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1. RESUMEN

Los metales son compuestos toxicos que representan un riesgo importante para la
salud de los humanos. Ejercen sus efectos tdxicos al combinarse con uno 0 méas grupos
reactivos (ligandos) de las moléculas de las células, que son indispensables en el
funcionamiento normal de 6rganos Y tejidos. Los rifiones de los mamiferos son érganos
blanco para la accion tdxica de los metales, fundamentalmente por sus funciones de
filtracion de la sangre y concentracion del liquido filtrado que finalmente constituira la
orina. El niquel (Ni) es un elemento metalico empleado en muchas aleaciones para
fabricar monedas y principalmente acero inoxidable. Este metal contamina el ambiente
por las actividades antropogénicas, entre ellas, las plantas de energia que gueman
petroleo o carbdn y los incineradores de basura. Los compuestos de Ni pueden ingresar
al organismo humano por diferentes vias: respiratoria, gastrointestinal o dérmica. La
orina es la principal via de excrecion, aunque pequefias cantidades de Ni también son
excretadas por la bilis, el sudor o en las heces fecales. Los efectos toxicos por la
exposicion ocupacional crénica al niquel incluyen: bronquitis, disminucion de la
funcién pulmonar, cancer en pulmones y senos nasales. Estos efectos nocivos se
presentan con frecuencia en los trabajadores de las refinerias o de plantas de
procesamiento de niquel. La EPA-USA ha establecido que el polvo de niquel de las
refinerias y el subsulfuro de niquel son agentes carcindgenos para los seres humanos.
Los antioxidantes son sustancias que retardan o previenen la oxidacion de los sustratos
oxidables de las células y ejercen su efecto atrapando a las especies reactivas de oxigeno
(ERO) o activando la bateria de enzimas protectoras destoxificantes. La quercetina es
un flavonoide con actividad antioxidante que se encuentra comdnmente en frutas y
vegetales (cebolla, lechuga, etc.) en su forma glucosada, sin embargo, este compuesto
puede actuar también como agente prooxidante mediante diversos mecanismos.

El objetivo de este trabajo fue analizar el dafio a los rifiones de ratas Wistar
producido por el niquel y el efecto de la quercetina sobre este dafio. Para ello, ratas
Wistar macho de entre 200-250 g fueron divididas en cinco grupos: A) Control, B)
Tratadas con NiCl,, C) Tratadas con Quercetina, D) Tratadas con quercetina + NiCl,
(tratamiento preventivo) y E) Tratadas con NiCl, + quercetina (tratamiento correctivo).
Al grupo de NiCl, se le administr6 una dosis Unica de 1 mg/Kg (via i.p.), al de
quercetina se le administré este flavonoide a dosis de 25 mg/Kg/dia/5 dias (via i.p.), los
animales del grupo D recibieron el tratamiento de cinco dias de quercetina (dosis ya
sefialadas) y al sexto dia NiCl, (1 mg/Kg, i.p.) y para el grupo E primero fue la dosis
unica de NiCl, (1 mg/Kg, i.p.) y posteriormente el tratamiento de cinco dias con
quercetina a las dosis antes descritas. Concluido el tratamiento con NiCl, y durante el de
quercetina, se obtuvieron muestras de orina de las ratas tratadas y se midieron: el flujo,
la osmolaridad, las concentraciones de glucosa (Trinder, 1969), fosfatos (Sumner,
1944), proteinas (Peterson, 1977), creatinina (Bauer, 1982) asi como sodio y potasio
(método flamomeétrico); ademas se determinaron las actividades de las enzimas
transpeptidasa  de  y-glutamilo (TGP, Thompson y  Meister, 1976),
dipeptidilaminopeptidasa IV (DAP-IV, Rahfeld et al, 1991) y aminopeptidasa de
alanina (APA, Lehky et al, 1973). Posteriormente, los animales fueron sacrificados y se
obtuvieron muestras de rifiones para cuantificar las concentraciones de glutation
reducido (GSH, Cohn y Lyle, 1966), ATP (Adams, 1963) y malondialdehido (MDH,
Draper H, Hadley, 1990). Por ultimo, se realiz6 un estudio histologico a los rifiones
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(Prophet et al, 1994). Los resultados obtenidos fueron analizados con las pruebas de
ANOVA, Tukey-Kramer y t de student.

Con relaciéon a los valores medios de los animales controles: 1) el grupo tratado
con NiCl, presentd disminuciones significativas en los parametros de osmolaridad y
masa excretada de Na', asi como aumentos significativos en el flujo urinario, excrecion
de glucosa, concentracion urinaria de creatinina y en las actividades urinarias de las
enzimas APA y DAP-1V; 2) el grupo tratado con quercetina mostré aumentos
significativos en la concentracion urinaria de creatinina y en las actividad urinaria de las
enzimas APA, DAP-IV y TGP; 3) el grupo de quercetina mas NiCl, (tratamiento
preventivo) tuvo disminucién del flujo urinario y aumentos en la osmolaridad de la
orina, la excrecion de glucosa, la concentracion urinaria de creatinina y la actividad
urinaria de las enzimas APA, DAP-IV y TGP; 4) por altimo, el grupo tratado con NiCl,
mas quercetina (tratamiento correctivo) mostré incrementos en la osmolaridad de la
orina, concentracion urinaria de creatinina y la actividad urinaria de las enzimas APA,
DAP-IV y TGP. Aunado a esto, todos los grupos presentaron aumento del estrés
oxidativo de los rifiones, acompafiado de la disminucién de la concentracion de GSH y
aumento de la de MDH; ademas, dafio estructural renal, particularmente en los tibulos
contorneados proximales. Este dafio fue menor en los grupos de quercetina vy
preventivo.

De los resultados anteriores se puede concluir lo siguiente: 1) dosis bajas de
NiCl, producen dafio renal temprano a nivel funcional y estructural, 2) la quercetina es
capaz de generar efectos toxicos en los rifiones debido a sus efectos pro-oxidantes y 3)
el tratamiento preventivo con quercetina revierte parcialmente la toxicidad renal del
niquel.
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3. INTRODUCCION

Los metales son un grupo de compuestos tOXicos que representan un riesgo
importante para la salud de los humanos y para el medio ambiente. Los metales ejercen
sus efectos toxicos al combinarse con uno o méas grupos reactivos (ligandos) de las
moléculas de las células, que son indispensables en el funcionamiento normal de los
organos Y tejidos del organismo (Klaassen, 1996). Los rifiones de los mamiferos son
organos blanco para la acciéon tdxica de los metales, fundamentalmente por sus
funciones de filtracion de la sangre y concentracion del liquido filtrado que finalmente
constituira la orina (Lock, 1995).

Los metales tienen caracteristicas especiales que juegan un papel importante en
la toxicidad renal. Como elementos son indestructibles, ya que el higado y los rifiones
no pueden destoxificarlos como lo hacen con los compuestos organicos. Los metales en
su forma cationica pueden existir en diferentes estados de oxidacion y cada estado de
oxidacion generalmente difiere en la toxicidad renal. Sin embargo, en general, los
cationes son capaces de formar complejos y quelatos con ligandos endégenos. Ademas,
los compuestos organicos que contienen metales (organometalicos) difieren de su forma
inorganica para dafiar los rifiones. Finalmente, la accion toxica de los metales sobre los
riflones frecuentemente se realiza en las células proximales de la nefrona. De manera
general, los procesos de reabsorcion y secrecion realizados en el tabulo proximal son
los primeros en ser afectados. Asi, se puede alterar la reabsorcion de proteinas de peso
molecular bajo, de aminoacidos y de glucosa, asi como la secrecion de acido Urico
(Clarkson y Shaikh, 1982).

3.1 NIQUEL.

El niquel (Ni) es un elemento metalico de nimero atdbmico 28 y masa atdmica de
58.71. Pertenece al grupo VIII B de los metales de transicion de la tabla periddica. Su
rango de estados de oxidacién va de —1 a +4, pero el mas comun es el +2. EI Ni es un
metal duro, blanco-plateado, con alta conductividad térmica y eléctrica. Se encuentra en
la corteza terrestre y es liberado al ambiente por las erupciones de los volcanes. El Ni se
encuentra combinado principalmente con el oxigeno, arsénico, antimonio y azufre
(sulfuros) y es uno de los pocos metales de transicion que se pueden combinar con el
monoxido de carbono de la atmdsfera. Muchos compuestos de niquel son solubles en
agua y tienen un color verde caracteristico, aunque en su estado elemental o combinado
no tiene olor ni sabor. Para usos industriales, su origen principal es la pirotita, la cual
contiene de 3-5% de niquel. Este metal contamina el ambiente a causa de las actividades
antropogénicas, entre ellas, las plantas de energia que queman petréleo o carbédn y los
incineradores de basura. Tales actividades pueden desechar niquel en las aguas
residuales (Stanley, 2003; www.atsdr.cdc.gov/es/phs/es_phs/.5htm1).

Las propiedades del niquel y su distribucion en el medio ambiente han sido
resumidas por la Agencia de E.U.A. para Sustancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades (ATSDR, 1988). A su vez, la Agencia Internacional para la Investigacion
sobre el Cancer (IARC, 1990) y el Departamento de Salud y Servicios Humanos de
E.U.A. (USADHHS, 1994), basandose en estudios realizados con trabajadores del
niquel y animales de laboratorio, clasificaron como carcindgeno a todos los compuestos
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de niquel (con excepcion del niquel metalico), aunque existe evidencia que sugiere que
este metal puede ser un elemento traza esencial para los mamiferos (Goyer, 1996).

Hay cinco sustancias del niquel que han sido seleccionadas por la OMS como
prioritarias para la evaluacion de riesgos: polvo de niquel, sulfato de niquel, cloruro de
niquel (NiCl,), carbonato de niquel (NiCOs3) y el nitrato de niquel [Ni(NOs)]. EI NiCl,
es clasificado como: carcinogeno clase |, toxico para la reproduccion clase Il (puede
causar dafio a los nifios  en gestacion) y  toxico  cronico
(www.enia.org/index.cfm/ci_id/3741.htm).

