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RESUMEN

El uso de farmacos con potencial uso terapéutico, tiene como prerrequisito saber
si la sustancia de interés posee los efectos farmacoldgicos esperados y conocer sus
efectos toxicos sobre los diversos tejidos y sistemas corporales. Asi, en el estudio de
cualquier xenobidtico es importante conocer los sitios y los mecanismos de accion a
través de los cuales estas substancias ejercen sus diversos efectos bioldgicos. Los
efectos de la hormona vasopresina (AVP) sobre sus células y tejidos blanco son
mediados por al menos 3 tipos de receptores (Via, Vo ¥ V2), localizados en la
membrana celular de diversos tejidos corporales, entre los que destacan, para fines de
nuestro estudio, los tdbulos renales, algunas células del sistema inmune y los
hepatocitos. Basados en estudios de anclaje (docking) se han sintetizado varios
compuestos con posible efecto bloqueador de los receptores de la AVP entre los que se
encuentra el (3a-Acetoxi-5H-pirrolo(1,2-a) (3,1)benzoxazin-1,5-(3aH)-diona (POLI-1).
Este compuesto, es capaz de disminuir los signos clinicos de la encefalomielitis
experimental autoinmune (EEA), posiblemente a través del bloqueo de los receptores de
AVP localizados en las células del sistema inmune. Dado el potencial terapéutico del
POLI-1, es de gran importancia conocer sus posibles efectos toxicos, sobre todo en
aquellos tejidos que se sabe poseen receptores de AVP. OBJETIVO. Estudiar los
efectos toxicos agudos del POLI-1 sobre el higado, rifidn y sistema inmune.
MATERIAL Y METODOS. Se utilizaron ratas machos de la cepa Lewis. Los animales
se dividieron en los siguientes grupos: 1) CONTROL INTACTO, 2) Dimetilsulféxido
(DMSO) 100 pl/ via intramuscular (I.M.), los grupos 3), 4) y 5) recibieron una sola
dosis de POLI-1 de 4, 8 y 16 mg/kg de P.C./I.M. respectivamente. Cada grupo se
dividié en dos subgrupos de 6 animales cada uno. Cada grupo fue su propio control al
tomarse las muestras basales 24 horas antes de la administracion de las substancias de
estudio. Todos los animales fueron sacrificados a las 24 horas de las inyecciones
correspondientes. De cada grupo, al primer subgrupo se realizaron las pruebas
bioquimicas: transaminasa glutamico oxaloacética (TGO), la transaminasa glutamico
pirGvica (TGP), fosfatasa alcalina (FA), proteinas totales (PT), albumina (ALB),
glucosa (GLU), urea sérica y glucdgeno hepatico, sanguineas (formula roja, namero de
plaquetas y conteo diferencial de leucocitos) e histopatoldgicas (sangre, higado y rifion).
En el segundo subgrupo se estudiaron los efectos del POLI-1 sobre las funciones renales

(formacion de orina, consumo de agua y analisis de orina de 24 horas respectivamente).
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El grupo CONTROL INTACTO solamente se utiliz6 como referencia de los pesos de
las glandulas adrenales, bazo, timo y el glucogeno hepéatico. ESTADISTICA. Los
valores se expresaron como la Media £ EEM (error estandar de la media). El analisis se
realizd con la prueba de ANOVA de una sola cola seguido por la prueba de
comparacion de Tukey-Kramer o t-Student segin se aplique. Las diferencias
significativas fueron consideradas con una p<0.05. RESULTADOS. Las diferentes
variables estudiadas, mostraron que el POLI-1 incremento la actividad de la TGO,
disminuyd la albumina y las proteinas totales séricas, aumento el glucogeno hepatico,
disminuy6 el porcentaje del hematocrito y la concentracion de hemoglobina e indujo
cambios discretos en la histologia hepatica. La histologia hepética, sugiere que los
cambios observados pudieron deberse a: 1) los efectos toxicos del POLI-1 y 2) al efecto
bloqueador del POLI-1 de los receptores de AVP que se traduce en el incremento del
glucogeno hepético y los cambios histologicos. CONCLUSIONES. El hecho de que
solo algunas de las variables estudiadas se vieran afectadas por los efectos agudos del
POLI-1, sugiere: 1) Que los efectos agudos del POLI-1 no son muy relevantes desde el
punto de vista toxicologico. 2) El incremento en el depdsito de glucdgeno hepatico
sugiere que el POLI-1 posee un efecto inhibidor especifico sobre la glucogendlisis. Esta
observacion puede ser relevante, pues sugiere por primera vez que la AVP pudiera estar
jugando un papel sobre el control del metabolismo hepatico de los carbohidratos. 3) El
hecho de que el porcentaje del hematocrito y la concentracion de hemoglobina
disminuyeran en los animales tratados con el POLI-1, sugiere que la AVP pudiera jugar
algin papel en el metabolismo de los eritrocitos. 4) El hecho de que las variables
relacionadas con la histologia y la funcién renal no se alteraran en respuesta a las
diferentes dosis del POLI-1, indica que este compuesto no posee efectos tdxicos ni
antagonista de los receptores de AVP renales. En conjunto, los resultados muestran que
a corto plazo el POLI-1 no posee efectos toxicos significativos y sugiere que puede
intervenir en el metabolismo del glucogeno hepatico y de la hemoglobina a nivel de los

hematies.
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INTRODUCCION

1. ARGININA VASOPRESINA (AVP).

La AVP también llamada vasopresina u hormona antidiurética (ADH) (figura 1),
es sintetizada principalmente en los somas neuronales magnocelulares y parvocelulares
de los nlcleos paraventriculares y en las neuronas magnocelulares de los ndcleos
supraopticos del hipotalamo. Este nonapéptido se sintetiza a partir de una gran molécula
precursora llamada prepropresofisina, que ademas de la AVP contiene a la neurofisina
I1 'y un glucopéptido. La AVP de origen mangnocelular es transportada por los axones
del tracto hipotdlamo-neuro-hipofisiario hasta sus terminaciones nerviosas en el I6bulo
posterior de la glandula pituitaria (neurohipofisis), desde donde es secretada por
exocitosis a la circulacion general y es la responsable de los conocidos efectos
antidiurético y vasopresor (Ganong, 2005). La deficiencia de AVP neurohipofisiaria da
lugar a la situacion conocida como diabetes insipida. Por otro lado, la AVP de origen
parvocelular de los nucleos paraventriculares, es co-expresada con la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y transportadas por axones cortos que terminan en la
porcion externa de la eminencia media del hipotalamo, en donde son liberadas y
transportadas por el sistema circulatorio portal hipotdlamo-hipofisiario al 16bulo anterior
de la hipofisis, donde estimulan la sintesis y secrecion de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH). Otros efectos fisiolégicos importantes de la AVP han
sido descritos en el humano, entre los que destacan: 1) induccién de la glucogenolisis en
los hepatocitos, 2) liberacion de dos factores de coagulacién como el factor VIII y Von
Willebrand de las celulas endoteliales vasculares y plaquetas (Yamaguchi et al., 2004),
3) agregacion plaquetaria (Thibonnier y Roberts, 1985) y 4) hipertrofia del miocardio
(Casetal., 1995).

9 H NH
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La AVP se ha localizado en otros sitios del sistema nervioso como en los
nacleos supraquiasmaticos, en terminaciones vasopresinérgicas que proyectan desde los
nucleos paraventriculares al tallo cerebral y médula espinal, en donde al parecer
participan en la regulacion del sistema cardiovascular. También, la AVP se ha
localizado en testiculos, ovarios, Utero, glandula adrenal, ganglio cervical superior, bazo
y timo, sin embargo, la funcion de la hormona en estos tejidos, no ha sido establecida
(Torres y Johnson, 1997).

1.1 Tipos de receptores de AVP.

Los receptores periféricos de AVP se han clasificado segin el sistema de
segundo mensajero. En este sistema el segundo mensajero esta acoplado al receptor. La
afinidad de una serie de anadlogos de AVP cuya selectividad es mayor por un tipo de
receptor que por otro (Jard et al., 1986) ha conducido a la distincion de los receptores
del tipo V1, (también denominado V), los receptores del tipo V1, (también denominado
V3) y los receptores del tipo Va.

La subclasificacion de los receptores Vi en Vi, ¥ Vip se debe a que los
receptores de AVP de adenohip6fisis comparten un mecanismo de transduccion de sefial
con los receptores V1, clasicos y ademas, a que varios analogos de AVP con actividad
vasoconstrictora liberan ACTH.

1.2 Funcidn y localizacion de los receptores de AVP.

Los receptores Vi, median los efectos vasoconstrictores de la AVP, aunque
también se han identificado en los hepatocitos, en donde estimulan la glucogendlisis y
la sintesis de urea (Jard, 1998; Deacaux et al., 2008), y en algunos tipos celulares del
sistema inmune como monocitos, macréfagos, células B y linfocitos T CD4* CD8" y T
CD8" (Block et al., 1981; Elands et al.,1990; Hu et al., 2003; Hansenne et al., 2004); se
ha observado que la AVP participa en la activacion de los linfocitos T (Bell et al.,
1992) y reemplaza a la IL-2 para la produccion de interferon-y (INF-y) (Torres y
Johnson, 1988). Los receptores Vi, se han localizado en los corticotropos hipofisiarios
donde estimulan la liberacion de ACTH. Los receptores V, ejercen su funcion
antidiurética en las células de los tabulos colectores de las nefronas. En la tabla 1 se

muestran los diversos tipos de receptores de AVP que se han identificado, los tejidos u



organos donde se han localizado y los efectos fisiologicos que la AVP tiene sobre cada
uno de ellos.
1.3 Mecanismos de acoplamiento de los receptores de AVP.

Los receptores de AVP son proteinas de siete dominios alfa-helicoidales
transmembranales unidos por tres “loops” intracelulares y tres “loops” extracelulares,
con un extremo amino-terminal extracelular y una cola carboxi-terminal citoplasmatica
(Decaux, 2008). Los tres tipos de receptores transmembranales de AVP ejercen sus
efectos a través de la activacion de los receptores acoplados a proteinas G, en donde
activan diversas vias de sefializacion (figura 2). Asi, los receptores de AVP tipo Vi, y
V1p, acoplados a la proteina Ggu1, activan la ruta de la fosfolipasa C, tal activacion
resulta de la hidrdlisis de fosfatidilinositol y la movilizacion de calcio intracelular. Los
receptores tipo V, estan acoplados a la proteina Gs, activan la ruta de la Adenilato
ciclasa (AC) (Hansenne et al., 2004) por el incremento de la concentracion AMPCc
dentro de las células renales distales (Thibonnier, 1988); al aumentar la concentracion
del AMPc se activa la proteincinasa A en la superficie luminal de los tubulos colectores,
donde, se promueve la insercién de canales de agua de tipo acuaporina 2 (AQP-2) y

finalmente un incremento de la reabsorcion de agua (Ganon, 2005).

ViR

Canal de
insercién
HO  ge aqp-2

e

H,0

.
b

Bomba de Caicio

Figura 2. Mecanismos de acoplamiento de los receptores V; y V, de AVP. El lado izquierdo muestra
la secuencia de sefializacion del receptor tipo V, en las células principales del ducto colector renal y el
lado derecho muestra la sefializacion de los receptores tipo V.

Abreviaciones: Arginina vasopresina (AVP), Adenilil ciclasa (AC), monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc), proteina cinasa A (PKA), canal de agua regulado por AVP llamado acuaporina 2 (AQP-2),
fosfolipasa CB (PLCP), guanidin trifosfato (GTP), fosfolipasa VP (PLVP), fosfatidilinositol (4,5)-
bifosfato (PIP,), diacilglicerol (DAG), inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3), receptor inositol (1,4,5)-trifosfato
(IP3R), reticulo endopléasmico (ER), calcio (Ca*?). (Birnbaumer, 2000)



Por otro lado, se ha encontrado que el receptor V, presenta dos variantes de
RNAmM denominadas variante larga (V) y variante corta (V). Donde la variante larga
codifica para el receptor funcional mediante acoplamiento a la proteina Gs y la proteina
traducida de la variante corta es incapaz de activar la enzima adenilato ciclasa en células
transfectadas. Ambas variantes se expresan en el tubulo colector (Urra, 2003) aunque la
variante corta presenta mayor nivel de transcripcion del RNAm y su cantidad de
transcrito corresponde a un 15% de la cantidad de transcrito de la variante larga (Firsov
etal., 1994).

En el sistema nervioso central (SNC) hay receptores de AVP de tipo V,
(Hirasawa et al., 1994; Kato et al., 1995) y la expresion de su RNAm en el hipocampo
disminuye durante el desarrollo (Kato et al., 1995). Por el método de reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) el RNAmM de ambas isoformas (V22 y Vap) Y
el transcrito primario del receptor V, en rata disminuye durante el desarrollo en la
corteza cerebral frontal, el tronco cerebral y el cerebelo (en las células de Purkinje)

aunque permanece constante en el riién (Vargas, 2004).

2. EFECTOS DE LA AVP SOBRE EL SISTEMA INMUNE.

Los estudios de la participacion de la AVP en el control del sistema inmune son
escasos, sin embargo estudios de nuestro laboratorio, sugieren fuertemente la
participacion de la AVP en la regulacion de las respuestas inmunes adaptativas humoral
y celular. Asi en la rata, la lobectomia neurointermedia hipofisiaria (LNI) ademas de
inducir diabetes insipida, disminuye la severidad de los signos clinicos y el nimero de
lesiones tipicas de la encefalomielitis experimental autoinmune (EEA) (Quintanar-
Stephano et al., 2004; 2005a). Mientras que en animales LNI o hipofisectomizados
(HYPOX) la administracion de desmopresina (andlogo sintético de la AVP) causa
agravamiento de los signos clinicos e histopatoldgicos de EEA (Quintanar-Stephano et
al., 2005b). Evidencia adicional del papel de la AVP en el control del sistema inmune
esta dada por resultados en ratas intactas inmunizadas para EEA y tratadas con
antagonistas peptidicos (antagonistas derivados de la molécula de AVP) de los
receptores Vi1, de AVP, los cuales disminuyen la severidad de los signos clinicos de la
enfermedad (Quintanar-Stephano et al.,, 2006) (figura 3). Sin embargo, efectos

contradictorios se han obtenido en algunos de nuestros experimentos realizados en
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condiciones similares (usando antagonistas peptidicos de AVP en ratas inmunizadas con
EEA), en donde, se incrementa la severidad de la EEA. Aunque la causa de estos
efectos no se conoce, se han reportado resultados discordantes utilizando los mismos
antagonistas de los receptores de AVP en otros modelos experimentales. Un hallazgo
caracteristico de la administracion a largo plazo de estos antagonistas, es que,
inicialmente inducen el efecto esperado (bloqueo de los receptores de AVP), mientras
que la administracion crénica induce un efecto agonista (Goodman y Gilman, 2003;
Decaux et al., 2008).

SN
|

—e— EEA (13)
| --~=-- EEA+V1880 (10)
—~— EEA+V2138 (9)

w
|

—-x— EEA+V2255 (10)

EVALUACION CLINICA DE LA EEA
N
1

-
1

o
J

~
[l ]
=
=
[
w
=
ol
-
~
-
©

DIAS POST INMUNIZACION

Figura 3. Efecto de los receptores de la AVP sobre el desarrollo de la encefalomielitis experimental
autoinmune (EEA) en ratas Lewis. Los antagonistas peptidicos derivados de la molécula de AVP son:
V1880, V2138 y V2255. Entre paréntesis se muestra el nimero de animales de cada grupo. Los puntos
representan la media + error estdndar de la media (EEM) de los grados diarios de los signos clinicos de la
EEA durante los dias 15-17 post-inmunizacion. (Quintanar-Stephano et al., 2006).

Por el potencial terapéutico que ofrecen los farmacos con propiedades
bloqueadoras efectivas de los receptores de AVP, se han buscado alternativas en la
sintesis de compuestos de origen no peptidicos (no derivados de la molécula de AVP),

gue tengan solo efectos antagonistas sobre los diferentes tipos de receptores de AVP.

3. VAPTANES.

Recientemente se han descrito un grupo de moléculas no peptidicas, es decir,
sustancias sintéticas no derivadas de la molécula de AVP, que poseen propiedades
antagonistas de los receptores de AVP llamadas vaptanes (Tabla 1). El efecto



antagonista de los vaptanes es dado por su capacidad de competir por los receptores de
AVP sin perder su actividad antagonica. En la actualidad se han desarrollado
antagonistas especificos para los receptores Vi, Vip ¥ V2 de AVP, este hecho ha
permitido iniciar pruebas clinicas en donde se pretende controlar algunas enfermedades

relacionadas con la AVP (Decaux et al., 2008).

Tabla 1. Subtipos de receptores de AVP (Via, Vip ¥ V2), localizacion, funcion y

antagonistas no peptidicos.

Funcion Antagonista Desarrollo clinico
no peptidico
Via
Musculo liso Vasoconstriccion Relcovaptan Sindrome de Raynaud
vascular
Plaquetas Agregacion
Cerebro Memoria, adaptacion al estreés,
reconocimiento social, ritmicidad
circadiana. Regulacién de la temperatura,
regulacién de la presion sanguinea y
frecuencia cardiaca
Hepatocito Glucogenolisis y sintesis de urea
Miometrio Contraccion uterina Relcovaptan Dismenorrea, labor
Renal Estimulacion de la  sintesis de pretérmino
prostaglandinas, disminucion del flujo
sanguineo renal medular, contraccion de
las células mesangiales glomerulares
Corteza adrenal | Estimulacién de secrecion de aldosterona | OPC-21268 Hiperplasia  adrenal
y glucocorticoides (cortisol) macronodular
independiente de
ACTH
V1b
Células Liberacion de ACTH/B-endorfinas
corticotropas
hipofisiarias
Médula adrenal
Cerebro Adaptacion al estrés SSR-149415 Desdrdenes depresivos
Pancreas Liberacion de insulina
V2
Membrana Reabsorcion de agua libre (insercion de | Moravaptan Hiponatremia  (solo
basolateral de canales de acuaporina 2 en la membrana SIADH)
los tdbulos apical; induccion de la sintesis génica de | Lixivaptan Hiponatremia
colectores acuaporina 2) (SIADH, cirrosis,
renales ICC)

Conivaptan Hiponatremia, ICC

Satavaptan Hiponatremia, ICC,
cirrosis (prevencion de
la  formacion  de
ascitis).

Tolvaptan Hiponatremia, ICC,
enfermedad renal
poliquistica

Neumocitos tipo | Estimulacion de reabsorcion de sodio (a
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1 través de la activacion de ENaC)
Endotelio Liberacion de los factores VIII y Von
vascular Willebrand

Musculo liso Vasodilatacion

vascular

Abreviaturas: ACTH- Hormona adrenocortricotrépica, SIADH-Sindrome de secrecion inadecuada de la
hormona antidiurética. ICC- Insuficiencia cardiaca crénica. ENaC- Canal epitelial de sodio (Decaux, 2008).

Actualmente, el uso de los vaptanes se encuentra en etapa preclinica por lo que
su adquisicion comercial no ha sido posible. Esta situacion nos ha llevado a buscar
alternativas en los laboratorios nacionales que puedan sintetizar compuestos con

propiedades antagonistas de los receptores de AVP, una de las cuales es el POLI-1.

4. EI POLI-1.

La 3a-Acetoxi-5H-pirrolo(1,2-a) (3,1)benzoxazin-1,5-(3aH)-diona (POLI-1) es
un compuesto perteneciente a la serie del acido o-carboxilico. Esta molécula fue
sintetizada por el Dr. José Correa (2006) en el Laboratorio de Bioquimica de la ESM
del IPN.

El POLI-1 se sintetiza a partir de la reaccion del anhidrido maléico y &cido
antranilico del cual se obtiene la imida: 4-(2’-carboxi-fenilamino)-4-oxo-(Z)-2-acido
butendico, y por medio de una serie de reacciones quimicas se deriva el 3a-Acetoxi-5H-
pirrolo(1,2-a) (3,1)benzoxazin-1,5-(3aH)-diona (POLI-1) como se muestra en la figura
4. La reaccion es irreversible debido a que los grupos a,B-insaturados poseen alta
reactividad. La molécula posee un carbono quiral lo que le permite tener enantiomeros

de forma S y R (figura 5).
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4-(2-carboxi-fenilarminog-4-oxo-(2-2-acido butendico

Anhidrido rmaléico Acido antranilico

0
o0 o 60°C 5k | o 0
EN i
O

M >

+ ON& 4nhidro
Anhidrito acético  Acetato de sodio )] &
Ja-Acetoxi-aH-pirralall, 2-2) (3,1 henzoxazin-1,5-C3aH-diona
{POLI-1}

Figura 4. Sintesis del POLI-1 (Correa et al, 2006).
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Forma S del POLI-1 Forma R del POLI-1

Figura 5. Enantiomeria del POLI-1.

