo endoplasmico liso, lo que facilita las
interacciones funcionales de estas moléculas. La flavoproteina NADPH-CYP 450 reductasa
contiene cantidades equimolares de flavin mononucledtido (FMN) y flavin adenin
dinucleotido (FAD). Esta enzima cataliza la transferencia de uno o dos electrones del
NADPH a la hemoproteina CYP 450, que tiene funcion de oxidasa terminal. Sin embargo,
al contrario de la reductasa, existe una gran diversidad de formas del CYP, las que a su vez

poseen una amplia afinidad por diversos sustratos.

Las monooxigenasas utilizan el oxigeno molecular (O) para la biotransformacion
de un sustrato. Estas reacciones cataliticas incorporan un atomo de oxigeno al producto y el
otro es reducido a agua (Figura 1-8). El par de electrones extras, requeridos para la
reduccion completa del oxigeno en agua, pueden provenir tanto del mismo sustrato como

del NADPH, como se muestra en la siguiente reaccion:

v

RH + O, + NADPH + K ROH + H,0 + NADP”

Debido a este requerimiento paradojico de un reductor y del oxigeno, estas enzimas
son llamadas también oxidasas de funcion mixta. Los xenobidticos metabolizados por el
CYP 450 son convertidos en metabolitos mas polares, los cuales pueden ser facilmente
excretados o bien conjugados y eliminados del organismo. En general, este mecanismo
permite la destoxificacion de estos compuestos, sin embargo, su transformacion a
intermediarios mas electrofilicos y reactivos los hace capaces de reaccionar también con

macromoléculas biologicas como proteinas, acidos nucleicos y lipidos.
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NADPH P-450 +++ (XENOBIOTICO)
- - RH
NADPH _€ CITOCROMO e _ |
P450 > RH ‘_/
REDUCTASA
0, P-450 ++
|
RH
P-450 +++
e’ NADPH-
NADH ———= ¢ irocromo
b, REDUCTASA 2 Ho
-
0, T ROH
CITOCROMO b, |
. P-450 ++ C
| Ar
2H

RH

Figura 1-8. Mecanismo de oxidacion de xenobidticos por el sistema de transporte de electrones del citocromo P450

(Tomado de Niesink et al, 1996).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Hidrocarburos alifaticos halogenados.

Los compuestos orgdnicos mas sencillos son los hidrocarburos o sea compuestos que
contienen solamente carbono e hidrogeno. Todos los deméas compuestos organicos se
consideran, con fines de clasificacion, como derivados de los hidrocarburos. De acuerdo
con la estructura de los enlaces entre los atomos de carbono, los hidrocarburos se clasifican

en dos tipos: alifaticos y aromaticos.

Los hidrocarburos alifaticos incluyen a los alcanos o parafinas, alquenos u olefinas
y alquinos o acetilénicos; ademas no contienen anillos bencénicos y en ellos, los &tomos de

carbono estan dispuestos en cadena.

Los hidrocarburos aromaticos o de cadena cerrada, son hidrocarburos que contienen

anillos de benceno o caracteristicas estructurales semejantes.

Ahora bien, ambos tipos de hidrocarburos pueden contener algun hidrégeno de la
molécula sustituido por un atomo de haldégeno: flGor, cromo, bromo o yodo. Entre los
hidrocarburos halogenados, los clorados son de mucho interés toxicologico, como el

tetracloruro de carbono, un hidrocarburo alifatico.
2.1.1. Clasificacion y usos industriales.
Los hidrocarburos alifaticos o aciclicos pueden ser saturados (parafinas) y no saturados

(Figura 2-1). Los primeros poseen enlaces covalentes simples lo cual les confiere cierta

inercia quimica (Ebbing, 1996).
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HIDROCARBUROS

Hidrocarburos / \ _
Alifaticos Hidrocarburos

Aromaticos (no

/ \ saturados)

Hidrocarburos Hidrocarburos
saturados insaturados
Alcanos Cicloalcanos Alguenos Alquinos Bencenoy Hidrocarburos
(CaHane2) (CaHzn) (CaHan) (CaHan2) derivados aromaticos

policiclicos

Figura 2-1. Clasificacion de los hidrocarburos (Tomado de Ebbing, 1996).

Con relacion a su aplicacion, los hidrocarburos alifaticos son utilizados con
frecuencia como disolventes de grasas, aceites, caucho y resina, ademas se emplean en las
industrias durante la obtencion y recuperacion de aceites, en la fabricacion de pinturas,

tintas, colas y adhesivos, asi como materia prima de sintesis organica.

2.1.2. Vias de ingreso en los seres humanos.

Los hidrocarburos alifaticos son bien absorbidos por las vias inhalatoria, oral y dérmica, sin
embargo, los efectos tdxicos son mayores cuando ingresan al organismo a través del arbol
bronquial. De esta forma, la ingestion oral de 500 a 1000 ml produce sintomas menores,
mientras que al aspirar una cantidad tan pequefia como 1 ml, puede generarse una severa

neumonitis quimica.
2.1.3. Efectos toxicos.
En general, los hidrocarburos son agentes irritantes para los ojos, la piel y las vias

respiratorias. La exposicién prolongada a sustancias liquidas destruye las grasas de la piel,

con riesgo de que se genere dermatitis. La inhalacion de concentraciones altas de los
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vapores de hidrocarburos puede causar pérdida del conocimiento, ya que afectan al sistema
nervioso central (Dreisbach y Robertson, 1999).

Los hidrocarburos empleados como solventes en diversas industrias producen depresion
del sistema nervioso central. Es importante sefialar que ante intoxicaciones agudas los
efectos toxicos a este nivel, son irreversibles. Ademas, existe evidencia de que la
exposicion ocupacional a estos compuestos produce no solo alteraciones neuroldgicas, sino

dafo renal y hepatico (Rincon et al, 1999).

2.2. Tetracloruro de carbono (CCly)

El tetracloruro de carbono (CCl;) es un liquido incoloro, de olor dulce y volatil a
temperatura ambiente. Es miscible en la mayoria de los solventes alifaticos, ademas él
mismo es un solvente. Su solubilidad en agua es baja. No es flamable y es estable en
presencia de aire y luz. Su descomposicion puede producir fosgeno, dioxido de carbono y
acido clorhidrico (IPCS, 1999).

Con relaciéon a las concentraciones toxicas de este compuesto, las dosis letales
medias (DLsp), de acuerdo con diversos estudios, varian entre las especies y son

dependientes de la ruta de exposicion (Tabla 2-1).

Tabla 2-1. DLsg del CCl, para diferentes especies
animales a través de tres vias de entrada al organismo.

Ruta de exposicion DLy Especie
Via inhalatoria .
(durante 6 h) 7228 ppm rata y raton
Via inhalatoria .
(durante 8 h) 9528 ppm rata y raton
Via oral 3000 mg/kg gato
Via dérmica 10 g/kg conejo y Puerco de Guinea

Ahora bien, el CCl, ejerce efectos toxicos en diversos organos y la intensidad de la

manifestacion de tales efectos esta en funcion de la ruta de exposicion, el tiempo y la dosis.
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Cabe sefialar que no se ha encontrado evidencia suficiente para concluir que el CCly tiene
efectos teratogénicos o sobre la fertilidad de los mamiferos (IPCS, 1999).

2.2.1. Fuentes de produccion y usos industriales

Fuentes naturales: estudios de laboratorio sugieren que el CCls podria formarse,
probablemente en la troposfera mediante reacciones fotoquimicas, inducidas con luz solar,
entre alquenos clorinados (Singh et al., 1975). Por otra parte, las emisiones volcanicas
gaseosas son fuente de CCl, (Isidorov, Zenkerich y Loffe, 1990). Sin embargo, numerosas
investigaciones han demostrado que las concentraciones atmosféricas globales de CCl4 son

de origen antropogénico (IPCS, 1999).

Fuentes antropogeénicas: la produccion de CCl, comenzé a partir de 1907 en los
Estados Unidos de Norteamérica. Este puede formarse por clorinacion de metano, metanol,
disulfuro de carbono, propano, 1,2-dicloroetano e hidrocarburos mayores. Ademas, los
procesos de clorinacion para el tratamiento de aguas residuales son fuentes formadoras de

este hidrocarburo.

Con relacion al uso, el CCl, es empleado con frecuencia en la produccién de
clorofluorocarbonos, los cuales a su vez, son utilizados principalmente como refrigerantes,
propelentes, agentes espumantes y solventes, asi como en la produccion de otros
hidrocarburos clorinados (IPCS, 1999).

En este contexto, la produccion mundial del CCl, abarc6 de 850 a 960 toneladas en
los afios de 1980 a 1988. El uso de este compuesto se increment6 en los EUA durante los
afios de 1980 a 1987. Sin embargo, a partir del Protocolo de Montreal (a cerca de la
disminucion del uso de sustancias que dafian la capa de 0zono), se establecieron reglas para
retirar la produccion y consumo de CCly. Por ello, el uso industrial de este hidrocarburo
como agente limpiador y extintor ha desaparecido; a pesar de ello, en la actualidad ain es

utilizado como fumigante de granos, pesticida, solvente para grasas y aceites, desengrasante
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de metales, asi como en la produccién de pintura, tinto, plastico, semi-conductor y aditivo
de petréleo (<biblio>).

2.2.2. EI CCl, en el medio ambiente.

A partir de las fuentes emisoras (naturales o antropogénicas) el CCl, es depositado en el
aire y arrastrado por la lluvia hacia la superficie terrestre y cuerpos de agua superficiales sin
peligro de ser filtrado a través del suelo hacia mantos freaticos, debido a su alto grado de
volatilizacion. En el medio acuéatico, este hidrocarburo tiene poca tendencia a la
sedimentacion, en el suelo, no se asocia con particulas edaficas y en el aire, es resistente a
las reacciones de fotdlisis y foto-oxidacion que ocurren en la troposfera, pero en la
estratdsfera el CCly es degradado por fotolisis a traves de radiacion de onda corta. En este
contexto, la presencia de CCl, en las capas altas de la atmosfera resulta de gran importancia

ya que contribuye a la degradacion de la capa de ozono.

Por lo anterior, la mayor parte del tiempo, el CCl, se encuentra en la atmésfera. Su

vida media en este sitio es de 30 a 100 afios y circula entre la trop6sfera y la estratdsfera.

Ahora bien, en lo referente a la degradacion biolégica por microorganismos, el CCl,
no puede ser biodegradado por la via aerobia pero si por anaerobiosis a través de una
deshalogenacién reductiva. En los mamiferos, este compuesto es metabolizado con rapidez,
por lo que su potencial de bioacumulacién es muy bajo, sin embargo, es justamente la
metabolizacion del compuesto lo que genera radicales toxicos que pueden llegar a producir
efectos graves en diversos érganos y que conducen frecuentemente a la muerte. A pesar de
que este hidrocarburo se volatiliza rapidamente, pequefias concentraciones pueden
permanecer en el agua y en el suelo. Por tal motivo, en el medio acuético, el CCl, provoca
alteraciones diversas en los organismos, tales como disminucion del crecimiento y
reproduccion de algas del género Mycrocistis y de claddceros planctonicos como Daphnia
magna. Comunmente conocidos como pulgas de agua, estos cladoceros han sido de gran
utilidad en el estudio de la toxicidad del CCl, y se han establecido dosis letales medias de

35 mg/L para esta clase de organismos. Entre los vertebrados, se ha encontrado que los
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estados larvarios de anfibios también resultan afectados por la presencia de CCl, en el agua
(DLso=0.9 mg/l, para Rana catesbeiana). Las aves y mamiferos terrestres presentan menor
sensibilidad ante exposiciones agudas a CCl, (Crookes, et al, 1994; ATSDR, 2010; IPCS,
1999).

2.2.3. Aspectos toxicocinéticos y toxicodindmicos

* Absorcion.

El CCl, es absorbido facilmente por el tracto gastrointestinal y por los pulmones. Su
absorcion dérmica también es posible tanto en la fase liquida como en la de vapor, aunque
esta Ultima es muy baja (IPCS, 1999). En muchas investigaciones enfocadas al estudio de la
toxicidad del CCl, se ha utilizado el aceite de maiz como vehiculo en la administracion oral
(Paul y Rubinstein, 1963; Larson y Plaa, 1965; Marchand, McLean y Plaa, 1970) o

emulphor, un aceite poliethoxilado (Sanzgiri et al, 1995).

Diversos estudios han investigado la manera como el CCl, entra al compartimento
sanguineo a partir de diferentes vias:

- Jakobson et al, (1982) investigaron la entrada percutanea del CCl, liquido (1 mL)
en cerdos de guinea y encontraron que en una hora se alcanza una concentracion pico en
sangre de 1 mg de CCl,/L.

- Wahlberg y Boman (1979) encontraron que al aplicar 0.5 0 2 mL de CCl, sobre la
piel (3.1 cm?) de cobayos, en pocos dias ocurre absorcion total del compuesto.

- Sanzgiri et al, (1995) encontré que en ratas expuestas por via inhalatoria a
concentraciones de 100 o 1000 ppm de CCl, (641 0 6410 mg/m®) durante 2 h, la cantidad
total absorbida es de 17.5 y 179 mg/kg de peso corporal. Los valores de Cmax (mg/mL) son
de 1 y 13, respectivamente y los valores de AUC (mg.min/mL) de 120 y 1900,
respectivamente.

- El programa IRIS de la Agencia de Protecciéon Ambiental-EUA (EPA) considera el
40% de absorcion como la media para el calculo del consumo respiratorio en humanos. Los
valores determinados oscilan entre el 30 % y el 65 % (USA-EPA, 1991).
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* Distribucion.

La distribucion del CCl, en los tejidos corporales ha sido investigada en diferentes especies

animales:

- Bergman (1984) estudié la distribucién de CCl, marcado con [**C] en ratones,
después de una dosis Unica por via inhalatoria (10 minutos; 256 000 mg/m® de aire);
inmediatamente después de la exposicion, encontrd radioactividad en tejido graso, materia
blanca del cerebro, médula espinal y nervios, higado, rifiones, glandulas salivales y mucosa
gastrointestinal. Gran parte de la radioactividad presente en higado y rifiones no era
extraible, lo cual indicaba la unién covalente del toxico a componentes tisulares.

- Watanabe et al, (1986) también encontraron CCl, en higado, rifidén, cerebro,
musculos y sangre (en orden descendente) 3 h después de la administracion oral de este
compuesto.

- Teschke et al, (1983) encontraron algo similar a lo anterior. En ratas Wistar
hembras, las concentraciones mayores de CCl4 se observaron en sangre (26 mg/L), higado
y tejido graso de ratas después de la administracion de una dosis Unica de CCl, por via oral
(1.5 mL/kg de peso corporal).

- Paustenbach et al, (1986) expusieron ratas macho Sprague-Dawley, de forma
repetida, @ 100 ppm (641 mg/m®) de vapor de CCl, marcado con [*C], durante 8 u 11.5
horas/dia en periodos de 1 a 10 dias y encontraron que el hidrocarburo alcanzaba

concentraciones mayores en tejido graso, higado, pulmones y glandulas adrenales.

De acuerdo con lo anterior, y en orden descendente, el CCl, se distribuye en mayor

proporcidn en higado, rifiones, cerebro, médula espinal y tejido adiposo.
* Eliminacion.
En la rata, las rutas principales de eliminacion del CCl, son el aire expirado (como diéxido

de carbono y cloroformo —producto del metabolismo reductivo-) y la orina (Reynolds et al,

1984). Ante la exposicion oral o inhalatoria de CCly, una porcién aproximada del 30-50%
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de la dosis administrada es exhalada como CCl4 0 como CO, (Cartlidge y Stranding, 1991).
Page y Carlson (1994) reportaron que los mecanismos biliares participan en la eliminacion
fecal, pero esta via de eliminacién no contribuye de manera significativa a la excrecion
completa del compuesto, ya que por ella se elimina aproximadamente el 1% de la dosis
administrada. A su vez, Erickson (1981) encontré que el CCl, también es excretado a través
de la leche materna.

Experimentalmente, se ha encontrado que la cantidad de CCl, excretado y el tiempo
durante el cual se excreta dependen de la dosis (Reynolds et al, 1984). Kim et al, (1990)
encontraron que el tiempo de vida media del CCl, en la sangre es de 98 minutos y su
aclaramiento es de 0.13 mL/min/g cuando se administra oralmente una dosis de 25 mg/kg
de peso. El aclaramiento del CCl, en ratas después de exponerlas por via inhalatoria es de
tipo bifésico, con un tiempo de vida media inicial de 7 a 10 horas (Paustenbach et al, 1986;
Veng-Pedersen et al, 1987). La exposicién por tiempos mas prolongados disminuye la

depuracion y aumenta las concentraciones en el tejido adiposo.

2.2.4. Biotransformacion y union covalente de metabolitos a moléculas
titulares.

El metabolismo del CCl, es iniciado por el citocromo P450 (CYP 450) mediante la
transferencia de un electron al enlace C-ClI, formandose un radical anionico que elimina al
cloro (mecanismo de deshalogenacién reductiva). De este modo, se forma el radical
triclorometilo (CIsC*) que puede sufrir procesos de biotransformacion oxidativos y
reductores (Figura 2-2). Las isoenzimas implicadas en este proceso son el CYP-2E1y CYP
2B1/B2 (Raucy et al, 1993; Gruebele et al, 1996).

Algunas isoformas de citocromo pueden ser especialmente susceptibles a la
degradacion por CCl, (Tierney et al, 1992). Al respecto, Dai y Cederbaum (1995)
proporcionaron evidencia de que el CCly inactiva al CYP-2E1 y reduce la produccion de
proteina del mismo, en una linea celular expresada constitutivamente en el ser humano. A

pesar de que los atrapadores de radicales libres o antioxidantes, protegen a las biomoléculas
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contra la oxidacion generada por tales radicales, no pueden evitar la degradacion de

diversas formas de citocromo, como la 2E1.

cl,cocl
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(P450) | +0

H,0  HCl
Cl,cCel, Y (Pas0)

Hexacloroetano ¢——————— Cl,C* — CI,C: NNS2 CO

-CI

@ RH | +O, Efectos oxidativos
Re

CI,CH v
Cloroformo Cl,COO* — > Efectos oxidativos
e RH
cocl, o
HCLCO;, ¢y coom

Figura 2-2. Biotransformacion del tetracloruro de carbono
(Tomado de Harris y Anders, 1980; Anders y Jakobson, 1985; McGregor y Lang, 1996).