3.1.1 Usos.

El Ni es empleado en aleaciones para fabricar monedas y joyas. En la industria
se usa para producir diversos articulos, como valvulas e intercambiadores de calor,
aunque la mayor parte de este metal es utilizado para fabricar acero inoxidable. Muchas
formas metalicas del niquel son resistentes a la oxidacion del agua y del aire, a
temperatura ambiente, y por eso son utilizadas para el galvanizado de materiales.
Ademas, los compuestos de niquel se emplean en el coloreado de ceramicas, en la
fabricacion de baterias y como catalizadores (WHO, 1991; Klaassen y Watkins, 2001).

3.1.2 Fuentes de exposicion.

En general, la contaminacion de alimentos con niquel es la principal fuente de
exposicion para la poblacion abierta; aproximadamente, se consumen 170 pg/dia en los
alimentos, sobresaliendo por su alto contenido de niquel el chocolate, las habichuelas de
soya, las nueces y la avena. Ademas, la ingesta diaria de niquel a través del agua potable
es de aproximadamente 2 pg; a su vez, la cantidad que inhalamos oscila entre 0.1-1
pg/dia, sin incluir el Ni que se encuentra en el humo del tabaco. En el suelo, se
encuentra adherido a particulas de polvo y de tierra o incrustado en minerales.
Finalmente, puede estar disuelto en el agua o adherido a la materia suspendida en este
liquido (www.atsdr.cdc.gov/es/phs/es_phs/.5htm1).

3.1.3 Toxicocinética.

Al igual que la mayoria de los metales, la toxicidad del Ni depende de la via de
exposicion, del tiempo de exposicion y de la solubilidad de sus compuestos. Dicha
toxicidad puede ser clasificada en inmunologica, neuroldgica, reproductiva y
carcindgena (Coogan et al, 1989). Los compuestos de Ni pueden ingresar al organismo
humano por diferentes vias (respiratoria, gastrointestinal o dérmica). Por inhalacion, la
cantidad de niquel que llega a los pulmones y pasa a la sangre depende del tamafio de
las particulas: si son grandes permanecen en la nariz, pero si son pequefias pueden
alcanzar las partes mas profundas de los pulmones. De esta manera, cerca del 30 % del
niquel inhalado se deposita en los pulmones y, aproximadamente, el 20% es absorbido
en el tracto respiratorio. Algunas de estas particulas se pueden deglutir y pasan al tracto
gastrointestinal. Al respecto, la absorcion de Ni en el tracto digestivo es baja (<1 %) y
la mayor parte se elimina por las heces fecales. También la absorcion de este metal por
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la piel es baja, en comparacion con otras vias
(www.atsdr.cdc.gov/es/phs/es_phs/.5htm1).

Luego de su absorcion, el niquel es transportado en el plasma sanguineo unido
principalmente a la albumina. Este metal se puede distribuir en todos los 6rganos, entre
ellos los rifiones. La orina es la principal via de excrecién, aunque pequefias cantidades
de Ni tambien son excretadas por la bilis, el sudor o por el aire exhalado. La excrecién
en las heces fecales refleja la fraccion no absorbida por ingestion oral. Wase et al
(1954), administraron a ratones Ni®, via intraperitoneal, y observaron una amplia
distribucion de este metal en todos los tejidos de los animales expuestos. En estudios
con animales a corto y largo plazo, a los que se administraron diversas sales solubles de
niquel por via oral, se encontr6 este metal principalmente en los rifiones. Las
concentraciones relativas en los tejidos fueron: rifilones> pulmones> higado> corazén>
testiculos (Ambrose et al, 1976; Dieter et al, 1988). Independientemente de la ruta de
exposicion, la mayoria del Ni absorbido es excretado en la orina (Nielsen et al, 1999).
Finalmente, el contenido total de Ni en el cuerpo de un individuo de aproximadamente
70 kg, no expuesto laboralmente a este metal, es de cerca de 0.5 mg
(www.atsdr.cdc.gov/es/phs/es_phs/.5htm1).

3.1.4 Toxicodinamia.

En los animales de experimentacion, la DL-50 de las sales de Ni varia entre 43-
330 mg/Kg, cuando se administran por via oral. En la intoxicacion aguda por Ni los
sintomas iniciales son dolor de cabeza y vomito, posteriormente (12 a 36 horas) se
presenta: disnea, cianosis, leucocitosis y aumento de la temperatura corporal, asi como
delirio y otros signos en el sistema nervioso central. Las fallas respiratoria y cardiaca
son la causa de la muerte de los humanos (Fairhurst e Illing, 1987). Es pertinente
sefialar que, en modelos experimentales, el niquel actia como un vasoconstrictor
potente de las arterias coronarias, aunque su papel en la enfermedad cardiovascular no
ha sido dilucidado (Leach et al, 1985).

Los efectos toxicos del Ni por exposicion ocupacional cronica incluyen:
bronquitis, disminucion de la funcién pulmonar y cancer en pulmones y senos nasales.
Estos efectos nocivos se presentan con frecuencia en los trabajadores de las refinerias o
de plantas de procesamiento de niquel. Por ello, se requiere realizar un control de
exposicion midiendo los niveles de este metal en las areas de trabajo o sus
concentraciones en la orina de los trabajadores (monitoreo bioldgico). En este contexto,
se ha descrito que los efectos carcindgenos del Ni pueden estar relacionados con sus
propiedades oxidantes que inducen la separacion o ruptura de las hebras del ADN.
Debido a lo anterior, la EPA-USA ha establecido que el polvo de Ni de las refinerias y
el subsulfuro de Ni son agentes carcindgenos para los seres humanos (Massry y
Glasscok, 2001; www.atsdr.cdc.gov/es/phs/es_phs/.5htm1).

Debe sefialarse también que, debido a la contaminacion del ambiente, los
habitantes de paises industrializados frecuentemente pueden estar en contacto con el Ni
y, por ello, las alergias cutaneas (dermatitis por contacto) producidas por este metal son
muy comunes. Al respecto, se ha descrito que del 15-20 % de la poblacion expuesta a la
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contaminacion ambiental por Ni ha resultado positiva con la prueba epicutanea
(Bhramra y Costa, 1992; www.ncbi.n1m.nih.gov).

Respecto a las acciones toxicas producidas por el niquel, se ha reportado que
este metal disminuye las concentraciones celulares de glutation (GSH) y de grupos tiol
de las proteinas, lo que aumenta la concentracion de especies reactivas de oxigeno como
el i6n superdxido, el perdxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. A causa de ello, se
genera lipoperoxidacion, se dafia la estructura del ADN y se altera la homeostasis del
calcio y de los grupos sulfidrilo. Ademas, en la mayoria de las membranas celulares
(mitocondrias, microsomas y peroxisomas) se generan reacciones tipo Fenton (Stohs y
Bagchi, 1995; Valko et al, 2005; Das et al, 2008).

3.1.5 Toxicidad renal del niquel.

Antes de abordar la toxicidad del Ni sobre los rifiones, conviene describir
algunos aspectos estructurales y funcionales de estos oOrganos. Al respecto, debe
sefialarse que la vida de los organismos multicelulares depende de la constancia en la
composicion de su medio interno. En los mamiferos, esta constancia se debe en gran
parte al funcionamiento adecuado de los pulmones, el higado y los rifiones. En efecto,
los rifiones realizan una gran variedad de funciones organicas y la mayoria de ellas son
esenciales para la vida (Eaton y Pooler, 2004; Jaramillo et al, 2006). Los rifiones estan
situados fuera de la cavidad peritoneal, contra la pared abdominal posterior, uno a cada
lado de la columna vertebral. En un corte longitudinal del rifién se identifican dos
regiones: la region externa llamada corteza y la region interna llamada médula (Figura
3-1).

Calices

Arteria renal

fj,ﬁ‘;‘f’ Figura 3-1. Estructura macroscépica
del rifion.

Vena renal

Médula
Uréter

Corteza

En los mamiferos, los rifiones participan de manera importante en el
mantenimiento de la homeostasis corporal. Las funciones de estos organos incluyen: 1)
regulacién del contenido de agua y electrolitos en los liquidos corporales, 2) excrecion
de los productos de desecho derivados del metabolismo celular, 3) participacion en la
regulacion de la presion arterial a través del sistema renina-angiotensina, 4) eliminacion
de sustancias extrafias al organismo (xenobioticos), 5) reabsorcion de sustancias Utiles
para las células como la glucosa, los electrolitos y los amino&cidos y 6) participacion en
la regulacion del equilibrio acido-base de los liquidos corporales. Los rifiones estan
formados por estructuras vasculares y epiteliales y su funcionamiento correcto depende
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de las acciones combinadas de ambos componentes. La unidad basica estructural y
funcional de estos 6rganos es la nefrona, la cual consiste de un aparato de filtracion o
glomérulo, conectado a una porcién tubular larga que reabsorbe y secreta sustancias,
determinando la presencia de solutos en el liquido tubular. Para su estudio, la porcion
tubular de la nefrona ha sido dividida en diferentes segmentos que incluyen: tubulo
contorneado proximal, asa de Henle, tubulo contorneado distal y tubulo colector (Figura
3-2).

En los riflones humanos existen aproximadamente dos millones de nefronas.
Para desarrollar su trabajo, las nefronas realizan tres procesos fundamentales: la
filtracion glomerular, la reabsorcion tubular y la secrecion tubular. Estos procesos se
desarrollan de manera continua y simultdnea. En efecto, a medida que el filtrado
glomerular fluye en el interior de los tubulos, disminuye su volumen y se modifica su
composicion mediante los procesos de reabsorcion (retiro de agua y solutos) y de
secrecion de sustancias en el liquido tubular, para formar finalmente la orina. La
comparacion de la composicion del plasma y de la orina muestran la magnitud de estos
cambios y subraya la eliminacién de los desechos metabolicos, asi como la
conservacion del agua y sustancias Utiles para las células. ElI dafio funcional o
estructural de los rifiones disminuye la calidad de vida de los humanos y, con
frecuencia, conduce a estados fisiopatoldgicos graves como la insuficiencia renal aguda
o crénica y a la muerte (Eaton y Pooler, 2004; Jaramillo et al, 2006).