Fisicamente, el POLI-1 se caracteriza por ser cristales solidos de color blanco
con un peso molecular de 259 moles. Es hidrofobico, soluble en una mezcla de etanol-
agua (1:10), dimetilsulféxido (DMSO) y solventes lipidicos (Rosendo y Correa, 2009)

(comunicacion personal).

4.1 EI POLI-1y estudios de anclaje.
La presencia de anillos aromaticos y atomos de nitrégeno (figura 6) en la
molécula POLI-1 y de algunos vaptanes, son algunas de las caracteristicas que les dan la

capacidad de acoplarse a los receptores de AVP.

c O

o O
TOLVAPTAN (OPC-41061) POLI-1

Figura 6. EI POLI-1 (Correa et al., 2006) y el Tolvaptan (antagonista de los receptores de AVP no
peptidico tipo V,) (Decaux, 2008) poseen en su estructura anillos aromaticos y atomos de nitrégeno.

Con el uso de receptores Via, Vi Y V2 de AVP modelados (Slusarz et al., 2006)
y proporcionados por colaboracion con el Dr. Correa, el estudio del anclaje de la
molécula del POLI-1 simula la formacion del complejo sitio activo-inhibidor. Los
hallazgos muestran que el sitio de reconocimiento del POLI-1 es una region rica en
aminoacidos aromaticos y sugiere que posee afinidad por los tres tipos de receptores de

AVP (figura 7) debido al sistema de anillos arométicos que potencialmente pueden



unirse al sitio de reconocimiento de los receptores de AVP. Ademaés, la constante de
disociacion y energia libre de Gibbs del POLI-1 indican que este compuesto presenta

mayor afinidad y especificidad por el receptor tipo V2 que por los receptores tipo Vi, Y
V1 (Rosendo y Correa, 2009) (comunicacion personal).
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Figura 7.- Anclaje del POLI-1 sobre los receptores Vi, Vi, ¥ V, (Rosendo y Correa, 2009)
(comunicacion personal).

4.2 EI POLI-1 y metabolitos propuestos.

A continuacion se muestran cinco compuestos como posibles metabolitos del
POLI-1 (figura 8).

POLIL 2{[22]-3 Carboxipropil 2 enoil z-(2,5 dioxo-2,5-dihidro-
) amino} acido benzoico 1Hpirrol) acido benzoico



HO

OH

S Acido benzoico
32-hidroxi-5H-pirrolo[1,2-a][3,1] 1,3%hidroxi-3H-benzo[d]
benzoxazine-1,5 (3aH)dion pirrolo one epdxido

Figura 8. EI POLI-1 y sus metabolitos propuestos (Rosendo y Correa, 2009) (comunicacion personal).

Asi pues, es el potencial del POLI-1 como antagonista de los receptores de AVP
el que cobra importancia para su uso en el tratamiento de diversos trastornos

relacionados con la AVP.

4.3 POLI-1y estudios bioldgicos.

Estudios del efecto antagonista del POLI-1 sobre los receptores de AVP, usando
el modelo de EEA, indican una disminucién significativa de la severidad clinica de la
EEA (Figura 9) (Quintanar-Stephano et al., 2007).

—=— CONTROL
COCTEL SIGMA
POLI-1

EVALUACION CLIiNICA DE LA EEA

0 : 1 " 1 , ; . ; . . . .
8 10 12 14 16 18 20

DIAS POST INMUNIZACION

Figura 9. Comparacion del efecto protector contra la encefalomielitis experimental autoinmune
(EEA) de un cdctel de antagonistas de los receptores de AVP V1880, V2138 y V2255 SIGMA) (1.5
pg/kg de P.C./12 horas) y el POLI-1 (1 mg/kg de P.C./12 horas). . Los puntos representan la media +
error estandar de la media (EEM) de los grados diarios de los signos clinicos de la EEA. Los tratamientos
farmacoldgicos iniciaron una semana antes de las inmunizaciones hasta la terminacion del experimento
(20 DPI). n = 7 animales/grupo (Quintanar-Stephano et al., 2007).
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Estos estudios sugieren que el POLI-1 puede tener potencial terapéutico en
problemas de exceso de AVP y/o en el control del sistema inmune, por lo que resulta
importante profundizar en el estudio de sus efectos fisioldgicos, farmacologicos y

toxicoldgicos.

5. HIGADO.

El higado recibe un abastecimiento doble de sangre: es irrigado por la arteria
hepatica y por la sangre de la vena porta proveniente del bazo, pancreas, estomago e
intestinos, antes de pasar a la circulacién general a través de la vena suprahepatica
(Young y Heath, 2000) (figura 10).

Figura 10.- Diagrama esquematico
del higado.

A. Anatomia ordinaria del higado. B.
Loébulos hepaticos exhibiendo las
areas portales y la vena central. C.
Porcion  del I6bulo  hepatico
exhibiendo el é&rea portal, higado
entrelazado, sinusoides y canaliculo
biliar (Young y Heath, 2000).

La importancia funcional del higado radica en su gran capacidad metabdlica y
biotransformadora. Esto es, a) realiza funciones metabdlicas esenciales para el
mantenimiento de la homeostasis, b) es el primer érgano que recibe los nutrientes y

xenobidticos provenientes del sistema digestivo, ¢) se encarga de la incorporacion,
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almacenamiento y conversion metabdlica de aminoacidos, lipidos, vitaminas y
carbohidratos, y de su liberacion final a la sangre y a la bilis y d) gracias a su alta tasa
de biotransformacion convierte sustancias hidrofdébicas en derivados hidrosolubles que

pueden ser excretados en la bilis y en la orina (Drucker, 2005).

5.1 Patofisiologia.

El dafio de las células hepaticas por la exposicién aguda o cronica a diversos
agentes toxicos se caracteriza por la capacidad que estos tienen de inducir cambios
significativos en las principales funciones del higado. El dafio celular ocasionado puede
ser de diversa magnitud y dependera de la capacidad de inhibir a los sistemas de
transporte y secrecion de metabolitos, o por alteraciones en la bioactivacion o
desintoxicacion de las células, alteraciones que pueden conducir a la muerte celular vy,

si el dafio es continuo, al reemplazo de las células muertas por tejido fibroso.

-

2
Tnehe”
]

5.2 Organizacion funcional y estructural. Ao

Lobulillo
hepatico

Como se muestra en la figura 11, el

higado se divide clasicamente en 16bulos  venua portal

J
Venas
centrales

hexagonales orientados alrededor de las venas
Arteriol
hepatica

centrales. En cada una de las esquinas del
hexagono se encuentra una triada o tracto portal
gue contiene una rama de la vena porta, una _ ______ olangiolo
arteriola  hepatica y un ducto biliar,
acompariados de nervios y vasos linfaticos

(Bowman y Rand, 1984).

TRIADAS PORTALES Y
TEJIDO CONECTIVO

Figura 11. Representacion esquematica de la
organizacion estructural de los lobulillos
hepaticos (Bowman y Rand, 1984).

Entre la vena central y el tracto portal se localizan cordones de células del
parénquima hepatico o hepatocitos, los cuales reciben el flujo de sangre proveniente del
tracto portal mediante endotelios vasculares o sinusoides. Los nutrimentos Yy
xenobidticos establecen contacto con los hepatocitos a través de aperturas o

fenestraciones de los sinusoides. De la misma forma, los productos de desecho
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metabdlico y las proteinas sintetizadas por los hepatocitos son secretados a los capilares
para su drenaje a las venas centrales y de alli a la circulacion sistémica.

La heterogeneidad metabdlica en las zonas del parénquima hepatico se
manifiesta por su angioarquitectura que define el flujo sanguineo y, con ello, los
gradientes en la concentracion de oxigeno, nutrientes y sales biliares (Figura 12). La
zona 1 altamente oxigenada por su cercania al tracto portal (9-13% O,); la zona 2, de
oxigenacion intermedia, y la zona 3, cercana a las vénulas terminales o centrales, de
menor oxigenacion (4-5% O,) (Young y Heath, 2000).

Aglomerado acinar

Acino hepatico simple

't b /)
T .
&
R <
— “&nula hepatica
Zorwd e oy
_.'-i'!une E“_."- i T L
: h}t, A Acing simple Complejo acinar
,I".-: ._'".:'!'mru B
- ;.I".-_' ..'- Fonn { "
Tracto portal — -.r-!" R .

Figura 12. Vascularizacion hepética y sistema biliar. El diagrama esquematico muestra el arreglo de la
vascularizacién hepatica y sistema colector biliar. T. Tracto portal, V. Vena hepética. (Young y Heath,
2000).

Asi pues, el higado funciona como filtro de sangre removiendo nutrientes,
productos anabdlicos, catabdlicos y toxinas. Por su alta capacidad vascular, funciona
ademas como regulador del volumen plasmatico y niveles circulantes de glucosa,
colesterol y amonio, ademas de que tiene una funcion significativa en la regulacion del

balance hidroelectrolitico (Jaramillo et al., 2006).

A lo largo del acino hepatico, los hepatocitos presentan diferencias morfoldgicas
y bioquimicas, que se reflejan de manera directa en su funcion especializada. Como
resultado del gradiente de oxigeno portal-central, la mayoria de los eventos patoldgicos

y toxicoldgicos del higado muestran preferencia por la zona 1. Por ejemplo, el dafio
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periportal es causado por el alcohol alilico, mientras que el tetracloruro de carbono
(CCly) (Sokal et al., 1992) y el acetaminofén provocan mayormente dafio centrilobular
(Gregus y Klaassen, 2001).

Los hepatocitos en la zona 1 estdn adaptados para realizar actividades
oxidativas. Los procesos dominantes son la gluconeogénesis, la f oxidacion de acidos
grasos, el catabolismo de aminoacidos y ureagénesis, la sintesis de colesterol, asi como
la secrecion de acidos biliares. La alta concentracion de sales biliares en esta zona forma
bilis dependiente de sales biliares (Gumucio y Miller, 1981). La distribucion metabdlica
se acompafia por cambios anatomicos como: mayor numero de mitocondrias que
tienden a ser mas grandes, abundan los lisosomas y el aparato de Golgi, las fenestras
(poros) son mas grandes, pero menos numerosas, hay mayor cantidad de células de
Kupffer, linfocitos, células estelares y terminaciones nerviosas simpaticas (Jaramillo et
al., 2006). Hay un delgado reborde de hepatocitos vecino a las vénulas hepéticas
terminales que eliminan el amonio de la sangre, mediante la sintesis de glutamina
(Drucker, 2005).

Los hepatocitos en la zona 3 son el sitio de detoxificacion y biotransformacién

de farmacos. En esta zona se llevan a cabo procesos metabdlicos como glucolisis y la
lipogénesis. El delgado reborde de hepatocitos vecino a las vénulas centrales elimina el
amonio de la sangre, mediante la sintesis de glutamina. La formacion de bilis no
depende de sales biliares. En esta zona el reticulo endoplasmico liso (REL) es mas
abundante y los nucleos son mas grandes.
Entre la zona 1 y 3 se distribuyen el restante de los hepatocitos, con caracteristicas
morfoldgicas y bioguimicas intermedias, que constituyen la zona 2. Entre las distintas
zonas no existen barreras anatémicas y la division es arbitraria con ausencia de
marcadores zonales especificos. Los gradientes de glucosa y de oxigeno son
interdependientes y tienen efectos sobre varias enzimas. Los sensores de gradiente de
oxigeno son mediados por proteinas que contienen el heme. La diferencia en el
contenido enzimatico que se establece entre las zonas es gradual y dinamico, ademas,
cambia segun el estado metabdlico (Drucker, 2005).

La susceptibilidad de los hepatocitos a dafio por drogas se debe a que el
citocromo P-450 (enzima con gran numero de isoformas inducidas o inhibidas por
agentes quimicos determinados, y clave en la biotransfomacion y eliminacion de un

gran numero de Xxenobidticos) es responsable de la biotransformacion de fase |,
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particularmente la isoenzima CYP2EL (isoenzima de la familia del citocromo P-450
tipo 2) (Drucker, 2005). El citocromo P-450 se encuentra concentrado dentro de las
mismascélulas que contienen menor cantidad de glutation (tripéptido reductor de

relevancia antioxidante) (Gumucio y Miller, 1981),

5.3 El glucdgeno y el cortisol.

La ACTH produce la liberacion de cortisol por la corteza suprarrenal en
respuesta a estrés, ya sea fisico o mental. El cortisol promueve la sintesis de glucosa a
partir del glucgeno encontrado en muasculos o en higado, inhibe la sintesis de proteinas
de los tejidos periféricos y aumenta la degradacion de estas para que sean utilizadas
como aminoacidos (sobre todo alanina) por el higado. Los aminoacidos libres van a los
hepatocitos para: la formacion de proteinas hepaticas y plasmaticas, sintesis de enzimas
necesarias para la glucogendlisis, gluconeogénesis y glucogénesis. En condiciones de
estrés, se utilizan &cidos grasos como fuente de energia y como consecuencia se eleva la
concentracion de glucosa, aminoacidos y lipidos (Guyton y Hall, 2006). La
hipoglucemia es un activador potente del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA)
(Allende, 2001).

5.4 Los amino&cidos se pueden convertir en glucosa, oxidarse completamente o dar
origen a cetoacidos.

Tras la liberacion del grupo amino, los 20 aminoacidos se oxidan completamente
a CO, y agua. Cada aminoacido sigue una via de degradacion especifica. Sin embargo,
todas estas vias convergen en tres procesos metabolicos generales: gluconeogénesis,
cetogénesis y ureagénesis. Excepto la leucina, todos los aminoécidos pueden aportar
atomos de carbono para la sintesis de glucosa. La degradacion de todos los aminoacidos
produce la liberacion de amoniéco, que se transporta al higado, incorporado sobre todo
a las moléculas de glutamina y alanina. Una vez en el higado, se desintoxica mediante
su transformacion a urea, una molécula metabdlicamente inerte. La urea resultante de la

degradacion de las proteinas se excreta por el rifion (Levy y Berne, 2006).

5.5 Glucdgeno hepatico.
La cantidad de glucégeno en los hepatocitos esta sujeto a variaciones diurnas y
metabolicas. Se ha encontrado que en ratas Wistar de entre 230-290 g de peso corporal
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la concentracion de glucogeno hepatico es de 2.58 + 0.24 mg/100 mg de tejido himedo
(Allende et al., 2001).

Después de una ingesta rica en carbohidratos, el glucogeno es almacenado
inicialmente en la zona 1 y después mas centralmente (durante la glucogendlisis). De
cualquier modo, el glucogeno desaparece primero de la zona 3.

Se ha sugerido que el almacenamiento inicial del glucdgeno en la zona 1, se
debe a elevados niveles de glucosa-6-fosfato encontradas en estas células. En la misma
zona se encuentran las enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, que presumiblemente
determina la velocidad de sintesis del glucdgeno, asi como la fructosa-1,6-difosfatasa y
glucogeno sintetasa. Lo contrario se presenta en la zona centrilobular (zona 3), en donde
las funciones glucoliticas y de glucuronidacion son las mas importantes. Las enzimas
involucradas en estos procesos se encuentran en grandes cantidades como la pirtvico
quinasa y la glucogeno fosforilasa. En la zona 1 los depdsitos de glucogeno son grandes
agregados dentro de los hepatocitos, mientras que en las células de la zona 3 el
glucdgeno se encuentra disperso homogéneamente dentro del citoplasma (Gumucio y
Miller, 1981).

Variaciones funcionales regionales no sélo ocurren en los hepatocitos sino
también en las células no parenquimatosas como: las células estelares hepaticas, células
de Kupffer, células endoteliales, y del epitelio del ducto biliar, en las cuales el fenotipo
celular, los marcadores de superficie, la expresion de citocinas o0 mediadores inmunes, o
el contenido y tamafio de organelos, difieren de acuerdo con la distribucion regional.
Igualmente, también se observan cambios regionales en la composicion de la matriz
extracelular, presentando variaciones en el contenido de fibras de colagena, de acuerdo

con la localizacién centrilobulillar o periportal de las células que la sintetizan.

5.6 Mecanismos de toxicidad.

Las células hepaticas pueden ser vulnerables a dafios por agentes toxicos o a
diversas condiciones metabolicas. Por su alta capacidad metabdlica, la bioactivacion de
agentes toxicos y generacion de especies reactivas, el higado constituye el primer
organo de “choque” en donde actuan algunos xenobioticos (Drucker, 2005). Algunos de
estos, causan dafio a los hepatocitos debido a que son las Unicas células del cuerpo que
poseen la capacidad de incorporarlos de una manera selectiva, como la incorporacién de

faloidina y microcistina, drogas que rompen el citoesqueleto celular.
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La toxicidad de un agente quimico se presenta cuando el producto téxico final
(ya sea un producto o subproducto de su biotransformacion), reacciona con la molécula
diana, o bien, alteran el microambiente biologico en el cual opera la molécula, lo que
desencadena una serie de eventos secundarios que llevan a la disfuncion o dafio a
diversos niveles de la célula (nucleares, moléculas blanco y organelos), dafio que puede
extenderse a otros tejidos, 6rganos y aun al organismo entero. Ademas, las interacciones
entre los diversos tipos de células del higado (por ejemplo, hepatocitos, células
estelares, células de Kupffer, células endoteliales) pueden incrementar el efecto toxico
de los xenobioticos al activar mecanismos de la respuesta inmune mediada por citocinas
(Jaramillo et al., 2006).

Es sabido que la respuesta del higado a cualquier agente toxico es influida por
factores genéticos y ambientales, asi, el dafio aparece cuando los agentes toxicos estan
presentes durante un periodo determinado y en concentraciones lo suficientemente altas

para rebasar la capacidad defensiva y de regeneracion del 6rgano.

5.7 Mecanismos de dafio hepéatico.

Durante el dafio hepatico, ya sea agudo (hepatitis viral, toxinas, xenobioticos,
rechazo del higado transplantado) o cronico (alcoholismo, agentes quimicos, hepatitis
viral, desordenes metabolicos o colestasicos), las células hepéaticas se exponen a
cantidades elevadas de citocinas, acidos biliares y estrés oxidativo, lo que conlleva
generalmente la muerte de los hepatocitos, mientras que otros tipos de células, como las
estelares hepaticas, se activan y resisten la muerte celular. No obstante, el hepatocito
cuenta con algunos mecanismos protectores para prevenir la muerte celular, que van
desde sistemas enzimaticos (como la glutation S-transferasa, superéxido dismutasa),
agentes antioxidantes (como el glutation y las vitaminas E y C), y las enzimas de
biotransformacion de tipo 1y Il que inactivan agentes toxicos (Woolf, 1999). El balance

entre los mecanismos de dafio o proteccion definira el resultado final.

El higado posee un alto contenido de citocromo P-450 que puede generar
compuestos electrofilicos capaces de producir toxicidad, necrosis celular y cancer.
Dichos metabolitos reactivos son extremadamente inestables y principalmente
reaccionan en la misma célula que los forma, de ahi que el higado es afectado por un

gran ndmero de xenobidticos. Sélo cuando la formacién de metabolitos reactivos
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excede la capacidad protectora del higado ocurrirdn los cambios en los constituyentes
celulares que dan lugar a la aparicién de las lesiones tdxicas respectivas.

Uno de los mecanismos principales de dafio hepatico radica en la
biotransformacion y formacion de metabolitos reactivos que actuan como radicales
libres a partir de los agentes hepatotoxicos (la forma como inician y prolongan el dafio
tisular es motivo de estudio). Para que el agente presente toxicidad deberd afectar
moléculas de funcién critica, pues se ha visto que un numero diverso de proteinas
hepaticas pueden ser modificadas por metabolitos reactivos sin mostrar un alto grado de
toxicidad general. Uno de los efectos causados en los componentes celulares por los
radicales libres es la peroxidacion de lipidos, la cual puede afectar muchas reacciones
enzimaticas claves; el otro efecto directo de los radicales libres es mediante su union
covalente a biomoléculas funcionales lo que induce inhibicion parcial o total de su
actividad normal. Como consecuencia de la ruptura peroxidativa de los lipidos de
membrana, hay disminucion en la fluidez de la membrana plasmatica con el
consiguiente deterioro en la actividad de las proteinas embebidas en ella. En las
membranas de los organelos subcelulares la alteracion de las funciones mitocondriales
ocurre probablemente a través de la oxidacion de los nucledtidos de piridina y la
alteracion en la incorporacion de calcio, mientras que en el reticulo endoplasmico se
presentan afectaciones en la actividad del citocromo P-450 y de la glucosa 6-fosfatasa.
La membrana de los lisosomas también es afectada provocando su ruptura, con la
consecuente liberacién de enzimas hidroliticas y el agravamiento del dafio celular
(Jaramillo et al., 2006).