Ahora bien, la ruta de eliminacién mas importante de los radicales CIsC® es la
reaccion con el oxigeno molecular, resultando en la formacion de radicales
triclorometilperoxilo o peroxitriclorometilo (CCI;00°) (Packer et al, 1978; Pohl et al,
1984; McCay et al, 1984). Este intermediario, el cual es mas reactivo que el radical Cl;C*
(Dianzani, 1984), es capaz de oxidar los lipidos membranales (lipoperoxidacion) y
producir 4-hidroxialquenos (Benedetti et al, 1982; Comporti et al, 1984). El radical
CCI300°, también puede producir fosgeno (COCI,), el cual puede interactla nuevamente
con macromoléculas tisulares o con agua, produciendo finalmente acido clorhidrico (HCI)

y diéxido de carbono (Pohl et al, 1984). En este contexto, Rubinstein y Kanics (1964)
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reportaron la transformacion del CCl, en dioxido de carbono en homogenado de higado;
esta transformacion in vivo ha sido reportada por Reynolds et al, (1984). A su vez, el
fosgeno puede conjugarse con diferentes compuestos enddgenos, durante la fase Il de
biotransformacion. Entre tales compuestos se encuentran la cisteina, con la formacion del
acido 2-oxotiazolidin-4-carboxilico, y el glutation reducido (GSH), formando un
compuesto llamado diglutationil ditiocarbonato, in vivo (Shah et al, 1979; Kubic y Anders,
1980; Pohl et al, 1981).

La biotranformacion del CCIl, puede generar también cloroformo, proceso
independiente de NADPH, en distintas especies de mamiferos. Esta ruta de transformacion
fue estudiada por Castro y col., (1990) en preparaciones de higado de ratones C3H, ratas
Sprague-Dawley y Hamsters Golden Syrian. Encontraron también que, bajo condiciones
anaerdbicas, la transformacion es méas intensa en ratones que en Hamsters y méas notable en
éstos ultimos que en ratas; en condiciones aerébicas la transformacién es mucho mas

intensa en Hamsters gue en ratones y mas intensa en ratones gue en ratas.

Por otra parte, Shertzer y col., (1988), encontraron que los radicales generados a
partir de la biotranformacion del CCl;, pueden unirse de forma covalente con
macromoléculas, produciendo efectos oxidativos. Cuando las moléculas afectadas son los
lipidos, el fendmeno se conoce como lipoperoxidacion (Figura 2-3). Este proceso conduce a
la pérdida de la homeostasis del calcio intrahepéatico por alteraciones de la permeabilidad

selectiva de las membranas celulares.
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Figura 2-3. Formacion del radical triclorometilo. Este radical actta sobre las dobles ligaduras de los 4cidos grasos insaturados de las
membranas celulares generando, en consecuencia, acidos grasos clorinados. Este proceso altera la funcionalidad de las membranas,
evita la sintesis adecuada de proteinas, provoca disminucion de la actividad de algunas enzimas, conduce a la pérdida de la
homeostasis del calcio intracelular (apoptosis), e incluso pueden aparecer alteraciones del material genético (Tomado de Plaa, 1995).

Cambon-Gros et al, (1986) encontraron que fetos de ratas Sprague-Dawley pueden
metabolizar el CCl, y dar origen al radical CCls’, el cual se une de forma covalente a los
componentes lipidicos de la membrana del reticulo endoplasmico liso, lo que produce
alteraciones del CYP450 y en el almacenamiento de calcio. Lo anterior demuestra los

efectos teratogénicos del CCly.

En este contexto, Tjalve y Lofberg (1983) encontraron que la unién covalente entre
los metabolitos del CCl, y las biomoléculas, ocurre en las células de diversos tejidos:
higado, corteza renal, mucosa del tracto respiratorio, cavidad bucal y es6fago. Bergman
(1984) encontr6 que esa union covalente también ocurre en testiculos. Ahora bien, de
acuerdo con Villarruel et al, (1977) la oxidacion de moléculas endégenas ocurre con mayor

intensidad en higado, corteza y médula renales.

Sin embargo, de acuerdo con Diaz et al, (1975) la lipoperoxidacion no es el Unico
mecanismo de dafio del CCly, sino que existen otras rutas, principalmente a nivel genético,
que desencadenan dafio en 6rganos fuertemente afectados por el hidrocarburo, como el
higado. En efecto, Oraumbo y Van Duuren (1989) sefialan que los metabolitos
electrofilicos derivados de la biotransoformacion del CCl, tiene la capacidad de formar

aductos de tipo covalente con la cromatina.
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Con respecto a lo anterior, el significado de las alteraciones provocadas por el CCly
sobre la viabilidad de los genes codificantes para diversas proteinas no se ha establecido
con claridad. Sin embargo, Cartlidge y Standring (1991) detectaron aductos formados entre
el ADN vy los radicales triclormetilo y peroxitriclorometilo, ademas de alquilacion de
purinas en roedores y alteraciones en las crométides de células de médula dsea y

aberraciones cromosomicas en rata.

En este sentido, numerosos estudios han demostrado la propiedad carcinogenica del
CCly in vivo, en roedores expuestos a dosis parenterales u orales repetidas, los cuales
desarrollan tumoraciones hepéticas. Estos mismos efectos se observan en hamsters

expuestos por via inhalatoria a CCl, (IARC).

2.3. Alteraciones renales por intoxicaciones agudas y cronicas.

* Toxicidad renal.

Un agente nefrotdxico es toda sustancia que, situada en el sistema renal, es capaz de
producir alteraciones morfologicas y fisioldgicas que conducen a lesiones del 6rgano mas o
menos graves. En ocasiones, el compuesto reactivo es la estructura inicial del xenobidtico,
mientras que en otros casos la biotranformacién (bioactivacion) es la fuente generadora de

metabolitos neurotdxicos. Este Ultimo, es el caso del CCl,.

Ahora bien, las caracteristicas anatomicas y fisioldgicas de los rifiones los hacen
particularmente susceptibles a los efectos toxicos de muchos xenobidticos. En efecto, estos
organos solo representan un 0.5% de la masa corporal, sin embargo reciben el 20-25% del
gasto cardiaco, de tal modo que cualquier xenobi6tico presente en la circulacién sistémica
puede llegar al rifion en cantidades relativamente elevadas. Ademas, la reabsorcion de agua
del filtrado glomerular incrementa la concentracion del agente toxico en el fluido tubular y
puede alcanzar niveles toxicos. Asimismo, el incremento de concentracién también puede
conducir a la precipitacion del compuesto y a la obstruccion del tubulo renal. Por ello, los

rifones y el higado, son los oOrganos mas afectados por la intoxicacion con CCly,
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independientemente de la ruta de la ruta de ingreso (dosis superiores o iguales a 200 ppm
resultan en dafio renal) (Cartlidge y Stadring, 1991).

Muchos agentes nefrotoxicos tienen como sitio de accién el tabulo proximal de la
nefrona, sobre el que actian de manera especifica, tal como ocurre con algunos
antibioticos, compuestos antineoplésicos, hidrocarburos halogenados (CCl,), micotoxinas y
metales pesados. Los agentes nefrotoxicos como el CCIl; pueden provocar mal
funcionamiento de los rifiones y esta respuesta se refleja en tres tipos de lesiones: falla renal

aguda, falla renal cronica y adaptacion renal posterior a una agresion nefrotoxica.

2.3.1. Falla renal aguda.

La falla renal aguda se caracteriza por el deterioro brusco de la funcion renal por la
alteracion subita de la perfusion sanguinea y del parénquima renal (Hernando, 1997). Se
caracteriza por una caida brusca en la magnitud de la filtracion glomerular, seguida de
azohemia o incremento de las concentraciones en sangre de compuestos nitrogenados,
particularmente de urea. Esta es una de las manifestaciones mas comunes de la

nefrotoxicidad.

La patologia de la falla renal aguda incluye necrosis extensiva, sobre todo en el
tubulo proximal, de ahi el nombre de necrosis tubular aguda (NTA) que reciben la mayoria
de las fallas renales de este tipo. Existen cambios morfoldgicos, como la pérdida del borde
en cepillo y de celulas individuales que dejan desnuda la membrana basal, por lo que se
observa diseminacion de células adyacentes para tratar de contrarrestar la pérdida celular;
aumento de mitosis y congestion de los vasos rectos con eritrocitos y leucocitos (Olsen y
Solex, 1994; Racusen, 1999). En casos de falla renal por agentes toxicos, la muerte celular
ocurre por necrosis; la apoptosis se desencadena en falla renal por etiologia distinta a la
intoxicacion. La union corticomedular es un lugar particularmente susceptible al dafio
(incluyendo el tdbulo proximal descendente y la porcion ascendente medular gruesa),

debido a que en esta area el flujo sanguineo es relativamente bajo a pesar de la elevada
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actividad metabdlica para la reabsorcion activa de sodio (Brezis y Epstein, 1993; Brezis y
Rosen, 1995).

Durante la falla renal aguda, existe ademas disminucion de la tasa de filtracion
glomerular (TFG) debido principalmente a cuatro factores: 1) disminuciéon del flujo
sanguineo renal, 2) disminucion del coeficiente de ultrafiltracion glomerular, 3) escape del

filtrado a traves del epitelio tubular dafiado y 4) obstruccién tubular.

Ahora bien, diversos estudios han demostrado la importancia de fendémenos
especificos relacionados con el dafio producido en células renales tales como la alteracién
de la homeostasis del calcio intracelular, deplecion del trifosfato de adenosina (ATP),
generacion de radicales libres, la funcion alterada del endotelio, la presencia de leucocitos,
la proliferacion y diferenciacion celular, pérdida de polaridad de las células epiteliales
tubulares y pérdida de células de la membrana basal (Brezis y Rosen, 1995).

Entre los mecanismos celulares que conducen a la falla renal aguda se encuentran:

a. Déficit de ATP. El grado de disminucion de los niveles de ATP varia con la
duracion de la presencia del agente causal, que al hacerse mas prolongada implica la
reduccién de precursores y el dafio de las mitocondrias. Entre los efectos inmediatos
de la reduccion de ATP en las células tubulares esta el cese de la actividad de las
bombas ATPésicas de transporte idnico. Una consecuencia de este hecho es el
hinchamiento o vacuolizacion celular por disminucion de la extrusion de sodio y
agua.

b. Calcio e hidrogeniones. La disminucion de ATP mencionada en el apartado anterior,
inhibe la salida de Ca** via Ca** -ATPasa y modifica su reciclaje hacia los depésitos
intracelulares. La alteracion de la homeostasis de calcio cumple un papel relevante
en el dafio celular. La agresion renal se acompafia de acidosis intracelular como
consecuencia de la disminucion de la actividad del mecanismo de salida de H* vy
probablemente, de un aumento de la tasa de produccion de H*. Si bien, un grado

marcado de acidosis puede ser un factor facilitador de la muerte celular, es posible

30



Antecedentes

que un grado menor pueda tener un efecto citoprotector, a través de inhibicion de
pasos metabolicos potencialmente letales, como enzimas degradativas o consumo de
O..

C. Enzimas degradativas: fosfolipasas y proteasas. La activacion de fosfolipasas
probablemente por dafio en las membranas lisosomales, y las variaciones
consiguientes en la composicion lipidica de las membranas celulares son hechos
comprobados en el dafo renal agudo.

d. Dafio citoesquelético. Durante la falla renal aguda existen alteraciones en la
organizacion de las fibras de actina, que tienen relacion directa con cambios en la
polaridad celular, desorganizacion de las microvellosidades del borde en cepillo,
disfuncion de las uniones estrechas intercelulares y pérdida de las relaciones
normales célula-célula y célula-matriz extracelular. Entre estos cambios, el cambio
de la polaridad celular, con pérdida, por ejemplo, del anclaje de la Na/K ATPasa en
la region basolateral, parece ser uno de los mas importantes en cuanto a alteracion
funcional, impidiendo el transporte unidireccional de solutos caracteristico de las
células con organizacion espacial especializada. La disminucién de ATP es un
elemento clave en este cambio de polaridad, que es reproducible en cultivos de
células tubulares con reduccion de ATP.

Un apartado adicional de importancia deriva del aumento de la expresion de
proteinas de estrés (HSP, del término en inglés Heat Shok Proteins) en modelos de falla
renal aguda por agentes nefrotdxicos. Estas proteinas ejercen un efecto protector celular

que aun no ha sido estudiado con precision.

Diversas investigaciones han estudiado la funcion renal en animales de
experimentacion expuestos a diferentes dosis de CCly. Kluwe (1981) trabajo con ratas de la
cepa Fisher y encontré que el peso de los rifiones disminuia, al mismo tiempo que se
presentaban fendmenos de hematuria, enzimuria y disminucién de las concentraciones de

glucosa sérica.
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Ahora bien, dependiendo del elemento funcional alterado, la falla renal aguda se
clasifica como prerrenal si lo que falla es la perfusion renal; como parenquimatoso o
intrinseco si la alteracion radica en las estructuras renales y obstructivo o postrrenal si el

flujo urinario esta interrumpido.

A pesar del dafio producido sobre el parénquima renal, es posible que la funcién
renal se recupere, siempre y cuando el dafio no haya sido muy severo. En este sentido, la
ejecucion de un programa preestablecido, que implica la expresion de genes de respuesta
inmediata, como fos o egrl (early growth response 1) , asi como la accion coordinada de
factores de crecimiento, desempefian un papel fundamental en la recuperacion del tejido
lesionado. Estan identificados diversos mitdgenos del tubulo proximal, como el factor de
crecimiento transformante (TGF f3), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) vy el
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), que al ser administrados
farmacol6gicamente aceleran la recuperacién de las lesiones tubulares. El uso de estos
agentes se fundamenta en la existencia de receptores especificos en el tubulo proximal, en
la capacidad mitogénica de los mismos, en el aumento de su expresion tras la induccion de
la falla renal aguda (HGF y IGF 1) y en el papel critico de algunos de estos factores (TGF

B) en la embriogénesis renal (Hernando, 1997).

2.3.2. Falla renal crénica.

Muchas formas de lesion renal progresan inexorablemente hacia la insuficiencia renal
cronica (IRC). A diferencia del dafio renal agudo, luego del cual los rifiones pueden
recuperar sus funciones, el dafio renal prolongado frecuentemente es irreversible y conduce
a la destruccion progresiva de las nefronas. En estas circunstancias, la reduccion del tejido
renal produce hipertrofia estructural y funcional de las nefronas restantes. Estas nefronas
reciben un aumento del flujo sanguineo y del filtrado glomerular que parece depender de la
disminucion de la resistencia de las arteriolas, aferentes y eferentes, aunque la caida de la
resistencia en las arteriolas aferentes parece ser mayor. Esto genera aumento de la presion

en los capilares glomerulares y, en consecuencia, de la presion neta de filtracion. La
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hipertrofia compensadora se debe a la hiperfiltracion adaptativa, mediada por aumentos de
presion y flujo sanguineo en los capilares glomerulares. Sin embargo, en Gltima instancia,
estas adaptaciones no son efectivas porque predisponen a la esclerosis de los glomérulos y
al aumento de trabajo de los glomérulos menos afectados, lo que, a su vez, conduce a su

destruccién final.

El volumen de los glomérulos suele aumentar, asi como la longitud y el diametro de
los tabulos, especialmente del trayecto proximal, lo que aumenta la reabsorcién proximal
manteniendo el equilibrio glomérulo-tubular. Estas modificaciones estructurales son
mecanismos adaptativos para el manejo adecuado de algunas sustancias, como el agua, el
sodio Yy el potasio. Sin embargo, con otras sustancias los rifiones insuficientes solo realizan
su regulacion parcial, como sucede con el fésforo y el equilibrio &cido-base. Por otra parte,
la insuficiencia renal cronica suele acompafiarse de malnutricién grave, alteraciones del
metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas, asi como del uso defectuoso de la

energia.

La insuficiencia renal crénica tiene lugar en los casos de exposicion prolongada a
dosis relativamente pequefias de un agente toxico. En exposiciones de animales de
experimentacion al CCl, los cambios funcionales producidos por esta nefropatia se
manifiestan por poliuria, glucosuria y proteinuria, cuando las dosis de CCl, son bajas;
cuando las dosis son altas se presenta anuria y falla renal completa. Cabe sefialar que la
magnitud de la nefrotoxicidad causada por el CCl,, varia dependiendo de la especie,

variedad y sexo (Klaassen et al, 1986).

2.3.3. Indicadores que valoran la funcion renal
Debido a que los rifiones presentan una susceptibilidad elevada de sufrir dafios por causa de
enfermedades diversas y acciones toxicas de agentes xenobidticos, existe la necesidad de

valorar el funcionamiento de los rifiones y para ello suelen utilizarse diversos compuestos

indicadores como la creatinina, la urea, la inulina y el &cido para-amino hipurico que siguen
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trayectos diferentes en la nefrona, en funcion de sus pesos moleculares y su capacidad de

unirse a proteinas plasmaticas.

En conjunto, a las técnicas empleadas para la valoracion de la funcion renal se les da
el nombre de Técnicas de Aclaramiento. Se entiende por aclaramiento, como el volumen
de plasma que es completamente depurado de una sustancia por los rifiones en la unidad de

tiempo:

Cs=Us*V/Ps

[Tt

Donde: Cs = aclaramiento de la sustancia “‘s
Us = concentracion urinaria de la sustancia “s”
V = volumen de orina
Ps = concentracion plasmatica de la sustancia “s”

Estas técnicas miden la funcion excretora de los rifiones, el flujo sanguineo renal y

las funciones basicas de la nefrona: filtracion, secrecion y absorcion.
A) Depuracion de inulina (In).

Se trata de un polisacarido formado por cadenas de fructosas (fructosano) presente de
forma natural en raices de diversos vegetales (Figura 2-4).
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Figura 2-4. Estructura quimica de la Inulina.
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La inulina no sufre degradacion enzimaética, por lo que se absorbe sin cambios en su
estructura quimica. Una vez que la circulacion sanguinea la conduce a las nefronas, se filtra
libremente por los capilares glomerulares, casi en su totalidad. En la porcion tubular, la
inulina no es reabsorbida, por lo que es eliminada sin cambios en las mismas
concentraciones con las que ingresé al organismo (Figura 2-5) (Hernando et al, 1997;
Traynor et al, 2006). Por lo anterior, la depuracion de inulina se utiliza ampliamente como

indicador de la filtracién glomerular.

tasa de excrecion = tasa de filtracion
Es=Us*V =FG * Ps

Es = excrecion de la sustancia s

Cs=FG =Us*V/Ps FG = filtracién glomerular

Figura 2-5. Depuracién de In, un indicador de la FG. La tasa
de excrecidn de la inulina es igual a la tasa de filtracion.