Tubulo proximal

¢ Tubo .
- / colector Figura 3-2. Estructura de la

nefrona

Glomérulo

(§)
Tudbulo distal 4

o\

Asa de Henle

Se ha reportado que la nefrotoxicidad de los compuestos de Ni disminuye en el
siguiente orden: carbonatos > sulfuros > sulfatos > 6xidos. Al respecto, en estudios in
vitro la incubacién previa de rebanadas de corteza renal de la rata con diferentes
compuestos de Ni (hasta por 4 horas), seguida de la incubacién con p-aminohipurato
(PAH, 74 uM) durante 2 horas, disminuy0 la captacion del PAH en estas rebanadas, de
manera dependiente del tiempo. Ademas, la magnitud de la reduccién de la captacion
fue dependiente de las formas quimicas (especiacion) de los compuestos usados en el
estudio. Asi, las relaciones de concentracion de PAH rebanadas/medio fueron
equivalentes al 45, 48 y 66% de los valores controles, después del pretratamiento con
subsulfuro de niquel (1.5 mM), sulfato de niquel (4 mM) y 6xido de niquel (2.98 mM),
respectivamente (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Por otra parte, en un estudio de nefrotoxicidad cronica, ratas Wistar machos y
hembras recibieron NiSO, en el agua para beber (100 mg/L), durante 6 meses. Al final
del tratamiento, la excrecion urinaria de albimina fue de 354 y de 1319 ng/24 h/L para
las hembras controles y las expuestas, respectivamente (P<0.05), asi como de 989 y
2065 pg/24h/L para los machos controles y animales expuestos, respectivamente
(P>0.05, no significativo). Ademas, el peso de los rifiones aumento significantemente en
los animales tratados con Ni. Estos resultados muestran que la exposicién crénica a
concentraciones bajas de Ni induce cambios en la permeabilidad de los glomérulos de
las ratas hembras (de menor intensidad en los machos) o aumenta las lesiones normales
de los glomérulos (glomerulonefritis) que se presentan con el envejecimiento de las
ratas (www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.2 ESTRES OXIDATIVO Y AGENTES ANTIOXIDANES.

Durante la funcién normal de las células se producen especies reactivas de
oxigeno (ERO) o radicales libres de oxigeno que incluyen: los radicales hidroxil (OH),
el anion superdxido (O), el peroxido de hidrégeno (H20,) y el 6xido nitrico (NO).
Estas especies son transitorias y tienen una elevada reactividad quimica que puede
conducir a la lipoperoxidacién y a la oxidacion de proteinas y del ADN. En condiciones
normales, los sistemas antioxidantes de las células neutralizan o minimizan las
alteraciones causadas por las ERO. Sin embargo, cuando aumenta la generacion de
ERO hasta una concentracion que supera a los antioxidantes celulares, aparece el estrés
oxidativo (Matés, 2000).

Los antioxidantes son sustancias que retardan o previenen la oxidacién de los
sustratos oxidables de las células y ejercen su efecto atrapando a las ERO o activando la
bateria de proteinas protectoras destoxificantes. La prevencion de la oxidacion es un
proceso esencial en todos los organismos aerdbicos, de tal manera que la disminucion
de la proteccion antioxidante puede conducir a la citotoxicidad, mutagenicidad y/o
carcinogenicidad (Matés, 2000). En la célula existen diferentes sistemas antioxidantes y
el glutation forma parte de ellos. Asi, el H,O; es reducido por el GSH en presencia de la
GSH peroxidasa, enzima dependiente de selenio. Como consecuencia, el GSH se oxida
a GSSG, el cual se reduce rapidamente a GSH por la GSSG reductasa a expensas de
NADPH, formando de esta manera un sistema cerrado (ciclo redox). La reduccion de
hidroperdxidos organicos por el GSH puede ser catalizada tanto por esta peroxidasa
selenio dependiente como por la accién de la peroxidasa selenio-independiente
(glutation-S transferasa) (Maxwell, 1995).

Conviene sefialar que el glutation (GSH) es un tripéptido (L-y-glutamil-L-
cisteinil-glicina) cuya concentracion intracelular es del orden milimolar, lo que lo
convierte en el principal tiol no protéico en las celulas aerobicas. El glutation es
sintetizado en el higado a partir de la y-glutamilcisteina, reaccion catalizada por la GSH
sintetasa. La cisteina proporciona la capacidad funcional del péptido al proveer el grupo
tiol reactivo (-SH) (Reed, 1990). Bajo condiciones fisiologicas, la enzima glutation
reductasa cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG), de tal manera que mas del
98 % del glutation intracelular se encuentra en la forma tidlica (GSH) y el resto en la
forma de disulfuro (GSSG), disulfuro mixto (GSS-proteina) y como tioéteres. Las
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funciones del GSH incluyen: 1) destoxificacion de compuestos enddgenos y exdgenos
como especies reactivas de oxigeno e intermediarios reactivos, 2) mantenimiento de la
estructura normal de las proteinas y otras moléculas (grupos tiol) y 3) proporciona a la
célula equivalentes reductores del tipo NADPH (DeLeve y Kaplowitz, 1991).

3.2.1 Quercetina.

Desde hace siglos, los farmacos obtenidos de los vegetales han sido utilizados
para el tratamiento de diversas enfermedades. Por ello, estas sustancias son una fuente
de importantes investigaciones farmacologicas y toxicoldgicas. Al respecto, el Ginkgo
biloba (Gb), planta que pertenece a la familia Ginkgoaceae, se ha utilizado en la
medicina china tradicional para tratar el asma, la enuresis y la tos. Sin embargo, a partir
de 1990, el extracto de las hojas de este arbol fue ampliamente conocido y consumido,
una vez que se descubrié su capacidad para mejorar la memoria (Ziemmerman et al.,
2002). Ademas, los efectos antioxidantes del Gb se han corroborado por la reduccion de
la lipoperoxidacion en diferentes tejidos animales (Pietri et al., 1997). En la década de
1950, se investigaron las propiedades quimicas y farmacoldgicas de las hojas de Gb y se
estandarizd el extracto concentrado conocido como EGb 761. Los principales
constituyentes del Gb son: lactosas sesquiterpénicas (bilobalide) y diterpénicas
(ginkgolidos A, B, C, J y M), bioflavonas (ginkgetina, isoginkgetina y bilbobetina),
flavonoides (quercetina, camferol) y pequefias cantidades de &cido ginkgdlico. Los
extractos estandarizados contienen dos fracciones principales: flavonoides (24%) vy
lactosas terpénicas (6%) (Jacobs y Browner, 2002).

La quercetina (3,3’,4°,5, 7-pentahidroxiflavona) es uno de los flavonoides mas
abundantes de su tipo (Figura 3.3). Se encuentra comunmente en frutas y vegetales
(cebolla, lechuga, etc.) en su forma glucosada (Moon et al, 2000; Shirai et al, 2002;
Jovanovic y Simic, 2000). Las concentraciones mayores de quercetina se encuentran en
las cebollas (280-490 mg/Kg de porcién comestible), en las cerezas (10-15 mg/Kg) y en
la grosella negra (37 mg/Kg de quercetina y 1 mg/Kg de canferol). La grosella roja
contiene de 8 a 13 mg/Kg de quercetina, las uvas rojas de 15 a 37 mg/Kg y las uvas
blancas entre 2 y 12 mg/Kg (Garcia, 2005).
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Es importante sefialar que la quercetina es un potente antioxidante que ha sido
utilizado en diversos estudios farmacoldgicos y toxicolédgicos (Francescato et al., 2004;
Sanchez et al., 2005; Morales et al., 2006).

3.2.2 Propiedades farmacologicas.

A los flavonoides se les atribuyen varias propiedades farmacolégicas, entre ellas:
antioxidantes, antiasmaticas, inhibidores de enzimas (hidrolazas, ciclooxigenasas,
fosfodiesterasas, ATP-asas, transferasas, oxidoreductasas, etc.), antiinflamatorias,
anticancerigenas, antibacterianas, antivirales, vasodilatadoras, inhibidores de la
agregacion plaquetaria y de los sintomas alérgicos (Nijveldt et al., 2001; Drago et al.,
2006).

3.2.3 Actividad antioxidante.

Los flavonoides neutralizan a las ERO porque reaccionan con ellas y las
inactivan gracias a la elevada reactividad de sus grupos hidroxilo, de acuerdo con la
siguiente reaccion:

Flavonoide-(OH) + R+ E==»> Flavonoide-oxidado + RH
en donde Re es un radical libre (Nijveldt et al., 2001).

La actividad antioxidante de los flavonoides (como la quercetina) resulta de una
combinacion de sus propiedades quelantes y secuestradoras de radicales libres. Ademas,
la inhibicion de oxidasas, como lipooxigenasa (LO), ciclooxigenasa (CO),
mieloperoxidasa (MPO), NADPH oxidasa y xantina oxidasa (XO), evita la generacion
de ERO in vivo asi como de hidroperdxidos organicos. Por otra parte, los flavonoides
también inhiben enzimas involucradas indirectamente en los procesos oxidativos, como
la fosfolipasa A2 (FLA2), al mismo tiempo que estimulan otras enzimas con
reconocidas propiedades antioxidantes como la catalasa (CAT) y la superoxido-
dismutasa (SOD). De esta forma los flavonoides interfieren en las reacciones de
formacion y propagacion de radicales libres.

La quercetina tiene efectos citoprotectores mediados por la disminucién de la
generacion de radicales derivados del NO. Tales efectos son manifiestos en fibroblastos
de la piel humana, queratinocitos, células endoteliales y ganglios sensoriales cultivados
en presencia de sulfoxina-butionina, un inhibidor irreversible de la glutation sintetasa
(Huk et al, 1998; Shutenko et al, 1999). Ademas, previene el dafio tubular y la
inflamacion intersticial (Shoskes, 1998), también parece evitar la peroxidacién lipidica
en la obstruccion biliar y disminuye el deposito de colageno y la fibrogénesis (William
et al, 2000).