Entre los dafios subcelulares mencionados, la disfuncion mitocondrial se
considera uno de los mecanismos mas importantes de hepatotoxicidad. En eventos
como el estrés oxidativo, la isquemia/reperfusion, exposicion al factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), sobrecarga de calcio, y una variedad de toxicos, los cambios en
las propiedades de la membrana mitocondrial se relaciona con la muerte celular por
necrosis o apoptosis. EI mecanismo molecular propuesto para este fendmeno es una
disminucion en NAD(P)H, un incremento en el calcio libre, y de especies reactivas de
oxigeno, lo que promueve los cambios membranales antes mencionados, permitiendo la
entrada de solutos, desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (con la consecuente
disminucion de ATP), y liberacion del citocromo c, proteinas proteoliticas y proteinas
proapoptoticas presentes en el espacio intermembranal (Treinen, 2001).
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Ademas de los componentes electrofilicos, responsables directos del dafio, se
han propuestos otros mecanismos celulares que bajo ciertas condiciones contribuyen a
la induccion del dafio. Por ejemplo, el éxido nitrico (NO) (participa en el intercambio de
sefiales entre los hepatocitos y las células inmunes) define el dafio o la proteccion del
hepatocito al inhibir la activacion de la apoptosis. El balance entre el dafio o la
proteccion define la respuesta homeostéatica al agente toxico (Gardner et al., 1998),

Otros mecanismos que modulan la respuesta del hepatocito al dafio se basan en
la sefializacion intracelular. Una vez efectuado el dafio hepéatico se activan rutas de
transduccion de sefiales acopladas a receptores, proteincinasas activadas por mitdgeno y
la sefializacion por Fas, asi como la generacién de segundos mensajeros tales como la
ceramida y el oOxido nitrico. El resultado final es la activacion de factores de
transcripcion tales como la proteina activadora-1, c-Myc, o el factor nuclear Kappa-b y

la expresion de otros agentes de estrés (Jaramillo et al., 2006).

5.8 Regeneracion de los hepatocitos.

Uno de los mecanismos mas importantes en la proteccion de las funciones
hepéaticas es su capacidad regenerativa. El proceso de regeneracion presenta un
mecanismo dinamico de proliferacion celular compensatorio que responde a los
estimulos provenientes de la toxicidad aguda. Asi, después del dafio por necrosis o de la
hepatectomia parcial, los hepatocitos se replican de una manera casi sincronica para
compensar la disminucién en la masa funcional. Los hepatocitos adultos participan en la
regeneracion hepatica a través de divisiones mitoticas de las células mononucleadas o
por la citocinesis de celulas binucleadas después de la replicacion del ADN. La
regeneracion hepatica secundaria a dafio toxico se produce después de la muerte celular
extensiva. La diferencia entre este tipo de regeneracion hepatica y la producida por la
hepatectomia esta dada por los tiempos en los que se sucede la replicacion celular.

En condiciones normales estas células se encuentran quiescentes o en reposo, lo
que indica que los mecanismos de represion de la replicacién se encuentran fuertemente
activos y se pierden tan pronto el higado sufre dafio fisico o quimico. Sin embargo,
cuando el hepatocito estd afectado como sucede en la enfermedad de higado graso
alcohdlico, el alcohol interfiere con la regeneracion hepatica y, a pesar de generar el
estimulo para la proliferacion después de la ingesta de alcohol y la consecuente muerte
celular, el resto de los hepatocitos adultos sobrevivientes no pueden replicarse.
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La reparacion tisular es compleja y se desarrolla en diversas etapas gobernadas
por moléculas de sefalizacion celular tales como citocinas, quimiocinas, factores de
crecimiento y receptores nucleares que son los que determinan la expresion de genes

promitogeénicos y la division celular (Jaramillo et al., 2006).

5.9 Transaminasa glutdmico piravica (TGP).

Es también llamada alanino aminotransferasa (ALT), es una enzima que
transfiere grupos aminos entre la L-alanina y glutamato que se encuentra en necesidades
fisiologicas. En el higado se presenta principalmente y en grandes cantidades aunque en
pequefias cantidades en el corazén, muasculo y rifion. Cuando el higado es dafiado o se
inflama los niveles de esta enzima se elevan en sangre.

En la rata la concentracion sérica de TGP (UI/L) en machos va de 17.5 a 30.2
(Gad y Chengelis, 1992).

COOH - CH - CH, COOH - C - CH,- CH, - COOH
| Il
NH, 0]
L-Alanina (aminoéacido) Alfa —Cetoglutarato

TGP l T B Transaminacion

COOH - C - CH3 COOH - CH - CH,- CH, — COOH
Il I
0] NH,
Piruvato (cetoacido) Glutamato

Figura 13. Transaminasa glutdmico piravica (TGP) y catabolismo de aminoécidos.

5.10 Transaminasa glutamico oxaloacética (TGO).

Es también llamada aspartato aminotransferasa (AST), esta enzima cataliza la
transferencia de grupos amino y ceto entre el aspartato (o-animoéacido) y oxaloacetato
(0-cetoacido). Se encuentra en citoplasma y mitocondrias del higado y otros tejidos
corporales como corazén, mdasculo, rifion, cerebro y pulmones. Cuando un tejido
corporal u 6rgano tal como el higado o el corazon son dafiados, la AST adicional es
liberada a la sangre. La cantidad de AST en sangre es directamente relacionada a dafio
tisular. Los niveles de suero de AST se elevan en algun grado en al menos todos los
tipos de dafio hepatico aunque en algunas causas no hepaticas tambien se eleva. En rata
la concentracion serica de TGO esté entre 45.7 y 80.8 UI/L (Gad y Chengelis, 1992).
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Figura 14. Transaminasa glutdmico oxaloacética (TGO) y catabolismo de aminoécidos.

5.11 Sefal de lesion hepética.

La sefial de lesion hepatica tradicionalmente utilizado es la elevacion TGP o
ALT. Sin embargo, esta enzima no es un marcador especifico y no representa
necesariamente dafio hepatico ya que en muchos casos su elevacion retorna a la
normalidad a pesar de continuar con la administracion del xenobi6tico debido a la
tolerancia adaptativa como ocurre con la isoniazida (Navarro y Senior, 2006).

En 2001 la FDA vy la Asociacion Americana para el Estudio de Enfermedades
Hepaticas definieron como dafio hepatico el aumento de los niveles de TGP mas de tres
veces el limite superior del rango normal y de una fosfatasa alcalina (FA) de méas de dos
veces el limite superior de la normalidad, o un aumento de la bilirrubina total (BT) de
mas de dos veces el limite superior de la normalidad si van asociadas a cualquier
elevacion de la TGP o FA. Esto es:

1) TGP > 3 veces limite superior normal con FA > 2 veces limite superior normal.
2) BT > 2 veces limite superior normal asociada a cualquier elevacion de TGP o FA.

Se indica dafio hepatico a las elevaciones en los niveles séricos de enzima (TGP,
TGO y FA), mientras que los incrementos en los niveles de BT vy bilirrubina conjugada
(BC) indican la funcion hepatica. Los niveles de BT o BC (bilirrubina directa o unida a
acido glucurédnico) refleja la capacidad del higado para hacer el pasaje de la bilirrubina
del plasma a la bilis. Otros parametros de funcion hepatica es la sintesis de proteinas,
como la concentracién de albdmina (ALB) y el tiempo de protrombina (TP).

Los patrones de dafio hepatocelular se caracterizan por una elevacion inicial y de
predominio de la TGP y pueden evolucionar a la insuficiencia hepatica aguda, en

cambio los patrones de dafio colestasico, se caracterizan por un aumento en primer lugar
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de los niveles séricos de FA y raramente evolucionan a la insuficiencia hepatica aguda.
Estos patrones de lesion no se excluyen mutuamente y pueden ser mixtos o intermedios.

El TP es util para vigilar la funcion hepatica de los pacientes con insuficiencia
hepatica aguda ya que pueden detectarse anomalias a las pocas horas del dafio hepatico,
aunque la vida media de los factores de la coagulacion es menor en comparacion con
otras proteinas como la albumina (Johnston, 1999).

En rata las concentraciones sanguineas de glucosa esta entre 50 y 135 mg/dL, la
de proteina total esta entre 4.70 y 8.15 g/dL y la de albumina esta entre 2.70 y 5.10 g/dL
y la actividad de la fosfatasa alcalina esta entre 56.8 y 128 UI/L, (Gad y Chengelis,
1992).

Es importante reconocer el patron de dafio hepatico, ya que ciertos farmacos
tienden a crear lesion predominantemente de acuerdo a un patron u otro, ademas no son

mutuamente excluyentes, y un patron mixto de lesién puede ocurrir en muchos casos.
6. RINON.

La integridad funcional de los rifiones es esencial para el mantenimiento de la
homeostasis (Bowman y Rand, 1984). Entre sus funciones esta: a) la regulacion del
equilibrio hidroelectrolitico, b) excrecion de productos de desecho derivados del
metabolismo celular, ¢) regulacién de la presion arterial a través del sistema renina-
angiotensina, d) reabsorcion de sustancias Utiles para las células como la glucosa y los
aminoacidos, €) participacion en la regulacion del equilibrio acido-basico y f)
eliminacién de xenobidticos, algunos de los cuales pueden dafiar la estructura y por lo
tanto las funciones renales. Al igual que en el higado, los dafios causados por los

xenobioticos pueden ser reversibles o irreversibles Capsula
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. medular L—‘n ‘; “".:-‘
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externa llamada corteza y la interna llamada medula

(figuras 15A y 15B). La corteza tiene apariencia
Figura 15A.- Estructura del rifion

granular, mientras que la médula esta compuesta por las | (Young y Heath, 2000).
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[lamadas piramides renales (8-18 en el humano y una
en la rata) (Young y Heath, 2000).

___________

Médula interna

__________________

Figura 15 B.- Organizacion del sistema vascular del rifion y organizacion de la nefrona.

Numeracidn y abreviaturas: 1, Arterias interlobulares; 1a, venas interlobulares; 2, arterias arciformes; 2a,
venas arciformes; 3, arterias interlobulillares; 3a, venas interlobulillares; 4, vena estrellada; 5, arteriolas
aferentes; 6, arteriolas eferentes; 7a, 7b, redes capilares glomerulares; 8, vasos rectos descencentes; 9,
vasos rectos ascendentes. A la izquierda se representa una nefrona superficial y a la derecha una nefrona
yuxtamedular (YM). El asa de Henle comprende la porcién recta del tibulo proximal (TP), la rama fina
descendente (RFD), la rama fina ascendente (RFA) y la rama gruesa ascendente (RGA). B, Céapsula de
Bowman; CCC, conducto colector cortical; CCME, conducto colector medular externo; CCMI, conducto
colector medular interno; MD, macula densa; P, pelvis; TD, tubulo distal. (Berne y Levy, 2006).

La unidad bésica estructural y funcional de los rifiones es la nefrona, formada
por un sistema de filtracion de plasma, Ilamado glomérulo, y un sistema tubular largo
dividido en varias porciones, por donde fluye el filtrado glomerular. Cada segmento del
sistema tubular presenta funciones particulares de reabsorcion y secrecion de diversas
sustancias incluyendo los xenobidticos El producto final de las funciones de la nefrona
es la formacion de la orina. Los nombres de las diversas porciones tubulares de la
nefrona son: tubulo contorneado proximal, asa de Henle, tabulo contorneado distal y
tubulo colector (Goodman y Gilman, 2003). (figuras 15B y 16). Estas divisiones se

basan en la morfologia de las células epiteliales de la nefrona (figura 16).
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Figura 16.-. Diagrama esquematico de la ultraestructura celular de las nefronas. Internet (Junqueira y
Carneiro, Basic Histology, a text and atlas, p. 393, Figure 19-16) (modificado).

6.2 Organizacion bésica de la nefrona, sistema colector y vasculatura renal.

La formacion de orina ocurre a lo largo de la nefrona por tres procesos: a)
ultrafiltracion del plasma por el glomérulo (filtracion glomerular), b) reabsorcion de
agua y solutos desde el ultrafiltrado (reabsorcion tubular) y c) secrecion de solutos hacia
el liquido tubular (secrecion tubular). Estos procesos se desarrollan de manera continua
y simultanea (Berne y Levy, 2006).

La regulacion hormonal de las funciones renales es de vital importancia para la
formacion de orina. Entre las hormonas mas importantes se encuentran la aldosterona y
otras hormonas esteroideas, la eritropoyetina y la hormona antidiurética.

6.3 Insuficiencia renal producida por xenobio6ticos.
La isquemia renal induce alteraciones funcionales, que dependiendo de su
intensidad y duracion, produciran diversos grados de lesion, los cuales pueden ser

reversibles o irreversibles. Asi, la reduccion prolongada del flujo sanguineo disminuira
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la tasa de filtrado glomerular la cual puede ser de aparicion brusca, dando lugar a lo que
se conoce como insuficiencia renal aguda (IRA), o bien desarrollarse paulatinamente
para convertirse en un problema cronico, dando lugar a la insuficiencia renal cronica
(IRC) (Jaramillo et al., 2006). En la Tabla 2 se resumen los tipos de insuficiencia renal,
sus causas mas frecuentes, los mecanismo involucrados en su desarrollo y los agentes

nefrotoxicos mas comunes que las producen.

Tabla 2.- Caracteristicas generales de la insuficiencia renal y ejemplos de

xenobidticos que la producen.

INSUFICIENCIA PATOGENIA MECANISMO AGENTES
RENAL INVOLUCRADO NEFROTOXICOS
a)Aguda Hipoperfusion/hipofiltracion | Vasoconstriccién renal | AINES
Lesion glomerular Medios de contraste
radiograficos
Necrosis tubular aguda Acetaminofeno
Lesién tubular directa Metales pesados
Bloqueo del flujo del Medios de contraste
filtrado glomerular Obstruccion radiograficos
Nefritis tdbulointersticial intratubular B-lactamicos, AINES,
Inmunitario, tetraciclinas
inflamatorio
b)Crénica Nefritis tGbulo intersticial | Inmunitario, Cisplatino, Litio,
cronica inflamatorio Cadmio, Plomo
Necrosis papilar AINES
Isquemia, lesion celular

Abreviatura: AINES: Anti inflamatorios no esteroideos (Jaramillo et al., 2006).

6.3.1 Insuficiencia renal aguda (IRA).

La IRA es un sindrome caracterizado por el deterioro rapido de la funcién renal,
que origina la acumulacion de sustancias nitrogenadas, junto con otras manifestaciones
que incluyen alteraciones en la regulacion de electrolitos, equilibrio acido-base, balance
de liquidos y oliguria. De acuerdo con la ubicacion de la causa, la IRA puede ser de tres

tipos: a) prerrenal, b) parenquimatosa, y c) postrenal.

6.3.1.1

insuficiencia renal y puede ser causada por hipotension sistémica o hipovolemia. En

IRA prerrenal (azoemia prerrenal). Es la forma méas frecuente de
ambos casos, ocurre una disminucion en la presion de filtracion glomerular. De manera

general, en estos casos no ocurre lesion histologica, por lo que al corregir la causa

desencadenante se recuperan las funciones renales.
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6.3.1.2 IRA parenquimatosa. El dafio agudo de los rifiones puede originar necrosis
tubular aguda (NTA). La necrosis puede ser producida por diversos grados de isquemia
secundaria a la accion de sustancias toxicas sobre las células tubulares que causan dafio
estructural (IRA nefrotdxica) y secundariamente por alteraciones en las funciones
glomerulares y del sistema capilar peritubular. Las lesiones, dependiendo del dafio,
pueden ser reversibles una vez que se han eliminado los agentes nefrotoxicos.

Las células de los tabulos proximales son mas propensas al dafio producido por
la isquemia, debido a que su metabolismo depende exclusivamente de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial para la sintesis de ATP. La isquemia celular produce
alteraciones en el transporte de iones y en la integridad de las membranas, conduciendo
a la necrosis celular. Las funciones de las células epiteliales se alteran durante la
isquemia, sin embargo, las lesiones mediadas por los radicales libres son mayores
durante la perfusion y la reoxigenacion del tejido.

Los agentes nefrotdxicos se concentran en la luz tubular debido al proceso de
absorcion tubular de agua, por lo que la porcion luminal de las células tubulares quedan
expuestas a elevadas concentraciones de estas sustancias. La accién xenobiotica
dependerd de la naturaleza del tdxico, de su concentracién, de la duracion de la
exposicion, asi como de otras condiciones como la afinidad de estos compuestos por los
diferentes componentes celulares.

En algunos casos, los xenobidticos interfieren con la secrecion normal tubular de
aniones y cationes organicos debido a que tienen la propiedad de unirse al epitelio
tubular, interfiriendo con los sistemas de secrecion tubular. Por ejemplo: el cadmio

(Kim et al, 1998), el antioxidante etoxiquina y el insecticida organofosforado paration.

6.3.1.3 IRA postrenal (obstructiva). Se produce por la obstruccion de las vias
urinarias en el trayecto que va de la pelvis renal a la uretra. En este caso, la acumulacion
de orina aumenta retrogradamente la presion intraluminal de los tabulos de la neurona,

lo que disminuye la tasa de filtracién glomerular.
Por otra parte, durante la falla renal aguda, la union corticomedular ha sido

identificada como un lugar particularmente susceptible de dafio (princialmente la

porcion descendente del tabulo proximal y la porcién medular ascendente gruesa del asa
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de Henle) debido a que es una zona de alta actividad metabdlica (por la reabsorcion
activa de sodio), flujo sanguineo y tension de oxigeno bajos.

6.3.2 Insuficiencia renal cronica (IRC).

Muchas formas de dafio renal agudo progresan hacia la insuficiencia renal
cronica. A diferencia del dafio renal agudo, el dafio renal crénico frecuentemente es
irreversible y se caracteriza por destruccion progresiva de las nefronas, acompariado de
hipertrofia estructural y funcional de las nefronas restantes. Los cambios adaptativos del
sistema vascular generan aumento de la presion en los capilares glomerulares y, en
consecuencia, se incrementa también la presion neta de filtracion. Otras caracteristicas
de la adaptacion son el aumento del volumen glomerular asi como la longitud y
diametro tubular, especialmente de la porcion proximal. Sin embargo, estas
adaptaciones no son efectivas a largo plazo porque predisponen al aumento de trabajo y
a la esclerosis de los glomérulos menos afectados, lo que a su vez conduce a su
destruccion final.

El impacto final de la IRC es el deterioro de las funciones de los diversos
sistemas organicos debido al acumulo de los diversos productos finales del
metabolismo. Por otra parte, la insuficiencia renal suele acompafiarse de malnutricion
grave, alteraciones del metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas, asi como el
uso ineficiente de la energia.

El balance del sodio se puede mantener normal hasta las etapas tardias de la
IRC. Los rifiones también son capaces de mantener el equilibrio normal de agua, aunque
con la insuficiencia disminuye su capacidad para concentrar la orina causando poliuria.
La eliminacion urinaria de potasio aumenta a causa de la disminucion de la reabsorcién
tubular. En fases avanzadas de la IRC, se puede mantener la concentracion normal de
potasio plasmatico, sin embargo, como en el caso del sodio, existe muy poca reserva
renal para adaptarse a los cambios de consumo de potasio en la dieta.

Cuando la tasa de filtrado glomerular es muy baja, se alteran los mecanismos
renales para el mantenimiento del equilibrio acido-basico, en la que prevalece el pH
bajo. En fases avanzadas de la IRC, la acidosis renal se debe a la retencion de fosfatos,
sulfatos y otros aniones. El avance hacia la insuficiencia renal crénica se relaciona

principalmente con procesos fisiopatologicos desencadenados por la lesion inicial.
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6.4 Sitios de dafio y acciones nefrotdxicas de los xenobioticos.

Algunos xenobidticos pueden actuar en sitios especificos de la nefrona y afectar
de manera selectiva su estructura o funcion. El dafio selectivo es un fendmeno complejo
que puede ser atribuido a diferentes causas, entre ellas, las diferencias del flujo
sanguineo regional, el transporte y acumulacion de los xenobidticos en las células, la
reactividad de los receptores celulares, el equilibrio de reacciones de bioactivacion-
destoxificacion, el metabolismo energético y la eficacia de los mecanismos de

regeneracion y reparacion celular (Jaramillo et al., 2006).