B) Depuracion de para aminohipurato o acido para aminohipurico (PAH).

El &cido para aminohipurico es un polisacarido de bajo peso molecular presente en algunos
vegetales y sobre todo en las algas verdes. Al igual que la inulina, no es metabolizado y

Ilega a la nefrona sin sufrir cambios en su estructura (Figura 2-6).

0
NH™ >MCOOH

NH;

Figura 2-6. Estructura quimica de &cido para-
aminohindrico.

En la nefrona, este compuesto se filtra en muy bajas cantidades pero alcanza la
porcion tubular principalmente mediante la secrecion tubular y no regresa a la circulacion.
Se excreta en la orina practicamente en las mismas concentraciones en las que fue
administrado (90% de la cantidad inicial) (figura 2-7). Debido a que sigue el trayecto de las

arteriolas aferente y eferente, de los capilares glomerulares y peritubulares, la depuracion
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de para-aminohipurato es de gran utilidad en la valoracion del flujo sanguineo renal
(Pascal, 2004).

Cantidad de sustancia que pasa por
capilares peritubulares = cantidad
secretada = cantidad excretada

FPR * Ps = Us * V

Cs=FPR=Us*V/Ps | FPR =flujo plasmatico renal

Figura 2-7. Depuracion de PAH, un indicador del FPR. La tasa de excrecion del para
aminohipurato es igual a la tasa de secrecion.

La secrecion de PAH ocurre en el tabulo proximal de la nefrona. En ese sitio los
transportadores de aniones organicos (OATL, por sus siglas en inglés) localizados en la
membrana basolateral de las células tubulares, intercambian el PAH, localizado en el
intersticio, por a-cetoglutarato, proveniente del ciclo de Krebbs, desde el interior de la
célula. Una vez dentro de la célula, el PAH, se secreta hacia la luz tubular a través de la
proteina transportadora MRP (proteina de resistencia multiple a farmacos), localizada en la
membrana luminal (Burckhardt et al, 2001). En la figura 2-8 se muestran los eventos mas

importantes en la secrecion de aniones organicos, como el PAH.
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Luz tubular Célula Intersticio

PAH- PAH-
MRP-2 OAT1
aKG2- aKG2-
aKG2-
NaDC1 aDC3
z : 3 Na* Metab.

3 Na* 3 Na*

PAH-
Z)z &
" asa
. 2K

-+
— T 5 2kt
, -

/

Figura 2-8. Secrecion de PAH. El PAH alcanza la luz tubular gracias a las proteinas
transportadoras OAT1 y MRP, localizadas en la membrana basolateral y luminal de células
tubulares proximales. OAT intercambia a-cetoglutarato por PAH, mientras que MRP actlia como
un canal i6nico que conduce al anion hacia la luz tubular. Recientemente se han identificado otras
proteinas transportadoras en la membrana luminal que favorecen la secrecion de PAH (“x” y “y”),
cuyos mecanismos aun no han sido descritos. (Tomado de Burckhardt, 2001).

PAH-

Al transportador OATL1 son afines otros aniones organicos, entre ellos algunos
diuréticos, eicosanoides, oligopéptidos, hormonas esteroideas, quinolinas, antibiéticos -
lactdmicos, entre otros. Es importante sefialar que la secrecion de aniones organicos como
el PAH, se realiza con mayor eficacia si el compuesto presente en la circulacion se
encuentra unido a las proteinas plasmaticas, esto facilita el reconocimiento del anién
organico por la proteina transportadora de la membrana basolateral (Burckhardt et al,
2001).

C) Fraccidn de filtracion.
La relacion entre las depuraciones de In y PAH es indicativa de la fraccion de filtracién

glomerular (FF), que es la fraccion de plasma que es filtrada a través del glomérulo.
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FF = FG/ FPR

FF = C-In/ C-PAH

La FF puede aumentar o disminuir en funcion de la vasoconstriccion o
vasodilatacion de las arteriolas aferente y eferente. Este mecanismo forma parte de los
procesos compensatorios que tienen la finalidad de asegurar una tasa de filtracion adecuada
y con ello el aporte de liquido a la porcion tubular, cuando ocurren cambios importantes en
la presion sistémica que comprometan el aporte sanguineo a las células renales (Hernando
et al, 1997). Con relacién a lo anterior, el sistema de retroalimentacion tubuloglomerular
ejerce una funcion muy importante en la regulacion de la FF por vasodilatacion de la

arteriola aferente y vasoconstriccion de la eferente (Figura 2-9).

Células
yuxtaglomerulares

Arteriola ——% / densa
eferente > distal

Figura 2-9. Sistema de retroalimentacion tubuloglomerular. Las células de la macula densa, en la
primera porcion del tdbulo distal, son sensoras de las concentraciones de sodio. Cuando existe una
disminucion de la FF (por disminucion del FPR y FG), las cantidades de liquido tubular y de sodio
también disminuyen, lo que activa la secrecion de renina y angiotensina Il por las células de la macula
densa. La secrecion de estos compuestos provoca vasoconstriccion de la arteriola eferente, mientras que
la arteriola aferente presenta vasodilatacion. De esta forma, la FF aumenta y la FG se mantiene normal,
asegurando el aporte de sodio a la porcion tubular.
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2.4. Estrés oxidativo

2.4.1. Aspectos generales.

Los radicales libres son especies quimicas con uno o mas electrones desapareados, 1o que
ocasiona su alta reactividad. Esta situacion es energéticamente inestable y logran su
estabilidad removiendo electrones de otras moléculas y, por lo tanto, oxidandolas. Las
interacciones anteriores pueden ser de tipo covalente y no covalente. Los radicales libres
que reaccionan de manera covalente son llamados compuestos electrofilicos y forman
aductos con macromoléculas de las células como las proteinas y los lipidos. Las especies
reactivas de oxigeno establecen enlaces no covalentes con las estructuras celulares, lo que
puede originar reacciones en cadena de tipo redox que producen la oxidacion de lipidos,

proteinas y acidos nucléicos (Hinson y Roberts, 1992).

Para neutralizar a los radicales libres y evitar dafio a las células, los organismos
aerobicos han desarrollado mecanismos de proteccién que funcionan como atrapadores de
esas sustancias (mecanismos antioxidantes). Entre los compuestos antioxidantes, se
encuentran los siguientes agentes reductores: NADPH, glutatién, proteinas tiol, vitamina C
y E. Cabe sefialar que, 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 en exceso
las especies reactivas de oxigeno. Esta situacion particular se denomina estrés oxidativo
(Maxwell, 1995). La causa primaria del estrés oxidativo es la produccion de especies

reactivas de oxigeno y las estructuras quinoides.

Como consecuencia de la pérdida del equilibrio antes mencionado, el proceso
oxidativo induce dafio en moléculas que constituyen estructuras celulares (lipidos, acidos
nucleicos, carbohidratos y proteinas), lo que trae como consecuencia una serie de efectos

deletéreos para las células.
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2.4.2. Especies reactivas de oxigeno (ERO).

Durante el metabolismo celular, los organismos aerobicos producen radicales libres, como
en la fosforilacion oxidativa, en la cual se forman sustancias potencialmente toxicas para
las células (radicales libres de oxigeno) que son transformadas en sustancias inocuas por el
sistema enzimatico mitocondrial de la oxidasa de citocromo, en colaboracion con las
enzimas antioxidantes superoxido dismutasa, catalasa y peroxidasa. En la produccion de
radicales libres participan diversas enzimas solubles y algunas unidas a las membranas
(Turrens et al, 1982). En la tabla 2-2 y en la figura 2-10 se esquematiza la formacion de

radicales superdxido e hidroxilo.

Tabla 2-2. Generacién de radicales superdxido e hidroxilo.

REACCION RADICAL OBSERVACIONES
Oz_j‘ T Oz_'+ Superoxido | producido durante la fosforilacion
O; " +e +2H - HO; oxidativa por la accion de la superéxido
dismutasa.
) . i k ) Es un agente nocivo que puede reaccionar
HO, + e + H" — H,0 + OH Hidroxilo | 3 velocidad alta con muchos compuestos
. celulares (fosfolipidos, acidos nucléicos,
OH" +e + H - H0 proteinas, etc.) generando radicales libres

de las moléculas con las que reacciona.

Reaccidn general:
20, + 4e + 4H" > 2H,0,
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Transporte de electrones en
las monooxidasas de funcién Xantina oxidada, hemoglobina,
mixta riboflavinas, catecolaminas

mieloperoxidasa
=
RETICULO ENDOPLASMICO
@ FEpw e g a
NUCLEO k '/ LISOSOMA
LIPOOXIGENASAS

PROSTAGLANDINA
HO, O SINTETASA

el
Metales de .
transicion PEROXISOMA

§ % FerH#) @ .
K O Cu+() MITOCONDRIA

Figura 2-10. Principales fuentes de radicales libres en la célula aerdbica. En la
produccion de estos radicales participan diversas enzimas solubles unidas a membranas
(Tomado de Repetto, 1981).

Sistema de transporte
de electrones

Los intermediarios reactivos de oxigeno mejor conocidos son el radical superoxido,

el perdxido de hidrégeno y el radical hidroxilo.

El radical superoxido se forma cuando un electron es tomado por uno de los
orbitales n*2p del oxigeno molecular. El radical superdxido puede interactuar directamente

con los grupos tiol:

reductor oxidante
R—SH + O3 + R—SH ——% R—§" + HyO, + R—§—

R—S"+ *S—R —* R—S—S—R
El anion superoxiao pueae tampien aismutar y Tormar peroxiao ae hidrégeno.

La formacion de perdxido de hidrogeno (Figura 2-11) conduce a la utilizacion de
agentes reductores equivalente como respuesta de la destoxificacion por la peroxidasa de
glutation. Si la capacidad protectora de la superéxido dismutasa y catalasa es insuficiente,

pueden formarse radicales hidroxilo y oxigeno.
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O,*+H* — HO,* (radical
hidroperoxilo)

2 HOZ. —_— H202+ 02

SOD
2 02-. + 2 H+ > H202 + 02

Figura 2-11. Reacciones generadoras de peréxido de hidrégeno.

El radical hidroxilo (OH®) es uno de los oxidantes mas reactivos que existen.
Reacciona inmediatamente con cualquier sustancia biologica disponible. Este radical puede
ser producido via reaccion Haber-Weiss, una reaccion entre el radical superoxido y el

peroxido de hidrogeno, catalizada por iones metalicos (Figura 2-12):
a 03 + HyOp ———+ OH™ + OH* +10,

b O3 Fe3 OH®+OH™
'0o, Fe?* H,0,

Figura 2-12. a: Reaccion Haber-Weiss; b: Accidn catalitica de iones metalicos
en esta reaccion (Tomado de Niesink et al, 1996).

2.4.3. Xenobioticos y produccion de radicales libres.

Aunque, en general, las reacciones de biotransformacion que sufren los xenobidticos
conducen a su inactivacion, en ciertos casos, la biotransformacion genera metabolitos con
actividad bioldgica. Cuando esto sucede, la sustancia que ingresa al organismo es inactiva o
poco activa, de manera que los efectos producidos deben ser atribuidos a la actividad del
metabolito o de los metabolitos formados a partir de ella. En este caso se habla del proceso
de bioactivacion o de biotoxificacion cuando los productos del metabolismo son toxicos.
Los metabolitos activos sufren una segunda reaccion de biotransformacion (conjugacion)
mediante la cual las transferasas introducen en sus moléculas un sustrato enddégeno como el
glutation, el &cido glucuronico, el radical sulfato, etc. Los productos finales son sustancias

hidrofilas que se eliminan con mayor facilidad a través de la orina.
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La participacion de radicales libres en el desarrollo de efectos toxicos ha sido
ampliamente estudiada, tal es el caso de la induccion de necrosis hepética por metanos
halogenados, como el cloroformo (CHCI3) y el tetracloruro de carbono (CCl,). En efecto,
como antes se sefiald, la biotransformacion del CCl, genera dos metabolitos altamente
reactivos: el radical triclorometilo (Cl3Ce) y el radical peroxitriclorometilo (Cl3COO¢). En
la figura 2-13 se esquematiza el dafio celular producido por los radicales libres derivados de
la biotransformacion del CCl,. Es pertinente sefialar que este mismo mecanismo provoca

nefrotoxicidad, afectando principalmente a las células del tubulo proximal.

CcC
MFO
Solvatacion de lipidos
Cl;,C

Destruccion peroxidativa »  Membrana plasmatica

Reticulo endoplasmico

2° radical libre Tcalcio IK
Na Enzimas y
l coenzimas
— %
~ V
Dafio a organelos Liberacion de enzimas
"4 Y destructivas \
Mitocondria Lisosomas > NECROSIS
A

Pérdida bioenergética

Figura 2-13. Necrosis celular inducida por el CCl,. Las membranas plasmaticas y de otros organelos son alteradas por
los radicales derivados de este compuesto, lo que resulta en la pérdida celular de potasio, enzimas y coenzimas y la
ganancia de calcio y sodio intracelular. Esta serie de eventos conducen a la muerte celular. MFO = Monooxigenasas de
funcion mixta (Tomado de Plaa, 1995).

Los &cidos grasos poliinsaturados presentes en las membranas bioldgicas son
particularmente susceptibles al ataque por radicales libres. El proceso de lipoperoxidacion
inicia cuando cualquier especie de radical, como el triclorometilo o peroxitriclorometilo,
con suficiente reactividad para desprender un atomo de hidrogeno de un grupo metileno (-
CH,-), deja un electrén desapareado en el atomo de carbono -C*H-. El resto de los eventos

que conllevan a la formacion de hidroperdxidos de lipidos se ilustran en la figura 2-14. Los
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hidroperoxidos puros son moléculas relativamente estables bajo condiciones fisioldgicas,
pero la presencia de metales de transicion (Fe?*, Cu*") y de complejos metélicos (hemo
libre, hemoproteinas), catalizan su descomposicion a hidrocarburos alquilicos ',
especialmente, a compuestos carbonilicos como aldehidos (ejemplo, 4-hidroxi-2,3-trans-
nonenal, malondialdehido). A su vez, los aldehidos pueden reaccionar con los grupos
sulfhidrilo (-SH) de las proteinas o con grupos amino para formar entrecruzamientos intra e

intermoleculares, provocando alteraciones y dafios en las macromoléculas.

La lipoperoxidacion provoca disminucion de la fluidez membranal, con incremento
en la permeabilidad ionica, e inactivacion de enzimas unidas a la mambrana (ATP asa de
Na'/K*, ATPasa de Ca'", etc.). Finalmente, la fragmentacion continua de las cadenas
laterales de los &cidos grasos lleva eventualmente a la pérdida completa de la integridad de
la membrana y, cuando esto ocurre, los lisosomas liberan su contenido hidrolitico causando

la muerte celular.

OH™  (RADICAL LIBRE)

ELECTRON
DESPRENDIMIENTO
¢ DE HIDROGENO DESAPAREADO

-H

ACIDO GRASO
O
INCORPORACION
DE OXIGENO »

. I
AR ASTT

RADICAL PEROXIL

Desprende H de otro acido graso
causando una reaccién en
cadena autocatalitica

R

PEROXIDO ClcLIcO @ —9

/\/\/\/\\/K/L/\=/\cmH

CooH ENDOPERGXIDO
AVAVA VAN cIGLIGO E //’:\/\/\c
OOH
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4
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2 O CALOR

HIDROPEROXIDO o
VAVAYA VAN ﬁl VA NEVA VAN
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Figura 2-14. Reacciones de iniciacion y propagacion de la lipoperoxidacion (Tomado de Repetto, 1981).
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2.4.4. Mecanismos antioxidantes (GSH).

Como ya se sefialo, para neutralizar a los radicales libres y evitar el dafio celular, los
organismos aerébicos han desarrollado mecanismos de proteccién que funcionan como
atrapadores de esas sustancias (mecanismos antioxidantes). Los mecanismos protectores
contra los radicales libres del oxigeno incluyen: a) antioxidantes preventivos (transferrina,
ceruloplasmina), b) enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa, catalasa y peroxidasa de
glutation) y c) sustancias antioxidantes (acido ascérbico, grupos tiol, tocoferol, acido Urico
y B-caroteno). A su vez, los mecanismos protectores contra los compuestos electrofilos
incluyen: a) conjugacion con el glutation (reaccion catalizada por la transferasa de
glutation) y b) mecanismos reparadores (polimerasa de ADN, proteasas Y lipasas) (Niesink
et al, 1996).

La forma reducida del glutation (GSH) destoxifica a una gran cantidad de
metabolitos reactivos ya sea por conjugacion espontdnea o mediante una reaccion
catalizada por las transferasas de glutation (GST), enzimas que 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 con mayor actividad de estas enzimas (Glenn y Jay, 1986).
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 electréfilos de los radicales libres y se incrementa su hidrosolubilidad.
Los epoxidos, los hidroperdxidos 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 (Reed, 1990). Por lo tanto, las GST son un mecanismo de proteccion de
las células que se encarga de destoxificar a una gran variedad de xenobiéticos y de

sustancias electrofilicas enddgenas (Fang et al, 2002).
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La sintesis del GSH es catalizada secuencialmente por dos enzimas citosolicas: la y-
glutamilcisteina sintetasa (GCS) y la sintetasa de GSH. El GSH es el tiol de peso molecular
bajo que méas abunda en las células animales (0.5-10 mmol/L). La mayor parte del GSH
(85-90%) se encuentra en el citosol y el resto se localiza en los organelos, incluyendo la
mitocondria, matriz nuclear y peroxisomas (Lu, 2000). El GSH participa en muchas
reacciones celulares importantes: actia como atrapador eficiente de radicales libres y de
especies reactivas de oxigeno. En esas reacciones el GSH es oxidado a GSSG, el cual es
reducido a GSH por la reductasa de glutation dependiente de NADPH. La peroxidasa de
glutation (enzima que contiene selenio) cataliza la reduccion del H,O; y de otros peroxidos
(Figura 2-15).

H,0, 2 H,0
% Glutation peroxidasa
2 GSH GSSG
Glutation reductasa
NADP* NADPH

Figura 2-15. Ciclo redox y homeostasis del glutation
(Tomado de Niesink, de Vries y Hollinger, 1996).

Las concentraciones de GSH se encuentran notablemente reducidas en situaciones
de desnutricion, estrés oxidativo y diversas condiciones patoldgicas (Lu 2000; Griffith,
1999). La razon de las [GSH]:[GSSG] es usada como indicador del estado redox de las
células y determina su capacidad antioxidante. 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).
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2.5. Ginkgo biloba

2.5.1. Usos y efectos titulares.

El uso de la Medicina Alternativa o Complementaria ha aumentado en afios
recientes. Este tipo de terapia médica incluye el consumo de vitaminas, suplementos
alimenticios, extractos vegetales, etc., que mejoran la calidad de vida, potencian el
rendimiento deportivo, estimulan la inmunidad y la memoria, entre otros beneficios
(Neldner, 2000).