Para actuar como antioxidante, la quercetina secuestra oxigeno reactivo
especialmente en la forma de aniones superdxido, radicales hidroxil, peroxidos lipidicos
o hidroperoxidos. Por ello, bloquea los efectos nocivos de tales sustancias sobre las
células. La inhibicion de algunas oxidasas es otro de los mecanismos de la accién
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antioxidante de la quercetina. Asimismo, in vitro ha demostrado inhibir la oxidacion por
los macréfagos de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), reduciendo con ello la
citotoxicidad de las LDL oxidadas. La propiedad antioxidante de la quercetina se
manifiesta también por la inhibicion de la peroxidacion lipidica, por mecanismos como
la inhibicion de la actividad de la fosfolipasa A2 en neutréfilos y la inhibicion de la
actividad de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa en plagquetas indemnes (Sankara et al,
1972; Havsteen, 1983; Villar del Fresno, 1999; MERCK, 2000). La quercetina también
tiene la capacidad de unirse a la cabeza polar de los fosfolipidos membranales, evitando
asi que los agentes oxidantes accedan a la fraccion hidrofébica de las membranas. Esto
protege a las células contra la lipoperoxidacion, el evento inicial de dafio celular
(Erlejman et al, 2004).

3.2.4 Quercetina y nefrotoxicidad por estrés oxidativo.

Uno de los mecanismos por el cual la quercetina podria reducir la nefrotoxicidad
producida por el niquel, puede estar relacionado con sus propiedades antiinflamatorias y
relajantes vasculares, a traves del metabolismo del acido araquidonico. En efecto, un
desequilibrio en la sintesis de prostaglandinas puede provocar alteraciones
cardiovasculares y renales. Al respecto, los flavonoides han mostrado ser inhibidores de
la sintesis de eicosanoides porque inhiben las actividades de la lipooxigenasa
(Yoshimoto et al, 1983) y de la ciclooxigenasa (Moroney et al, 1988). Este efecto
supondria la inhibicion de mediadores vasoconstrictores (prostaglandinas
vasoconstrictoras, tromboxanos, etc.) implicados en el dafio renal producido por
vasoconstriccion. Estos mecanismos, ademas estan estrechamente relacionados con la
actividad mas importante de la quercetina que es la antioxidante e inhibidora de la
peroxidacion lipidica (Das y Ray, 1988; Sahu y Washington, 1991 y 1992).

En un estudio realizado en ratas, se demostré el efecto protector de la quercetina
contra la nefrotoxicidad por estrés oxidativo causada por un quelato de fierro
(nitriltriacetato ferrico, Fe-NTA). El pretratamiento con quercetina (2 mg/Kg, ip), 30
minutos antes de la administracion del Fe-NTA (8 mg Fe/Kg, ip), disminuyd
marcadamente la disfuncion renal, las alteraciones morfoldgicas y redujo las
concentraciones de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), restableciendo
también las enzimas antioxidantes depletadas (Singh et al.,2004). Ademas, se ha
reportado que el tratamiento con quercetina (50 mg/Kg) disminuye las alteraciones
funcionales, histolégicas e inmunohistoquimicas producidas por el cisplatino
(Francescato et al., 2004).

Por otra parte, la administracion oral de quercetina (10 ma/Kg/dia, durante 4
semanas) a ratas diabéticas, disminuyo0 significativamente la disfuncion renal y el estrés
oxidativo (Anjaneyulu y Chopra, 2004). También ha sido descrito que el pretratamiento
de ratas Wistar con este flavonoides disminuye el dafio y la lipoperoxidacion hepatica
producida por la N-dietilnitrosamina (Sanchez et al., 2005). Ademas, se ha visto que la
administracion de quercetina a ratas Wistar disminuye el dafio tubular renal y el estrés
oxidativo inducido por el cadmio (Morales et al., 2006). En afios recientes, Amalia et al.
(2007) reportaron efectos benéficos de la quercetina sobre la fibrosis hepatica de ratas
cirréticas, debido al incremento en la actividad antioxidante y la disminucion de efectos
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prooxidantes. Finalmente, Yao et al. (2007) encontraron que la quercetina protege a los
hepatocitos contra el estrés oxidativo causado por el etanol.

3.2.5 Efectos adversos prooxidantes.

Como antes se sefiald, los flavonoides ocupan un lugar destacado en la familia
de los antioxidantes. Sin embargo, estos compuestos pueden actuar también como
agentes prooxidantes mediante mecanismos que incluyen la reduccion temporal de Cu
(I1) a Cu (1), la generacion de ERO, asi como afectando las funciones del sistema de
defensa antioxidante de las células mediado por el glutation reducido (GSH) (Pérez,
2003).

En este contexto, se ha descrito que cuando la quercetina ejerce su actividad
antioxidante es convertida en compuestos potencialmente toxicos derivados de procesos
oxido-reductores involucrados en su biotransformacion (Boots et al., 2007; Metodiewa
et al, 1999). Estos compuestos son la o-quinona (QQ) y la o-semiquinona, los cuales
pueden reaccionar con el GSH para formar 6-GSQ y 8-GSQ, lo que disminuye la
concentracion celular del GSH. Por lo tanto, en ausencia de GSH, los GSQ pueden
realizar reacciones de arilacion con los grupos tioles de las proteinas (Boots et al.,
2003).

Profundizando en este tema, es pertinente sefialar que las quinonas son
productos de la oxidacion de los grupos -OH presentes en los fenoles. Una caracteristica
importante de las quinonas es su deficiencia de electrones, por lo tanto, estas especies
sufren reacciones de transferencia electronica reversible, lo que produce que se
autooxiden o se autoprotonen de manera casi simultanea (Graham, 1978). Dependiendo
de la posicion del alcohol que se ha oxidado, se forman dos tipos de quinonas: las orto y
las p-quinonas, de las cuales debido al acercamiento de los orbitales moleculares de los
grupos involucrados, las p-quinonas son considerablemente mas estables que las o-
quinonas (Lopez y Arancibia, 2008). También existen evidencias de que la quercetina
inhibe a la NADPH-reductasa del citocromo P450 (CYP450) en microsomas hepaticos.
Es factible que este efecto impida el metabolismo de muchos xenobidticos que son
oxidados por el CYP450 (Pérez, 2003).

Ferraresi et al. (2005) al analizar los efectos anti y prooxidantes de la quercetina,
en funcion del tiempo de exposicion, encontraron lo siguiente: en periodos cortos de
tratamiento ejerce efectos antioxidantes y disminuye los niveles de H,O,, mientras que
en periodos prolongados muestra una actividad prooxidante; ademas, en los periodos
prolongados, el contenido celular de GSH se redujo. Por otra parte, en estudios celulares
in vitro, Robaszkiewicz et al. (2007) encontraron que la quercetina disminuyd la
produccién de ERO en las células, pero indujo estrés oxidativo por la produccion de
perdoxidos. Asi, a concentraciones bajas, la quercetina estimulo la proliferacion celular e
incrementd la capacidad antioxidante total de las células, mientras que a
concentraciones altas disminuyé la supervivencia y viabilidad celular, el contenido de
tioles, la capacidad antioxidante total y las actividades de las enzimas SOD, CAT y
glutation S-tranferasa.
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Relacionado con lo anterior, experimentalmente se ha encontrado que la
vitamina C trabaja junto con la vitamina E para prevenir la lipoperoxidacion, sin
embargo, al igual que la quercetina, las dosis altas de vitamina C pueden originar la
formacion de sustancias toxicas (Das et al, 2008).
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4. JUSTIFICACION

Los efectos nefrotoxicos tempranos o iniciales de los metales han sido poco
estudiados, ya que muchos investigadores utilizan dosis altas y, frecuentemente,
tiempos prolongados de tratamiento, con lo que se soslaya informacion que puede ser
importante para valorar el dafo inicial producido por los metales. Por ello, con este
trabajo se pretende colaborar en el conocimiento de las acciones toxicas tempranas
producidas por el niquel. Esta informacion puede ser de utilidad clinica para los
médicos que atienden a los trabajadores expuestos a este metal, asi como para ampliar el
espectro de la toxicidad renal producida por el niquel.
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5. HIPOTESIS

La administracion de dosis bajas de niquel a ratas produce alteraciones
importantes de las funciones renales que pueden ser modificadas por la quercetina.

6. OBJETIVOS
a) General.
Analizar el dafio de los rifiones de ratas Wistar producido por el niquel y el efecto de la
quercetina sobre este dafio.
b) Especificos:
En ratas Wistar machos adultos, analizar el curso temporal de la toxicidad renal de una
dosis baja de niquel y el efecto de la quercetina sobre este dafio, mediante:

1.- Las determinaciones de las actividades urinarias de la Transpeptidasa de y-glutamilo,
Dipeptidilaminopeptidasa-1V y Aminopeptidasa de alanina (enzimuria).

2.- Las mediciones del peso corporal, volumen y osmolalidad de la orina.

3.- Las concentraciones urinarias de proteinas, sodio, potasio, glucosa y fosfatos.
4.- La concentraciones en orina de creatinina.

5.- Las concentraciones renales de malondialdehido, GSH y ATP.

6.- Las alteraciones estructurales de los rifiones.

NOTA.- Las determinaciones anteriores fueron hechas en los siguientes tiempos: 0-5,
19-24, 48, 72,96 y 120 horas.
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7. METODOLOGIA

El estudio se realizd en ratas Wistar machos de 200-250 g de peso. Se trabajo
con 5 grupos de ratas (10 ratas/grupo): 1) control (sin tratamiento), 2) tratado con NiCl,
(1 mg/Kg, i.p.), 3) tratado con quercetina (25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.), 3) tratamiento
preventivo quercetina (25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.) + NiCl, (1 mg/Kg, i.p.) y 5)
tratamiento terapéutico NiCl, (1 mg/Kg, i.p.) + quercetina (25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.).
Asi, los grupos de animales de experimentacion quedaron establecidos de la siguiente

manera:
Tabla 7-1. Grupos de animales de experimentacion.
TESTIGOS TRATADOS TRATADOS TRATADO TRATADO
NiCl, Quercetina PREVENTIVO TERAPEUTICO
(Quercetina + (NiCl, +
NiCl,) Quercetina)
{ \ ) \
Se colocaron lasratas | Se les administrd | Se les administrd a | Se les administr6 a | Se les administrd
en jaulas metabdlicas | NiCl, a las ratas (1 | las ratas quercetina | las ratas quercetina | NiCl, a las ratas (1
y se  colectaron | mg/Kg, i.p.), y se | (25 mg/Kg/dia, i.p.), | (25 mg/Kg/dia, i.p.) | mg/Kg, i.p.), al dia
muestras de orina: colocaron las ratas en | durante 5 dias, al dia | durante 5 dias, al dia | siguiente se inicid el
0-5, 19-24, 48*, 72*, | jaulas metabolicas, | siguiente se | siguiente  se  les | tratamiento con
96*, 120* hs. posteriormente se | colocaron las ratas en | administrd NiCl, (1 | quercetina (25
* (periodos de 5 h). colectaron las | jaulas metabodlicas y | mg/Kg, i.p.), después | mg/Kg/dia, i.p.),
muestras de orina: se colectaron las | se colocaron en | durante 5 dias,

Posteriormente se
realizaron las pruebas
programadas en la
orina: enzimuria y
otras pruebas renales.