6.4.1 Sitios de dafio.

6.4.1.1 Glomérulos. Los xenobioticos pueden funcionar como haptenos al fijarse,
mediante interacciones electrostaticas, a las cargas anidnicas de los capilares
glomerulares, lo que desencadena la formacion de anticuerpos por el sistema inmune.
Luego, las reacciones de los anticuerpos con los antigenos de superficie celular
conducen a la formacion de depdsitos inmunitarios, respuesta inflamatoria y dafio

glomerular.

6.4.1.2 Tubulos proximales. Son el sitio con mayor frecuencia de dafio renal por los
xenobioticos. Esto se debe parcialmente a la acumulacion selectiva de las sustancias
quimicas en este segmento de la nefrona. La secrecidn de aniones, cationes organicos,
transporte celular de metales pesados y sustancias conjugadas con glutation (GSH)
permiten su acumulacion en las células tubulares proximales (Fowler, 1996; Tang y
Shaikh, 2001). La reactividad de los xenobioticos con los blancos moleculares
subcelulares determina su toxicidad. Ademas, la bioactivacion de sustancias por el

citocromo-P450 se realiza principalmente en este segmento de la nefrona.

6.4.1.3 Asa de Henle, tabulos distales y tubulos colectores. EIl dafio producido por
los xenobidticos a las estructuras mas lejanas de los tubulos es poco frecuente. En estos
sitios, los cambios funcionales se manifiestan principalmente como alteraciones del
transporte de sodio y de la capacidad de concentracion y acidificacion de la orina.
Cuando el filtrado glomerular alcanza la porcion medular del tubulo colector, la urea se
mueve hacia el intersticio de las piramides aumentando la osmolalidad. En el tubulo

colector, la absorcion de agua es facilitada por la AVP, afectando secundariamente las
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concentraciones de urea en el intersticio medular. Por el contrario, cuando el liquido
tubular llega a los tubos colectores medulares muy diluidos, en ausencia de vasopresina,
la urea se mueve desde el intersticio hacia el lumen tubular, lo que disminuye el
gradiente osmotico en el intersticio de las pirdmides. La cantidad de urea en el
intersticio medular y en la orina varia con la cantidad de urea filtrada y esto varia con la
ingesta dietética de proteinas. Por tanto, una dieta abundante en proteinas incrementa la
capacidad de los rifiones para concentrar la orina (Jaramillo et al, 2006).

En los tabulos distales hay dos porciones: la cortical y la medular, a través de las
cuales el filtrado pasa desde la corteza a la pelvis renal. Los cambios en la osmolalidad
y el volumen de agua que se reabsorbe en los conductos colectores dependen de la
cantidad de AVP que actla sobre dichos tubulos. La AVP proveniente de la hipdfisis
posterior incrementa la permeabilidad de los tibulos colectores al agua. La AVP induce
en la porciéon medular antidiuresis maxima; el filtrado glomerular en este punto es
hipotonico, por lo que en presencia de AVP, el agua se mueve al espacio intersticial
desde donde pasa a los capilares peritubulares, produciéndose asi una orina concentrada.
De lo contrario en ausencia de AVP, el epitelio de los tdbulos colectores resulta
impermeable al agua y por tanto el liquido permanece hipotonico fluyendo asi grandes
cantidades de filtrado a la pelvis renal en forma de orina diluida (Bowman y Rand,
1984).

Es importante mencionar que existen diferentes tipos de diurésis como la
diurésis acuosa y osmdtica. Entre los farmacos que producen toxicidad aguda en las
partes mas distales de la nefrona se encuentran la anfotericina B, el cisplatino y el
metoxifluorano. Estos medicamentos inducen poliuria resistente a la accion de la
hormona antidiurética.

Otros compuestos que producen efecto diurético son los que se muestran a

continuacion:
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Figura 17.- Resorcion de los constituyentes del liquido tubular en la nefrona y probables lugares de
accion de las principales clases de diuréticos. El transporte activo de constituyentes de liquido tubular esta
indicado por -+- . (Bowman y Rand, 1984)

Los rifiones pueden ser dafiados de manera aguda o cronica por muchos
xenobidticos, los cuales actuan de diferentes maneras. En la tabla 3 se presentan algunos

de los mecanismos generales de dafio producidos por estas sustancias.

Tabla 3.- Sitios de dafio y mecanismos generales de nefrotoxicidad de los

xenobidticos.

MECANISMOS DE SITIOS DE DANO XENOBIOTICOS

NEFROTOXICIDAD

AINES

1) Alteraciones del flujo
sanguineo renal

Las sustancias quimicas pueden afectar la
reactividad de los vasos sanguineos, alterando
el FSR y disminuyendo la VFG

Bloquean la sintesis de
prostaglandinas

vasodilatadores en los
rifiones

2) Accidn toxica en las | Los xenobi6ticos entran en contacto con las | Aminoglucosidos

células tubulares células tubulares mediante procesos de | Micotoxinas

reabsorcion y secrecion. Asi, pueden dafiar:
organelos, enzimas, la sintesis de ATP, etc., y
generar dafio funcional o muerte celular

Metales pesados
Tetracloruro de carbono

3) Dafio inmunolégico

Al actuar como haptenos, las sustancias
quimicas pueden dafiar los glomérulos y las
células intersticiales

Meticilina
Rifampicina

4) Obstruccion de
tibulos o ureteros

Los xenobioticos pueden precipitarse y formar
cristales en la luz de los tubulos de la nefrona
o en los ureteros, al concentrarse la orina o

Sulfonamidas
Metisergida
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cambiar el pH del filtrado glomerular

5)Accion cancerigena Algunas sustancias o sus metabolitos pueden | Paracetamol
generar cancer Aflatoxinas

Abreviaturas. FSR: Flujo sanguineo renal, VFG: velocidad de filtracion glomerular y AINES: Anti
Inflamatorios no esteroideos (Jaramillo et al., 2006).

6.4.2 Dafo renal por los xenobioticos.
El dafio renal por los xenobioticos puede ocurrir por diferentes mecanismos

(Jaramillo et al., 2006), entre los que se encuentran:

6.4.2.1 Estrés oxidativo y sustancias alquilantes. Algunos xenobidticos son
biotransformados en intermediarios reactivos (agentes alquilantes) capaces de producir
dafo celular. Los metabolitos con deficiencia de electrones (electrofilos) se unen
covalentemente a compuestos nucledfilos (con alto contenido de electrones) de las
células, como proteinas y lipidos. Esto interfiere la actividad bioldgica de las
macromoléculas iniciandose asi el dafio celular. Ademas, ciertas sustancias pueden
inducir estrés oxidativo al aumentar la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), como el anion superdxido y los radicales hidroxilo. Las ERO reaccionan con
diversos componentes de las células induciendo dafio toxico por mecanismos como: 1)
peroxidacion de lipidos, fendmeno que modifica la fluidez, permeabilidad y el
transporte membranal, 2) inactivacion de enzimas de oxidacion de grupos sulfidrilo o
amino de las proteinas de membrana, 3) despolimerizacion de polisacaridos y 4) rotura
de cromosomas Yy filamentos de ADN. Cada uno de estos mecanismos puede producir

lesion o muerte celular.

6.4.2.2 Alteracion del volumen celular y la homeostasis de iones. Algunos tdxicos
pueden alterar el volumen de agua y la concentracién intracelular de iones al interactuar
con la membrana plasmatica alterando su permeabilidad iénica o inhibiendo la
produccidn de energia; por ejemplo, la pérdida de ATP disminuye o inhibe la funcion de
los transportadores ionicos a través de la membrana, por ejemplo, cuando disminuye la
concentracion intracelular de ATP, disminuye también la actividad de la Na* K-
ATPasa, lo que genera salida de iones de K*, entrada de iones de Na* y CI” lo que causa

tumefaccion y lisis celular.
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6.4.2.3 Modificacion del citoesqueleto y la polaridad celular. Algunas sustancias
dafian la membrana plasmatica mediante: 1) pérdida del borde en cepillo, 2) formacion
de vesiculas y 3) alteracion de la polaridad. Esto puede ser causado por los xenobioticos
que acttan en los componentes del citoesqueleto y por interacciones entre este y la
membrana plasmaética, por alteraciones del metabolismo energético y alteraciones de la
homeostasis del Ca*? y de los fosfolipidos.

6.4.2.4 Alteracion de las mitocondrias y los lisosomas. Ciertos xenobi6ticos producen
disfuncion de las mitocondrias, lo que dafia los procesos celulares que dependen de
ATP. A su vez, los lisosomas son el blanco de diversas sustancias que inducen dafio
celular al romper su membrana y liberar enzimas proteoliticas. La liberacién de
proteasas (hidrolasas) hacia el citosol degrada sustratos como proteinas de membrana y
del citoesqueleto, lo que puede conducir a la muerte de la célula. Entre las sustancias

que afectan a los lisosomas se encuentran los aminoglucdsidos y la gasolina sin plomo.

6.4.2.5 Cambio en la concentracién de calcio intracelular. El calcio (Ca*?) participa
en diversas funciones celulares. Su concentracion en el citoplasma se mantiene en
contra de un gradiente de concentracion muy grande (10,000:1) por medio de bombas y
canales localizados en la membrana plasmatica y en el reticulo endoplasmico. El
aumento de concentracién del Ca*? libre intracelular activa fosfolipasas y proteasas,

ademas, puede producir alteraciones de la estructura y funcion del citoesqueleto.

6.4.2.6 Activacion de las fosfolipasas. Se ha sugerido que la activacion de la
fosfolipasa A, (PLA;), familia de enzimas que hidrolizan el enlace acilo de los
fosfolipidos, generan acido araquidonico y lisofosfolipidos que poseen actividad toxica
para las ceélulas, al alterar la permeabilidad de la membrana y desacople de la
respiracion mitocondrial. Sin embargo, la participacion de la PLA; en el dafio celular es
controvertida, ya que no es claro si los cambios en la actividad de la enzima son causa

de lesion y muerte celular, o consecuencia de las mismas.

6.4.2.7 Activacion de las endonucleasas. Se ha postulado que su activacion participa
en la muerte celular. Después de la isquemia renal se ha observado la formacion de

estructuras escalonadas en el ADN, un marcador de activacion de endonucleasas, lo que
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se ha relacionado con necrosis celular en rifiones isquémicos de ratas y segmentos de

tubulos proximales de nefronas aisladas luego de un estado de hipoxia.

6.5 Xenobidticos nefrotoxicos.

Los metales pesados, los hidrocarburos halogenados, los destilados del petroleo,
las micotoxinas y diversos medicamentos, son algunas de las muchas sustancias que
afectan adversamente a los rifiones. Muchos de estos compuestos también ejercen
acciones nocivas en otros érganos y tejidos (Raucy et al., 1993). En el tabla 4 se
presentan algunos efectos renales toxicos causados por xenobidticos y sus mecanismos

de accion.

Tabla 4. Efectos renales toxicos producidos por los xenobioticos

EFECTOS RENALES

CAUSAS

Aumento volumen urinario
Disminucion de la osmolalidad

Alteraciones de la capacidad de los rifiones para
concentrar orina (posible deficiencia de ADH). Ejemplos:
colchicina, vinblastina y vincristina

Glucosuria (aumento de la concentracién
de glucosa en orina)

Dafio producido por los xenobidticos sobre la reabsorcion
proximal de glucosa. Ejemplos: metales pesados y
tetraciclinas caducas

Albuminuria (presencia de albimina en la
orina)

Dafio en los capilares glomerulares (permeabilidad
aumentada). Ejemplo: cadmio

Excrecion urinaria de proteinas de peso
molecular bajo (B,-microglobulinas)

Lesién en las células de los tlbulos proximales. Ejemplos:
aminoglucésidos

Aumento concentraciones de urea Yy
creatinina en la sangre

Disminucién de la velocidad de filtracion de la sangre en
los glomérulos. Ejemplo: cromo

(Jaramillo et al., 2006)

Es importante aclarar que el aumento de las concentraciones séricas de urea y
creatinina no necesariamente reflejan dafio renal, ya que también se presentan en
estados de deshidracién y cuando aumenta el catabolismo de las proteinas.

En ratas macho la urea sanguinea esta entre 5 y 29 mg/dL, la concentracion de
albimina (ALB) esta entre 2.70 y 5.10 g/dL (Gad y Chengelis, 1992).

En el tabla 5 se describen algunas enzimas cuyas alteraciones indican dafio renal

por xenobidticos.
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Tabla 5. Enzimas utilizadas en estudios de nefrotoxicidad

SITIO DE DANO SUSTANCIA TOXICA ENZIMA
Glomérulos Anticuerpos anti-membrana basal Calicreina
Tdbulo proximal Cloruro mercdrico Fosfatasa alcalina
Cadmio y-glutamiltranspeptidasa
Tubulo distal Folatos Lactato deshidrogenasa
Papila Etileneimina N-Acetilglucosaminidasa

(Bach et al., 1982)

7. LA SANGRE.

La sangre contiene un 78% de agua y un 22% de elementos solidos. En ella se
distinguen elementos formes en los que se incluyen los hematies, leucocitos y plaquetas
y un elemento liquido, el plasma de color ambar y transparente, formado en un 90% de
agua. En él se encuentran una gran diversidad de sustancias, como proteinas, vitaminas,

hormonas, lipidos, glacidos, diversos iones, sustancias minerales, etc.

7.1 Glébulos rojos.

Son las células sanguineas mas abundantes de la sangre. En la rata su didmetro
es de 6.3 um y su conteo es de 8.9 x10%/mm?® (RGR) (Waynforth y Flecknell, 1992), en
ratas Wistar/Lewis albino el conteo de glébulos rojos (RGR) esta entre 7.20 y 9.60
x10%/mm? y el valor del hematocrito (Hto) esta entre 42.5 y 49.4 % (Gad y Chengelis,
1992).

Su funcidn principal es el transporte de oxigeno, por medio de la hemoglobina
(Hb), desde los pulmones a los tejidos y en menor grado de CO,, desde los tejidos a los
pulmones. En condiciones normales los gldbulos rojos tienen el mismo tamafio y forma
redondeada y bicéncava (cuando se ven de perfil). En algunas condiciones patologicas
se altera la forma, el color y el tamafio. En ocasiones presentan inclusiones como: los
cuerpos de Hoxell Holy, los corplsculos de Heinz, y el puenteado basoéfilo. La Hb
consta de cuatro cadenas de globina semejantes y cuatro moléculas de grupos heme. Las
moléculas heme se sintetizan en las mitocondrias de los eritroblastos a partir del
aminoéacido glicina y del acido succinico. Para su sintesis, se requiere de la accién de la
enzima ala-sintetasa y como coenzima a la vitamina Bg, formandose una serie de
precursores del grupo heme Illamados porfirinas. Para que el grupo heme esté

completamente formado, en la dltima porfirina de la cadena, la protoporfirina Ill, se
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incorpora un atomo de hierro en forma ferrosa (previamente transportado al interior de
la célula por la transferrina) (Baker et al., 1979). En la rata Wistar la hemoglobina
presenta 5 cadenas de globina, 2 son cadenas alfa no alélicas y 3 son cadenas beta,
aunque solo 4 aparecen durante la etapa adulta. Su concentracion es de 11.4 a 19.2
mg/dl y varia en funcién de la cepa, edad, sexo y estado de salud de los animales. En
ratas Wistar/Lewis albino la concentracion de hemoglobina estd entre 12 y 17.5 g/dL
(Gad y Chengelis, 1992).

7.1.1 Catabolismo de los hematies. Cuando los eritrocitos han envejecido ocurren
cambios en su estructura que favorecen su ruptura y fagocitosis principalmente por los
macrofagos de la médula 6sea y el bazo. La Hb liberada se divide en globina y grupos
heme. La Hb se degradada en sus aminoacidos componentes, mientras que el grupo
heme pierde el hierro, que es transferido al plasma y de ahi a la médula 6sea, donde se
incorpora a los eritroblastos para se utilizado en la sintesis de hemoglobina.

Cuando la Hb une una molécula de oxigeno se le Ilama oxihemoglobina y
cuando se une el CO, se llama carboxihemoglobina. Al perder el hierro, el grupo heme
se transforma (por una serie de pasos), en bilirrubina, que pasa al higado en forma libre
(bilirrubina indirecta) unida a la albumina; ahi se conjuga con acido glucurénico
(bilirrubina conjugada o directa) para ser eliminada, por la bilis a las heces en forma de

estercobilina, o bien, por via renal en forma de urobilina (Casas et al., 1994).

7.1.2 Alteraciones eritrocitarias. A la disminucién de hemoglobina funcional total
circulante, con o sin disminucion de globulos rojos se define como anemia. Las anemias
pueden clasificarse en base a dos criterios (Casas et al., 1994): indices eritrocitarios y
etiopatogenia.

Los indices eritrocitarios estan en funcion del volumen corpuscular medio
(VCM) y de la concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM). En este
contexto, las anemias se pueden clasificar en microciticas, normociticas y macrociticas,
y en normocromas e hipocromas. En ratas Wistar/Lewis albino el VCM esta entre 57 y
65 v*, el valor de hemoglobina corpuscular media (HCM) esté entre 14.6 y 21.3 vvg, la
CHCM esta entre 26 y 38% (Gad y Chengelis, 1992).
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De acuerdo a la etiopatogenia (clasificacion mas importante conceptualmente)
existen dos grandes grupos: anemias regenerativas y anemias no-regenerativas (Casas et
al., 1994).

La causa de las anemias regenerativas o periféricas es periférica, se da una
desaparicion acelerada de hematies circulantes ya sea por hemorragia (aguda o crénica)
0 destruccion excesiva (hemolisis). Las anemias hemoliticas son congeénitas
(membranopatias, enzimopatias y hemoglobinopatias) o adquiridas (ya sea por procesos
mecanicos, inmunitarios, toxicos o parasitarios).

La causa de las anemias no-regenerativas o anemias centrales se da por
alteraciones en la médula 6sea, en las que se presenta una insuficiente produccion
cuantitativa o cualitativa de glébulos rojos. Se dividen en: 1) trastornos cuantitativos de
la eritropoyesis (aplasia medular e insuficiencia renal crénica) y 2) trastornos
cualitativos de la eritropoyesis: ferropénicas, megaloblasticas (anemias carenciales) y
anemias diseritropoyéticas.

7.2 Leucocitos.

Son las Unicas células sanguineas que poseen nucleo y se clasifican segun sus
caracteristicas morfoldgicas en:
1.- Granulocitos: Polimorfonucleares Neutrdfilos, eosinofilos y basofilos.

2.- Agranulocitos Mononucleares: Linfocitos y monocitos.

7.2.1 Neutrdfilos.

Los PMN son células de aprox. 11um de diametro. El ndcleo es enrollado o
torcido con apariencia multilobulada. Los granulos citoplasmicos se tifien de manera
caracteristica con las tinciones de Wrigth y Giemsa. En la rata, los granulos son menos
densos que en otras especies y poseen las enzimas fosfatasa alcalina y peroxidasas
(Baker et al., 1979).

Los neutrofilos se originan en la médula 6sea a partir de una célula madre vy,
después de diferentes estadios de maduracion, pasa al torrente circulatorio. En el
humano, la vida media de los neutrofilos, desde sus precursores identificables en la
médula Gsea hasta su muerte, oscila entre los 10 y 14 dias, sin embargo, solo 7 horas
aproximadamente circulan en la sangre periférica. Esto es debido a que la funcion

principal de los neutrofilos se realiza en los tejidos. Cuando los neutrofilos pasan a
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estos, no regresan a la circulacion. Los neutrofilos muertos son fagocitados por los
macrofagos (Casas et al., 1994).

La funcion principal de los neutréfilos es la defensa del organismo contra las
infecciones mediante el fendmeno de la fagocitosis, fendmeno que ocurre en los tejidos,
fuera de la circulacion.

En la rata, la leucocitosis neutrofilica se refiere a un aumento absoluto de
neutréfilos sanguineos por encima del valor normal de 2.4 x10°/mm?® (Waynforth y
Fecknell, 1992). La neutrofilia puede establecerse por varias razones:

1.- Aumento en su produccion en la médula 6sea: tiene lugar en infecciones,

inflamaciones, neoplasias y administracion de litio.

2.- Incremento en la secrecién de glucocorticoides.

3.- Desplazamiento de neutrofilos desde los vasos sanguineos periféricos,

ejercicio fisico, periodo postprandial, secrecion de adrenalina, etc.

Se considera que existe neutropenia cuando el nimero absoluto de neutrofilos en
sangre periférica estd por debajo de 1500/mm?®. El término agranulocitosis se utiliza

para las neutropenias graves provocadas por farmacos (Casas et al., 1994).

7.2.1.1 Neutropenias (disminucion de neutrdéfilos circulantes). Segln su gravedad se
dividen en tres grados: leves, moderadas y graves. Las neutropenias pueden ocurrir por:

1.- Disminucion de la produccion por la médula 6sea o defectos en su liberacion

a la sangre.