En este contexto, desde hace aproximadamente 5000 afios, los frutos y semillas del
arbol Ginkgo biloba (Gb) han sido utilizados en la Medicina China Tradicional para el
tratamiento contra el asma, la enuresis y la tos. Mas tarde, las hojas del Ginkgo biloba
fueron usadas para el tratamiento de infecciones de la piel (Zimmerman et al, 2002).

La primera publicacion sobre el uso de hojas del arbol Gb para propositos médicos,
data del afio 1505 A. C. y se hizo en un texto de Liu Wen-Tai (DeFeudis y Drieu, 2000).
Sin embargo, a partir de 1990 el extracto de hojas de este arbol (EGb) fue ampliamente

conocido y consumido, una vez descubiertas sus capacidades potenciadoras de la memoria.

El Gb es una planta vascular perteneciente a la familia Ginkgoaceae. El arbol
aparecio en la tierra durante el Pérmico inferior en la era Paleozoica y, por tal motivo, es
considerado como un fosil viviente (DeFeudis y Drieu 2000). En China y Japén, ha sido
cultivado con fines ornamentales y medicinales. En el continente Asiatico es cominmente

Ilamado “arbol hoja de pata de pato” por la forma de sus hojas (Figura 2-16).
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Figura 2-16. Arbol de Ginkgo biloba, a la derecha en la parte superior, el fruto y en la inferior las hojas del
arbol (hoja pata de pato). Esta planta ha sido ampliamente utilizada con fines ornamentales y medicinales
sobretodo en el medio oriente. Actualmente el extracto de hojas de ginkgo (EGb 761) es conocido por sus
capacidades potenciadoras de la memoria asi como su capacidad antioxidante, entre otras propiedades
medicinales (Tomado de Smith y Luo, 2004).

Las compaiiias farmacéuticas Beaufour-Ipsen Pharma (Paris, Francia) y Dr. Willmar
Schwabe (Karlsruhe, Alemania) fueron las primeras en obtener un extracto estandarizado
de las hojas del Ginkgo biloba (EGb 761). Dicho extracto contiene 24% de glucdsidos
flavonoides, 6% de lactonas terpenos y menos de 5 ppm de acido ginkgdélico, un
componente con propiedades alergénicas (Jacobs y Browner 2000). Algunas de las
principales actividades farmacolégicas y bioquimicas atribuidas al EGb 761 son: 1)
actividad atrapadora de radicales libres, disminuyendo de este modo, los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ERO) e inhibiendo la lipoperoxidacion de membranas celulares
(Smith y Luo 2003), 2) estimulacién del factor relajante derivado de endotelio, lo cual,
junto con el efecto anterior, resulta en el mejoramiento de la circulacion sanguinea en
venas, arterias y capilares, 3) el componente bilobalide incrementa la respiracion
mitocondrial protegiendo contra el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa,
incrementando, por lo tanto, las concentraciones de ATP, 4) atenuacién de la apoptosis en
cultivos celulares y 5) inhibicion de la agregacion AP amiloide en celulas de
neuroblastoma, lo cual tiene gran importancia en la mejoria de las funciones cognitivas en

pacientes con Alzheimer.



Antecedentes

2.5.2. Componentes bioactivos.

Los efectos antioxidantes del Gb se han corroborado por la reduccion de la
lipoperoxidacion en diferentes tejidos de animales de experimentacion, e incluso en el ser
humano (Pietri et al, 1997). Las dos fracciones principales del extracto de Ginkgo biloba,
terpenos y flavonoides, tienen propiedades diferentes, lo que le confiere una accion
farmacoldgica polivalente (Figura 2-17). Las lactonas terpenos estan representadas por los
ginkgdlidos A, B, C, J y M y bilobalide. Los ginkgolidos son antagonistas del factor
activador de plaquetas, reducen la activacion y la agregacion de plaquetas, con lo que
contribuyen a mejorar la circulacion sanguinea. EI compuesto bilobalide es una trilactona
sesquiterpeno capaz de reducir el edema cerebral y zonas infartadas en la region cortical en

ciertos tipos de apoplejia, reduciendo el dafio por isquemia cerebral (DeFeudis, 2000).

EGb 761
(Extracto de Ginkgo biloba 761)

Terpenos Flavonoides

Ginkgdlidos A,B,C,Jy M Bilobalide

Figura 2-17. Componentes del extracto de las hojas del Ginkgo biloba. La fraccion
flavonoide ejerce el efecto antioxidante, mientras que la fraccion de terpenos ayuda a
mejorar la circulacion sanguinea (Tomado de Smith y Luo, 2004).

Los flavonoides son compuestos derivados del fenilcromo. Pertenecen a un grupo
de compuestos ampliamente distribuidos en las plantas vasculares (Ginkgo biloba). El
grupo catecol de los flavonoides, en el anillo A confiere alta estabilidad sobre radicales
aroxilo. La deslocalizacion de los electrones es asegurada por conjugacion del anillo B con
la estructura 4-oxo, mediante un 2, 3-doble enlace. La presencia de un grupo hidroxilo en el
carbono 3 potencia la capacidad antioxidante de los flavonoides (Roberfroid y Buc, 1995).
Los flavonoides reaccionan con radicales hidroxilo actuando como “atrapadores” de los

mismos. Ademas, los grupos hidroxilo fendlicos de los flavonoides, son los responsables de
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su accion quelante sobre metales de transicién prooxidantes (Fe*?), inhibiendo, de esta
manera, la formacion de nuevos radicales hidroxilo (Gohil y Packer, 2002).

A continuacion se muestran las estructuras quimicas de los glucosidos flavonoides
obtenidos del Ginkgo biloba:

R1 R1 R2

H Canferol H O-glc Derivados de apigemina
OH Quercetina 0-glc OH Derivados de Luteolina
OCH; Isorhamnetina

R1 R2 R3 R4

R1 H H H H Amentoflavon

H Derivados de Canferol OCH3  OH OH H Bilobetina

OH Derivados de Quercetina OCH3 OCH3 OH H Ginkgetina

R2 H o glucosa OCH3 OH OCH3 H Isog_lnkggt!n_a
OCH3 OCH3 OCH3 H Scaiadopitisina
OCH3 OH OH OCH3 | 5'-metoxibilobetina

Esencialmente, se trata de flavonoles-O-glucésidos, con un enlace glucosidico
localizado, por lo general, en posicion 3 6 7 de un anillo aglicon (Quercetina, Canferol o
Isorhamnetina), el carbohidrato por lo general es una D-glucosa, L-ramnosa o

glucoramnosa (DeFeudis y Drieu 2000).
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Las estructuras quimicas que se muestran a continuacion, corresponden a las

terpentrilactonas (ginkgolidos y bilobalide) de Ginkgo biloba:

RIL R2 R3 Ginkgolidos Compuesto bilobalide

OH H H A

OH OH H B

OH OH OH |C Ry

OH H OH J OH
H OH OH |M - O

R1|

O-meno-, di, tiglycosida
oH ©

La estructura quimica de las trilactonas terpenos presentes en las hojas del Gb, son

unicas de éste arbol (DeFeudis y Drieu, 2000).

2.5.3. Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de un compuesto se basa en dos principios generales: su
alta reactividad con radicales de diferente origen y su elevada estabilidad. Con relacion a lo
anterior, los flavonoides son potentes agentes antioxidantes, a través de la captacion de
radicales libres de oxigeno, la quelacion de iones metalicos y su efecto preventivo de la

lipoperoxidacion al interactuar con la fraccion hidrofobica de los fosfolipidos membranales.

Los flavonoides polifendlicos, como los presentes en el extracto de Gb, inactivan

enzimas, modifican algunas funciones celulares como la permeabilidad capilar, inhiben la
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inflamacion, estimulan el metabolismo energético celular y aumentan la tolerancia a la
hipoxia, lo que disminuye el riesgo de que aparezcan lesiones en la membrana celular
(Roberfroid y Buc Calderon, 1995; Soriano, 2003).

Como se ha mencionado con anterioridad, las especies reactivas de oxigeno y los
radicales libres derivados de la bioactivacion de diversos agentes toxicos, son fuente
importante de dafio celular que se ve traducido en la generacion de diversas patologias e
incluso se les ha relacionado con el proceso de envejecimiento. Por fortuna, existen agentes
antioxidantes naturales en el organismo, sin embargo, esos compuestos protectores pueden
disminuir a causa del estrés oxidativo, cuando la generacion de agentes prooxidantes supera
la capacidad antioxidante de los compuestos enddgenos. Por ello, en la actualidad, existen
numerosas investigaciones enfocadas al estudio del efecto de distintos antioxidantes, sobre
el dafio producido por las especies reactivas de oxigeno y los radicales libres. En este
sentido, los flavonoides del Ginkgo biloba tienen la capacidad de actuar como atrapadores
de agentes prooxidantes. El efecto antioxidante de esta fraccion puede lograrse por la
atenuacion directa de las especies reactivas de oxigeno (Smith y Luo, 2003), mediante el
aumento de la expresién de proteinas antioxidantes como la superéxido dismutasa,
quelando iones prooxidantes transicionales e incrementando los metabolitos antioxidantes,
como el glutation (GSH) (Gohil y Packer, 2002).

Debido a sus multiples beneficios sobre el organismo, especialmente su capacidad

antioxidante, los componentes presentes en el extracto del Gb, sobretodo la quercetina,

representan una fuente protectora antioxidante incluso mas potente que la vitamina E.
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Tipo de Investigacion
Justificacion
Objetivaos Generales

3. TIPO DE INVESTIGACION

Bésica (estudio exploratorio).

4. JUSTIFICACION

La exposicion ambiental u ocupacional a solventes organicos produce problemas de salud a
los seres humanos. Al respecto, la exposicion a CCl, dafia a los rifiones. Dado que estos
organos participan de manera importante en el mantenimiento de la homeostasis corporal,
cuando son afectados por los xenobioticos aparecen alteraciones fisiopatologicas graves,
como la falla renal. Esto frecuentemente, conduce a la muerte de los seres humanos o les
genera una calidad de vida muy baja. Por ello, consideramos importante investigar la
capacidad de los antioxidantes presentes en el extracto de las hojas del Ginkgo biloba para
prevenir o disminuir la magnitud de las alteraciones fisioldgicas, moleculares y

estructurales producidas por el CCl,.

5. OBJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES.

a) General.

Analizar el posible efecto protector del Ginkgo biloba (Gb) sobre el dafio renal producido

por la intoxicacion aguda y cronica con CCly, en animales de experimentacion.

b) Especificos.

* En ratas Wistar machos adultos valorar:

1) Los efectos preventivos y correctivos del Gb sobre el dafio renal producido por la
intoxicacion aguda con CCl,, mediante el analisis de:

2.1 La hemodinamica y el manejo renal de sodio y agua.

2.2 El dafio funcional y bioquimico de células tubulares proximales.

2.3 La participacion de los rifiones en la homeostasis acido/base de los liquidos corporales.
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NOTA: Las determinaciones anteriores fueron hechas administrando el extracto del Gb
antes del tratamiento con CCl, (efecto preventivo) y después del tratamiento con CCly
(efecto correctivo).

2) Los efectos preventivos y correctivos del Gb sobre el dafio renal y hepatico producido
por la intoxicacion cronica con CCly, mediante el analisis de la expresion génica a nivel de

tanscripcién de citocinas proinflamatorias y profibroticas (TNF-a e IL-6).
6. HIPOTESIS.
La administracion de Ginkgo biloba a los animales de experimentacion previene o
disminuye la magnitud de las acciones tdxicas producidas por el CCl, en los rifiones y en el
higado.
7. METODOLOGIA.

7.1. Materiales y métodos.
Esta investigacion se realizd en el Laboratorio de Toxicologia de la Universidad Autdnoma
de Aguascalientes y en el Laboratorio de Genética de la Universidad Juarez del Estado de
Durango. Es un estudio experimental con disefio estadistico completamente aleatorizado.
Los animales de experimentacion tuvieron acceso al alimento y al agua ad libitum durante
los respectivos tratamientos.

7.2. Grupos experimentales.

Los estudios fueron realizados en ratas Wistar machos que fueron divididos en los

siguientes grupos experimentales:
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Grupo

Tratamiento agudo (250 g de peso promedio)

Control

0.40 ml de aceite de maiz/rata, vo

Tratado con CCl,

0.40 ml de CCl, al 50%/rata/dosis Unica, vo

Tratado con Gb+CCl, (preventivo)

4 mg de Gb/kg/dia/5 dias/ip, al sexto dia 0.40 ml de
CCl, al 50%/rata/vo

Tratado con CCl4+Gb (correctivo)

0.40 ml de CCl, al 50%/rata/vo, al dia siguiente 4 mg
de Gb/kg/dia/5 dias/ip

Tratado con Gb

4 mg de Gb/kg/5 dias/ip

Grupo

Tratamiento cronico (90g de peso promedio)

Control

0.2 ml de aceite de maiz/rata 3 veces semana/ 8
semanas, ip

CCl,

0.2 ml de CCl, del 13-25%/ 3 veces semana/ 8
semanas, ip

Semana 1: CCl, al 13%

Semana 2: CCl, al 16%

Semana 3: CCl, al 20%

Semana 4 a 8: CCl, al 25%

Gb+CCl,

0.2 ml de CCl,del 13-25%/ 3 veces semana/ 8
semanas, ip + 4 mg de Gb de la solucion farmacéutica

Gb

4 mg de Gb de la solucion. farmacéutica

Se empled aceite de maiz para las diluciones del CCl,.

Solucién farmacéutica de Gh: Vasodil en gotas
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7.3. Diagrama experimental.

Ratas Wistar Machos

Tratamientos agudos Tratamientos cronicos

Al finalizar los respectivos tratamientos: estudios funcionales (n=10),
moleculares (n=5) y andlisis histologico (n=10)

l

Estudios funcionales

1. Hemodinamica renal (FPR, VFG y FF).

2. Manejo renal de Na* y H,0.

3. Efecto en células tubulares proximales (concentraciones de
glucosa y proteinas en orina, actividad urinaria de TGG).

4. Anélisis de la acidificacion urinaria.

5. Concentracion de MDA

Estudios moleculares Analisis histoldgico

Evaluacion de la expresion génica a nivel de Muestras de tejido embebidas en parafina.
transcripcion de citocinas proinflamatorias Cortes de 5um de grosor.
(TNF-o e IL-6) en rifiones y en higado. Tinciones con hematoxilina y eosina.

Estudio funcional.
Para evaluar el funcionamiento de los rifiones de los animales de experimentacion, se

realizd una cirugia que consto de los siguientes pasos:
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Anestesia quirdrgica
(pentobarbital, 30 mg/kg, i.p.)
\

Canula traqueal
Mariposa para venoclisis en vena caudal — Infusion de soluciones
Catéter en arteria femoral — Muestras de sangre
Microsonda tipo Foley en vejiga — Muestras de orina

Administracion de soluciones marcadoras
de la funcién renal (Inulinay PAH)

Periodo de estabilizacion (90 min)

Colecta de muestras de sangre y orina (30 min)
Eutanasia por sobredosis de pentobarbital
Obtencion de tejido renal y hepatico—estudio molecular y

; andlisis histoldgico

Cuantificaciones

Estudio molecular.

Se realiz6 por el método de reaccidon en cadena de polimerasa (PCR) semicuantitativa a
partir de ARN total, el cual se aisl6 de los tejidos renal (corteza) y hepatico obtenidos de los
grupos controles y experimentales: 100 mg de tejido se homogenizaron en 1mL de reactivo
Tri-Reagent (trizol) y se aislé el ARN total (siguiendo la recomendacién del fabricante del
reactivo). La concentracion de ARN se cuantificO por absorbancia a 260 nm en un
espectrofotometro Beckman DU-70, utilizando como referencia el valor de 1A=40 ug de

ARN total.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Perkin Elmer
GeneAmp PCR System 2400. Se utilizé el kit de reactivos Super-Script RT-PCR. El
volumen de la reaccion fue de 50 pl, utilizando por reaccion 1 ug de ARN total. Se
utilizaron iniciadores y programas de amplificacion reportados en la literatura. La expresion
del gen constitutivo GAPDH se utilizé para normalizacion. Los productos de amplificacion
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se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2% tefildo con bromuro de etidio y se

cuantificaron con el software Kodak Image I.

Andlisis histologico.

Las muestras de tejido renal y hepético fueron fijadas en formaldehido y colocadas en

histoquinet (Leyca) para su procesamiento. Posteriormente los tejidos fueron colocados en

bomba de infusion y luego se hicieron bloques de parafina en el centro de inclusion

(Leyca). Los cortes histolégicos (5 um de grosos) fueron hechos en histoquinet (Leyca). Se

realizaron tinciones de hematoxilina y eosina. El analisis de los tejidos se realizd en

microscopio optico y se tomaron fotografias. Para confirmar el analisis visual de los tejidos

renales, se realiz6 un conteo de células y tibulos sanos y dafiados, por campo.

Parametros cuantificados.

PARAMETRO JUSTIFICACION REFERENCIA
1) Concentraciones plasmaticas y | Prueba util para valorar la velocidad | Foer et al, 1955
urinarias de inulina (C-In) de filtracion glomerular He et al, 2006
2) Concentraciones plasmaticas y Prueba Util para valorar el flujo | Arendhorst et al, 1975
urinarias de PAH (C-PAH) plasmatico renal He et al, 2006

3) Volumen urinario

Marcador de la funcion renal

Método volumétrico

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

Valoracién del manejo renal de
electrolitos (Na*)

Método flamométrico

5) Gasometrias en sangre y orina.
Determinaciones de: pH, pCO,,
pO; y -HCO;

Participacion de los rifiones en el
equilibrio &cido-base de los liquidos
corporales

Método gasométrico

6) Acidez titulable

Anaélisis del proceso de
acidificacion urinaria

Micrométodo volumétrico
Jaramillo et al, 1990

7) Concentraciones plasmaticas y
urinarias de glucosa (C-Glucosa)

Marcador de la funcion de células
tubulares proximales

Trinder, 1969

8) Actividad de la TGG en corteza
renal

Marcador de dafio de células
tubulares proximales

Orlowski y Meister, 1963

9) Concentraciones de ARN

mensajero de TNF-a, e IL-6

Marcador de inflamacion

Navarro et al, 2005; Pribylova
et al, 2006.
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7.4. Andlisis Estadistico.