0-5, 19-24, 48*, 72*,
96*, 120* hs
* (periodos de 5 h).

Posteriormente se
realizaron las pruebas
programadas en la
orina: enzimuria y
otras pruebas renales.

muestras de orina:
0-5, 19-24, 48*, 727,
96*, 120* hs

* (periodos de 5 h).

Posteriormente  se
realizaron las pruebas
programadas en la
orina: enzimuria y
otras pruebas renales.

jaulas metabdlicas y
se colectaron las
muestras de orina
0-5, 19-24, 48*, 72*,
96*, 120* hs

* (periodos de 5 h).

Posteriormente se
realizaron las pruebas
programadas en la
orina: enzimuria y
otras pruebas renales.

simultaneamente, se
colocaron las ratas en
jaulas metabdlicas y
se colectaron las
muestras de orina
0-5, 19-24, 48*, 72*,
96*, 120* hs

* (periodos de 5 h).

Posteriormente se
realizaron las pruebas
programadas en la

orina: enzimuria y
otras pruebas renales.
2 ) ) ) {

Se sacrificaron los
animales y se realiz6
la cuantificacion de
MD, GSH y ATP en
corteza renal.
Posteriormente se
realiz6 el estudio
histolégico de los
rifiones.

Se sacrificaron los
animales y se realiz6
la cuantificacion de
MD, GSH y ATP en
corteza renal.
Posteriormente se
realiz6 el estudio
histolégico de los
rifiones.

Se sacrificaron los
animales y se realiz6
la cuantificacion de
MD, GSH y ATP en
corteza renal.
Posteriormente se
realiz6 el estudio
histolégico de los
rifiones.

Se sacrificaron los
animales y se realizd
la cuantificacion de
MD, GSH y ATP en
corteza renal.
Posteriormente se
realiz6 el estudio
histolégico de los
rifiones.

Se sacrificaron los
animales y se realizd
la cuantificacion de
MD, GSH y ATP en
corteza renal.
Posteriormente se
realiz6 el estudio
histolégico de los
rifiones.

NOTAS: 1) la dosis de NiCl, (1 mg/kg, ip) es 20 veces menor que su DL-50 para ratas adultas (Gitlitz et
al, 1975; Soria et al, 1995) y 2) la quercetina (25 mg/Kg/dia, 5 dias) se administré por via intraperitoneal,

ya que la absorcion por via oral no es completa (Terao, 1999; Formica y Regelson, 1995).
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Los métodos analiticos que se evaluaron fueron los siguientes:

Tabla 7-2. Métodos analiticos evaluados.

PARAMETRO

METODO

-Actividad de transpeptidasa de y-glutamilo

* Thompson y Meister, 1976.

-Actividad de dipeptidilaminopeptidasa IV

*Rahfeld et al, 1991.

-Actividad de aminopeptidasa de alanina

*Lehky et al, 1973.

-Concentraciones de glucosa y fosfatos en orina.

*Trinder, 1969; *Sumner, 1944.

-Concentracion de proteinas en orina.

* Peterson, 1977.

-Concentracién de creatinina en orina.

*Bauer, 1982.

-Malondialdehido en rifiones

*Draper H, Hadley, 1990.

-Concentraciéon de GSH en rifiones

*Cohny Lyle, 1966.

-ATP en rifiones

*Adams, 1963.

-Concentraciones de sodio y potasio en la orina.

*Método flamomeétrico.

-Osmolalidad de orina.

*Método osmomeétrico.

-Estudio histoldgico de los rifiones.

*Técnica histologica por inclusion en
parafina (tincion H/E). Prophet et al,
1994,

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con las pruebas de
ANOVA y de Tukey-Kramer. Ademas se utiliz6 la t de student como apoyo en algunos

Casos.
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8. RESULTADOS

8.1 DANO RENAL POR NiCl, (1 mg/Kg, ip).

* Peso corporal.
No hubo cambios significativos en los pesos corporales (inicial y final) de los
animales tratados estudiados (tabla 8-2 y figuras 8-1, 8-2, respectivamente).
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Figura 8-1. Peso inicial de las ratas del grupo control y Figura 8-2. Peso final de las ratas del grupo control y
del grupo tratado con NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan los del grupo tratado con NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan
valores medios (+ e.e.m.). los valores medios (+ e.e.m.).

* Flujo Urinario y Osmolaridad.

Con respecto al grupo control, el flujo urinario aumenté significativamente
(P<0.05) a las 24 y 96 h (98 % y 100 %, respectivamente) en los animales tratados con
NiCl; (figura 8-3 y tabla 8-1). Mientras que para la osmolaridad, con relacién al control,
se presentd una disminucion en los mismos tiempos, pero solo hubo significancia
estadistica (P<0.05) a las 24 h con una disminucion del 66% (figura 8-4 y tabla 8-1).
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Figura 8-3. Curso temporal del flujo urinario de . . . .
ratas expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan Figura 8-4. Osmolaridad urinaria de ratas
los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05). expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan
los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05).

* Masa Excretada de Na* y de K.

Con relacion al grupo control, la masa excretada de Na* disminuy6 de manera no
significativa a las 5 h y de manera significativa (P<0.01) a las 120 h (75 %). Para el K"
hubo tres disminuciones no significativas a las 5, 24 y 120 h (56%, 25% y 28%
respectivamente), (figuras 8-5, 8-6 y tabla 8-1).
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Figura 8-5. Masa excretada de sodio en ratas Figura 8-6. Masa excretada de potasio en ratas
expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan

los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.01). los valores medios (x e.e.m.).

* Glucosa, Fosfatos y Proteinas en Orina.

Para la concentracion urinaria de glucosa, se observo un incremento altamente
significativo (P<0.0001) a las 48, 72 y 96 h (577%, 886% y 873%, respectivamente),
(figura 8-7 y tabla 8-1); mientras que para las concentraciones de fosfatos y proteinas en
la orina no hubo cambios significativos (figuras 8-8, 8-9 y tabla 8-1).

*kk 4000+

Glucosa (mg/dL)
Fosfato (ug/mL)

P
Figura 8-7. Concentracion de glucosa en orinade Figura 8-8. Concentracién de fosfato en
ratas expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan orina de ratas expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip).
los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.0001). Se expresan los valores medios (+ e.e.m.).
104

Proteinas (mg/ml)

Figura 8-9. Concentraciéon de proteina en orina
de ratas expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se
expresan los valores medios (+ e.e.m.).
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* Creatinina en Orina.

Con relacién al control, la concentracion urinaria de creatinina tuvo un
incremento altamente significativo (P<0.0001) a las 120 h con 118% (figura 8-10 y
tabla 8-1).

4004 *kk

Creatinina (mg/dL)
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Figura 8-10. Concentracién de creatinina en orina de ratas
expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan los valores
medios (+ e.e.m.), (P<0.0001).

* Actividades Urinarias de la Aminopeptidasa de Alanina y Transpeptidasa de y-
Glutamilo.

También hubo cambios en las actividades urinarias de las enzimas
aminopeptidasa de alanina y transpeptidasa de y-glutamilo. Para la primera, hubo un
incremento desde las 48 h hasta las 120 h, siendo significativo (P<0.05) a las 96 h
(2081%), (figura 8-11 y tabla 8-1); para la segunda, la actividad urinaria disminuyo en
todos los tiempos, con diferencias significativas respecto al control (P<0.0001) a las 5,
24y 120 h (96%, 93% y 54%, respectivamente), (figura 8-12 y tabla 8-1).
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Figura 8-11. Actividad urinaria de la aminopeptidasa de alanina en Figura 8-12. Actividad urinariade la transpeptidasa de
ratas expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan los valores v glutamilo en ratas expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se

medios ( e.e.m.), (P<0.05). expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.0001).

* Actividad Urinaria de la Dipeptidilaminopeptidasa 1V.
Con relacion al control, la actividad de la dipeptidilaminopeptidasa IV en la
orina aumento de manera no significativa a las 96 y 120 h (figura 8-13 y tabla 8-1).
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Figura 8-13. Actividad urinaria de la dipeptidilaminopeptidasa en
ratas expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan los valores
medios (+x e.e.m.).

* Glutation, Malondialdehido y ATP en rifiones.

Con relacion al valor medio del grupo control: a) la concentracién renal de glutation
disminuyé (69%) de manera altamente significativa (P<0.0001), b) la concentracién de
malondialdehido aumento 252% significativamente (P<0.0001) y c) el ATP no presentd
cambios significativos (figuras 8-14, 8-15 y 8-16, tabla 8-2).

1000+ S 5001 Kk

- =
S 800 400
= g
oy o
© 600 £ 300
o
2 g
g 400 S 200
= £
o0 2004 £ 100
o I

o Qo

Figura 8-15. Concentracién de malondialdehido en rifiones
de ratas expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan los
valores medios (+ e.e.m.), (P<0.0001).

Figura 8-14. Concentracién de glutation en rifilones de
ratas expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan los
valores medios (+ e.e.m.), (P<0.0001).
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Figura 8-16. Concentracion de ATP en rifiones de
ratas expuestas al NiCl, (1 mg/Kg, ip). Se expresan
los valores medios (+ e.e.m.).