2.- Aumento de utilizacion y paso rapido de la sangre a los tejidos.

Sea cual sea la causa que provoca esta deficiencia, la neutropenia favorece la tendencia
a las infecciones.

La agranulocitosis esta asociada a medicamentos y otros xenobioticos como el
cloranfenicol, el tiouracilo y la fenilbutizona. Este tipo de neutropenia es precoz e
intensa. Si el tratamiento se prolonga, induce dafio hepatico y septicemia.

En ratas Wistar/Lewis albino el porcentaje de neutréfilos esta entre 9 y 34% del
total de leucocitos (Gad y Chengelis, 1992).
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7.2.2 Eosindfilos.

Estas células de tamafio semejante a los neutrofilos, contienen un nicleo que en
la rata, es anular. Su concentracion en sangre periférica es del 1% del total de
leucocitos. Los granulos citoplasmicos son grandes y redondos y usualmente llenan el
citoplasma (Baker et al., 1979). Los granulos poseen numerosas enzimas como la
fosfolipasa D y lisofosfolipasa. En ratas Wistar/Lewis albino el porcentaje de

eosinofilos esta entre 0 y 2.50% del total de leucocitos (Gad y Chengelis, 1992).

7.2.3 Basofilos.

Los basofilos son los granulocitos mas pequefios (10 a 14 pum) de la sangre
periférica. Presentan un ndcleo que posee generalmente dos o tres l6bulos unidos por
puentes cromatinicos. Poseen granulos ricos en mucopolisacaridos, acidos sulfatados,
histamina, heparina, glucégeno, peroxidasa y fosfatasa &cida. No poseen fosfatasa
alcalina. Son equivalentes circulantes de las células cebadas, estas ultimas, se
encuentran en los espacios perivasculares. En estos lugares, presentan algunas
diferencias en la composicion granular.

Los basofilos participan como mediadores de las respuestas inflamatorias, en
especial las de hipersensibilidad, en donde la histamina, que es liberada bajo estimulos
apropiados juega un papel preponderante. Ademas en su membrana poseen receptores
capaces de fijar anticuerpos IgE, que al activarse provocan la degranulacion celular.

En ciertas circunstancias, como en infecciones, intoxicacion por drogas o
venenos, quemaduras, algunos tipos de anemia, leucemias, defectos genéticos y pueden
presentar alteraciones morfolégicas (Casas et al., 1994). En ratas Wistar/Lewis albinosel
porcentaje de Basofilos esta entre 0 y 1.50% del total de leucocitos (Gad y Chengelis,
1992).

7.2.4 Monocitos.

En la sangre periférica, son mas grandes que los leucocitos. Tienen un nucleo
enrollado, abundante citoplasma y algunas granulaciones azurofilicas. En ocasiones
puede ser dificil distinguir entre los monocitos y linfocitos grandes. En la rata, los
monocitos tienen caracteristicas generales semejantes a los de otras especias animales

(Baker et al., 1979). Son de forma variable, redondos, ovalados o con seudépodos.
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El nlcleo es central o excéntrico, de forma oval o en herradura, de cromatina
laxa y lineal, y esta desprovisto de nucleolos. El citoplasma es amplio y con un nimero
variable de granulaciones. Estas granulaciones son de dos tipos: primarias, que
contienen peroxidada, fosfatasa acida y arilsulfatasa; y secundarias, que no contienen
peroxidasa, fosfatasa alcalina ni lactoferrina.

Los monocitos se producen en la médula 6sea y, en un plazo aproximado de 24
horas pasan a la sangre, en donde permanecen entre 4 y 10 horas, para luego migrar a
los tejidos, en donde se convierten en macrofagos (Casas et al., 1994).

La funcion principal de los monocitos y macréfagos es la fagocitosis, que
realizan de manera semejante a los neutréfilos. Actdan como defensa contra
microorganismos, en la eliminacion de células viejas, dafiadas o tumorales y como
células presentadoras de antigenos

Se considera que en la rata hay monocitosis cuando las cifras sanguineas estan
por arriba de 0.02 x10°/mm?® (Waynforth y Flecknell, 1992). La monocitosis puede
ocurrir en respuesta a algunos xenobidticos.

En ratas Wistar/Lewis albino el porcentaje de monocitos esta entre 0 y 5% del total de
leucocitos (Gad y Chengelis, 1992).

7.2.5 Linfocitos.

Segun su tamafio se clasifican en grandes y pequefios, con diametros que van de
6 a 15 um. En la rata constituyen el 75% de los leucocitos circulantes en donde
predominan los linfocitos pequefios. Los nucleos de los linfocitos poseen una creatina
de apariencia gruesa. El citoplasma puede ser escaso o abundante y se tifie de color que
va de un azul oscuro a azul palido con el colorante de Wrigth. Al igual que los
monocitos, también contienen granulos azurofilicos (Baker et al., 1979).

En su forma madura, los linfocitos pequefios constituyen la mayor parte de la
poblacion linfocitaria. EI nucleo ocupa la mayor parte del area celular, su cromatina es
condensada y presenta varios nucleolos. El citoplasma puede poseer granulos. Los
linfocitos grandes son de tamafio heterogéneo, con nucleos ligeramente mas grandes
que el de los linfocitos pequefios. La diferencia de tamafio celular se debe a la mayor
cantidad de citoplasma. La cromatina nuclear es semejante a la de los linfocitos

pequefios y el nlcleo puede tener una pequefia depresion.
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Tanto los linfocitos pequefios como los grandes son subpoblaciones funcionales
que se dividen en tres grupos: linfocitos T, linfocitos B y linfocitos asesinos naturales
(NK). Estas tres subpoblaciones tienen caracteristicas que permiten diferenciarlos, ya
que poseen diferentes tipos de enzimas, receptores de superficie y antigenos de
membrana.

Aunque morfoldgicamente no se pueden tipificar con seguridad, se sabe que los
NK pertenecen a la poblacion de linfocitos grandes granulosos y estan relacionados con

la inmunidad innata.

7.2.5.1 Funciones de los linfocitos. Son las principales células implicadas en la
inmunidad adquirida, que en colaboracion con otras células del sistema inmune (células
presentadoras de antigenos), sus receptores membranales reconocen diferentes
determinantes antigénicos. La estimulacion de los linfocitos B, en colaboracion con los
linfocitos T cooperatores, da lugar a la formacion de anticuerpos.

Las diferentes subpoblaciones de linfocitos T, a través de las interleucinas
(mediadores solubles producidos principalmente por los linfocitos), regulan las
funciones inmunitarias (activacion, supresion, citotoxicidad, etc.). En ratas
Wistar/Lewis albina el porcentaje de linfocitos esta entre 65 y 84.5% del total de
leucocitos (Gad y Chengelis, 1992).

7.2.6 Plaquetas.

También llamadas trombocitos, son células desprendidas del citoplasma de los
megacariocitos adultos. Son los elementos formes mas pequefios entre 1 y 4 pum y estan
desprovistas de nucleo, solamente son fragmentos celulares. En frotis sanguineos se
observan a menudo aglomeradas, debido a su gran capacidad de agregacion. La vida
media de las plaquetas es aproximadamente de 8-11 dias. En la sangre periférica se
presentan como células discoidales, ovaladas, redondeadas o fusiformes y de superficie
lisa. Las plaquetas estdn formadas por cuatro capas: zona periférica 0 membrana
citoplasmica, capa de sol-gel, zona de organelos, y sistema de membranas.

Las plaquetas intervienen en la coagulacion sanguinea (hemostasia). Forman los
Ilamados tapones hemostaticos primarios y participan en la hemostasia secundaria
(Casas et al., 1994). En ratas Wistar/Lewis albino el conteo plaquetario esta entre 160 y
470 x10°/mm? (Gad y Chengelis, 1992).
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JUSTIFICACION

La busqueda de farmacos para uso terapéutico ha constituido un aspecto
fundamental en el avance de la medicina. En este contexto, es de interés estudiar
farmacos que sirvan para tratar enfermedades en las que la AVP juega un papel
fundamental.

Debido al potencial uso del POLI-1 como farmaco para el tratamiento de
alteraciones relacionadas con la AVP, fundamentando en los estudios de anclaje
(docking) que muestra una gran afinidad entre el POLI-1 y los receptores de AVP y en
la semejanza entre los sitios activos de la molécula del POLI-1 y los antagonistas no
peptidicos de AVP, es importante estudiar las propiedades farmacoldgicas y
toxicoldgicas de este compuesto sobre aquellos tejidos que sabe poseen receptores de

AVP como el higado, rifién y sistema inmune.
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HIPOTESIS

Si el POLI-1 tiene efectos toxicos, los dafios seran mas evidentes en los 6rganos
que se encargan de eliminarlo del cuerpo (higado y rifion) y en los tejidos que se sabe
poseen receptores de AVP (rifion, higado y sistema inmune), por lo que su
administracion daré lugar a cambios en la bioquimica y en la histologia de los tejidos y

organos afectados en funcion de la dosis.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la toxicidad aguda del POLI-1 sobre el higado, rifion y sistema inmune.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar la toxicidad aguda del POLI-1 a través de:
1) Pruebas de toxicidad hepatica.
2) Pruebas de toxicidad renal.

3) Pruebas de toxicidad sobre el sistema inmune.
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METODOLOGIA

1. Animales.

Ratas machos de la cepa Lewis de entre 250 — 300 g de peso corporal fueron
utilizadas en este proyecto. Los animales se mantuvieron en el bioterio en condiciones
controladas de temperatura (22-24°C) y ciclos de 12 horas luz-12 horas oscuridad
(encendido a las 7 de la mafiana). La dieta consistié en alimento para rata (Purina
Chow) y agua corriente ad libitum. Los animales se trataron de acuerdo a los estandares
de cuidados humanitarios aceptados internacionalmente “Guide to care and use of
laboratory animals, ILAR (USA), 1996”.

2. Grupos.
Los grupos se formaron de 12 animales cada uno:
1) CONTROL INTACTO
2) Control Dimetilsulféxido (DMSO) (dosis Unica de 100 pL via intramuscular
(1.M.) y sacrificio a las 24 horas.
3) POLI-1 (dosis unica de 4 mg/kg de peso corporal (P.C.)/ I.M. y sacrificio a
las 24 horas).
4) POLI-1 (dosis unica de 8 mg/kg de P.C./I.M. y sacrificio a las 24 horas).
5) POLI-1 (dosis unica de 16 mg/kg de P.C./I.M. y sacrificio a las 24 horas).

Cada grupo se subdividié en dos grupos de 6 animales cada uno. En el primero
se realizaron las pruebas bioquimicas, sanguineas e histopatologicas y en el segundo se
estudiaron los efectos sobre las funciones renales a través de la formacion de orina,
consumo de agua y analisis de orina.

El grupo CONTROL INTACTO solamente cuenta con 6 animales, estos se
utilizaron para comparar los pesos de las glandulas adrenales, el timo y el bazo y para
medir el glucogeno hepatico.

44



3. Obtencidon de muestras basales.

3.1 Sangre basal. Al primer subgrupo de los grupos 2, 3, 4 y 5 bajo anestesia con éter
se les extrajo 1.5 mL de sangre de la arteria de la cola, posteriormente los animales se
dejaron descansar 24 horas.

La sangre se tratd de la siguiente manera: en un microtubo con 40 uL de EDTA
(anticoagulante) se vertieron 400 pL de sangre. Esta sangre se utilizd para contar el
porcentaje de leucocitos y biometria hematica (como se muestra abajo). En otro
microtubo se vaci6 el ml restante de sangre, se dejé coagular y se centrifug6 a 10,000
RPM/10 minutos. EI suero obtenido se utilizd para realizar las pruebas de toxicidad

hepatica y renal como se indica a continuacion:

3.2 Pruebas de toxicidad hepética. Se realizaron en el analizador VITROS DT 1y Il
siguiendo las instrucciones de uso VITROS (Johnson y Johnson, 2003). EI método
requiri6 de 25 pL de suero (muestra) y las variables transaminasa glutamico
oxaloacética (TGO), la transaminasa glutamico piravica (TGP), proteinas totales (PT),
albumina (ALB), fosfatasa alcalina (FA) y glucosa (GLU) fueron valoradas.

Primero el slide VITROS correspondiente a la variable se deja a temperatura ambiente
por lo menos por 15 minutos, después el slide se coloca del empaque y se coloca en el
analizador VITROS DT respectivo. Se colocan 25 pL de suero de la muestra con una
micropipeta, inmediatamente el analizador hace la cuantificacién de forma automatica y

el valor es proporcionado minutos después en la pantalla.

3.3 Prueba de toxicidad renal. Se midio urea sérica en el analizador VITROS DT |
siguiendo las instrucciones de uso VITROS (Johnson y Johnson, 2003).

Primero el slide VITROS de urea sérica (BUN/Urea) se deja a temperatura ambiente por
lo menos por 15 minutos, después el slide se coloca del empaque y se coloca en el
analizador VITROS DT I. Se colocan 25 pL de suero de la muestra con una
micropipeta, inmediatamente el analizador hace la cuantificacion de forma automatica y

el valor es proporcionado minutos después en la pantalla.
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3.4 Pruebas de toxicidad del sistema inmune.

3.4.1 Biometria hematica: En analizador Abbott Cell-Dyn 1700 (siguiendo el método
descrito en el Manual de Entrenamiento Cell-Dyn 1700 de Abbott laboratories de
México, S.A. de C.V.) se midio la férmula roja. Para el analisis el microtubo con sangre
entera anticoagulada con EDTA se colocd en la sonda de aspiracion del analizador
Abbott Cell-Dyn 1700. Se oprime el boton de aspiracion y el analizador aspira 30 pL de
la muestra. El analizador valora de manera automatizada: hematdcrito (Hto),
hemoglobina (Hb), recuento absoluto de glébulos rojos (RGR), plaquetas (PLT),
hemoglobina corpascular media (HCM), concentracion de hemoglobina corpuscular
media (CHCM), volumen corpuscular medio (VCM) vy distribucion del tamafio de los
eritrocitos (DTE). Los resultados aparecen en la pantalla de forma automatizada

minutos después y se mandan imprimir.

3.4.2 Férmula blanca: En frotis sanguineos tefiidos con el colorante de Giemsa se hizo
un conteo diferencial de 150 células para obtener el porcentaje de neutrofilos
polimorfonucleares (PMN), eosindfilos (EOS), basoéfilos (BAS), monocitos (MON) y
linfocitos (LIN). Para esto se realizo lo siguiente:

1.- En un microtubo se coloca EDTA al 1% y sangre recién extraida procurando que la
relacién de ambos sea 1:10 (EDTA 1%: sangre).

2.- Se agita suavemente procurando que la sangre no coagule.

3.- En una laminilla de vidrio se colocan 7 uL de sangre, se hace una extension de
sangre y se deja secar a temperatura ambiente.

4.- Para fijar las muestras, en un frasco tipo Coplin con etanol al 96° se colocan las
laminillas y se dejan fijar por 5 minutos.

5.- Se sacan las laminillas a temperatura ambiente.

6.- Se sumergen las laminillas en un frasco tipo Coplin con colorante de Giemsa y se
incuba por 20 minutos.

7.- Se sacan las laminillas y después se sumergen varias veces en agua destilada hasta
quitar el exceso de colorante.

8.- Se seca y prepara para el conteo diferencial. Para esto se cuentan 150 células en un

contador celular y se saca el porcentaje de leucocitos sanguineos.
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4. Preparacion y administracion del POLI-1 y obtencion de sangre experimental.

4.1 Preparacion del POLI-1. En base a la dosis que corresponde a los animales de
cada grupo se peso el POLI-1, se colocd en un microtubo y se disolvié en 100 pL

DMSO (pH=7), se agitd en vortex hasta su completa disolucion.

4.2 Administracion del POLI-1. A las 24 horas del sangrado basal, los animales del
subgrupo 1 del grupo 2, se les inyectd via .M. con 100 uL de DMSO. Mientras que el
subgrupo 1 de los grupos 3, 4 y 5 se inyectaron con el POLI-1 a razon de 4, 8 y 16
mg/kg de P.C./1.M. respectivamente.

A las 24 horas de las inyecciones correspondientes, los animales fueron pesados
y anestesiados con pentobarbital sodico (40 mg/kg de P.C./via intraperitoneal.) y

sacrificados siguiendo el siguiente protocolo:

4.3 Sangre experimental. Los animales fueron colocados sobre la mesa de cirugia, se
abrio el abdomen y a través de la arteria aorta abdominal fueron exanguinados con una
jeringa de 10 ml. La sangre se dividié en una muestra para biometria hematica y la otra
para la obtencion de suero (centrifugando la sangre a razén de 1,300 RPM por 15
minutos en centrifuga clinica). Las muestras de sangre y suero obtenidas se procesaron

igual que las muestras basales.

5. Extirpacion de drganos. Higado: se extirp6 y se tomd un fragmento para estudio
histologico (formol neutro al 10%), el resto fue rapidamente colocado en una bolsa de
plastico debidamente etiquetada y sellada y se congel6 a -20°C hasta la determinacion
de glucogeno hepatico segin el método de Murat y Serfaty (1974). Rifion: se obtuvo un
fragmento representativo y se fijo en formol neutro al 10%. Adrenales, timo y bazo
fueron extirpados, pesados en una balanza analitica y se fijaron en formol neutro al 10%

y sus pesos fueron expresados en mg de tejido/100 g de P.C.

6. Procesamiento del higado para la medicion de glucogeno hepatico.
El método utilizado se basa en el trabajo realizado por Murat y Serfaty (1974).
En el fragmento de higado de cada muestra almacenado en congelacion (-20°C) las

determinaciones se hacen por triplicado como se describe a continuacion:
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k.

En un vidrio de reloj sobre un bafio de hielo el fragmento de higado se pone a
descongelar.

Con un bisturi, el fragmento de higado parcialmente descongelado se corta en un
cuadro pequefio.

Para eliminar el exceso de agua del higado, el fragmento se tomar entre los
dedos.

Con la ayuda de las pinzas de diseccion pequefias el higado se coloca en un
pedazo de papel encerado previamente pesado en la balanza analitica.

El peso del fragmento debe esta alrededor de 0.250 g para el estudio.

Se registra la cantidad de higado pesado.

En un tubo de ensaye completamente cubierto de hielo (bafio de hielo) se mete el
higado ya pesado y se debe tener cuidado que no se congele.

El tubo de ensaye con higado se saca del bafio de hielo y se le agrega 1.5 mL del
buffer de citratos. Se tritura con el homogeneizador (Polytron) las veces
suficientes hasta su completa trituracion.

El higado homogeneizado se vuelve a colocar en el bafio de hielo para evitar la
degradacién del glucogeno.

Los pasos 1 al 9 se repiten en cada muestra. Antes de cada muestra, el
homogeneizador se lava en agua corriente, agua destilada y se seca.

El homogenado de higado obtenido se utiliza para medir glucosa libre (GL) y
glucosa total (GT).

6.1 Determinacion de glucosa libre.

a.

En un tubo de ensaye de 5 mL se vierten 25 pL del homogenado de higado y se
mezcla en agitador Vortex.

Se afaden 250 pL de agua destilada y 750 uL de O-Toluidina. Nuevamente se
mezcla en agitador Vortex.

De inmediato colocar en bafio Maria por 20 minutos.

Se obtiene la absorbancia en el espectrofotometro a 630 nm y utilizando celdillas
de vidrio optico. Se toma como blanco agua destilada.

Se registra en una hoja la lectura de la absorbancia. De las tres lecturas de cada
muestra hacer un promedio y extrapolarlo con la curva de calibracion para

obtener la concentracion de glucosa total de cada muestra.
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Nota. Si la concentracion de glucosa es muy alta se puede diluir la muestra de higado

para hacer la determinacion.

6.2 Determinacion de glucosa total.

a. En un microtubo colocar 0.001 g de la enzima amiloglucosidasa y 500 pL de
buffer de citratos (1 mg de amiloglucosidasa/ml de buffer). Se tapa y se mezcla
en agitador VVortex.

b. En el mismo microtubo se agregan 500 pL del homogenado de higado
(mezclado anteriormente) y se mezcla en agitador Vortex.

c. Se colocan los microtubos en un agitador para medios y se pone a incubar a 40
rotaciones por minuto a temperatura ambiente por 2 horas 30 minutos.

d. Después, las muestras se mezclan en agitador Vortex.

e. En un microtubo de 5 se colocan 25 pL de la muestra, 250 puL de agua destilada
y 750 uL de O-Toluidina.

f. Se mezcla en agitador VVortex y se coloca en bafio Maria por 20 minutos.

g. Inmediatamente después se coloca el tubo de vidrio en bafio de hielo por 1 0 2
minutos.

h. Se sacay se mezcla en agitador Vortex.

i. Se lee en el espectrofotdmetro a 630 nm la absorbancia en celdillas de vidrio
Optico y se toma como blanco agua destilada.