Los resultados obtenidos fueron analizados bajo un disefio aleatorizado, con pruebas de
ANOVA vy de Tukey-Kramer.
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8. RESULTADOS
TRATAMIENTO AGUDO

I. Estudios funcionales.

A) Manejo renal de sodio y agua

En lo referente a la excrecion fraccionaria de sodio y al flujo urinario, con respecto a los
valores de los controles, no hubo diferencias significativas entre los grupos experimentales
de los tratamientos preventivo y terapéutico. Sin embargo, en el tratamiento preventivo
(Gb+CCl,) puede observarse una tendencia de aumento de excrecion urinaria de sodio
(Figuras 8-1y 8-2).

1.5+ 0.045+
£ 0.040- T
g o 00354
‘5 S 1.04 5 = 0.0304
@ = = 'E 0.025- =
=2 L o & 0.020-
Tg 3 0.54 - E"’ 0.0154
o 0.0101
< 0.0054
X I

0.0H— - 0.000--— v

Control CCl, Gb+CCILCCI,;+Gb Gb Control  CCl, Gb+CCl, CCl,+Gb Gb
Figura 8-1. Excrecion fraccionaria de sodio en ratas Figura 8-2. Flujo urinario en ratas expuestas
expuestas al CCl, (0.40 ml/rata/dosis Unica, oral) y al expuestas al CCl, (0.40 ml/rata/dosis Unica,
Gb (4 mg/kg/dia/5 dias) administrado de manera oral) y al Gb (4 mg/kg/dia/5 dias) administrado
preventiva (Gb+CCly) y terapéutica (CCl4+Gb). de manera preventiva (Gb+CCl,) y terapéutica
(CCl,+Gb).

B) Efecto en las células tubulares proximales

Como se muestra en la figura 8-3, con respecto a los valores del grupo control, la
concentracion de glucosa en orina aumento de forma no significativa en los grupos tratados
con CCl, o CCl4+Gb (48% y 47%, respectivamente), mientras que el grupo que recibié Gb
de manera preventiva presentd valores similares a los del grupo control y a los animales

tratados solamente con Gb.
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Figura 8-3. Concentracion de glucosa en orina de ratas
expuestas al CCl, (0.40 ml/rata/dosis Unica, oral) y al Gb
(4 mg/kg/dia/5 dias) administrado de manera preventiva
(Gb+CCl,) y terapéutica (CCl,+Gb).

Con relacion al grupo control, los valores medios de la concentracion de proteinas
en la orina de las ratas tratadas con CCl; y CCls+Gb mostraron un incremento
estadisticamente significativo del 759% y 569%, respectivamente, mientras que los
animales que recibieron Gb+CCl, presentaron valores similares a los de los grupos control

y tratados con Gb (Figura 8-4).

Por otra parte, respecto al control: a) la actividad urinaria de la enzima TGG se
incremento significativamente en el grupo tratado con CCl, (2,900%), b) en el tratamiento
preventivo (Gb+ CCl,) la actividad de la enzima no se detectd, c) en el tratamiento
terapéutico (CCl,+Gb) la actividad de la TGG aument6 de manera significativa (2400%) y
d) en el grupo tratado solamente con Gb no hubo cambios significativos en la actividad

urinaria de la TGG (Figura 8-5).
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Figura 8-4. Concentracion de proteinas en orina de
ratas expuestas al CCl; (0.40 ml/rata/dosis Unica,
oral) y al Gb (4 mg/kg/dia/5 dias) administrado de
manera preventiva (Gb+CCl,) y terapéutica
(CCl4+Gb). (**p< 0.01 y ***p<0.001).

C) Acidificacion urinarias.

Resultados
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Control  CCl, Gb+CCl, CCl;#Gb  Gb

Figura 8-5. Actividad de la TGG en orina de ratas
expuestas a Gb (4 mg/kg/dia/5 dias) y CCl, (0.40
ml/rata/vo/dosis Unica). EI CCl, fue administrado
al concluir el tratamiento con Gb. (***p<0.001).

Como muestra la figura 8-6, no hubo diferencias significativas en la acidez titulable de la

orina entre los grupos experimentales, con relacién a los valores controles.

0.20+

0.154

0.104

(nEg/min)

0.05+

Masa acida excretada/min

0.00

T

Control CCl, Gb+CClCCl;+Gb Gb

Figura 8-6. Masa acida excretada en orina de ratas
expuestas al CCl, (0.40 ml/rata/dosis Unica, oral) y al Gb (4
mg/kg/dia/5 dias) administrado de manera preventiva
(Gb+CCl,) y terapéutica (CCl,+Gb).

D) Hemodinamica renal.

La velocidad de filtracién glomerular (C-In) no mostré6 cambios significativos entre los

grupos experimentales estudiados (Figura 7). Asimismo, con respecto al grupo control, el

flujo sanguineo renal (C-PAH) disminuyo en el grupo tratado con CCl, (45%) y aumentd
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en los grupos tratados con CCl4;+Gb y Gb (10% y 30%, respectivamente), aunque estos

cambios no presentaron significancia estadistica (Figura 8-7).
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Control  CCl, Gb+CCl, CCl,+Gb Gb Control  CCl, Gb+CCl, CCly+Gb Gb
Figura 8-7. Depuracion de inulina (C-In) en ratas Figura 8-8. Depuracion de é&cido para-
expuestas al CCl, (0.40 ml/rata/dosis Unica, oral) y al aminohipdrico (C-PAH, ml/min/kg) en ratas
Gb (4 mg/kg/dia/5 dias) administrado de manera expuestas al CCl, (0.40 ml/rata/dosis Unica, oral) y
preventiva (Gb+CCl,) y terapéutica (CCl,+Gb). al Gb (4 mg/kg/dia/5 dias) administrado de
manera preventiva (Gb+CCl,) y terapéutica
(CCl4+Gb).

De los parametros anteriores se deriva la fraccion de filtracion, la cual tampoco

mostré cambios significativos entre los grupos experimentales estudiados (Figura 8-9).
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Figura 8-9. Fraccion de filtracion en ratas expuestas al CCl, (0.40
ml/rata/dosis Unica, oral) y al Gb (4 mg/kg/dia/5 dias) administrado de
manera preventiva (Gb+CCl,) y terapéutica (CCl4+Gb).

E) Estrés oxidativo

Con relacion al grupo control, la concentracion de MDA en la corteza renal aumento
significativamente en el grupo tratado con CCl, (279%) y en el grupo que recibié Gb de
forma terapéutica (CCl,+Gb, 185%). Se debe subrayar que las ratas tratadas con Gb+CCl,y

solamente con Gb mostraron valores semejantes a los de las ratas controles.
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Figura 8-10. Concentracion de malondialdehido (MDA) en homogeneizado de corteza
renal de ratas expuestas a Gb (4 mg/kg/dia/5 dias) y CCl, (0.40 ml/rata/vo/ expuestas al

CCl, (0.40 ml/rata/dosis Unica, oral) y al Gb (4 mg/kg/dia/5 dias) administrado de
manera preventiva (Gb+CCl,) y terapéutica (CCl4+Gb). (**p< 0.01 y ***p< 0.001).

I1. Estudio histologico.

A) Analisis histoldgico de las cortezas renales.

En las figuras 8-11 A-E y 8-12 A-E se puede apreciar que el CCl, provoca mayor dafio en
los tObulos de la corteza interna que en la externa. Este fendmeno prevalece en los

tratamientos con Gb, incluso en el que sélo recibio el antioxidante.

La intoxicacién con CCl,, provoco necrosis en células tubulares proximales,
caracterizada por la pérdida del borde en cepillo, eosinofilia citoplasmica y cambios
nucleares. Asimismo, se presentaron células con vacuolizacion citopldsmica intensa. Los

tratamientos con Gb disminuyeron el dafio producido por el CCly.

Para confirmar los cambios estructurales observados en las cortezas renales, se
realizd un conteo de tdbulos proximales en corte transversal por campo de 40X, en la
corteza interna de los rifiones, donde el dafio provocado por el CCl, fue mayor. En estos
tubulos se cuantificé el nimero de células sanas y dafiadas (Figura 8-13 A y B). El analisis
cuantitativo confirmé el dafio producido por el CCly, al haber mayor numero de células
dafadas por tabulo y por campo en el tratamiento que solo recibid este hidrocarburo.

Asimismo, se pudo confirmar la proteccion del Gb al ser administrado tanto de forma
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preventiva como terapéutica puesto que la cantidad de células y tdbulos dafiados en estos
tratamientos, fue menor y ademads, se conservO un mayor numero de tUbulos sanos
(diferencia significativa con respecto al grupo tratado sélo con CCly). Entre los dos
tratamientos con Gb no hubo diferencias significativas. Cabe sefialar que a pesar de la
nefroproteccion del Gb, éste no pudo reestablecer el nimero de células y tdbulos normales.
Ademas, las cortezas internas de animales que recibieron solo Gb mostraron una gran

cantidad de tdbulos y células dafadas.

Imégenes histoldgicas de las cortezas renales.

Figura 8-11. Cortezas renales externas
de ratas tratadas con: A= aceite de
maiz, B= CC|4, C= CC|4+Gb, D=
Gb+CCl, y E= Gb. * tabulo renal
proximal, — pérdida del borde en
cepillo, = vacuolizacién citoplasmica.
Tincion con hematoxilina y eosina.
Objetivo 40x.
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Figura 8-12. Cortezas renales internas
de ratas tratadas con: A= aceite de maiz,
B= CCl,;, C= CCl4+Gb, D= Gb+CCl, y
E= Gb. * t0bulo renal proximal, —
pérdida del borde en cepillo, =
vacuolizacidn citopldsmica. Tincién con
hematoxilina y eosina. Objetivo 40x.
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Conteo de células y tibulos en la corteza renal interna.
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Figura 8-13 A y B. Conteo de células (A) y tabulos proximales (B) sanos y dafiados por campo de
40X, en la corteza renal interna de los animales experimentales. (***p<0.001).

B) Andlisis histoldgico del higado.

Los higados de ratas que recibieron solo CCl, presentaron necrosis de hepatocitos en areas

centrolobulillares con zonas extendidas hacia la periferia. Las areas con necrosis de

hepatocitos en los grupos que recibieron Gb de manera preventiva y correctiva, se limitaron

a la zona central del lobulillo (Figura 8-14 A-J).

En las zonas necroticas, de los grupos tratados (CCl4, CCl4+Gb y Gb+CCl,) se observaron

hepatocitos con intensa vacuolizacion citoplasmica y picnosis nuclear. La presencia de

infiltrado inflamatorio se hizo mas evidente en el grupo tratado con Gb+CCl,.

D
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Figura 8-14. Tejido hepatico de los animales experimentales. A y B grupo control, objetivos 10 y
40x. C y D grupo tratado con CCl,, objetivo 10 y 40x. E y F grupo tratado con CCl,+Gb, objetivo 10
y 40x. G y H grupo tratado con Gb+CCl,. | y J grupo tratado con Gb. * vena centrolobulillar, —
necrosis centrolobulillar y periférica, — picnosis nuclear, = zona de infiltrado inflamatorio, U
vacuolizacion citopladsmica. Tincion con hematoxilina y eosina.
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I11. Estudios moleculares.

A) Expresion a nivel transcripcional de mensajeros de citocinas proinflamatorias en corteza

renal.

Como puede observarse en las figuras 8-15 A y B, la expresion del transcrito del gen
constitutivo GAPDH en la corteza renal esta presente en todos los grupos experimentales, y

expresado con intensidad mayor en el grupo tratado con CCl4+Gb.

Figura 8-15. Expresion del
transcrito del gen constitutivo
GAPDH en corteza renal de
ratas expuestas a: CCl, (0.40
* ml/rata/vo/dosis Unica) y Gb
B o (4 mglkg/dia/s5 dias) de
manera preventiva y
2001 *% terapéutica. A, expresion del
transcrito en gel de agarosa:
carriles= 0 marcador de peso
molecular (de 50 pb), 1-3
controles, 4-8 tratados con
CCl,, 9-13 tratados con
CCl,+Gb, 14-17 tratados con
Gb+CCl, y 18-20 tratados
con Gb. B, anélisis
estadistico de la expresion del
Control  CCl, CCl,+Gb Gb+CCl, Gb ARNm de esta proteina
(*p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.001).

Expreison del ARNm de GAPDH
(pixeles/ 7Tmm de area)
[
o
S
[

Las figuras 8-16 A y B muestran la expresion del mensajero de TNF-o.. En el grupo que
recibio solo CCly, la expresion disminuyé de manera significativa, con respecto al control.
En el grupo tratado con CCl,+Gb la expresion de esta citocina presentd valores parecidos a
los del grupo control y en el grupo que recibi6 Gb+CCl, la expresion estuvo aumentada de
forma no significativa con respecto al control y de manera significativa con respecto al

grupo que recibid solo CCl,.
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Figura 8-16. Expresiéon del
transcrito de TNF-a (468 pb)
en corteza renal de ratas
expuestas a: CCl; (0.40
ml/rata/vo/dosis Unica) y Gb
(4 mg/kg/dia/5 dias) de
manera preventiva y
terapéutica. A, expresion del
transcrito en gel de agarosa:
carriles= 0 marcador de peso
molecular (de 50 pb), 1-3
controles, 4-8 tratados con
CCl,, 9-13 tratados con
CCl4+Gb, 14-17 tratados con
Gb+CCl, y 18-20 tratados
con Gb. B, anélisis

7 7 estadistico de la expresion del
Control CCl, CCls+Gb Gb+CCl, Gb ARNmM (*p<0_05).

200+

(pixeles/7mm de area)
[y
o
o
[l

Expresion del ARNm de TNF-a

Como se observa en las figuras 17 A y B la transcripcion de IL-6 es casi nula en la mayoria

de los grupos, excepto en el que recibiéo Gb+CCl,.

Figura 8-17. Expresion del
transcrito de 1L-6 (496 pb) en
corteza renal de ratas
expuestas a: CCl, (0.40
ml/rata/vo/dosis Unica) y Gb
—* (4 mg/kg/dia/5 dias) de
150- Kk, K%k manera preventiva y
terapéutica. A, expresion del
transcrito en gel de agarosa:
carriles= 0 marcador de peso
molecular (de 50 pb), 1-3
controles, 4-8 tratados con
CCl;, 9-13 tratados con

100+

Expresion del ARNm de IL-6
(pixeles/ 7 mm de area)

504 _|_ CCl,+Gb, 14-17 tratados con

Gb+CCl, y 18-20 tratados

‘ l l con (_Bb. B, qnélisis

o estadistico de la expresion del

Control  CCl, CCl#Gb Gb+CCl, Gb ARNm (*p<0.05,
**%p<0.001).

B) Expresion a nivel transcripcional de mensajeros de citocinas proinflamatorias en higado.
La expresion del transcrito del gen constitutivo GAPDH se mantuvo con la misma

intensidad en la mayoria de los tratamientos, excepto en los higados tratados con CCl,, en

los cuales la intensidad de expresion disminuyé (Figuras 8-18 A y B).

,___
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Figura 8-18. Expresion del
transcrito del gen constitutivo

§5 4 i 5 | $ i GAPDH en higado de ratas
A expuestas a: CCl, (0.40

e s S o sl ot e et s

* ml/rata/vo/dosis Unica) y Gb (4

* mg/kg/dia/5 dias) de manera

3004 * preventiva y terapéutica. A,
= expresion del transcrito en gel

de agarosa: carriles= 0
marcador de peso molecular (de
100 pb), 1-3 controles, 4-7
tratados con CCl,, 8-11 tratados
con CCl,+Gb, 12-15 tratados
con Gb+CCl, y 16-19 tratados
con Gh. B, andlisis estadistico
- de la expresion del ARNm
(*p<0.05).
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Expresion del ARNm de GAPDH
(pixeles/7 mm de éarea)

Control CCl, CCl,+Gb Gb+CCl ,

Como se muestra en las figuras 8-19 A y B, la transcripcion de TNF-a disminuyo
en el grupo tratado con CCl,4, mientras que en los demas grupos esta presente, sin embargo,
se observd una mayor intensidad de expresion en el grupo tratado con Gb+CCl, en

comparacion con lo observado en el grupo control.

Figura 8-19. Expresion del
transcrito de TNF-a (468 pb)
en higado de ratas expuestas
a: CCl, (0.40 ml/rata/vo/dosis
Unica) y Gb (4 mg/kg/dia/5
dias) de manera preventiva y
terapéutica. A, expresion del
transcrito en gel de agarosa:
carriles= 0 marcador de peso
molecular (de 100 pb), 1-3
controles, 4-7 tratados con
CCly, 8-11 tratados con
CCl,+Gb, 12-15 tratados con
Gb+CCl, y 16-19 tratados
con Gbh. B, analisis
estadistico de la expresion del
ARNmM (***p<0.001).
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Como puede observarse en las figuras 8-20 A y B, la expresion del mensajero de 11-6

estuvo presente sélo en las muestras 13, 14, 18 y 19 de los tratamientos con Gb+CCl, y Gb.
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Figura 8-20. Expresion del

transcrito de 1L-6 (496 pb) en

higado de ratas expuestas a:

CCl, (0.40 ml/rata/vo/dosis

Unica) y Gb (4 mg/kg/dia/5

200+ dias) de manera preventiva y

*kk e L

terapéutica. A, expresion del

*kk transcrito en gel de agarosa:

carriles= 0 marcador de peso

molecular (de 100 pb), 1-3

1004 controles, 4-7 tratados con

CCl;, 8-11 tratados con

CCl,+Gb, 12-15 tratados con

Gb+CCl, y 16-19 tratados

l l con Gbh. B, analisis

4 . ‘ estadistico de la expresion del
Control CCl, CCl;+GbGb+CCl, Gb ARNmM (***p<0.001).
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TRATAMIENTO CRONICO

|. Estudios funcionales.

A) Manejo renal de sodio y agua

La excrecion fraccionaria de sodio aumentd de manera significativa en el grupo tratado con
Gb+CCl,, mientras que en el resto de los grupos se mantuvo sin modificaciones con
respecto al control (Figura 8-21).

Con relacion al grupo control, el flujo urinario disminuy6 de manera no significativa
en los animales tratados con CCl, (45%). Ademas, el grupo que recibié Gb+CCl, aumentd
con respecto al grupo control (31%) y de manera significativa con relacion al grupo tratado
con CCl,4 (138%) (Figura 8-22).
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[N
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Excrecioén fraccionaria
de Na* (%)

Control CCl, Gb+CCl,  Gb

Figura 8-21. Excrecion fraccionaria de sodio en
ratas expuestas a Gb (4 mg/3 veces por semana/8
semanas) y CCl, (0.2 ml/ 3 veces semana/8
semanas). El Gb fue administrado simultdneamente
con el CCl,. (**p<0.01).