~ 19 ~




Tabla 8-1. Evaluacion del dafio renal producido por el NiCl, (1 mg/Kg, i.p.) en ratas
Wistar macho. Se presentan los valores de la media (= e.e.m.), (*p<0.05, **p<0.01 y

*x41<0.001).
B Periodos
PARAMETROS Control 5h 24h 48 h 72h 96 h 120 h
Flujo Urinario (ul/min) 9.72 5.78 19.2* 10.37 9.81 19.44* 414
(+1.95) (+1.65) (+1.48) (+1.61) (+1.43) (+2.89) (+1.62)
Osmolaridad (posmoles/L) 808.88 710 275.89* 518 649.22 432.89 1045.43
(£168.46) J| (+169.31) | (+36.77) [ (£89.39) | (#52.17) | (x104.71) § (¥213.11)
Flujo urinario de Sodio 578.08 238.39 446.30 443.70 522.22 593.70 145.48**
(uEg/min) (+75.71) || (270.24) | (+46.08) | (+49.39) || (+96.66) || (+114.08) | (+42.05)
Flujo urinario de Potasio 862.25 382.33 648.56 774.67 832.35 820.26 616.89
(nEq/min) (+91.73) | (¢88.22) || (+35.61) | (+77.60) || (+139.87) § (+155.69) [ (+137.05)
Concentracion urinaria de 3.05 4.15 1.73 20.64*** f§ 30.06*** || 29.69*** 6.39
Glucosa (mg/dL) (+0.85) (+0.97) (+0.15) (+2.65) (+0.61) (+0.81) (£1.25)
Concentracion urinaria de 2273.02 705.99 1601.05 1282.70 1616.81 859.71 2090.18
Fosfatos (ug/mL) (£647.85) || (+222.81) || (+226.68) [l (+366.45) | (+307.61) J§ (+144.91) § (+359.29)
—
Concentracion urinaria de 4.83 6.01 3.30 431 5.24 4.49 7.46
Proteinas (mg/ml) (+0.65) (+0.81) (+0.26) (+0.68) (x0.33) (+0.54) (+1.28)
Concentracion urinaria de 133.26 122.03 125 90.08 136.91 126.99 290.82***
Creatinina (mg/dL) (+22.81) (£19.47) (+7.60) (£15.68) (£6.49) (x9.7)1 (+35.48)
Actividad de la aminopeptidasa
de alanina (nmol Apa 1.02 0.12 0.17 13.84 17.84 22.25* 20.99
pNa/min*mg de Proteina) (£0.35) (+0.04) (+0.03) (£5.02) (+2.98) (+4.55) (x11.15)
Actividad de la transpeptidasa
de y-glutamilo (nmol y-G 48.56 1.93%** 3.63*** 34.93 35.25 34.34 22.25%**
pNa/min*mg de Proteina) (£7.48) (+0.30) (£0.64) (+4.01) (£3.43) (£3.85) | (£3.62)
Actividad de la
dipeptidilaminopeptidasa IV 5.43 0.66 1.04 5.18 5.77 11.61 17.74
(nmol Gli-Prolil pNa/min*mg (+0.59) (£0.14) (£0.16) (+0.42) (£0.46) (+6.87) (x11.82)
de Proteina)

Tabla 8-2. Evaluacion del dafio renal producido por el NiCl, (1 mg/Kg, i.p.) en ratas
Wistar macho. Se presentan los valores de la media (+ e.e.m.), (*p<0.05, **p<0.01 y

***n<0.001).
PARAMETROS
G []1de GSH [1de [1de ATP
rupos Peso Inicial (g) Peso Final (g) (pg / g de tejido) Malondialdehido (umol / 100 mg
(nmol / 100 mg de de tejido)
tejido)
Control 247.125 236.88 910 104.26 105.67
(£9.07) (+6.06) (£20.57) (£13.56) (+3.96)
NiCl, 252.44 241.56 285.71*%** 366.83*** 116.25
(£5.79) (+5.59) (+25.55) (+42.63) (£3.95)

8.2 QUERCETINA (25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.) y DANO RENAL.

* Peso corporal.

Para el peso inicial no hay diferencia significativa entre los grupos estudiados
(tabla 8-4 y figura 8-17); sin embargo, el peso final del grupo tratado con quercetina
aumento significativamente (P<0.01) respecto al grupo control (figura 8-18 y tabla 8-4).
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Figura 8-17. Peso inicial de las ratas del grupo
control y del grupo tratado con Quercetina
(25 mg/Kg/dia, ip). Se expresan los valores

medios (+ e.e.m.).
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Figura 8-18. Peso final de las ratas del grupo control y
del grupo tratado con Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.01).

* Flujo Urinario y Osmolaridad.

Con relacidn al control, el flujo urinario disminuyd de manera no significativa a
las 24, 48, 96 y 120 h (38%, 50%, 46% y 42%, respectivamente). Para la osmolaridad se
observaron incrementos no significativos en los mismos tiempos del parametro anterior,

(figuras 8-19, 8-20 y tabla 8-3).

Figura 8-19. Curso temporal del flujo urinario de
ratas expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.).
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Figura 8-20. Osmolaridad urinaria de ratas expuestas a Quercetina
(25 mg/Kg/dia, ip). Se expresan los valores medios (+ e.e.m.).

* Masa Excretada de Na* y de K.

Las masas excretadas de sodio y potasio no presentaron cambios significativos

respecto a los controles (figuras 8-21, 8-22 y tabla 8-3).
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Figura 8-21. Masa excretada de sodio en ratas
expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.).

K* (uEg/min)

15001

Figura 8-22. Masa excretada de potasio en ratas
expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.).

* Glucosa y Fosfatos en Orina.
Se encontraron incrementos no significativos en la concentracion urinaria de

glucosa a partir de las 48 h y decrementos en la concentracion de fosfatos en la orina en
todos los tiempos estudiados, aunque no significativos (Figura 8-23, 8-24 y tabla 8-3).

40001

—

Fosfato (ug/mL

Figura 8-24. Concentracién de fosfato en orina de
ratas expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.).

Figura 8-23. Concentracién de glucosa en orinade
ratas expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.).

* Proteinas y Creatinina en Orina.
Las concentraciones urinarias de proteinas no presentaron cambios significativos

respecto al grupo control (figura 8-25 y tabla 8-3); pero la concentracién de creatinina
en la orina se incrementd significativamente (P<0.01) a las 96 y 120 h (62% y 69%

respectivamente), (figura 8-26 y tabla 8-3).
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Figura 8-25. Concentracién de proteina en orinade
ratas expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, i.p.).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.).
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Figura 8-26. Concentracién de creatinina en orinade
ratas expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, i.p.). Se
expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.01).

* Actividades Urinarias de la Aminopeptidasa de Alanina, Transpeptidasa de

Glutamilo y Dipeptidilaminopeptidasa IV.

'Y-

La actividad de la aminopeptidasa de alanina en la orina aumento en todos los
tiempos estudiados con cambios significativos (P<0.01 y P<0.0001) desde las 48 hasta
las 120 h (1628%, 1983%, 1552% y 1420% respectivamente), (figura 8-27 y tabla 8-3).

De manera semejante, la actividad urinaria de la transpeptidasa de y-glutamilo
también aumento en todos los tiempos con cambios significativos (P<0.05 y P<0.01) a
las 72 y 120 h (232% y 210% respectivamente), (figura 8-28 y tabla 8-3).

La dipeptidilaminopeptidasa IV tuvo un comportamiento semejante a las
enzimas anteriores: su actividad urinaria aument6 en todos los tiempos con cambios
significativos (P<0.05 y P<0.01) a las 5h, 24 y 72 h (1618%, 1262%, 1643%,

respectivamente), (figura 8-29 y tabla 8-3).
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Figura 8-27. Actividad urinaria de la aminopeptidasa de
alanina en ratas expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip).

Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.01 y P<0.0001).
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Figura 8-28. Actividad urinaria de la transpeptidasa de
y glutamilo en ratas expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05 y P<0.01).
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Figura 8-29. Actividad urinaria de la dipeptidilaminopeptidasa
en ratas expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip). Se
expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05 y P<0.01).

* Glutation, Malondialdehido y ATP en Rifiones.

Respecto al grupo control, la concentracion renal de glutation disminuy6 71%
(P<0.0001), mientras que la concentracion de malondialdehido tuvo un incremento del
633% (P<0.0001), (figuras 8-30, 8-31 y tabla 8-4). Para el ATP no hubo diferencias
significativas (tabla 8-4 y figura 8-32).
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Figura 8-30. Concentracion de glutation en rifiones de ratas Figura 8-31. Concentracion de malondialdehido en rifiones
expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip). Se expresan los de ratas expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip).
valores medios (+ e.e.m.), (P<0.0001). Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.0001).
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Figura 8-32. Concentracion de ATP en rifiones de
ratas expuestas a Quercetina (25 mg/Kg/dia, ip).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.).
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Tabla 8-3. Evaluacion del dafio renal producido por la quercetina (25 mg/Kg/dia, 5
dias, i.p.) en ratas Wistar macho. Se presentan los valores de la media (+ e.e.m.),
(*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).

Periodos de Tiempo.