J. Se registra en una hoja la lectura de la absorbancia. Las tres lecturas de cada
muestra se utilizan para hacer un promedio y se extrapolarlo con la curva de
calibracion para obtener la concentracion de glucosa total de cada muestra.

Célculos

Para cada muestra el Glucégeno = GT — GL

Férmula;

Glucogeno = {(Promedio de [glucosa total obtenida] +2) (0.1)} — {([promedio de glucosa libre] +1)(0.1)}

Nota: Glucogeno hepatico es expresado en mg/100 mg de tejido himedo.

7. Fijacion y corte de tejidos.

Para procesar los fragmentos de higado y rifion fijados en formol neutro al 10%

se realiza lo siguiente de acuerdo al método descrito por Prophet et al., (1994).
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7.1 Fijacion en parafina.

a. Los tejidos fijados previamente en formol neutro al 4% durante 48 horas
(minimo) se colocan en canastillas y se etiqueta a cada uno con un pedazo de
papel.

b. Se lavan los tejidos a chorro con agua corriente durante 2 horas.

c. Deshidratacion del tejido y fijacion en parafina. Primero se debe revisar que los

reactivos esten limpios y listos para usar.
Después del lavado, se colocan las canastillas con los tejidos en el recipiente
namero 1 del procesador de tejidos Leica TP 1020, el cual contiene el menor
porcentaje de etanol. Se debe procurar que al colocar la canastilla y la tapa
ambos estén sujetos firmemente.

d. Enun programa predisefiado en tiempo, los tejidos se enbeben en parafina en el
procesador de tejidos Leica TP 1020 de la siguiente forma: primero se
deshidrata el tejido con un incremento gradual de la concentracién de etanol (al
70%, 80%, 85%, 90%, 95% y 100%), posteriormente se sumerge en Xilol y

finalmente en parafina.

7.2 Preparacion del tejido en cubos de parafina.
Esta preparacion se hace en un dispensador de parafina Leica EG 11400.

a. Se colocan en un compartimento del dispensador de parafina las canastillas con
los tejidos parafinizados para precalentar moderadamente.

b. Se acomoda cada tejido y se corta con el bisturi teniendo cuidado de no manejar
cada tejido por mucho tiempo.

c. En la base de aluminio (barra de Leuckart) del dispensador de parafina se
acomoda cada tejido, se colocan dos escuadras de aluminio (barra de Leuckart)
alrededor de los tejidos formando un cubo de tamafio uniforme.

d. Se levanta a la altura del dispensador de parafina la base de aluminio y se
oprime la palanca dispensadora de parafina. Al caer la parafina, se procura llenar
completamente el cubo, no derramar por los bordes exceso de parafina y se evita
principalmente la formacion de burbujas.

e. Rapidamente se coloca el cubo en el compartimento frio del dispensador de

parafina hasta que se solidifique y enfrie.
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f.

Tanto la base y la escuadra se quitan y los bloques de tejido con parafina se
guardan hasta su posterior uso.

7.3 Cortes histologicos.

Es importante considerar: Colocar una navaja nueva y limpia en el micr6tomo,

ajustar el grosor de cada corte a5 micras (i) Yy colocar los tejidos en el congelador

minutos antes de usar.

a.

Se acomoda en el microtomo Leica RM 2125 el bloque de tejido con parafina de
acuerdo al corte a realizar. Se debe procurar no manejar por mucho tiempo el
tejido durante los cortes. En caso de que la parafina se caliente, colocar un hielo
sobre el tejido y secar el agua, limpiar la navaja y seguir con el corte.

Se repite para cada muestra de cada grupo.

Al hacer los cortes del tejido, inmediatamente, se extienden en el bafio de agua
(45-50°C) Leica 26103. A simple vista el tejido mejor conservado se toma de
abajo hacia arriba con una laminilla y con ayuda del palillo de madera o pincel
separar los cortes a menos conservados. En este paso se debe procurar no fundir
la parafina y rotular cada laminilla.

Se colocan en una canastilla las laminillas con los cortes de los tejidos y se
meten en una estufa a 60°C por 3 horas.

Se sacan de la estufa, se dejan secar e hidratar en agua destilada.

Los tejidos estan listos para tefiir.

8. Tincion de hematoxilina-Eosina (H-E) para tejidos.

Los tejidos de higado y rifion se tifieron con hematoxilina-eosina (H-E) (Prophet

et al., 1994) siguiendo el orden que se describe a continuacion:

a.

Primero se desparafiniza el tejido.

b. Se sigue la siguiente linea de tencion.
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c. Se sumergen dos o tres veces en cada solucién el tiempo necesario.

Los cortes obtenidos y tefiidos con H-E se estudiaron con un microscopio fotonico
(NIKON OPTIPHOT II).

9. Produccion de orina y consumo de agua basales de 24 horas.

Para la determinacién de estas variables los animales del subgrupo 2 de los
grupos 2, 3, 4 y 5 se colocaron en jaulas metabdlicas por 24 horas, en estado de ayuno.
El procedimiento fue el siguiente:

Los biberones llenos de agua se pesaron en una balanza gravimétrica (peso
inicial). En las jaulas metabdlicas perfectamente limpias y con un colector de orina en el
fondo se colocaron los animales y biberones por 24 horas. Pasado este tiempo se retiran
de las jaulas metabdlicas los animales, biberones y el colector de orina. Los animales se
dejaron descansar 24 horas.

Los biberones nuevamente se pesaron (peso final) y se obtuvo el consumo de
agua en 24 horas en mililitros al restar el peso inicial y final de los biberones (1 mL = 1
gr de agua). El volumen de orina de 24 horas se midié y a esta se le determind las

pruebas urinarias de toxicidad renal.
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10. Produccion de orina y consumo de agua experimentales de 24 horas.

A las 36 horas de iniciar el experimento, los animales el subgrupo 2 se
inyectaron con DMSO (grupo 2) y POLI-1 (grupo 3, 4 y 5 a las dosis correspondientes),
se llevd a cabo el mismo procedimiento llevado a cabo para las muestras basales de
produccion de orina, consumo de agua de 24 horas y las pruebas urinarias de toxicidad

renal.

11. Pruebas urinarias de toxicidad renal.

A las muestras de orina colectadas se les realiz6 un examen general de orina
(EGO) (parte quimica) con tiras reactivas del sistema Seralyzer, Ames Bayer para
uroanalisis (Multistix® 10 SG). Las mediciones se realizaron en el fotémetro reflector
Seralyzer Clinitek® (Ames) y se analizaron las siguientes variables: glucosa,
bilirrubinas, cuerpos cetonicos, densidad, pH, proteinas, urobilinégeno, nitritos y
leucocitos. Esto se lleva a cabo humedeciendo la tira reactiva con orina, rapidamente
con un papel se quita el exceso de muestra en la tira y se coloca en el analizador
(fotometro reflector Seralyzer), los valores aparecen después de unos minutos y

finalmente son impresos por el analizador.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los valores se expresaron como la Media = EEM (error estandar de la media). El
analisis se realizd con la prueba de ANOVA de una sola cola seguido por la prueba de
Tukey-Kramer o t-Student segun se aplique. El programa utilizado fue el Instat2.

Diferencias significativas fueron consideradas con una p<0.05. Las gréficas se
realizaron en el programa PRISMA 3.0.
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RESULTADOS

EFECTOS DE LA EXPOSICION AGUDA AL POLI-1.
1. PESOS DE ADRENALES, BAZO Y TIMO.

En la tabla 6 se muestran los efectos del DMSO (vehiculo) y de las diferentes

dosis del POLI-I sobre los pesos de las glandulas adrenales, del bazo y timo. Los

resultados no mostraron diferencias significativas entre los pesos de los érganos de los

diferentes grupos.

Tabla 6. Efectos del DMSO y POLI-1 sobre el peso de las glandulas adrenales, bazo y

timo.

GLANDULAS

ADRENALES BAZO TIMO

(mg de tejido/100g de P.C.) | (mg de tejido/100g de P.C.) | (mg de tejido/100g de P.C.)

CONTROL
INTACTO 14.65 + 1.2 189.3 + 11.1° 86.3 +8.84°
DMSO 16.41 + 1.11% 208.23 + 7.54° 90.31 +15.44°
POLI-1
(4 mg/kg de P.C.) 17.85 + 0.85% 220.59 + 12.49° 93.52 + 4.29°
POLI-1
(8 mg/kg de P.C.) 16.35 +1.27° 189.86 + 9.59° 69.75 + 12.72°
POLI-1
(16 mg/kg de P.C.) 17.58 + 1.45% 230.71 + 16.36° 92.24+5.9°

La dosis administrada de DMSO es 100 pl/rata/I.M. y las del POLI son 4, 8 y 16 mg/kg de P.C.
/I.LM.). Los valores se expresan como la media + EEM, n = 6 ratas/grupo. Para fines de comparacion, un
grupo CONTROL INTACTO fue incluido en el experimento. a = No significativo en comparacion con

los demés grupos.
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2. HIGADO.

2.1 Actividad de las enzimas: transaminasa glutdmico oxaloacética (TGO),

transaminasa glutdmico piravica (TGP) y fosfatasa alcalina (FA).

En las graficas 1, 2 y 3 se muestran los efectos del DMSO vy de las diferentes
dosis del POLI-1 sobre la actividad enzimatica. Para la determinacion de la actividad
basal de las diferentes enzimas, cada grupo fue su propio control. Los animales fueron
sangrados por la arteria de la cola (1 ml) 24 horas antes de la administracién de los
compuestos y por la aorta abdominal 24 horas después de la administracion del DMSO
y las diferentes dosis del POLI-1.

Obsérvese, en la grafica 1, que mientras la actividad de la TGO no se afect6
significativamente en respuesta al DMSO, la actividad se increment¢ significativamente

en respuesta a las diferentes dosis del POLI-1.
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Gréfica 1. Efecto de la exposicion aguda al Dimetilsulfoxido (100 ul de DMSO/rata) y
diferentes dosis del POLI-1 (4, 8 y 16 mg/kg de P.C.) sobre la actividad de la transaminasa glutdmico
oxaloacética (TGO). Cada valor representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. La diferencia se expresa
como: ** = p<0.01 y *** = p<0.001.

Las graficas 2 y 3 muestran que la actividad de las enzimas TGP y FA no se

afectaron por el DMSO ni por las diferentes dosis del POLI-1.
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2.2 Concentraciones séricas de proteinas totales (PT), albumina (ALB) y glucosa
(GLUL).

En las graficas 4 y 5 se muestran los efectos de los diferentes tratamientos sobre
los niveles séricos de las PT y ALB. Obsérvese que mientras el DMSO no afect6 a
ninguna de estas variables, las concentraciones de PT y ALB disminuyeron aunque solo
significativamente con las dosis de 4 y 16 mg/kg de P.C. del POLI-1.
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Gréfica 4. Efecto de la exposicién aguda al Dimetilsulféxido (100 pul de DMSO/rata) y
diferentes dosis del POLI-1 (4, 8 y 16 mg/kg de P.C.) sobre la concentracion de proteinas totales (PT)
séricas. Cada valor representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. La diferencia se expresa como: * =
p<0.05y ** = p<0.01.
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Gréfica 5. Efecto de la exposicion aguda al Dimetilsulfoxido (100 ul de DMSO/rata) y
diferentes dosis del POLI-1 (4, 8 y 16 mg/kg de P.C.) sobre la concentracién de albimina (ALB) sérica.
Cada valor representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. La diferencia se expresa como: ** = p<0.001.
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Gréfica 7. Efectos de la exposicion aguda al DMSO (100 pl/rata) y diferentes dosis de POLI-1 (4, 8y
16 mg/kg de P.C.) sobre la concentracién de glucogeno hepatico (mg de glucdégeno/100 mg de tejido
himedo). Cada valor representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. Para fines de comparacién, un grupo
CONTROL INTACTO fue incluido en el estudio. Las diferencias se presentan como * = p<0.05 y ** =
p<0.01.

2.4 Histopatologia hepatica.

Las caracteristicas de los cortes histolégicos de nuestro grupo CONTROL
INTACTO, se ajustaron perfectamente a las descritas por Young y Heath, 2000 y
Bowman y Rand, 1984. En comparacion con el grupo CONTROL INTACTO, los
hepatocitos del grupo DMSO (vehiculo) mostraron algunas diferencias en el tamafio de
los granulos citoplasmicos, la mayoria eosinofilicos y otros basofilicos (con la tincion
de H-E). En este mismo grupo, el citoplasma celular muestra espacios vacios de tamario
variable, sugerentes de alteraciones en la forma y tamafio de las micro y macrovesiculas
tipicas de los hepatocitos normales. Los demas aspectos histoldgicos del grupo DMSO,
no mostraron cambios significativos como: cambios en la forma, tamafio y lugar del
nucleo, presencia de células en apoptosis o con signos de necrosis celular 6 presencia de
células inflamatorias. La estructura celular de las tres zonas de los sinusoides hepaticos
se observan conservadas al igual que el colageno que se encuentra alrededor de la triada
portal. En resumen, excepto por los cambios en las micro y macrovesiculas, la
histologia general de este grupo es aparentemente normal. En las imagenes 1
(corresponde al area centrolobulillar) y 2 (corresponde al area periférica), se muestra el

aspecto histoldgico de un higado normal a 600X, aunque se muestra mayor detalle en la
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imagen 11 a 2000X. La imagen 12 muestra un area escogida al azar del 16bulo hepatico.
En las imagenes 3 y 4 se muestra el aspecto de los hepatocitos de higados provenientes
del grupo DMSO. Obseérvese el efecto generalizado del DMSO sobre los hepatocitos de
las areas centrales y periféricas de los lobulillos (mayor presencia de vesiculas

citonlasmicas de asnecto vacio).

Imagen 1. Grupo CONTROL INTACTO Imagen 2. Grupo CONTROL INTACTO
H-E 600X (centrolobulillar) H-E 600X (periférica)

Imagen 3. Grupo DMSO H-E 600X Imagen 4. Grupo DMSO H-E 600X

(centrolobulillar) (periférica)

Los cortes histolégicos de higado de tres dosis administradas del POLI-1
muestran que, en las iméagenes 5y 6 la periferia hepatica de las dosis de 4 y 8 mg/kg de
P.C. hay espacios citoplasmicos vacios de tamafio variable y la imagen 9 muestra lo
mismo pero alrededor de la zona centrolobulillar del grupo tratado con 16 mg/kg de
P.C. del POLI-1. Tales espacios vacios sugieren alteraciones de la forma y tamafio de
las micro y macrovesiculas de los hepatocitos normales. De manera general, excepto
por lo anterior, las tres dosis del POLI-1 muestran una histologia aparentemente normal
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ya que no se observan cambios significativos como: cambios en la forma, tamafio y
lugar del nucleo, presencia de células en apoptosis 0 con signos de necrosis celular 6
presencia de células inflamatorias (figuras 13-15). En los sinusoides hepaticos, la
estructura celular de las tres zonas estan conservadas al igual que el colageno que rodea
la triada portal. Las imagenes 5y 6 muestran la histologia hepatica del grupo tratado
con 4 mg/kg de P.C. a 300X y 600X, respectivamente. La imagen 5 corresponde al &rea
centrolobulillar, mientras que la imagen 6 corresponde al area periférica y la imagen 13
muestra un area al azar del lobulillo hepatico a mayor detalle (2000X). Las imagenes 7
y 8 muestran la histologia hepética del grupo tratado con 8 mg/kg de P.C. a 600X. La
imagen 7 corresponde al area centrolobulillar, mientras que la imagen 8 corresponde al
area periférica. La imagen 14 muestra un area al azar del lobulillo hepatico con mayor
detalle 2000X. Las imagenes 9 y 10 muestran la histologia hepética del grupo tratado
con 16 mg/kg de P.C. a 600X. La imagen 9 corresponde al &rea centrolobulillar,
mientras que la imagen 10 corresponde al area periférica y la imagen 15 muestra un

area al azar del lobulillo hepatico con mayor detalle (2000X).

/ : ‘ x 7
Imagen 5. Grupo POLI-1(4 mg/kg de P.C.) Imagen 6. Grupo POLI-1 (4 mg/kg de P.C.)
H-E 300X (centrolobulillar) H-E 600X (centrolobulillar)
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Imagen 7. Grupo POLI-1 (8 mg/kg de P.C.) Imagen 8. Grupo POLI-1 (8 mg/kg de P.C.)
H-E a 600X (centrolobulillar) H-E a 600X (periferia)

Imagen 9. Grupo POLI-1 (16 mg/kg de P.C.) Imagen 10. Grupo POLI-1 (16 mg/kg de P.C.)
H-E a 600X (centrolobulillar) H-E a 600X (periferia)

Imagen 11. Grupo CONTROL INTACTO Imagen 12.Grupo DMSO H-E a 2000X
H-E a 2000X
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Imagen 13. Grupo POLI-1 (4 mg/kg de P.C.) Imagen 14. Grupo POLI-1 (8 mg/kg de P.C.)
H-E a 2000X H-E a 2000X

Imagen 15. Grupo POLI-1 (16 mg/kg de P.C.) H-E a 2000X
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3. RINON.

3.1 Efectos del POLI-1 sobre la produccion de orina y consumo de agua de 24

horas.

Para este experimento, cada grupo fue su respectivo control; las muestras basales
de produccion de orina y consumo de agua se realizaron 48 horas antes de comenzar las
pruebas experimentales con el DMSO y el POLI-1. Las graficas 8 y 9 muestran que en
comparacion con las basales, ni la administracion de DMSO ni las diferentes de dosis de
POLI-1, indujeron cambios significativos en la produccion de orina y el consumo de

agua, respectivamente.

PRODUCCION DE ORINA DE 24 HORAS
(m1/100g de P.C.)

BASAL POLI-1 BASAL POLI-1 BASAL POLI-1
(4 mg/kg de P.C.) (8 mg/kg de P.C.) (16 mg/kg de P.C.)

Gréfica 8. Efecto de la exposicion aguda al Dimetilsulfoxido (100 pl de DMSO/rata) y
diferentes dosis del POLI-1 (4, 8 y 16 mg/kg de P.C.) sobre la produccién de orina de 24 horas. Cada
valor representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. Las basales de cada grupo se determinaron 48 horas
antes de administrar los compuestos.
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CONSUMO DE AGUA DE 24 HORAS
(ml/100g de P.C.)

BASAL DMSO BASAL POLI-1 BASAL POLI-1 BASAL POLI-1
(4mg/kg de P.C) (8 mg/kg de P.C.) (16 mg/kg de P.C.)

diferentes dosis del POLI-1 (4, 8 y 16 mg/kg de P.C.) sobre el consumo de agua en 24 horas. Cada valor
representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. Las basales de cada grupo se determinaron 48 horas antes
de administrar los compuestos.
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3.2 Efectos del DMSO y el POLI-1 sobre algunos componentes de la orina de 24 horas.

Las determinaciones basales y experimentales de glucosa, bilirrubina, cetonas, densidad, pH, proteinas, urobilindgeno, nitritos y
leucocitos se hicieron en orina colectada de 24 horas. La tabla 7 muestra que en comparacion con las muestras basales, ni el DMSO ni las
diferentes dosis del POLI-1 afectaron estas variables.

Tabla 7. Efectos del DMSO y POLI-1 sobre algunos componentes de la orina de 24 horas.

POLI-1 POLI-1 POLI-1
BASAL DMSO BASAL 4 mg/kg de P.C. BASAL 8 mg/kg de P.C. BASAL 16 mg/kg de P.C.

Glucosa (mg/dL) 0.0 +0.0°% 0.0 +0.0° 0.0 +0.0° 0.0 +0.0° 0.0 +0.0° 0.0 +0.0° 0.0 +0.0° 0.0 +0.0°
Bilirrubina Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Cetonas (mg/dL) 75+3.4° 10 +3.2° 75+3.4% 5.0 + 3.16° 25+25% 11.67 + 6.4° 25+25% 75+3.4%
Densidad 1.013 +0.004% | 1.012 +0.004% | 1.014 +0.005% | 1.011 + 0.003* | 1.010 +0.001* | 1.012 +0.004* | 1.013 +0.002° 1.033 +0.02°
pH 7.33+05° 6.9 + 0.4 7.7+0.4° 7.8 +0.4° 7.5+ 0.4° 6.8 +0.2° 7.3 +0.4° 7.0+0.3°
Proteinas 31.7 +14.9° 10.0 +6.3% 76.7 +14.8° 60.0 + 18.4° 26.7 + 15.8° 10.0 +6.3% 25.0 +5.0° 15.0 +6.7%
(mg/dL)
Urobilinégeno 0.2+0.0% 0.2+0.0° 0.3+0.1° 0.2+0.0° 0.2+0.0° 0.2+0.0° 0.2+0.0° 0.2+0.0°
(mg/dL)
Nitritos Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Leucocitos /uL 7.5+ 3.4° 7.5+ 3.4° 10.0 +3.2° 7.5+ 3.4° 7.5+ 3.4° 5.0 +3.2¢ 125+ 25° 10.0 +3.2°

Los datos muestran las medias + EEA (n= 6 ratas/grupo), las variables de bilirrubina y nitritos son cualitativas. Las basales de cada grupo se determinaron 48

horas antes de administrar los compuestos. a = No diferencia significativa.
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3.3 Efecto del POLI-1 sobre la concentracion de urea sérica.