B) Efecto en células tubulares proximales
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Figura 8-22. Flujo urinario en ratas expuestas a Gb
(4 mg de la solucién farmacéutica) y CCl, (13-25%;
0.2 ml/ 3 veces semana/ 8 semanas) durante 8
semanas. EI Gb fue administrado simultaneamente
con el CCl,. (**p<0.01).

Con relacion al grupo control, la concentracion urinaria de glucosa no presenté cambios

significativos en los animales tratados con CCls, Gb+CCls; y Gb. Sin embargo, este

parametro disminuy6 de manera significativa (58%) en el grupo tratado con Gb+CCl,

respecto a los animales expuestos solamente
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Control CCl,

al CCl,. (Figura 8-23).

*

Gb+CCl,  Gb

Figura 8-23. Concentracion de glucosa en orina de ratas
expuestas a Gb (4 mg de la solucién farmacéutica) y CCl,
(13-25%; 0.2 ml/ 3 veces semana/ 8 semanas) durante 8
semanas. El Gb fue administrado simultdneamente con el

CCl,. (*p<0.05).

La concentracion urinaria de proteinas aumentd de manera significativa en todos los

grupos experimentales con respecto a los valores medios del grupo control: 959% en el
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grupo tratado con CCly4, 775% en el que recibio Gb+CCl, y 780% en el tratamiento con Gb
(Figura 24).

Ademas, con relacion al valor medio del grupo control, la actividad urinaria de la
enzima TGG aumentd de manera significativa en el grupo tratado con CCl, (900%) y sin
cambios significativos en los grupos tratados con Gb+CCl,; y Gb (Figura 25). Debe
subrayarse que, aunque sin cambios significativos, la actividad urinaria de esta enzima fue
menor en el grupo tratado con Gb+CCl,; que en el grupo expuesto solamente al CCl,
(Figura 25).
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S 504 2 Z 000051
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4 << 0.0000- .

Control ccl, Gb+CCl , G'b Control CCl, Gb+CCl 4 Gb

Figura 24. Concentracion de proteinas en orina de  Figura 25. Actividad de TGG en orina de ratas
ratas expuestas a Gb (4 mg de la solucion  expuestas a Gb (4 mg de la solucién farmacéutica) y
farmacéutica) y CCl, (13-25%; 0.2 ml/ 3 veces CCl, (13-25%; 0.2 ml/ 3 veces semana/ 8 semanas)
semana/ 8 semanas) durante 8 semanas. El Gb fue  durante 8 semanas. El Gb fue administrado
administrado  simultineamente con el CCl,.  simultaneamente con el CCl,. (*p<0.05, **p<0.01 y
(**p<0.01 y ***p<0.001). **%n<0,001).

C) Acidificacion urinaria.

Respecto al valor medio del grupo control, la excrecion de la masa acida (acidez titulable)
aumento de manera significativa en el grupo tratado con CCl, (100%); sin embargo, en los
grupos que recibieron Gb+CCl,; y Gb los valores de este pardmetro no cambiaron de
manera significativa. Ademas, en estos dos ultimos grupos la masa &cida excretada
disminuyé de manera significativa respecto a los animales tratados solamente con CCl,
(61%) (Figura 26).

74_ |



Resultados

0.3+ *%k k%
©
3
2
o= 0
o £
S g ==
5 4
\C = 0.1+
@®©
)
©
=
0.0

Control CCl, Gb+CCl, Gb

Figura 26. Masa &cida excretada por la orina en ratas
expuestas a Gb (4 mg de la solucién farmacéutica) y CCl, (13-
25%; 0.2 ml/ 3 veces semana/ 8 semanas) durante 8 semanas.
El Gb fue administrado simultaneamente con el CCl,.
(***p<0.001).

D) Hemodindmica renal

Respecto al grupo control, la velocidad de filtracion glomerular (C-In) aumentd de manera
no significativa en el grupo tratado con Gb+CCl, (26%), mientras que en los grupos

tratados con CCl, y Gb no se modificé (Figura 27).

Por otra parte, con relacion al valor medio del grupo control, el flujo sanguineo
renal (C-PAH) disminuy6 de manera no significativa en el grupo tratado con CCl, (32%) y
aumento significativamente en el grupo tratado con Gb+CCl, (144%). Ademas, este ultimo
grupo mostré un incremento significativo en la C-PAH (261%) con respecto al grupo

tratado solamente con CCl, (Figura 28).
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Figura 28. Depuracion de 4cido para-
aminoohipdrico en ratas expuestas a Gb (4 mg
de la solucién farmacéutica) y CCl, (13-25%;
0.2 ml/ 3 veces semana/ 8 semanas) durante 8
semanas. EI  Gb  fue  administrado
simultaneamente con el CCl,.

Figura 27. Depuracién de Inulina en ratas expuestas
a Gb (4 mg de la solucion farmacéutica) y CCl, (13-
25%; 0.2 ml/ 3 veces semana/ 8 semanas) durante 8
semanas. EI Gb fue administrado simultaneamente

con el CCl,.

La fraccion de filtracion aumentd de manera no significativa (68%) en los animales
tratados con CCl,, mientras que en los grupos tratados con Gb+CCly y Gb no se
encontraron diferencias importantes, con respecto al valor medio del grupo control (Figura
29).
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Figura 29. Fraccion de filtracion en ratas expuestas a Gb (4
mg de la solucién farmacéutica) y CCl, (13-25%; 0.2 ml/ 3
veces semana/ 8 semanas) durante 8 semanas. EI Gb fue
administrado simultaneamente con el CCl,.

E) Efectos oxidativos.

Las concentraciones de malondialdehido en los homogenizados de corteza renal aumentd
de manera significativa en todos los grupos, respecto al valor medio del grupo control: CCl,

(323%), Gb+CCl, (246%) y Gb (219%) (Figura 30).
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Figura 30. Concentracion de MDA en ratas expuestas a Gb
(4 mg de la solucién farmacéutica) y CCl, (13-25%; 0.2 ml/
3 veces semana/ 8 semanas) durante 8 semanas. El Gb fue
administrado simultaneamente con el CCl,. (***p<0.001).

I1. Estudio histologico de la corteza renal.

El analisis histoldgico de la corteza renal reveld intensa vacuolizacion citoplasmica en
todos los grupos experimentales, incluso en el que recibié solamente Gb (Figuras 8-31D, 8-
32D y 8-33A y B). Aungue la pérdida del borde en cepillo también se presentd en todos los
tratamientos, estuvo mas intensificada en el grupo que recibié solo CCly, el cual mostr6
también mayor cantidad de células y tabulos dafiados (Figuras 8-31B, 8-32B y 8-33A y B).
El tratamiento con CCl,;+Gb disminuyd el dafio provocado por el CCly, al disminuir la
pérdida del borde en cepillo y conservar una mayor cantidad de células y tibulos sanos
(Figuras 8-31C, 8-32C y 8-33A y B). Como puede observarse en las figuras 8-31B y 8-32B,
el dafio que el CCl, establece en la corteza interna es mas intenso que en la corteza externa.

Por otra parte, las cortezas renales de ratas tratadas solo con CCl,, presentaron

regeneracion de las tubulos proximales, en los cuales se observo un epitelio bajo (Figura 8-
32B).
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Analisis visual de la corteza renal:

Figura 8-31. Cortezas renales externas de ratas tratadas con: A= aceite de maiz, B=

CCl,, C= Gb+CCl, y D= Gbh. * tdbulo renal proximal, — pérdida del borde en
cepillo, = vacuolizacion citoplasmica. Tincion hematoxilina y eosina Objetivo 40x.

Figura 8-32. Cortezas renales internas de ratas tratadas con: A= aceite de maiz, B=
CCl,, C= Gb+CCl, y D= Gbh. * tdbulo renal proximal, — pérdida del borde en
cepillo, = vacuolizacién citoplasmica, U tdbulo en regeneracién. Tincién con
Hematoxilina y eosina. Objetivo 40x.
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Conteo de células y tabulos en cortezas internas.
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Figura 8-33. Conteo de células (A) y tlbulos (B) proximales sanos y dafiados por campo, en la corteza
renal de los animales experimentales. (*p<0.05 y ***p<0.001).
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9. DISCUSION

Como ya se describid, los rifiones participan de manera importante en el mantenimiento de
la homeostasis corporal de los mamiferos. Estos 6rganos actlan de manera conjunta para
mantener el equilibrio funcional de varios sistemas corporales y juegan un papel importante
en la regulacion de algunos procesos bioquimicos y fisioldgicos (Oster y Pérez, 1988).
Ahora bien, muchos xenobiéticos al ser biotransformados en el organismo generan
metabolitos electrofilos altamente reactivos y toxicos que forman aductos con algunas
macromoléculas de las células, alterando con ello su funcion. La biotransformacion del
CCl4 es un buen ejemplo de generacion de radicales libres y dafio celular ya que en este
proceso, mediado por el citocromo P450 (CYP450), se forman radicales triclorometilo
(CIsC%) y peroxitriclorometilo (CIsCOQ®) (Gruebele et al., 1996). Estos compuestos
intermediarios pueden interactuar con los lipidos de las membranas de las células causando
lipoperoxidacion (McCay et al, 1984). La union de estos radicales con los lipidos
membranales ocurre principalmente en el higado y en la corteza y médula de los rifiones
(Rincon et al, 1999).

Para neutralizar a los radicales libres y evitar dafio a las células, los organismos
aerdbicos tienen mecanismos de proteccién que funcionan como atrapadores de esas
sustancias (mecanismos antioxidantes). Sin embargo, bajo diversas circunstancias estos
mecanismos pueden fallar, por ejemplo cuando se producen radicales libres en exceso,
apareciendo entonces el dafio celular (Maxwell, 1995). Por lo anteriormente expuesto, en
este trabajo se investigod la capacidad del extracto del Ginkgo biloba (antioxidantes) para
prevenir o disminuir la magnitud de las alteraciones funcionales, moleculares y las lesiones

histoldgicas producidas por el CCly, en el higado y los rifiones de ratas Wistar.

1) TRATAMIENTO AGUDO

a) Estudios funcionales.

1.1 Manejo renal de sodio y agua

Bajo nuestras condiciones experimentales, en este trabajo no se encontraron cambios

significativos en la excrecion urinaria de Na* ni en el flujo urinario de los animales
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expuestos solo al CCl, y de los animales tratados de manera preventiva y terapéutica con
Gb.

1.2 Efectos en células tubulares proximales

* Concentracién de glucosa en la orina.

Al igual que otros nutrientes celulares (como los aminodcidos, el bicarbonato, ciertas
vitaminas, etc.), la glucosa es filtrada libremente a través de los capilares glomerulares y es
reabsorbida en el tibulo proximal, mediante un proceso de cotransporte con el sodio, a
través de la membrana luminal y de manera pasiva por una proteina facilitadora localizada
en la membrana basolateral (Guyton y Hall, 1997; Eaton y Pooler, 2004). Dado que, en este
trabajo, la excrecién urinaria de sodio no se modificO en ninguno de los grupos
experimentales, con respecto al control, tampoco se encontraron cambios significativos en

el manejo renal de la glucosa entre los mismos.

* Concentracion de proteinas en orina.

Con respecto al manejo renal de las proteinas, cabe sefialar que los péptidos de peso
molecular alto no se filtran en los glomérulos, mientras que los de peso molecular bajo se
filtran libremente y son reabsorbidos por las células proximales, mediante un proceso de
transporte activo (endocitosis). Por ello, la proteinuria es indicativa de dafio glomerular o
del tdbulo proximal (Eaton y Pooler, 2004). En la presente investigacion, el grupo que
recibié Gb de manera preventiva (Gb+CCl,) presentd concentraciones de proteinas en orina
similares a las del grupo control. En este contexto, la asociacion entre los flavonoides
antioxidantes del Gb y los elementos membranales de las células proximales y de los
capilares glomerulares previno la pérdida urinaria de proteinas. Por su parte, el grupo que
recibi6 solo CCl, y el grupo tratado con Gb de manera terapéutica (CCl,+Gb) presentaron
proteinuria. Con respecto a estos resultados, es importante mencionar que el proceso de
captacion de proteinas por las células proximales requiere de un aporte energético que
puede verse comprometido cuando se dafia la integridad funcional o estructural de las
mitocondrias, por alteraciones del equilibrio redox o la presencia de radicales altamente
reactivos, en este caso los radicales triclometilo y peroxitriclorometilo derivados del

metabolismo del CCl, (oxidacion lipidica). Ademas, es conveniente sefialar que no solo el
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aporte insuficiente de energia explica la presencia de proteinas en la orina, sino también la
pérdida de células que sufren las nefronas por efecto de la lipoperoxidacion causada por los
radicales antes sefialados y el dafio directo sobre las membranas de células proximales que

las incapacita para reabsorber proteinas.

* Actividad de TGG.

La enzima TGG se localiza en las membranas de borde en cepillo de las células proximales
y transporta aminoacidos derivados del gama-glutamilo necesarios para la sintesis de GSH
(Glossman y Neville, 1972; Griffith y Meister, 1979; Schulman et al, 1975; Meister, 1984;
lantomasi, et al, 1994; Guoyao, 2004). Por su localizacién, esta enzima es muy susceptible
al dafio provocado por los xenobioticos sobre la integridad de los fosfolipidos
membranales. Por lo anterior, la actividad de la TGG es un buen indicador de necrosis
tubular (EI-Sharkawy, et al, 1994). Sin embargo, se debe sefialar que, en las ratas, la
pérdida del epitelio tubular es un proceso natural de renovacion, lo que se traduce en la

presencia de actividad urinaria basal de algunas enzimas (Esteller y Cordero, 2001).

En este trabajo, la actividad de la TGG aumento significativamente en el grupo
intoxicado con CCl, y en el tratamiento terapéutico. Al respecto, ha sido reportado que
diversos xenobiodticos dafian las células del epitelio tubular y aumentan la enzimuria
(Griffith, 1979; lantomasi, et al, 1994). En este contexto, los radicales toxicos derivados de
la biotransformacion del CCl4 generan una serie de alteraciones que conducen a la necrosis
celular y, en consecuencia, aumentan la actividad de la TGG. Ahora bien, el tratamiento
preventivo con Gb evito la pérdida de TGG a través de la orina. Con relacion a estos
resultados, se debe mencionar que los flavonoides del Gb tienen la capacidad de asociarse
con la cabeza polar de los fosfolipidos membranales (Erlejman et al, 2004; Oteiza et al,
2005) evitando asi que los agentes oxidantes accedan a la fraccion hidrofobica de las
membranas, esto protege a las células contra la lipoperoxidacion, el suceso inicial de dafo
celular. De esta manera, nuestro trabajo demuestra que cuando el Gb es administrado de
forma preventiva es capaz de proteger la integridad de las membranas de las células

tubulares, evitando con ello la enzimuria inducida por el CCl,.
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1.3 Acidificacion urinaria

Los sistemas reguladores de la concentracion de hidrogeniones en los liquidos orgénicos
incluyen: a) los sistemas de amortiguamiento acido-base de liquidos organicos, b) el centro
respiratorio, que regula la eliminacion de CO, y por lo tanto, de H,CO3 y ¢) los rifiones, que
excretan una orina acida o alcalina (Guyton y Hall, 1997). De esta manera, ante una
disminucion o aumento de las concentraciones de HCOj3', se produce acidosis o alcalosis
metabolica o respiratoria, cuando aumenta o disminuye la presion de CO,. Cuando esto
ocurre, los mecanismos reguladores de la concentracion de iones hidrégeno, se activan.
Ahora bien, con base en nuestros resultados, la administracion de una dosis Unica de CCl,
no produce acidosis metabolica en los animales de experimentacion, puesto que no hubo
diferencias significativas entre la acidificacion urinaria medida en los grupos que recibieron

el CCly y el grupo control.

1.4 Hemodinéamica renal

El flujo plasmatico renal (C-PAH), la velocidad de filtracion glomerular (C-In) y la
fraccion de filtracion no presentaron cambios significativos entre los grupos experimentales
estudiados. Conviene sefialar que la circulacién sanguinea renal esta sujeta a dos tipos de
regulacion: a) la autorregulacion intrinseca o autonoma y b) la regulacién extrinseca,

nerviosa y humoral.

La autorregulacion del flujo sanguineo de un érgano consiste en la capacidad del
mismo para mantener constante su flujo sanguineo cuando se presentan alteraciones de la
presion de perfusion. En los mamiferos, el flujo plasmatico renal y la filtracion glomerular
no se alteran significativamente cuando la presion de perfusién oscila entre 80 y 180
mmHg. Este hecho se demostrd en el rifion desnervado y aislado del perro, con
independencia de los mecanismos humorales y neurogenicos, lo que demostrd que es una
propiedad intrinseca de los vasos renales (Pitts, 1976; Schnerman et al., 1977). Ademas, en
nuestro trabajo el grupo tratado Unicamente con Gb presentd los valores mas altos de flujo
sanguineo renal (C-PAH). Esto puede ser explicado por la presencia de ginkgolidos en el

extracto, los cuales mejoran la circulacion sanguinea relajando a las celulas musculares
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lisas de los vasos sanguineos, mediante la activacion del factor relajante del endotelio y del
Oxido nitrico (DeFeudis, 2000; Chan et al, 2007).

b) Dafio oxidativo

Los &cidos grasos insaturados que conforman las membranas celulares son particularmente
susceptibles de ser oxidados por radicales toxicos y ERO. En este contexto, el proceso de
lipoperoxidacion inicia cuando el compuesto toxico, altamente reactivo, desprende un
atomo de hidrégeno de un grupo metileno, dejando un electron desapareado en el &tomo de
carbono -C*H-. Como resultado de la lipoperoxidacion se forman hidroperéxidos de lipidos,
que ante la presencia de metales de transicion catalizan su descomposicion a hidrocarburos
alquilicos y aldehidos, entre estos, el malondialdehido (MDA) que, a su vez puede provocar
alteraciones en otras macromoléculas (Esterbauer y Cheeseman, 1990; Rauen et al 1999).
Por lo anterior, la cuantificacion de MDA se emplea con frecuencia para evaluar el dafio
producido por la oxidacion de lipidos membranales.