PARAMETROS Control 5h 24h 48h 72h 96 h 120 h
Flujo Urinario (ul/min) 9.72 8.67 6.33 5.74 10.19 6.56 7

(+1.95) (+2.22) (+1.00) (+1.18) (+2.06) (+1.10) (+1.34)

Osmolaridad (posmoles/L) 808.88 830.67 1119.56 1217.33 794.78 1182.11 1151.67
(£168.46) || (+127.15) | (+117.65) J| (+147.83) || (+208.42) Jj (+111.76) § (+140.58)

Flujo urinario de Sodio 578.08 803.44 1107.30 1103.52 849.63 1106.15 1047.56
(uEg/min) (+75.71) || (+216.99) || (+160.51) | (+174.34) || (+138.16) || (+145.94) | (+138.30)

Flujo urinario de Potasio 862.25 985.43 1055.72 923.52 899.93 1112.99 1097.83
(nEq/min) (+91.73) f| (¢228.39) || (+145.99) | (x156.21) || (+180.66) { (+157.05) | (+137.95)

[ 1 de Glucosa (mg/dL) 3.05 2.74 217 4,08 4.17 4.58 4.68

(+0.85) (+0.60) (+0.51) (£0.47) (£1.07) (+0.31) (+0.36)

[ 1 de Fosfato (pg/mL) 2273.02 1312.60 1788.51 1937.99 1031.41 2038.18 1278.66
(£647.85) J| (+358.24) (£273) (£229.22) || (+292.34) || (£239.97) | (+225.21)

[ 1 de Proteina (mg/ml) 4.83 4.84 5.24 5.77 4.26 5.99 6
(0.65) (+0.67) (+0.48) (£0.55) (0.66) (+0.41) (+0.50)
[ 1 de Creatinina (mg/dL) 133.26 155.56 194.45 165.88 149.21 215.48** § 225.80**
(x22.81) || (+1549) | (#8.69) [ (x12.60) || (x1857) || (+9.82) (+14.71)
Actividad de la aminopeptidasa
de alanina (nmol Apa 1.02 10.27 10.32 17.63*** | 21.25*** 16.85** 15.50**
pNa/min*mg de Proteina) (£0.35) (+2.91) (+1.76) (+2.35) (+4.06) (x1.76) (+2.36)
Actividad de la transpeptidasa
de y-glutamilo (nmol y-G 48.56 114.25 113.22 97.45 161.21** 136.88 150.50*
pNa/min*mg de Proteina) (£7.48) (£22.40) || (+18.37) J| (¥11.53) fi (+14.63) (£18) | (£37.63)
Actividad de la

dipeptidilaminopeptidasa IV 5.43 93.30** 73.94* 42.43 94.62** 39.73 64.75

(nmol Gli-Prolil pNa/min*mg (+0.59) (£25.92) (£12.05) (#8.13) (£19.78) (+8.27) (x11.39)
de Proteina)

Tabla 8-4. Evaluacion del dafio renal producido por la quercetina (25 mg/Kg/dia, 5
dias, i.p.) en ratas Wistar macho. Se presentan los valores de la media (+ e.e.m.),
(*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).

PARAMETROS
T
G []1de GSH [1de [1de ATP
rupos Peso Inicial (g) Peso Final (g) (pg / g de tejido) Malondialdehido (umol / 100 mg
(nmol / 100 mg de de tejido)
tejido)

Control 247.125 236.88 910 104.26 105.67

(£9.07) (+6.06) (£20.57) (£13.56) (+3.96)

Quercetina 235.22 268.89** 263.59*** 764.08*** 108.72

(£5.12 (£5.64) (£7.99) (+41.76) (£3.97)

8.3 DANO RENAL TRATAMIENTO PREVENTIVO (quercetina 25 mg/Kg/dia, 5
dias, i.p. + NiCl, 1 mg/Kg, i.p.).

* Peso corporal.

Al inicio del trabajo, los grupos estudiados no presentaron diferencias
significativas en el valor medio del peso (tabla 8-6 y figura 8-33). Al final del trabajo,
hubo un incremento significativo del 10% (P<0.05) en el peso de los animales trtados
con quercetina + NiCl; (figura 8-34 y tabla 8-6).
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Figura 8-33. Peso inicial de las ratas del grupo control Figura 8-34. Peso final de las ratas del grupo control y del grupo
y del grupo tratado con Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + tratado con Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). Se
1 mg/Kg, ip). Se expresan los valores medios (+ e.e.m.). expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05).

* Flujo Urinario y Osmolaridad.

Con relacion al control, el flujo urinario de los animales tratados con quercetina
+ NiCl, disminuy6 en todos los tiempos estudiados, pero solo cinco de ellos fueron
significativos (P<0.05 y P<0.01): el de 5 hrs con 53%, 24 h con 54%, 72 h con 62%, 96
h con 70% Yy 120 h con 60% (figura 8-35 y tabla 8-5). Para la osmolaridad, se presentd
un incremento en todos los tiempos pero solo fueron significativos (P<0.05 y P<0.0001)
los de 72,96 y 120 h (89%, 87% y 113% respectivamente), (figura 8-36 y tabla 8-5).
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Figura 8-35. Curso temporal del flujo urinario de ratas Figura 8-36. Osmolaridad urinaria de ratas expuestas a
expuestas a Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). Se expresan
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05 y P<0.01). los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05 y P<0.0001).

* Masa Excretada de Na" y de K.

En el caso de las masas excretadas de sodio y potasio, no hubo diferencias
significativas (figuras 8-37, 8-38 y tabla 8-5).
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Figura 8-37. Masa excretada de sodio en ratas expuestas a Figura 8-38. Masa excretada de potasio en ratas expuestas a
Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). Se expresan los Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). Se expresan los
valores medios (+ e.e.m.). valores medios (+ e.e.m.).

* Glucosa, Fosfato y Proteinas en Orina.

Respecto al grupo control, la concentracién urinaria de glucosa tuvo un
incremento altamente significativo (P<0.0001) a las 5 y 24 h (263% y 222%,
respectivamente), en los animales tratados con quercetina + NiCl, (figura 8-39 y tabla
8-5); a su vez, la concentracion de fosfatos en la orina no presentd cambios
significativos, aunque se puede observar una disminucion de la concentracién a las 5, 48
y 96 h (figura 8-40 y en la tabla 8-5). Para las proteinas, en los animales tratados con
quercetina + NiCl, se observd un incremento de la concentracién urinaria en todos los
tiempos, sin embargo solo cinco de éstos fueron significativos (P<0.05, P<0.01 y
P<0.0001): a las 5 h con 73%, 24 h con 66%, 72 h con 89%, 96 h con 99% y 120 h con
97% (figura 8-41 y tabla 8-5).
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Figura 8-39. Concentracion de glucosa en orina de ratas expuestas a Figura 8-40. Concentracion de fosfato en orina de ratas expuestas
Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). Se expresan los valores a Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). Se expresan los
medios (+ e.e.m.), (P<0.0001). valores medios (+ e.e.m.).
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Figura 8-41. Concentraciéon de proteina en orina de ratas
expuestas a Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05, P<0.01
y P<0.0001).

* Creatinina en orina y actividad urinaria de la Aminopeptidasa de alanina.

Respecto al grupo control, la concentracion urinaria de creatinina de los
animales tratados con quercetina + NiCl, aumentd en todos los tiempos estudiados,
aunque solo los tres ultimos presentaron significancia estadistica (P<0.05 y P<0.01): a
las 72 h con 98%, 96 h con 116% y 120 h con 125% (figura 8-42 y tabla 8-5). Para la
actividad de la aminopeptidasa de alanina hubo un incremento en todos los tiempos, con
diferencias significativas (P<0.01 y P<0.0001) a las 5 h (821 %), 48 h (774%), 72 h
(804%), 96 h (908 %) y 120 h (730%), (figura 8-43 y tabla 8-5).

4004

Creatinina (mg/dL)

APA (nmol pNa/min*mg de prot.)

Figura 8-42. Concentracién de creatinina en orina de ratas Figura 8-43. Actividad urinaria de la aminopeptidasa de alanina en
expuestas a Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). Se ratas expuestas a Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip).
expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05 y P<0.01). Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.01 y P<0.0001).

* Actividades urinarias de la Transpeptidasa de y-glutamilo y Dipeptidilaminopeptidasa
V.

En los animales tratados con quercetina + NiCl,, la actividad urinaria de la
Transpeptidasa de y-glutamilo aumenté significativamente (P<0.05) a las 48 h (169%),
(figura 8-44 y tabla 8-5). A su vez, la actividad de la dipeptidilaminopeptidasa IV en la
orina aumenté de manera significativa (P<0.01 y P<0.0001) a las 48 h (981%), 96 h
(540%) y 120 h (648%), (figura 8-45 y tabla 8-5).
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Figura 8-44. Actividad urinaria de la transpeptidasa de y glutamilo Figura 8-45. Actividad urinaria de la dipeptidilaminopeptidasa en
en ratas expuestas a Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). ratas expuestas a Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip).
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05). Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.01 y P<0.0001).

* Glutation, Malondialdehido y ATP en Rifiones.

En los rifiones y con relacion al valor medio del grupo control: a) la
concentracion de glutation disminuyé 78% (P<0.0001) y b) la concentracion de
malondialdehido tuvo un incremento altamente significativo de 260% (P<0.0001),
(figuras 4-46, 8-47 y tabla 8-6). Para el ATP no hubo diferencias significativas (tabla 8-
6 y figura 8-48).
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Figura 8-46. Concentracion de glutation en rifiones de ratas Figura 8-47. Concentracion de malondialdehido en rifiones de ratas
expuestas a Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). expuestas a Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). Se expresan
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.0001). los valores medios ( e.e.m.), (P<0.0001).
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Figura 8-48. Concentracion de ATP en rifiones de ratas expuestas
a Quercetina + NiCl, (25 mg/Kg/dia + 1 mg/Kg, ip). Se expresan los
valores medios (+ e.e.m.).
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Tabla 8-5. Efecto de la quercetina (25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.) sobre el dafio renal
producido por el NiCl, (1 mg/Kg, i.p.) en ratas Wistar machos (tratamiento preventivo).
Se presentan los valores de la media (= e.e.m.), (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).

Periodos de Tiempo.