La grafica 10 muestra que en comparacion con las cifras basales, ni el DMSO ni

las diferentes dosis del POLI-1 afectaron las concentraciones ureasérica.
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diferentes dosis de POLI -1 (4, 8y 16 'mg/kg de I5.C.) sobre la concentracion de urea sérica. Cada valor
representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. Las muestras basales de cada grupo se determinaron 48
horas antes de administrar los compuestos.

3.4 Histopatologia renal.

En las laminas histoldgicas se buscaron posibles cambios histopatologicos
sugerentes de dafio renal a nivel cortical en: glomérulos (alteraciones del mesangio,
modificaciones de la membrana basal, grosor de las paredes de los capilares y el
diametro de los capilares), tubulos contorneados proximales y distales, y a nivel
medular en: asas de Henle, ductos y tabulos colectores, papila y alteraciones en los
capilares peritubulares y vasos rectos. En ambos niveles se buscé dafio renal por la
presencia de necrosis celular y células inflamatorias.

La comparaciéon histopatolégica del grupo CONTROL INTACTO con los
tratados con DMSO vy las diversas dosis del POLI-1 muestran en el rifién que, a nivel
cortical, medular y yuxtamedular (interfase corteza-médula) las células muestran
tamafo normal, nucleo de cara abierta, el citoplasma y membranas estan conservadas al
presentar limites bien definidos. Ademas, ningun grupo experimental present6 células

inflamatorias, apoptdticas o necrdticas, ni obstruccion de las estructuras tubulares ni
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vasculares, o areas con dilatacion o compresion de la vasa recta, ducto colector, tabulo
colector o en las asas de Henle.

Imagen 20. Grupo CONTROL INTACTO Imagen 21. Grupo CONTROL INTACTO
H-E Corteza renal a 800X H-E parte yuxtamedular a 1000X

Imagen 25. Grupo POLI-1 (16 mg/kg de P.C.) Imagen 26. Grupo CONTROL INTACTO
H-E a 400X Papila renal (médula) H-E Médula renal a 400X
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4. SISTEMA INMUNE.

4.1 Efecto del POLI-1 sobre el porcentaje de los leucocitos sanguineos.

La tabla 8 muestra el efecto de la exposicion aguda DMSO vy las diferentes dosis

del POLI-1 sobre el porcentaje de neutrofilos,

eosindfilos, basofilos, monocitos y

linfocitos respectivamente. Los resultados muestran que ni el DMSO ni las diferentes

dosis del POLI-1 indujeron cambios en los porcentajes en los diferentes tipos de

leucocitos.

Tabla 8. Efecto del DMSO vy del

leucocitos sanguineos.

POLI-1 sobre el porcentaje diferencial de los

NEUTROFILOS | EOSINOFILOS | BASOFILOS | MONOCITOS | LINFOCITOS
(%) (%) (%) (%) (%)

BASAL 38.9 +9.84° 0.67 +0.15° 0.00 + 0.00° 0.60 + 0.29° 60.50 +4.26°
DMSO 31.16 + 1.96° 0.66 + 0.24° 0.0 +0.00% 3.33+1.01° 64.71 + 0.84°
BASAL 28.34 +1.13° 0.73 +0.22° 0.00 + 0.00° 0.27 +0.13% 70.71+1.21°
POLI-1 35.86 + 2.89° 0.66 + 0.35° 0.13 +0.00° 0.40 +0.2¢ 63.21 + 2.64°
(4 mg/kg de P.C.)

BASAL 33.95+8.27° 0.67 +0.09° 0.00 + 0.00? 1.33 +0.34° 63.57 + 3.8°
POLI-1 37.78 +10.12° 0.33 +0.21° 0.00 + 0.00° 3.72+ 0.29° | 58.72 + 4.34°
(8 mg/kg de P.C.)

BASAL 31.91+3.87° 0.60 +0.27° 0.00 + 0.00° 0.60 + 0.6° 66.9 + 3.79°
POLI-1 40.92 + 3.27° 0.41 +0.19° 0.00 + 0.00° 0.72 + 0.4 57.83 +3.21°
(16 mg/kg de P.C.)

Los conteos diferenciales se realizaron en frotis sanguineos tefiidos con el colorante de Giemsa.

Las basales (control) de cada grupo se determinaron 48 horas antes de administrar los compuestos. Cada
valor representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. La diferencia se muestra como: a = No significativo
con respecto a los demas grupos.

4.2 Efecto del POLI-1 sobre plaquetas y eritrocitos circulantes.
Las graficas 11 a la 17 muestran la exposicion aguda de DMSO vy las diferentes

dosis del POLI-1 sobre los valores: la concentracion de plaquetas (PTL), hematocrito

(Hto), recuento absoluto de glébulos rojos (RGR), concentracion de hemoglobina (Hb),
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cantidad de hemoglobina corpuscular media (HCM), concentracién de hemoglobina
corpuscular media (CHCM), volumen corplscular medio (VCM) y porcentaje de
distribucion del tamafio de los eritrocitos (DTE) respectivamente.

Las graficas 11-17 muestran que el porcentaje del Hto tiende a disminuir con las
tres dosis del POLI-1, pero solo lo hace significativamente tras la administracion de 8
mg/kg de P.C. del POLI-1. La concentracion de Hb disminuye tras la administracion de
4, 8 'y 16 mg/kg de P.C. del POLI-1. La administracion de DMSO vy las tres dosis del
POLI-1 no cambiaron los valores de los PLT, RGR, HCM, CHCM, VCM vy DTE.
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Grafica 11. Efecto de la exposicién aguda de Dimetilsulfoxido (100 pul de DMSO/rata) y
diferentes dosis de POLI -1 (4, 8 y 16 mg/kg de P.C.) sobre la concentracion de plaquetas (PLT))en
sangre. Cada valor representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. Los valores basales de cada grupo se
determinaron 48 horas antes de administrar los compuestos.
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Gréafica 12. Efecto de la exposicion aguda de Dimetilsulfoxido (100 pl de DMSO/rata) y
diferentes dosis de POLI -1 (4, 8 y 16 mg/kg de P.C.) sobre el porcentaje del hematocrito (Hto) en sangre.
Cada valor representa la media + EEM, n=6 ratas/grupo. Los valores basales de cada grupo se
determinaron 48 horas antes de administrar los compuestos. La diferencia se expresa como: *** = p<
0.001.
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Gréfica 17. Efecto de la exposicion aguda de Dimetilsulfoxido (100 pul de DMSO/rata) y
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grupo se determinaron 48 horas antes de administrar los compuestos.

73



DISCUSION
1. PESOS ADRENALES, BAZO Y TIMO.

El hecho de que no se hayan observado cambios significativos en los pesos de
las adrenales, del bazo y del timo, en respuesta al DMSO vy las diferentes dosis del
POLI-1 (Tabla 3), pudo haberse debido a que solo se administré en una sola ocasion
cada una de las dosis del POLI-1. Ademas, el tiempo transcurrido entre la
administracion del compuesto y el sacrificio de los animales fue solo de 24 horas. Asi,
es posible que si el POLI-1 posee efectos toxicos sobre estos drganos, se tendria que
aumentar el nimero de dosis y el tiempo de tratamiento para que los cambios en el peso
se hicieran evidentes. El bazo y el timo son 6rganos linfoides cuya funcion es la
produccidn de los diversos tipos de leucocitos sanguineos En el primero los linfocitos B
y T maduros responden a los antigenos y el en segundo maduran los linfocitos T (Abbas
y Lichtman, 2003). Es sabido, que cuando un xenobidtico posee efectos toxicos, ocurre
un respuesta aguda del sistema de alarma del organismo (eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal o de estrés) el cual, a través del incremento de la secrecion de corticosterona (en
la rata), induce cambios en el conteo diferencial de los leucocitos sanguineos
(neutrofilia, eosinopenia y linfocitopenia) (Casas et al., 1994), situacion que en nuestros
animales experimentales no ocurrié (Tabla 8). En conjunto, estos datos sugieren que a
corto plazo, el POLI-1 no estimuld el sistema de alarma del organismo ni posee efectos
toxicos directos que afecten el peso de las adrenales, el timo y el bazo. Sin embargo,
hace falta hacer otros experimentos en donde se incluya el estudio histopatol6gico de

estos 6rganos, para determinar si el POLI-1 induce cambios tempranos sobre ellos.

2. HIGADO.

Las pruebas de funcionamiento hepéatico (enzimas TGO, TGP, FA, proteinas
totales, albumina, glucosa y contenido de glucogeno), mostraron que excepto por los
cambios histoldgicos, el DMSO no afectd las funciones del higado.

Por otro lado, la administracion de las diferentes dosis del POLI-1 (4, 8 y 16
mg/Kg de P.C.), indujeron un incremento significativo en la actividad de la enzima
TGO, y una disminucion en las concentraciones séricas de albumina y proteinas totales
(gréficas 7 y 8). Aunque la significancia estadistica solo ocurrio con las dosis de 4 y 16
mg/Kg de P.C. del POLI-1.
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La albumina constituye una de las proteinas hepaticas mas importantes para el
transporte sanguineo de diversas moléculas como la bilirrubina, productos residuales del
metabolismo celular y medicamentos (entre otras). Ademas, constituye el 60% de las
proteinas totales del plasma. En nuestro estudio, la disminucion de los niveles séricos de
albdmina y proteinas totales, sugiere que el POLI-1 estaria afectando directamente la
maquinaria sintética de las proteinas de los hepatocitos (reticulo endoplasmico rugoso).

Sin embargo, de las enzimas analizadas, solo la actividad de la enzima TGO se
alter6 en respuesta a las diferentes dosis del POLI-1 (Grafica 4), mientras que la TGP y
la FA permanecieron dentro del rango del grupo control (Graficas 5 y 6). Estos
resultados, junto con los cambios histoldgicos y los niveles normales de glucemia,
sugieren que los efectos toxicos del POLI-1 inician con la alteracion de la maquinaria
sintética de proteinas.

El POLI-1 fue inicialmente sintetizado como antagonista de los receptores Vi, de
la hormona arginina vasopresina (Correa et a.l, 2006). Es sabido que los hepatocitos
poseen receptores Vi, de AVP y que responden a la hormona incrementando la
glucogendlisis (Decaux, 2008). En nuestro estudio, encontramos un incremento
significativo en los depdsitos de glucogeno hepatico en respuesta a la administracion de
de las diferentes dosis del compuesto (Grafica 10). Asi, el incremento en el contenido
de glucégeno hepatico, pude explicarse por el efecto antagonista del POLI-1 sobre los
receptores de vasopresina, y por otro, que la vasopresina enddgena juega un papel
importante en el control del metabolismo del glucdgeno hepético. Es posible, que los
cambios en la citologia hepéatica también pueden ser explicados por los efectos del
POLI-1 sobre los depositos del glucogeno hepatico.

3. RINON.

La administracion de DMSO vy las diferentes dosis del POLI-1 no afectaron la
produccién de orina ni el consumo de agua (graficas 11 y 12), ni los niveles séricos de
urea. Estos datos, sugieren que ni la velocidad de filtracion glomerular ni los
mecanismos de secrecidn y absorcion de los diferentes segmentos de la nefrona fueron
afectados por los respectivos tratamientos.

Asi mismo, ninguno de los tratamientos indujo glucosuria ni bilirrubinuria, ni

cambios significativos en la excrecion de cuerpos cetdnicos, proteinas, urobilindgeno,
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nitritos, nimero de leucocitos, cambios en la densidad urinaria y el pH. Estos resultados
junto con la apariencia normal de los diferentes elementos histoldgicos del rifidn,
indican que el POLI-1 no posee efectos toxicos sobre éste drgano. Por otro lado, es
sabido que la AVP es una hormona que participa importantemente en el mantenimiento
del equilibrio hidrico del organismo al regular la absorcion de agua desde los ductos y
tabulos colectores de la nefrona. La AVP actua sobre las células tubulares a través de la
activacion de los receptores de tipo V; induciendo la movilizacién de los canales
proteicos de acuaporinas, responsables de permitir la reabsorcion de agua. Los estudios
de anclaje del POLI-1 con los receptores V, de AVP (Rosendo y Correa, 2009),
sugieren que el POLI-1 podria tener un efecto bloqueador sobre los receptores de AVP
tipo V,. Si esto fuera asi, los efectos del POLI-1 serian la induccién de un incremento
en la produccion de orina y una disminucion en la densidad (orina diluida). Nuestros
resultados no mostraron cambios en estas variables, sugiriendo fuertemente que el
POLI-1, ademas de no poseer efectos toxicos sobre el rifion, tampoco posee efectos

bloqueadores sobre los receptores renales de AVP tipo V..

4. SISTEMA INMUNE.

La presencia de receptores de AVP en algunos leucocitos circulantes, ha sido
demostrada (Block et al, 1981; Elands et al, 1990; Hu et al, 2003; Hansenne et al, 2004).
Los estudios de anclaje (docking) realizados por Slusarz et al., (2006) sugieren
teoricamente que el POLI-1 es afin a los receptores de AVP tipo V1la, por lo que
podemos suponer que la administracion de las diferentes dosis del POLI-1, podrian
afectar tanto el porcentaje como las caracteristicas morfologicas de los diferentes tipos
de leucocitos circulantes. Los conteos diferenciales de los diferentes tipos de leucocitos
sanguineos en nuestros grupos experimentales, mostraron que los porcentajes de los
leucocitos; neutréfilos, eosinofilos, basofilos, monaocitos y linfocitos, no se alteraron
en respuesta a la administracion del DMSO ni a las diferentes dosis del POLI-1.
Asimismo, en el estudio no encontramos cambios en las caracteristicas citoldgicas de
los diversos tipos de leucocitos. Sugiriendo ademas, que el POLI-1 no tiene efectos
toxicos sobre estas células sanguineos.

La presencia de receptores de AVP en la membrana de las plaquetas y el efecto

de agregacion plaquetaria inducido por la vasopresina ha sido establecido (Thibonnier y
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Roberts, 1985, Decaux, 2008), sin embargo, en nuestro estudio, los conteos plaquetarios
y los frotis sanguineos para la determinacion de las caracteristicas morfoldgicas y de
agregacion plaquetaria mostraron que en comparacion con los conteos basales, ni el
DMSO, ni las diferentes dosis del POLI-1 afectaron la cantidad ni la agregacion
plaquetaria.

Debido a la presencia de los receptores de AVP en los linfocitos y monocitos
sanguineos y del bazo (Torres y Johnson, 1997) se especula la posibilidad de que las
células madre multipotenciales, células precursoras o alguna célula comprometida en
los diversos tipos celulares de la médula 6sea (eritrocitos, neutrofilos, eosindfilos,
baséfilos, monocitos, linfocitos y plaquetas) puedan ser afectadas por el POLI-1. Si esto
es asi ademas de los cambios de los conteos diferenciales de los diferentes tipos de
leucocitos circulantes, los efectos del POLI-1 deberan reflejarse en la eritropoyesis. En
este sentido, de las variables estudiadas (hematocrito, hematocrito, recuento absoluto de
hematies, concentracion de hemoglobina, hemoglobina corpuscular media,
concentracion de hemoglobina corpuscular media, y distribucion del tamafio de los
eritrocitos) solo se afectaron el valor hematocrito y la concentracién de hemoglobina.
Dado que los conteos diferenciales de los leucocitos sanguineos no se modificaron en
respuesta a las diferentes dosis del POLI-1, mientras que los valores del hematocrito y
de la concentracion de hemoglobina disminuyeron, es posible que el POLI-1 afecte la
sintesis de hemoglobina en algin momento de la eritropoyesis, lo que sugiere un efecto
diferencial sobre la eritropoyesis y ninguno sobre la leucopoyesis. Mas estudios se

requieren para comprobar esta observacion.
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CONCLUSIONES

El hecho de que solo algunas de las variables estudiadas se vieran afectadas por
los efectos agudos del POLI-1, sugiere: 1) Que los efectos agudos del POLI-1 no son
muy relevantes desde el punto de vista toxicologico. 2) El incremento en el deposito de
glucégeno hepatico sugiere que el POLI-1 posee un efecto inhibidor especifico sobre la
glucogenolisis. Esta observacion puede ser relevante, pues sugiere por primera vez que
la AVP pudiera estar jugando un papel sobre el control del metabolismo hepatico de los
carbohidratos. 3) El hecho de que el porcentaje del hematocrito y la concentracion de
hemoglobina disminuyeran en los animales tratados con el POLI-1, sugiere que la AVP
pudiera jugar algin papel en el metabolismo de los eritrocitos. 4) El hecho de que las
variables relacionadas con la histologia y la funcion renal no se alteraran en respuesta a
las diferentes dosis del POLI-1, indica que este compuesto no posee efectos toxicos ni
antagonista de los receptores de AVP renales. En conjunto, los resultados muestran que
a corto plazo el POLI-1 no posee efectos toxicos significativos y sugiere que puede
intervenir en el metabolismo del glucégeno hepatico y de la hemoglobina a nivel de los

hematies.
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ANEXOS O APENDICE

1. Materiales y reactivos para la determinacién de glucégeno hepatico.

-Bisturi

-Balde

-Tubos de ensaye de 20 mL y 5 mL
-Homogeneizador

-Vidrio de reloj

-Gradillas para tubos de ensaye de vidrio
-1 Parrilla

-Bafio Maria

-Bafio de hielo

-TermOmetro

-Celdillas de vidrio optico
-Espectofotometro

-Probeta de diferentes volumenes
-Papel aluminio

-Guantes

-Cubrebocas

-Campana de extraccién
-Parafilm

-Balanza analitica

-Charola de pléastico pequefia
-Frasco ambar de 250 mL
-Agitadores magnéticos

-Parrilla magnética.
-Potenciometro

-Agitador Vortex

-Sanitas o papel higiénico
-Pipetas de diferentes volumenes.
-Cronémetro

-Pinzas pequefias

-Hielo

-Agua destilada

-Acido citrico

-O-Toluidina

-Fluoruro de sodio (NaF)

-Lentejas de hidroxido de sodio (NaOH)
-Glucosa (dextrosa anhidra)

-Acido acético glacial

-Tiourea

-Solucién amortiguadora de pH
-Soluciones de NaOH de diferentes
normalidades.

-Soluciones de HCI de diferentes

normalidades.

79



-Polytron

-Agitador orbital para medios de cultivo
-Microtubos

-Gradillas para microtubos

-Papel encerado

-Pinzas de diseccidn pequefias

1.1 Preparacion del reactivo de O-Toluidina.

Para preparar 250 mL de O-Toluidina:

1.- En una probeta de 150 mL se colocan 0.375 g de tiourea y 100 mL de &cido acético
glacial. Se tapan con parafilm y se agita vigorosamente hasta mezclar.

2.- Se vacia la solucion a una probeta de 500 mL y se afiade 15 mL de O-Toluidina, se
sella con parafilm y se mezcla.

3.- Con acido acético glaciar se afora a 250 mL, se sella con parafilm y se agita
vigorosamente.

4.- En un frasco ambar envuelto en papel aluminio se vierte la solucion final.

5.- Se cierra perfectamente, se rotula el frasco como “solucion de O-Toluidina” y se

almacena a temperatura ambiente hasta su uso.

1.2 Preparacion del buffer de citratos 0.1 M de pH = 4.2.

Para preparar 500 mL de buffer se requiere:

1.- En una probeta de 1 L se colocan 9.6065 g de acido citrico en 400 mL de agua
destilada y se disuelve.

2.- Se afnaden 1.25 g de Fluoruro de sodio (NaF) y se mezcla.

3.- Con ayuda del potenciémetro se mide y ajusta a 4.2 el pH de la solucién con lentejas
de NaOH y gotas de NaOH de diferentes normalidades.

4.-Se afora a 500 mL con agua destilada y se agita.

5.- La solucién se almacena en refrigeracion (2-8°C) hasta su uso.