En la presente investigacion, las concentraciones de MDA en corteza renal de ratas
expuestas sélo a CCly, estuvieron aumentadas significativamente, con respecto a los valores
del grupo control. En efecto, los radicales triclorometilo y peroxitriclormetilo, son
compuestos altamente reactivos, capaces de iniciar efectos oxidativos sobre los lipidos
membranales y alterar, en consecuencia, la integridad de las células. Por otra parte, en los
animales tratados de manera preventiva con Gb, el dafio oxidativo disminuyo
significativamente puesto que los valores obtenidos fueron muy similares a los del grupo
control. Con respecto a lo anterior, Erlejman, et al (2004) mencionan que la quercetina
presente en el extracto de Gb, tiene la capacidad de asociarse con las cabezas polares de los
fosfolipidos y evita la entrada de compuestos oxidantes. Es muy probable que este sea el
mecanismo por el cual el Gb previno el dafio generado por los radicales toxicos del CCl,.
Asimismo, en el grupo que recibi6 el tratamiento terapéutico, las concentraciones de MDA
estuvieron disminuidas de forma significativa, sin embargo estos valores no fueron tan
bajos como los del grupo preventivo. Esto significa que en efecto, los flavonoides protegen

la integridad de las membranas bioldgicas, sin embargo, la proteccion es mayor cuando la
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asociacion entre los agentes antioxidantes y los elementos membranales, ocurre antes de

que se establezca el dafio.

b) Estudio histologico y molecular de las cortezas renales.

Los rifiones son el segundo 6rgano blanco del CCl, y de forma especifica, la porcion
tubular proximal de las nefronas resulta seriamente afectada (Cotran et al, 1999; Jaramillo,
et al, 2006). En efecto, las células proximales de la corteza renal de los grupos
experimentales, mostraron caracteristicas tipicas de la necrosis: cambios nucleares, intensa

vacuolizacion citoplasmica y pérdida del borde en cepillo.

El mecanismo de toxicidad del CCl4en los rifiones inicia con la lipoperoxidacion de
membranas celulares, lo que trae como consecuencia pérdida de la permeabilidad selectiva,
entrada descontrolada de agua y solutos, liberacion del contenido lisosomal y pérdida de la
homeostasis del calcio. Como resultado de estas alteraciones, los tubulos proximales
pierden el borde en cepillo, lo que pone en riesgo no sélo la integridad fisica de las células
sino la capacidad funcional de la nefrona, al desprenderse elementos transportadores de
iones y bombas ATPasicas que regulan el manejo renal de electrolitos y solutos, como la
glucosa. Con respecto a lo anterior, el grupo que recibié sélo CCl, mostr6 mayor cantidad
de ceélulas y tubulos dafados, en comparacion con los demas tratamientos, lo que a su vez
provocd glucosuria, enzimuria y elevacion de las concentraciones de malondialdehido, en
mayor grado que el resto de los grupos experimentales. Con relacién al grupo que recibio el
tratamiento preventivo, el Gb logré disminuir el dafio producido por el CCly, al conservar
un mayor numero de células y tubulos sanos. En este contexto, Erlejman et al, (2004),
afirma que los flavonoides, entre ellos la quercetina, componente principal del extracto de
hojas del Gb, tienen la capacidad de asociarse con elementos fosfolipidicos, tanto
hidrofobicos como hidrofilicos, en las membranas bioldgicas, lo que evita que agentes
antioxidantes dafien la integridad de los fosfolipidos membranales. Por otra parte, en el
tratamiento terapéutico también se observo una disminucion del dafio producido por el
CCly, sin embargo la proteccion fue mayor en el tratamiento preventivo. Por lo anterior, se

puede afirmar que el tratamiento preventivo con Gb permitiéo que los flavonoides se
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relacionaran con los fosfolipidos de las membranas, evitando que los radicales
triclorometilo y peroxitriclorometilo, ejercieran sus efectos toxicos sobre las células

mediante los procesos oxidativos previamente descritos.

Ahora bien, durante el andlisis histolégico se observé un dafio mayor en la corteza
interna de los rifiones que en la externa, a pesar de haber recibido Gb. Con relacion a lo
anterior, la corteza externa es la zona que recibe la mayor cantidad del riego sanguineo
renal, en comparacion con la corteza interna y con la médula (Guyton y Hall, 1997).
Probablemente, al recibir un mayor suministro de oxigeno, la corteza externa se encuentra
relativamente méas protegida contra los efectos toxicos del CCly, contrario a lo que sucedid
en la corteza interna, en donde los dafios fueron méas severos, en todos los grupos

experimentales.

Con relacion a la necrosis celular en los rifiones, una vez que las células tubulares
mueren, éstas se desprenden completamente de la membrana basal y se dirigen hacia la luz,
donde son arrastradas por el fluido tubular y, finalmente, son eliminadas a través de la
orina. Este proceso puede llegar a obstruir la luz del tabulo, si la pérdida celular es muy
intensa (Cotran, et al, 1999; Esteller y Cordero, 2001). En nuestro estudio, la luz de algunos
tlbulos present6 una cantidad relativamente elevada de células muertas, que posteriormente
fueron eliminadas a través de la orina, lo que se tradujo en un aumento de la actividad de la
TGG (sobre todo en el grupo que recibio unicamente CCl,). Ante la toxicidad producida
por el CCly, la eliminacion de células muertas a través de la orina es la manera mas sencilla
de retirar los restos celulares de los tabulos, para que luego éstos puedan regenerarse.
Debido a lo anterior, y aunado a que las membranas basales en los tubulos proximales
permanecieron integras, el proceso inflamatorio estuvo ausente en las cortezas renales
dafadas por el CCl,. A pesar de ello, se evalud la expresion de TNF-a e IL-6 (citocinas
proinflamatorias), en las cortezas renales de todos los grupos experimentales para
establecer las diferencias entre el dafio renal y hepatico a nivel molecular causado por el
CCly.
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Expresion de genes

GAPDH

Con relacion al estudio molecular, la expresion del transcrito del gen constitutivo
(GAPDH) estuvo presente en todos los grupos experimentales, incluso en el que recibid

s6lo CCly, con intensidad similar a la del grupo control.

TNF-a

En las cortezas renales de ratas tratadas solo con CCly, la expresion del transcrito de TNF-a
estuvo disminuida de forma significativa. Con relacion a estos resultados, es importante
mencionar que durante el analisis histologico se pudo apreciar que las células tubulares
necroticas no estuvieron en contacto con el espacio intersticial y, de esta forma, no se
desencadeno el proceso inflamatorio. La expresion de este mismo transcrito en los demas
grupos estuvo presente y no se mostré disminuida, como en el grupo expuesto Gnicamente a
CCly. Cabe sefalar que la expresion de TNF-a fue mas intensa en el grupo que recibio el

tratamiento preventivo, en comparacion con el resto de los grupos experimentales.

IL-6

Con respecto a IL-6, solo las cortezas renales de ratas tratadas de forma preventiva
expresaron el mensajero de esta citocina, ademas de una de las muestras correspondiente al
tratamiento terapéutico, aunque la expresion fue muy debil.

Estos resultados indican que posiblemente los componentes del Gb favorecen la expresion
de estas citocinas, bajo nuestras condiciones experimentales. Con relacion a lo anterior,
Gohil y Packer (2002), mencionan que los componentes del Gb tienen la capacidad de
modificar la expresion de algunos compuestos, como el GSH, y de acuerdo con nuestros
resultados, es posible que el Gb haya favorecido también el aumento en la expresion de las

citocinas estudiadas.

¢) Estudio histolégico y molecular del higado.

El estudio histologico revelo que, independientemente del tratamiento, las células hepéticas

desarrollaron un proceso necrotico, caracterizado por cambios nucleares (picnosis) y
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citoplasmicos (aspecto hialino e incremento de acidofilia citoplasmica), ademas de lisis
celular. Los mecanismos que desencadenan la necrosis celular, ocurren por oxidacion
(radicales triclorometilo y peroxitriclorometilo) de las membranas lisosomales vy
mitocondriales, con la consiguiente liberacion de su contenido al citoplasma (enzimas
degradativas y calcio, respectivamente) y el inicio del proceso de muerte celular. Por otra
parte, la presencia de un citoplasma acidofilico, caracteristico del proceso necrotico,
observado en las células hepaticas lesionadas, es indicativo de la asociacion entre la eosina
y las proteinas intracelulares que estan siendo desnaturalizadas por accién de las proteasas
lisosomales (Cotran et al, 1999). Asimismo, se pudo observar vacuolizacion citoplasmica
en todos los grupos experimentales. Con respecto a lo anterior, cabe sefialar que el dafio
oxidativo producido por los radicales ClsC* y CCI300°, altera la integridad membranal y
favorece la entrada descontrolada de sodio (alteracion de ATPasas de Na/K) y de agua a la

célula (Klaassen, 986; Siller, 2006), lo que se traduce como vacuolizacion citoplasmica.

Ahora bien, el andlisis histoldgico del higado de ratas tratadas unicamente con CCl,
reveld necrosis en la zona centrolobulillar con &reas extendidas hacia la periferia del
lobulillo. En éste contexto, Klaassen et al, (2008), mencionan que la zona centrolobulillar
es particularmente susceptible de sufrir dafio por xenobioticos debido a que sus células
contienen altas concentraciones de CYP450-2E1 (la isoforma de citocromo encargada de
bioactivar al CCl,), en comparacion con la zona media y periférica. La extension de areas
necroticas hacia la periferia del lobillo, encontrada en la presente investigacion, puede ser
explicada por el hecho de que las otras zonas lobulillares también expresan esta isoforma de

citocromo, aungue en menor proporcion que la zona central.

Por otra parte, tanto el tratamiento preventivo como el terapéutico con Gb lograron
disminuir las areas necréticas y ademas, éstas estuvieron limitadas al area central de los
lobulillos, lo que significa que los antioxidantes del Gb protegieron las células hepéticas de
la zona periferica y media. Con relacion a lo anterior, y de acuerdo con Erlejman y col.
(2004), la quercetina presente en el extracto de hojas del Gb, tiene un coeficiente de
particion octanol/buffer muy elevado, lo que facilita la interacciéon del flavonoide con la

porcion hidrofébica de las membranas celulares y las protege contra la lipoperoxidacion,
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mientras que otros flavonoides del extracto como la isorramnetina, se pueden asociar con
las cabezas polares de los fosfolipidos y los efectos protectores se potencian al limitar el
acceso de los agentes oxidantes a la membrana. Por ello, podemos afirmar que el Gb ejercio
efectos protectores sobre las células de las areas periféricas de los lobulillos y logro

disminuir la necrosis central ante la hepatotoxicidad producida por el CCl,.

Cabe sefialar que durante el dafio hepatico, las células muertas liberan su contenido
hacia el espacio perisinusoidal hasta alcanzar la pared vascular de los sinusoides,
desencadenandose de esta forma el proceso inflamatorio (Cotran et al, 1999). En efecto, el
infiltrado inflamatorio estuvo presente en todos los grupos que recibieron CCl,, como
resultado de la lesion producida. Ademas, la inflamacién no sélo se relaciona con la
eliminacion del agente causal de la lesién o, en este caso, la eliminacion de las células
hepéticas muertas, sino que ademas esta ligada con el proceso de reparacion del tejido; por
ello, es posible que, de haber sido retirado el agente lesivo y dada la capacidad regenerativa
del 6rgano, hubiera ocurrido regeneracion. A pesar de esto, cabe sefialar que ante
intoxicaciones crénicas, el proceso inflamatorio y de regeneracion en el higado pueden
conducir a la conformacién de una arquitectura desorganizada y a la generacién de tejido
cicatrizal, caracteristicas de la cirrosis hepatica (Chavez et al, 2006).

Expresion de genes

GAPDH

La expresion del transcrito del gen constitutivo GAPDH estuvo disminuida de forma
significativa en el grupo tratado sélo con CCl,, mientras que en el resto de los grupos la

expresion estuvo presente con intensidad parecida a la del grupo control.

TNF-a

El TNF-a es una citocina que participa de manera activa durante la inflamacién aguda,
favoreciendo la vasodilatacion por liberacion de ON, y el reclutamiento de neutréfilos y
monocitos hacia zonas de lesion, asi como la activacion de células para erradicar células
muertas mediante la activacion endotelial (expresion de selectinas e integrinas
membranales) (Esteller y Cordero, 2001; Cotran et al, 1999). EI TNF-a es liberado por
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diversos tipos de células, entre ellas, las células de Kupffer (fagotitos mononucleares
activados), en el higado, en donde la citocina favorece la liberacion de enzimas
proteoliticas por parte de las células mesenquimales, provocando lesion tisular. Debido a
que esta citocina participa de manera importante durante el proceso inflamatorio, se
realizaron estudios moleculares encaminados a evaluar la expresion de TNF-a en los
higados de todos los animales de experimentacion. Los resultados muestran que, en el
grupo que recibié solo CCly, la expresion del ARNm de TNF-a, estuvo disminuida de
forma significativa. Con relacion a lo anterior, algunos autores como Salazar, et al (1999),
han estudiado el nivel de expresion de TNF-a durante la intoxicacion aguda con CCly y
encontraron que a partir de las 24 h éste aumenta significativamente y se mantiene hasta las
48 h para luego volver a niveles basales. Puesto que en esta investigacion se encontro el
efecto contrario al reportado por Salazat, et al (1999), es posible que, bajo nuestras
condiciones experimentales, el CCl, evite la expresion adecuada de TNF-a, probablemente
la alteracion ocurre a nivel transcripcional. No obstante, durante el analisis histologico en
este mismo grupo (tratados solo con CCly), se observd la presencia de infiltrado
inflamatorio. Con relacion a esto, se debe sefialar que la IL-1 también puede desencadenar
el proceso inflamatorio (Cotran et al, 1999), por lo que, probablemente fue esta citocina la

que produjo la inflamacion, en ausencia de TNF-a, en este grupo experimental.

Por otra parte, en el higado de ratas que recibieron Gb de manera preventiva, la
expresion de TNF-a aument6 significativamente, con respecto al resto de los grupos, este
resultado guarda relacién con el estudio histoldgico de estos mismos higados, en los cuales
se observd un aumento en el infiltrado inflamatorio, lo que evidencia el papel fundamental
del TNF-a en el reclutamiento de células inflamatorias. Es importante sefialar que diversas
investigaciones (Yan et al, 2006; Kotakadi et al, 2008) han demostrado que el extracto de
Gb disminuye la expresion de citocinas proinflamatorias, como el TNF-a, en ratas con
colitis ulcerativa, por lo que le han atribuido al Gb propiedades antiinflamatorias. Sin
embargo, y de acuerdo con lo encontrado en esta investigacion, es posible que el Gb ejerza
efectos proinflamatorios que podrian estar relacionados con la aceleracién del proceso de
regeneracion del organo lesionado. Ademas, los constituyentes del extracto de Gb pueden

estimular la sintesis de algunos compuestos como el GSH (Gohil y Packer (2002), por lo
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que probablemente, el tratamiento preventivo con Gb causo este mismo efecto sobre la
expresion de TNF-a.

Ahora bien, en el tratamiento terapéutico la expresion de esta misma citocina fue
similar a la del grupo control. Es importante sefialar que la presencia del mensajero de
TNF-a en los grupos que recibieron Gb demuestra que, ante la intoxicacion con CCly, l0S

componentes del Gb son capaces de mantener la expresion de esta citocina.

Con respecto al efecto del CCl, sobre la expresion de GAPDH y TNF-a en este
trabajo, Cartlidge y Standring (1991) encontraron que los radicales toxicos del CCly,
pueden atravesar la envoltura nuclear y formar aductos con el ADN. Estos mismos autores
encontraron que los radicales Cl3C* y CCIsO0°, pueden producir alquilacién de purinas y
alteraciones en las cromatides de células de médula 0sea, ademés de diversas aberraciones
cromosomicas. Estos efectos pueden ocasionar la expresion inadecuada o disminuida de
algunas proteinas. Por lo anterior, es posible que alguno de estos mecanismos de dafio
genético haya afectado la expresion normal de TNF-a y de GAPDH.

IL-6

Con respecto a la IL-6, también es una citocina de la fase aguda de la inflamacién y es
producida por fagocitos mononucleares, células endoteliales, y fibroblastos, en respuesta a
IL-1 y TNF-a; en el higado, estimula la sintesis de proteinas de fase aguda de la

inflamacion por los hepatocitos, especialmente el fibrindgeno.

En el presente trabajo se encontro que el transcrito de IL-6 estuvo ausente en casi
todas las muestras de higado de todos los grupos experimentales, excepto en dos muestras,
una del tratamiento preventivo y otra del grupo que recibié s6lo Gb. Con relacién a esto,
Salazar, et al (1999), encontraron aumentada la expresion de IL-6 despues de 24 h de la
intoxicacion con una dosis Unica de CCl, (0.5 ml/100 g de peso) mientras que en nuestro
estudio el grupo que recibié s6lo CCl,, no expresd esta citocina. Debido a que el grupo
control no expresé IL-6, no es posible atribuir al CCls un efecto inhibidor sobre la

expresion del transcrito de IL-6. ahora bien, una posible explicacion a los resultados
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obtenidos en las muestras que si expresaron la citocina (tratamiento preventivo y grupo
tratado sélo con Gb) es que el Gb favorece la expresion de IL-6, al igual que hace con otros
compuestos, como el GSH y enzimas antioxidantes, tal como mencionan Gohil y Packer
(2002).

Ahora bien, considerando los resultados obtenidos en la expresion del gen
constitutivo GAPDH, en los rifiones y en el higado, podemos afirmar que, el dafio que el
CCly4 produce sobre el higado, a nivel transcripcional, es mucho mayor. En éste érgano la
disminucion de la expresion del gen constitutivo, inducida por la administracion
unicamente de CCl,, se hizo evidente, mientras que en los rifiones, se presentd con
intensidad similar a la del grupo control. EI mayor grado de afectacion del higado se debe a
que es el principal érgano blanco del CCl, y estd en contacto directo con los metabolitos

toxicos generados por la biotransformacion de este hidrocarburo.

2) TRATAMIENTO CRONICO

a) Estudios funcionales.

1.1 Manejo renal de sodio y agua

La secrecion y excrecion de sodio en los distintos segmentos de la nefrona representan la
via principal de control de las concentraciones de este ion en el cuerpo. La porcion tubular
proximal reabsorbe el 65% del sodio filtrado, mientras que el resto es reabsorbido en otros
segmentos de la nefrona (Eaton y Pooler, 2004); de esta forma, cualquier alteracion
producida en el tubulo proximal puede provocar la excrecion anormal de sodio por la orina.
Por ello, el incremento de sodio en la orina es indicativo de dafio en las células tubulares
proximales. En este trabajo, la excrecion fraccionaria de sodio permanecio sin cambios
significativos en el grupo expuesto sélo a CCl,. Una posible explicacién a este resultado es
que a pesar de que el CCl, dana a las celulas renales, éstas tienen la capacidad de
regenerarse, de tal manera que sus funciones pueden ser restituidas cuando las células del
epitelio tubular incrementan su division o crecen para abarcar areas desnudas que ha dejado
las células necroticas. De esta manera la reabsorcion de sodio en el grupo expuesto
unicamente a CCly, pudo realizarse de manera normal (Cotran et al, 1999). Por otra parte en

el grupo que recibio Gb+CCl, de forma simultanea, hubo un aumento significativo en la
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excrecion fraccionaria de este mismo ion, en comparacion con el resto de los grupos. En
este sentido, algunas investigaciones han demostrado que el consumo prolongado de
agentes antioxidantes, como los flavonoides, produce efectos nocivos pro-oxidantes
(Kleijnen y Knipschild, 1992; Weoerdenbag y Van Beek, 1997; Bando et al, 2007). Existe
ademas en el extracto del Gb, otro compuesto tdxico, el acido ginkgolico, aunque en
concentraciones bajas (Chan et al., 2007). A pesar de que no estan reportadas alteraciones
renales producidas por el Gb, es posible que los resultados encontrados en el grupo tratado
con Gb+CCly, reflejen algun tipo de sinergia entre ambos compuestos que dafie de manera

especifica el manejo renal de sodio.

Por otra parte, la presencia de acuaporinas (AQP’s) determina de manera importante
la cantidad de orina excretada. De acuerdo con Van Os y Deen (1998), la AQL, que
normalmente se localiza en la porcion tubular proximal, se encuentra sobre-expresada y
redistribuida en distintos segmentos de la nefrona, en rifiones de ratas tratadas de manera
cronica con CCly; asimismo, la AQP3 también se encuentra sobreexpresada pero su
distribucion permanece restringida al tdbulo colector. De esta forma, existe una mayor
reabsorcién de liquido tubular que no ocurre necesariamente en la porcién proximal, que se
encuentra dafiada por los efectos toxicos del CCly, sino que la captura de liquido tiene lugar
en otras porciones de la nefrona. De acuerdo a lo anterior, es de esperarse que la
intoxicacion cronica con CCl, provoque oliguria, sin embargo, a pesar de que se encontrd
disminuido el flujo urinario en el grupo que recibi6 este hidrocarburo, en comparacién con

el control, los resultados no tienen significancia estadistica.

Ahora bien, al cuantificar el flujo urinario en el grupo tratado con Gb+CCly, se
comprobd una vez mas el efecto estimulante del Gb sobre el mejoramiento del flujo
sanguineo renal, que incrementd la cantidad de orina excretada de manera significativa,
incluso con respecto al grupo control. De esta manera la presente investigacion demuestra

una vez mas el efecto nefroprotector del Gb.

93



Discusion

1.2 Efectos en células tubulares proximales.

a) Concentracién de glucosa en orina.

La glucosuria es un signo caracteristico de dafio renal a nivel del tubulo proximal (Esteller
y Cordero, 2001). Al respecto, debe sefialarse que la glucosa es un compuesto que se filtra
libremente en los capilares glomerulares y regresa a la circulacién sanguinea mediante el
proceso de reabsorcion (Berry et al, 1996). La pérdida de glucosa en la orina puede ser
explicada como consecuencia de dafio estructural o funcional (inhibicion de la sintesis de
ATP) en las células proximales. Este efecto fue observado en las ratas que recibieron CCly
de manera crénica. Con respecto a este resultado, las alteraciones producidas los radicales
triclorometilo y peroxitriclorometilo, sobre las membranas de las células proximales afecta
el funcionamiento de los cotransportadores de glucosa/sodio y compromete el aporte
energético necesario para el funcionamiento de las bombas de sodio-potasio que mantienen
el gradiente necesario para que ocurra la entrada de sodio junto con glucosa (Guyton y Hall,
1997; Eaton y Pooler, 2004; Jaramillo et al, 2008).

El efecto nocivo del CCl, sobre el manejo renal de glucosa fue revertido de manera
significativa en los animales tratados con Gb+CCl, Este efecto protector del Gb es debido
a las propiedades antioxidantes de los compuestos presentes en el extracto (Chan, Xia y Fu,
2007; Erlejman et al, 2004), que al proteger la integridad de las membranas celulares,

permiten que la reabsorcion proximal de glucosa se lleve a cabo de forma adecuada.

b) Concentracion de proteinas en orina.

La proteinuria es caracteristica de alteraciones renales a nivel glomerular o de tubulo
proximal, que es donde se lleva a cabo en mayor medida la endocitosis de proteinas (Berry,
1996; Mundel y Reiser, 2009). Con respecto a las concentraciones de proteinas en la orina,
los grupos tratados con CCl;, Gb+CCl,; y Gb presentaron valores significativamente
mayores a los del grupo control. Debido a que en el analisis del dafio estructural de este
trabajo, los glomérulos de los animales expuestos al CCl, no mostraron dafio y si en cambio
lo hubo en las células proximales (pérdida del borde en cepillo y necrosis), la proteinuria
puede ser explicada por la lipoperoxidacion producida por los metabolitos derivados de la

biotransformacion del CCl,4. Lo anterior provoca en primera instancia, la incapacidad de las
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células para captar proteinas desde la luz tubular y, en Gltima instancia, la muerte de estas
células, que provoca pérdida de proteinas hacia la orina en mayor proporcién. El dafio de
las células proximales producida por el CCl, concuerda con lo reportado por otros autores
(Rincon et al, 1999; Jaramillo et al, 2008). Ahora bien, aunque de menor magnitud (17%),
la proteinuria estuvo presente en los grupos tratados con Gb+CCl,; y Gb. Como ya fue
descrito, algunos trabajos han demostrado que el consumo prolongado de agentes
antioxidantes, como los flavonoides, produce efectos pro-oxidantes (Kleijnen y Knipschild,
1992; Weoerdenbag y Van Beek, 1997; Bando et al, 2007). Debido a lo anterior, es posible
que la administracion cronica de Gb a los animales de experimentacién produjera efectos
pro-oxidantes sobre las células tubulares proximales, que provocaron la excrecion de

proteinas hacia la orina.

c¢) Actividad urinaria de TGG.

Por otra parte, durante la muerte de las células proximales de las nefronas se liberan
componentes membranales, entre ellos, las enzimas localizadas en el borde en cepillo
(como la TGG), cuya actividad urinaria es utilizada frecuentemente como indicativa de
necrosis tubular proximal (El-Sharkawy et al, 1994). En nuestro trabajo, la actividad de la
TGG se incrementd significativamente en la orina de las ratas que recibieron CCl, y, de
manera no significativa, en los grupos tratados con Gb+CCl,; y Gb. Nuevamente, los
radicales libres del CCly, al generar lipoperoxidacion, desencadenaron una serie de eventos
que condujeron a la muerte de las células proximales, con lo que la TGG fue liberada hacia
la orina. Ahora bien, Griffith y Meister, (1979) y lantomasi, et al. (1994), sefialan que los
efectos toxicos producidos por diversos xenobidticos aumentan la actividad urinaria de las
enzimas presentes en el epitelio tubular reanal, lo que se relaciona con los resultados antes
descritos. En funcién de lo anterior, el Gb disminuyd pero no evitd el dafio celular

provocado por la administracion cronica de CCly.

3. Acidificacion urinaria
En condiciones normales, los mamiferos excretan una orina acida debido al proceso de
acidificacion de este fluido en los diferentes trayectos de las nefronas: reabsorcion o

eliminacion de HCOs', secrecion H' y a través de la acidez titulable. Al respecto, en los
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mamiferos existen relaciones muy importantes entre las funciones hepatica y renal y el
equilibrio acido-basico. El metabolismo celular produce acidos orgénicos débiles derivados
del metabolismo de carbohidratos y grasas (acidos lactico y beta-hidroxibutirico) y sales
acidas derivadas de moléculas que contienen azufre y fosforo (lipidos y proteinas) y que
dan origen a sulfatos y fosfatos, radicales de &cidos fuertes. Estas sustancias son eliminadas
por los rifiones durante el proceso de la acidificacion urinaria, conjugadndose con iones de
H" y de NH,", secretados a lo largo de los tbulos renales e intercambiados por iones de
sodio, lo que da como resultado la formacion de orina méas acida que el plasma (Flores y
Battle, 1997; Malnic y Jaramillo, 1998).

En este contexto, nuestros resultados demuestran que la intoxicacion cronica con
CCl4 aumento la masa acida excretada en la orina (acidez titulable). Al respecto, ha sido
reportado que en respuesta a la acidosis metabdlica sistémica, la recuperacion del equilibrio
acido/base de las células depende de la excrecion urinaria de acidez titulable y de amoniaco
(Holloway et al, 1986; Oster y Pérez, 1988). Debe subrayarse que, respecto al control, el
grupo tratado con Gb+CCl, no presentd diferencias significativas en la excrecion de la
masa acida, lo que significa que el Gb ejerce un efecto preventivo o protector en el
establecimiento de acidosis metabolica sistémica, posiblemente por neutralizacion de los
radicales libres derivados de la biotransformacion del CCl,.

4. Hemodinamica renal.

En lo referente a la velocidad de filtracion glomerular (VFG) no hubo cambios
significativos entre los grupos estudiados. Al respecto, ha sido descrito que en ratas
cirréticas (tratadas con CCly), los valores medios de la presion arterial, concentracion de
creatinina sérica y VFG no cambian significativamente, al compararlos con los valores de

los animales controles (Rincon et al, 1999; Jaramillo et al, 2008).

Por otra parte, el flujo plasmatico renal aumento significativamente en las ratas que
recibieron Gb+CCl,, comparado con los otros grupos experimentales. Esto puede estar
relacionado con la capacidad de los rifiones para mantener el flujo sanguineo y la tasa de

filtracion adecuados (fendmeno de autorregulacion), asi como con la accién vasodilatora
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del Gb (DeFeudis y Drieu, 2000; Chang, Xia y Fu, 2007). Ademas, se deben destacar las
propiedades antioxidantes del Gb y su capacidad para estimular el metabolismo energético

de las celulas, lo que favorece su funcionamiento adecuado (DeFeudis, 2002).

Ahora bien, la fraccion de filtracion presentd un comportamiento similar al ocurrido
en el estudio agudo, es decir, en el grupo tratado con CCl,; hubo un aumento en este
parametro, mientras que el grupo tratado con Gb+CCl; no mostr6 modificaciones con
respecto al valor control. En este contexto, debido a sus propiedades vasodilatadoras, el Gb
favorecio la presencia de un flujo plasmatico renal (FPR) adecuado, lo que a su vez,
permitié el mantenimiento de la FG. Esto proporciona el liquido requerido para que las
células tubulares de las nefronas realicen su trabajo y formen la orina. Sin embargo, cuando
el FPR es insuficiente, disminuye la tasa de filtracion glomerular, lo que representa una
sefial de activacion de los mecanismos compensadotes que favorecen la vasodilatacion de
las arteriolas aferentes y vasoconstriccion de las eferentes, de manera que se mantiene el

proceso de filtracion glomerular (fendbmeno de autorregulacion).

5. Efectos oxidativos

Ha sido reportado que el malondialdehido (MDA) es un compuesto utilizado para
cuantificar el grado de oxidacion de los lipidos membranales de las células, debido a que
este compuesto se forma como consecuencia de la lipoperoxidacién (Rauen et al, 1999).
Los resultados de este trabajo mostraron un incremento significativo en las concentraciones
de MDA en todos los grupos experimentales, comparados con el grupo control. Esto
significa que el Gb no logro evitar el dafio sobre las membranas bioldgicas producido por el
CCl, y, ademas, que la administracion crénica del antioxidante provoco efectos pro-
oxidantes sobre los lipidos membranales, a pesar de no haber encontrado alteraciones
funcionales en los parametros fisiologicos medidos. Al respecto, se ha reportado que
algunos flavonoides como la quercetina y la mirecitina pueden producir efectos pro-
oxidantes en las células, en funcion de la dosis administrada (Sahu et al, 1991; Bando et al,
2007). Por ello, es posible que el consumo de Gb durante tiempos prolongados genere

efectos nocivos.
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b) Estudio histoldgico de los rifiones.

La porcion tubular de la nefrona es particularmente susceptible a la isquemia y también es
vulnerable a los agentes nefrotoxicos. Los factores que predisponen a los tubulos a sufrir
lesiones por agentes toxicos son: la existencia de una extensa superficie de reabsorcion
tubular dotada de carga eléctrica, los sistemas de transporte activo de los iones y los acidos
orgénicos, y la capacidad para concentrar eficazmente la orina (Cotran et al, 1999). En
efecto, la intoxicacion cronica con CCl, produjo cambios morfolégicos notables en los

tubulos proximales de la corteza renal de los animales experimentales.

En este contexto, las células de los tubulos proximales afectados, mostraron
caracteristicas indicativas de necrosis: vacuolizacion citoplasmica intensa y pérdida del
borde en cepillo, las mismas alteraciones observadas en cortezas renales de animales

intoxicados de manera aguda.

De acuerdo con el analisis histologico, el grupo tratado solo con CCl, presentd
mayor cantidad de células y tbulos proximales dafiados, mientras que la administracion
simultanea de Gb conservd un mayor nimero de células y tdbulos sanos, sin embargo la
administracion del antioxidante no revirtid los dafios producidos sobre los tabulos
proximales, puesto que entre el grupo tratado con CCls;+Gb y el control, las diferencias
entre numero de células y tubulos sanos, fueron significativas. Cabe sefialar que,
nuevamente, al igual que en la intoxicacion aguda, las cortezas internas presentaron mayor

dafo que las externas.

Es importante mencionar que, en el grupo que recibié solo CCly, se observaron
tubulos proximales en proceso de regeneracion, caracterizados por tener un epitelio mas
bajo de lo normal y compuestos por una menor cantidad de células, las cuales se mostraban
extendidas sobre la membrana basal. Con relacion a lo anterior, y de acuerdo con Cotran et
al, (1999), la evolucion clinica de la necrosis tubular incluye una etapa de recuperacion, en
la que, afortunadamente, es posible la reconstruccion morfolégica normal, contario a lo que

ocurre en el higado, ante intoxicaciones cronicas.
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Por otra parte, ya se ha mencionado anteriormente que la lipoperoxidacion
producida por los radicales toxicos del CCl, generan una serie de alteraciones que
conducen a la muerte celular. Con base en lo anterior, el analisis histologico guarda
relacién con las alteraciones funcionales observadas en los grupos experimentales, tales
como el incremento de malondialdehido en todos los grupos experimentales, con relacion al
control, lo que significa que ante la intoxicacion cronica, el Gb, aunque disminuye la
cantidad de células y tubulos dafiados (de forma no significativa), no evita por completo el
dafio producido sobre las membranas celulares, ni la pérdida de elementos membranales,
como la TGG, efecto que coincide con la pérdida del borde en cepillo observada en todos

los tratamientos.

Es importante mencionar que, las ratas que solo recibieron Gb presentaron también
dafios similares a los encontrados en animales que recibieron CCl,. En este contexto,
algunos autores han estudiado los efectos toxicos del Gb y encontraron que el consumo
prolongado de agentes antioxidantes, produce efectos nocivos pro-oxidantes (Kleijnen y
Knipschild, 1992; Weoerdenbag y Van Beek, 1997; Bando et al, 2007). Cabe sefialar que la
descripcion morfoldgica de las cortezas renales de animales tratados solo con Gb, coincide
con el aumento de las concentraciones de malondialdehido, también medido en corteza, y
con la liberacion de TGG hacia la orina. Ademas, Chi, Xia y Fu (2007) mencionan que el
acido ginkgélico, aunque esta presente en el extracto en concentraciones muy bajas, puede

producir efectos nocivos en organismos sensibles.



10.

Conclusiones

CONCLUSIONES

Tratamiento Agudo.

v

Los radicales derivados de la biotransformacion del CCl, provocan alteraciones en
los tibulos proximales de las nefronas, que se traducen en proteinuria y enzimuria,
y ocurren como resultado de la lipoperoxidacion de las membranas celulares. La
administracion de Gb, principalmente de manera preventiva, revierte tales
alteraciones, lo cual demuestra su efecto nefroprotector.

La administracion de Gb, bajo cualquier esquema de tratamiento, incrementa el
flujo sanguineo renal.

Las alteraciones morfologicas producidas por los radicales triclorometilo y
peroxitriclorometilo, consisten en vacuolizacidon citoplasmica y pérdida del borde en
cepillo en los tabulos proximales, con mas intensidad en la corteza interna. EI Gb
ejerce su efecto nefroprotector al conservar un mayor nimero de células y tabulos
proximales sanos.

Los radicales toxicos del CCl, modifican la expresion de TNF-a, mientras que el
Gb, al ser administrado de forma preventiva, favorece un aumento de la expresion
de esta citocina, todo ello en la corteza renal.

Las alteraciones morfoldgicas producidas por el CCl, sobre el higado consisten en
necrosis centrolobulillar extendida hacia la periferia. EI Gb limita las areas
necroticas al area central y ademas disminuye las zonas dafiadas.

La administracion de una dosis Unica de CCl, modifica la expresion del gen
constitutivo GAPDH y de TNF-o. ElI Gb previene el dafio provocado por el CCl,,
observandose menores cambios en la expresion de GAPDH y de TNF-a y ademas
permite que las citocinas TNF-o e IL-6 se expresen sin cambios significativos
respecto al control. EI Gb modula la expresion de los mediadores de la inflamacion
estudiados.

Los efectos toxicos producidos por el CCl, son mas graves en el higado que en los

rifiones.
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Tratamiento Croénico.

v' La administracion de CCl, durante ocho semanas produce diversas alteraciones
funcionales en los rifiones: glucosuria, proteinuria, enzimuria y acidificacion urinaria.
El Gb solo revierte la liberacion de glucosa.

v' El dafio producido por los radicales del CCl, activa los mecanismos compensatorios
renales para mantener la FG.

v La administracion simultanea de CCl, y Gb incrementa el flujo urinario y el FSR.

<\

El CCl, incrementa las concentraciones de MDA. El Gb no revierte este efecto.

v" Los radicales triclometilo y peroxitriclorometilo producen alteraciones morfolégicas en
la corteza renal que consisten en vacuolizacion citoplasmica y pérdida del borde en
cepillo, incrementados en la corteza interna. EI Gb, no revierte estos efectos pero logra

conservar un mayor namero de células y tubulos sanos.
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