1.3 Preparacion de la solucion madre de glucosa de 10 pg/uL (10 mg/ml) de
concentracion. Para preparar 10 mL se vierten 10 mL de agua destilada y 0.100 g de
dextrosa anhidra (glucosa) en un matraz Erlenmeyer de 25 mL, se agita y refrigera hasta

Su uso.
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1.4 Preparacion de la solucién final de glucosa de 1 pL/pL de concentracién. Para
preparar 2 mL se vierten 1800 pL de agua destilada y 200 pL de la solucién madre en
un tubo de ensaye de 5 mL. Se mezcla en vortex y se refrigera hasta su uso.

Nota. Se rotulan ambos recipientes.

1.5 Estandarizacién de la curva patron de Glucosa.

Para trabajar se requiere: 1) un area de trabajo limpia 2) bafio de Maria en ebullicion, 3)
bafio de hielo lleno, 3) espectrofotometro encendido, 4) material limpio, 5) que haya
recipientes para el desecho de puntas y reactivos, 6) gradillas para tubos de vidrio y

microtubos y 7) soluciones a temperatura ambiente.

1.- La curva patron se hace por triplicado en tubos de vidrio de 5mL en el siguiente
orden: 1) solucién final de glucosa (glucosa), 2) agua destilada (H»O), 3) se mezcla en

vortex, 4) O-Toluidina y 5) se mezcla nuevamente en vortex.

No. Glucosa Glucosa H,0 O-Toluidina | Volumen total
Tubo (ML) [ma] (ML) (ML) (uL)
1 0 1 275 750 1025
2 10 (SM) 10 265 750 1025
3 25 (SM) 25 250 750 1025
4 5.0 (SF) 50 270 750 1025
5 10.0 (SF) 100 265 750 1025
6 15.0 (SF) 150 260 750 1025
7 20.0 (SF) 200 255 750 1025

SM. Solucién madre, SF. Solucidn final y H,0. Agua destilada
2.- Se incuba la curva patron en bafio Maria por 20 minutos y eventualmente se agita.

3.- Al sacar la curva patron, inmediatamente se coloca en el bafio de hielo por 1 o0 2
minutos procurando agitar eventualmente.

4.- Se saca del bafio de hielo y se coloca la curva patron en gradillas.

5.- Se homogeneiza la curva patron en vortex y se obtiene el valor de la absorbancia en
el espectrofotometro a 630 nm con celdillas de vidrio 6ptico. Utilizando como blanco
agua destilada.

6.- Antes de leer las muestras en el espectrofotometro limpiar las celdillas de vidrio con

papel higiénico o sanitas.
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7.- Se promedian las absorbancias de cada punto de la curva y se extrapola con las
concentraciones conocidas de la curva patron para obtener la concentracion de glucosa.

Nota. Si la curva patrén no es suficiente para determinar la concentracion de glucosa se
debe hacer otra curva patron que incluya mas puntos. Es importante que los procesos

que involucren O-Toluidina se hagan en campana de extraccion.

2. Material para la tincion de leucocitos con el colorante de Giemsa.

-Muestra de sangre -Colorante de Giemsa liquido para sangre
-Microtubos -Etanol al 96°

-Laminillas de vidrio -Agua destilada

-Pipeta de 10 pL -Solucion de EDTA al 1%

-Reloj cronométrico
-Frascos tipo Coplin
-Gradilla

-Sanitas o papel higiénico

-Contador celular

3. Materiales y reactivos necesarios para la fijacién y corte de tejidos
(Prophet et al., 1994).

3.1 Materiales y reactivos necesarios para la fijacion en parafina.

-Muestras de tejidos fijados en formol neutro 10% -Parafina

-Canastillas -Etanol (70%, 80%, 85%,

-Procesador de tejidos Leica TP 1020 90%, 95% y 100%).
-Xilol

3.2 Materiales y reactivos necesarios para la preparacion de tejidos en cubos de
parafina.

-Dispensador de parafina Leica EG 11400

-Bisturi

-Etiquetas para los tejidos

- Barra de Leuckart
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3.3 Materiales y reactivos para hacer los cortes histologicos.
-Microtomo Leica RM 2125 con navaja mellada y limpia
-Bafo de agua para tejidos (45-50°C) Leica 26103

-Laminillas biceladas y limpias.

-Lampara de luz

-1 Palillo de madera o pincel

-Xilol

Procesador de tejidos Leica Base de aluminio y escuadras Microtomo Leica
TP 1020 (barras de Leuckart) RM 2125

Bafio de agua para tejidos Leica 26103

3.4 Materiales y reactivos necesarios para la tincion de Hematoxilina-Eosina (H-E)
en tejidos.

-Porta laminillas

-Xilol o xileno

-Etanol al 80%, 95% y 100%

-Colorante de Eosina Floxina
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GLOSARIO

Absorcidn: Proceso por el cual los toxicos cruzan las membranas de nuestro cuerpo y
entran en el torrente sanguineo o sistema linfatico.

Acuaporinas. Son proteinas de membrana celular, forman canales que permiten un
elevado flujo de agua a través de la membrana. En el rifidn existen al menos siete
isoformas de acuaporina.

Afinidad. Definida como la capacidad que posee un farmaco para unirse al receptor
especifico y formar el complejo farmaco-receptor a concentraciones muy bajas del
farmaco o ligando (que se une)..

ARNmM: Molde para la sintesis de proteinas, la secuencia de bases de ARNm es
complementaria a la de un gen de ADN.

Adenilato ciclasa: Es una via de trasduccion de la sefial que emplea AMPc y una serie
de enzimas para convertir una sefial extracelular en una sefial intracelular.

Aducto: Producto formado entre un xenobi6tico, o sus metabolitos activos y una
macromolécula bioldgica. Por ejemplo: 6xido de etileno y ADN.

AMPc: Nucledtico ciclico formado del ATP y un importante segundo mensajero en una
variedad de sistemas de sefializacion.

Anclaje (docking): Herramienta computacional que se utiliza para predecir el efecto
biologico de compuestos de forma dirigida basadndose en las interacciones farmaco-
receptor, estos, dependen de sus grupos funcionales por interacciones de tipo 7 —7x
(fuerzas débiles que ocurren entre grupos aromaticos).

Antagonista: Sustancia que disminuye o invierte el efecto inducido por un agonista.
Sustancia que se une y bloquea los receptores celulares que normalmente se enlazan a
sustancias naturales en su accion fisiologica. Una molécula que se une a una proteina
receptora pero que no dispara la via de sefializacion.

Arginina vasopresina (AVP). Es un péptido con potente accion vasoconstrictora, su
concentracion en plasma es regulada por la osmolalidad de los liquidos corporales y su
liberacion se incrementa cuando aumenta dicha osmolalidad. Tiene como caracteristica
primordial la alteracion de la excrecion de agua con independencia de la tasa de

excrecion de sodio.
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Bioactivacion. Conversion metabolica de un xenobidtico a un derivado mas toxico.
Proceso metabdlico por el cual una sustancia madre es quimicamente cambiada a una
sustancia hija con actividad biol6gica potenciada.

Biotransformacién. Cualquier transformacion quimica de una sustancia producida por
organismos Vvivos 0 por preparaciones obtenidas de estos. Conversion de un quimico
desde una forma a otra por un organismo bioldgico.

Cetogénesis. Proceso metabolico por el cual se forman en el higado los cuerpos
cetonicos (acetoacetato acetona y betahidroxibutirato) por la oxidacion (B oxidacion)
metabdlica de los &cidos grasos. El proceso tiene lugar cuando la gluconeogénesis es
activa, pues induce una disminucion en los niveles de oxalacetato, impidiendo que el
acetil-CoA de la beta-oxidacion se oxide completamente en el ciclo de Krebs. Estos
metabolitos aumentan en situaciones como diabetes descompensada o ayuno
prolongado. Puede ser determinada por la presencia de cuerpos cetonicos eliminados en
la orina en el cual el organismo realiza un balance cuando hay un exceso de grasas.
Hormonas como la ACTH, GH, o prolactina tienen un efecto cetdgeno sobre el
organismo. Estas hormonas son conocidas por su efecto hipoglucemiante, con lo que el
organismo derivara hacia gluconeogenesis estimulando de esta forma la produccion de
los cuerpos cetdnicos.

Citocromo P-450: Enzima con gran nimero de isoformas inducidas o inhibidas por
agentes quimicos determinados, y clave en la biotransfomacién y eliminacion de un
gran numero de xenobi6ticos.

CYP2EL: Isoenzima de la familia del citocromo P-450 tipo 2 con actividad catalitica
por compuestos pequefios hidrofébicos exogenos como etanol, alcoholes de cadena
corta y N-nitroso-dimetil-amina, se correlaciona con la homeostasis de glucosa y puede
intervenir en la gluconeogénesis (en humanos). Participa en la biotransformacion del
paracetamol y algunos anestésicos volatiles como enflurano, halotano, isoflurano,
metoxiflurano y sevoflurano.

Colestasis. Es el resultado de la alteracion en la secrecion canalicular de bilis o por
obstruccion biliar distal a los canaliculos biliares.

Detoxificacion. También llamada desintoxicacion, es un proceso de transformacion
quimica que hacen a una molécula menos toxica.

Diabetes insipida. Es también llamada diabetes de agua. Es distinta y menos comun

que la diabetes mellitus, que implica problemas con la insulina y altos niveles de azUcar
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en la sangre. La diabetes insipida es causada por un problema con la glandula pituitaria
o la forma con que los rifiones manejan los liquidos rifiones. En el organismo se
producen deseos de orinar, mucha sed e ingesta de abundante liquido. El cuerpo
produce grandes volimenes de orina que son casi pura agua.

Dosis: Cantidad de sustancia administrada o absorbida por un individuo en proporcion a
su peso o volumen corporal, ordinariamente en 24 horas. Se suele expresar en mg/K.
Droga: Cualquier sustancia que cuando es absorbida por organismos puede
modificarles una o mas de sus funciones. Forma bruta o extracto de productos naturales,
de aplicacion en la industria, artes o la farmacia. Termino usado para designar
medicamentos o0 sustancias de uso abusivo (drogas de abuso).

Efecto adverso: Cambio en la morfologia, fisiologia, crecimiento, desarrollo o tiempo
de vida de un organismo, que afecta su capacidad funcional o de la homeostasis, 0
presenta un incremento de su susceptibilidad a los efectos dafinos de influencias
ambientales

Efecto agudo: Aquel de rapida aparicion y curso (en las primeras 24 horas o en los
primeros 14 dias, segun el tiempo de estudio) producidos por una sola dosis o por corta
exposicién a una sustancia o radiacion. Es un efecto que ocurre casi inmediatamente
(horas/dias) despues de una exposicion breve o Gnica a un agente toxico. Generalmente,
los efectos agudos seran evidentes dentro de 14 dias.

Eliminacion: Resultado global de los procesos de biotransformacion y de excrecion por
los que el organismo se libera de sustancias.

Ensayo de toxicidad: Estudio experimental de los efectos adversos de una sustancia
sobre un organismo vivo, durante un tiempo determinado y condiciones definidas.
Ensayo de toxicidad aguda: Estudio experimental para determinar los efectos adversos
que pueden aparecer en un corto tiempo (usualmente dos semanas) después de una dosis
unica de una sustancia, o de varias dosis administradas en 24 horas.

Encefalomielitis experimental autoinmune (EEA). Enfermedad inflamatoria del
sistema nervioso central mediada por linfocitos T, la cual puede ser inducida por la
inyeccidn de antigenos de mielina suspendidos en adyuvante completo de Freud.
Endonucleasas. Tiene como funcion cortar la doble cadena de ADN a traves del
esqueleto de fosfatos sin dafiar las bases.

Eritroblasto. Célula de la médula 6sea progenitora del eritrocito o hematie.
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Enzima: Catalizador de las reacciones bioquimicas, que facilitan la biotransformacion
de los sustratos. Macromoléculas biologicas que actian como catalizadores para
reacciones bioquimicas; aunque casi todas son compuestas de proteinas, recientemente
moléculas de ARN cataliticamente activas han sido descubiertas.

Especificidad. Conjunto de propiedades o caracteristicas de una persona o una cosa que
permiten distinguirla de otras. Es la capacidad de una prueba de producir resultados
negativos en personas que no padecen la enfermedad (Verdaderos negativos). La
especificidad del receptor farmacologico se refiere a la capacidad de éste para
discriminar entre una molécula de ligando de otra, pese a que éstas puedan ser muy
similares.

Excrecion: Eliminacion de sustancias enddgenas o absorbidas, o de sus metabolitos o
productos de desecho, a través de los érganos del cuerpo, y por medio de orina, bilis,
heces, sudor, leche, aliento, pelos, ufias, etc. Los 6rganos principales de excrecién son
rifion y tubo digestivo.

Exposicion: Situacion en la cual una sustancia puede incidir, por cualquier via, sobre
una poblacién, organismo, 6rgano, tejido o célula diana. Concentracién, cantidad o
intensidad de un determinado agente fisico, quimico o biolégico, que incide sobre la
poblacion, organismo, érgano o célula diana; usualmente se expresa en términos
cuantitativos de concentracién, duracion y frecuencia (para agentes quimicos y
microbiologicos) o de intensidad (para agentes fisicos)

Farmaco: Cualquier producto que puede ser absorbido por un organismo, difundirse en
él y producirle cambios favorables o no. Los farmacos empleados para el tratamiento de
enfermedades son los medicamentos.

Fosfolipasas. Enzimas de especificidad especifica variante que cataliza la degradacién
de fosfolipidos; pueden funcionar como enzimas digestivas y como componentes de las
vias de transduccion de la sefial.

Glucdlisis. También Ilamada glicolisis (del griego glycos: azucar y lysis: ruptura), es la
via metabdlica encargada de oxidar o fermentar la glucosa y asi obtener energia para la
célula. Esta consiste de 10 reacciones enzimaticas que convierten a la glucosa en dos
moléculas de piruvato, la cual es capaz de seguir otras vias metabdlicas y asi continuar
entregando energia al organismo. Cuando el organismo se nutre, provoca un cambio en
los flujos metabolicos. Se disminuye hasta el minimo la gluconeogénesis y la glucosa
que se absorbe es almacenada como glucégeno.
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Gluconeogénesis. Es una ruta metabdlica anabdlica que permite la sintesis de glucosa a
partir de precursores no glucidicos. Incluye la utilizacion de varios aminoacidos, lactato,
piruvato, glicerol y cualquiera de los intermediarios del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (o ciclo de Krebs) como fuentes de carbono para la via metabdlica.
Todos los aminoacidos, excepto la leucina y la lisina, pueden suministrar carbono para
la sintesis de glucosa.

Cuando el organismo ha disminuido la reserva de glucdgeno y no hay ingesta de
carbohidratos, se ve obligado a sintetizar glucosa a partir de otros compuestos, como el
glicerol proveniente de la rutura de grasas neutras o triglicéridos de los depésitos.
Glutation: Es un tripéptido fomado por tres aminoacidos: glicina, cisteina y &cido
glutdmico. Se encuentra en la mayoria de los tejidos, sobre todo en el higado. Juega un
papel importante en la detoxificacién y proteccion celular.

Hapteno: Sustancia quimica de pequefio peso molecular que no induce por si misma la
formacion de anticuerpos pero al unirse a una proteina transportadora (ej. Albumina)
estimula una respuesta inmunitaria. Un hapteno es la parte de un antigeno que por si
sola no dispara respuesta inmune, pero si posee especificidad.

Hepatotoxicidad. Es el dafio hepatico que se asocia con insuficiencia hepatica causado
por la exposicién a un farmaco u otro agente no infeccioso.

Hipertrofia del miocardio. Es el aumento del tamafio de cada miocito, sin cambiar el
numero total de miocitos y de capilares. Como consecuencia, aumenta la distancia de
difusion de oxigeno por ello, el centro de las fibras musculares hipertrofiadas se vuelve
hipotonico.

Isquemia renal: Es la insuficiencia renal que induce alteraciones funcionales.
Insuficiencia renal aguda (IRA): Sindrome caracterizado por el deterioro rapido de la
funcién renal, que origina la acumulacion de sustancias nitrogenadas, junto con otras
manifestaciones que incluyen alteraciones en la regulacion de electrolitos, equilibrio
acido-base, balance de liquidos y oliguria.

Metabolito: Cualquier producto intermedio o final resultante del metabolismo.
Mitocondria: Organelo en forma ovalada, sitio de las enzimas del ciclo del &cido
citrico y las enzimas de la oxidacion de los acidos grasos. Lleva a cabo la fosforilacion
oxidativa.

Monooxigenasa, citocromp P-450: Enzimas que usan oxigeno e incorporan un atomo

de oxigeno dentro de un sustrato y reducen el otro atomo de agua; importante en la
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sintesis de hormonas esteroides y tirosina, también como en la detoxificacion de
compuestos xenobidticos.

Natriurético: Sustancia que aumenta la excrecion urinaria del i6n sodio.

Necrosis: Muerte masiva de areas de tejido rodeadas de zonas sanas. Cambios
morfolégicos subsiguientes a la muerte celular, caracterizados frecuentemente por
cambios nucleares.

Osmolalidad: Medida de la presion osmotica generada por una solucion. Es la
concentracion de moléculas osmaticas activas o medida de la concentracion de una
sustancia soluble en wuna solucion en términos de su efecto osmotico.
Proteinas G: Es una proteina de union al nucleétido guanina que es un componente de
la via de sefalizacion intracelular. En el estudio inactivo, la proteina G (también
Ilamada proteina G heterodimérica) es una proteina trimérica que consiste de las
subunidades afy, con un GDP unido a la subunidad a. En el estado activo, las proteina
a intercambia GDP por GTP y se disocia de las subunidades Py. La subunidad o unida
a GTP propaga la sefial. La propagacion de la sefial es terminada cuando la subunidad o
hidroliza GTP a GDP y se reasocia con las subunidades By.

Proteinuria. Presencia de proteinas en la orina.

Poliuria. Excrecion de un gran volumen de orina diluida causada por la insuficiente
liberacion de AVP.

Receptor. Cualquier molécula bioldgica con la que interaccionan los farmacos para
ejercer sus efectos (segun este criterio también se considerarian receptores las enzimas,
los transportadores de membrana y los canales idnicos), los receptores propiamente
dichos son moléculas biolégicas o estructuras macromoleculares altamente
especializadas cuya misién es servir como sitio de reconocimiento especifico de
neurotransmisores, hormonas y otros mediadores.

Reticulo endoplasmico: Complejo intracelular de membrana en el cual se sintetizan
proteinas y lipidos y en el que se desarrollan las reacciones de biotransformacion por el
sistema de enzimas monooxigenasas; se aisla por procedimiento de fraccionamiento
celular en forma de microsoma. Es un sistema extenso de membranas citoplasmaticas
que comprenden cerca de la mitad del total de las membranas celulares. La region del
RE que se une a los ribosomas es llamado RE rugoso, y la regién que es privada de

ribosomas es llamada RE.
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Salud: Estado de bienestar completo fisico, mental y social, y no meramente la ausencia
de dolor o enfermedad. Estado de equilibrio dindmico en el cual la capacidad de un
individuo o un grupo puede hacer frente a las circunstancias esta en un nivel éptimo.
Suero: También llamada suero sanguineo. Es la fraccion acuosa proteica de la sangre
que permanece liquida después de la coagulacion.

Transaminacion. Es una reaccion general donde hay traspaso de nitrégeno de uno a
otro aminoacido y en ella participan un aminoacido y un cetoacido. Las
transaminaciones mas frecuentes son aquellas en las que participa el alfa-
cetoglutarato cuya aminacion produce glutamato.

Toxico: Cualquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto adverso para la
salud. Todos los agentes fisicos y quimicos son toxicos potenciales ya que su accién
depende de la dosis y de las circunstancias individuales y ambientales.

Ureagénesis. Proceso por el cual la urea se convierte en el producto de desecho final
del metabolismo de los aminoacidos y de la desintoxicacion del amoniaco presente en la
sangre.

Vaptanes. Sustancias 0 moléculas sintéticas no derivadas de la molécula de AVP con
propiedades antagonistas de los receptores de AVP.

Vasopresina (AVP): hormona liberada principalmente en respuesta a cambios en la
osmolalidad sérica o en el volumen sanguineo.

Via de exposicion: Medio por el que un toxico accede a un organismo a través del
tracto gastrointestinal o via digestiva o central (ingestion), del tracto respiratorio o via
respiratoria o pulmonar (inhalacion), a través de la piel o via dérmica o cutanea (topica)
0 mediante introduccidn o inyeccion por las vias intravenosa, subcutana, intramuscular
0 intraperitoneal.

Xenobidtico: Cualquier sustancia que interactla con el organismo y que no es uno de

sus componentes naturales. También puede llamarse sustancia extrafia o exdgena.
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