PARAMETROS Control 5h 24h 48h 72h 96 h 120 h
Flujo Urinario (ul/min) 9.72 457 4.44* 4.78 3.71%* 2.95%* 3.86**
(£1.95) (£1.20) (£0.73) (£1.04) (£0.61) (£0.64) (+0.63)
Osmolaridad (nesmoles/L) 808.88 1023.43 1421 1070.17 | 1530.57* 1516* 1722 57%**
(+168.46) f| (+105.92) | (+161.92) | (+201.53) | (+91.12) f| (+156.38) || (+115.75)
Flujo urinario de Sodio 578.08 485.10 610.44 569.78 664.81 658.10 1060.62
(uEq/min) (275.71) || (¢131.98) || (+197.10) || (x134.26) | (+139.24) § (+140.31) || (£225.49)
Flujo urinario de Potasio 862.25 740.08 894.01 623.18 852.01 683.96 1049.59
(nEq/min) (291.73) f| (¢163.34) || (+112.05) | (x133.59) || (+128.77) § (¢119.95) | (+123.47)
[ 1 de Glucosa (mg/dL) 3.05 11.07*** i 9.82*** 3.89 4.32 4,58 4.20
(+0.85) (+0.80) (£1.68) (+£0.96) (+0.46) (£0.53) (+0.55)
[ ] de Fosfato (ng/mL) 2273.02 1161.44 2754.27 1448.95 2257.44 1614.90 2876.60
(+647.85) || (+298.94) || (+294.76) || (£528.66) || (+411.40) | (+427.16) || (+247.97)
[ 1 de Proteina (mg/ml) 4.83 8.35* 8.03* 6.88 9.14** 9.63*** 9.53***
(+0.65) (£0.76) (£0.53) (£0.87) (£0.71) (£0.90) (+0.60)
[1 de Creatinina (mg/dL) 133.26 219.39 218.46 152.98 263.27* || 288.27** 300.01**
(£22.81) (£48.80) || (+19.83) || (+21.54) | (¥17.70) f (+23.31) (£21.21)
Actividad de la aminopeptidasa
de alanina (nmol Apa 1.02 9.39** 5.89 8.91** 9.22** 10.28*** 8.47**
pNa/min*mg de Proteina) (+0.35) (£1.75) (£1.43) (+1.96) (+2.30) (£1.02) (+0.85)
Actividad de la transpeptidasa
de y-glutamilo (nmol y-G 48.56 107.96 101.37 130.43* 110.79 113.98 124.90
pNa/min*mg de Proteina) (+7.48) || (+2156) f| (x17.78) || (+24.65) | (¥17.95) || (+16.95) (+20.17)
Actividad de la
dipeptidilaminopeptidasa IV 5.43 26.52 26.45 58.68*** 27.56 34.74%* 40.63%**
(nmol Gli-Prolil pNa/min*mg (+0.59) (+4.80) (+4.16) (+8.61) (+6.01) (+5.22) (£7.29)
de Proteina)

Tabla 8-6. Efecto de la administracion de la quercetina (25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.)
sobre el dafio renal producido por el NiCl, (1 mg/Kg, i.p.) en ratas Wistar machos
(tratamiento preventivo). Se presentan los valores de la media (+ e.e.m.), (*p<0.05,

**p<0.01 y ***p<0.001).
PARAMETROS
[]1de GSH [1de [1de ATP
Grupos
p Peso Inicial (g) Peso Final (g) (pg / g de tejido) Malondialdehido (umol / 100 mg
(nmol / 100 mg de de tejido)
tejido)
Control 247.125 236.88 910 104.26 105.67
(£9.07) (+6.06) (£20.57) (£13.56) (£3.96)
Quercetina + 261.44 261.56* 201.89*** 374.85%** 95.91
NiCl, (£7.62) (+8.36) (£5.14) (+20.59) (£3.79)

8.4 DANO RENAL TRATAMIENTO TERAPEUTICO (NiCl; 1 mg/Kg, i.p. +
guercetina 25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.).

* Peso corporal.
El peso medio inicial del grupo tratado con NiCl, + quercetina fue ligeramente
superior al peso medio de los animales controles (P<0.05), (tabla 8-8 y figura 8-49);
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ademas, el peso final también present6 un incremento significativo (P<0.0001), (figuras
8-50 y tabla 8-8).
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Figura 8-49. Peso inicial de las ratas del grupo control y Figura 8-50. Peso final de las ratas del grupo control y

del grupo tratado con NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip del grupo tratado con NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + 25
+ 25 mg/Kg/dia). Se expresan los valores medios mg/Kg/dia). Se expresan los valores medios (+ e.e.m.),
(+ e.e.m.), (P<0.05). (P<0.0001).

* Flujo Urinario y Osmolaridad.

Con relacion al grupo control, en los animales tratados con NiCl, + quercetina el
flujo urinario presenté una tendencia a disminuir aunque sin diferencias significativas
en ninguno de los tiempos estudiados (figura 8-51 y tabla 8-7); en cambio, para la
osmolaridad hubo un incremento en todos los tiempos con diferencias significativas
(P<0.01) a las 120 h (101%), (figura 8-52 y tabla 8-7).

=
13
]

=
o
1

Flujo Urinario (uL/min).
u Osmoles/L

o 3
¥ > @ v D
RS A A N
S & QL L o
o & & & & &S
& & S S < S
N & & &
(o) > > > > '
x Q@ a Qo
L N A T o x
S EEE e =
Figura 8-51. Curso temporal del flujo urinario de ratas expuestas Figura 8-52. Osmolaridad urinaria de ratas expuestas
al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + 25 mg/Kg/dia). Se expresan los al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + 25 mg/Kg/dia). Se
valores medios (+ e.e.m.). expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05).

* Masas Excretadas de Na* y de K.

Respecto al grupo control, en los animales tratados con NiCl, + quercetina las
masas excretadas de sodio y de potasio no presentaron diferencias significativas, sin
embargo, se observo un incremento en ambos parametros para los tiempos de 24 y 96 h

(Na" de 100% y 69%, respectivamente y K* de 45% y 33%, respectivamente), (figuras
8-53, 8-54 y tabla 8-7).
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Figura 8-53. Masa excretada de sodio en ratas expuestas al Figura 8-54. Masa excretada de potasio en ratas expuestas al
NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + 25 mg/Kg/dia). Se expresan los NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + 25 mg/Kg/dia). Se expresan los
valores medios (+ e.e.m.). valores medios (+ e.e.m.).

* Glucosa y Fosfatos en Orina.

Respecto al valor medio del grupo control, en los animales tratados con NiCl, +
quercetina la concentracion de glucosa en la orina no presentd diferencias significativas;
sin embargo, hubo incrementos en los tiempos de 5, 48 y 120 h (figuras 8-55 y tabla 8-
7); a su vez, la concentracién urinaria de fosfatos presenté una tendencia a disminuir
con diferencias significativas (P<0.01) a las 48 h (73%), (figura 8-56 y tabla 8-7).
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Figura 8-56. Concentracion de fosfato en orina de
Figura 8-55. Concentracion de glucosa en orina de ratas ratas expuestas al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip +
expuestas al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + 25 mg/Kg/dia). 25 mg/Kg/dia). Se expresan los valores medios

Se expresan los valores medios (+ e.e.m.). (= e.e.m.), (P<0.05).

* Proteinas y Creatinina en Orina.

En los animales tratados con NiCl, + quercetina la concentracion urinaria de
proteinas se incrementd de manera progresiva con diferencias significativas (P<0.05 y
P<0.01) alas 96 h (78%) y 120 h (91%), (figura 8-57 y tabla 8-7); de manera semejante,
la concentracion de creatinina en la orina aumentd paulatinamente con diferencias
significativas (P<0.05 y P<0.01) a las 48 h (72%) y 120 h (88%), (figura 8-58 y tabla 8-
7).
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Figura 8-57. Concentracién de proteina en orinade Figura 8-58. Concentraciéon de creatinina en orina de
ratas expuestas al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + ratas expuestas al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip +
25 mg/Kg/dia). Se expresan los valores medios 25 mg/Kg/dia). Se expresan los valores medios
(+ e.e.m.), (P<0.05 y P<0.01). (+x e.e.m.), (P<0.05 y P<0.01).

* Actividades Urinarias de la Aminopeptidasa de Alanina, Transpeptidasa de y-
Glutamilo y Dipeptidilaminopeptidasa IV.

Respecto al grupo control, la actividad urinaria de las tres enzimas aumento en
todos los tiempos pero solo algunos de éstos fueron significativos: a) para la
aminopeptidasa de alanina a las 5 h (995%), 24 h (1244%) y 48 h (2373%), (P<0.05,
P<0.01 y P<0.0001, respectivamente), (figura 8-59 y tabla 8-7), b) para la
transpeptidasa de y-glutamilo a las 48 h (590%, P<0.0001) (figura 8-60 y tabla 8-7) y c)
para la dipeptidilaminopeptidasa IV a las 5 h (1026%), 24 h (1874%), 48 h (1912%) y
72 h (938%), (P<0.05 y P<0.0001), (figura 8-61 y tabla 8-7).

APA (nmol pNa/min*mg de prot.)
TP-y-G (nmol pNa/min*mg de prot.)

Figura 8-59. Actividad urinaria de la aminopeptidasa de alanina en Figura 8-60. Actividad urinaria de la transpeptidasa
ratas expuestas al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + 25 mg/Kg/dia). de y glutamilo en ratas expuestas al NiCl, + Quercetina
Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05, P<0.01y (1 mg/Kg, ip + 25 mg/Kg/dia). Se expresan los valores
P<0.0001). medios ( e.e.m.), (P<0.0001).
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DAP-IV (nmol pNa/min*mg de prot.)

Figura 8-61. Actividad urinaria de la dipeptidilaminopeptidasa en

ratas expuestas al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + 25 mg/Kg/dia).

Se expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.05 y P<0.0001).

* Glutation, Malondialdehido y ATP en Rifiones.

En los rifiones y con relacion al valor medio del
concentracion de glutation reducido disminuyé significativamente (64%, P<0.0001), b)
la concentracion de malondialdehido aumentd de manera altamente significativo (165%,
P<0.0001), (figuras 8-62 y 8-63 y tabla 8-8) y c) para el ATP no hubo diferencia
significativa (tabla 8-8 y figura 8-64).

GSH (ng/g de tejido)

10004

800+

600+

4004

Figura 8-62. Concentraciéon de glutatiéon en rifiones
de ratas expuestas al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip
+ 25 mg/Kg/dia). Se expresan los valores medios
(+ e.e.m.), (P<0.0001).

grupo control: a) la

400

300
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MDH (nmol/100 mg de tejido)
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Figura 8-63. Concentracion de malondialdehido en rifiones de ratas
expuestas al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + 25 mg/Kg/dia). Se
expresan los valores medios (+ e.e.m.), (P<0.0001).
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Figura 8-64. Concentracién de ATP en rifiones de ratas

expuestas al NiCl, + Quercetina (1 mg/Kg, ip + 25 mg/Kg/dia).

Se expresan los valores medios (+ e.e.m.).
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Tabla 8-7. Efecto de la administracion de la quercetina (25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.)
sobre el dafio renal producido por el NiCl, (1 mg/Kg, i.p.) en ratas Wistar machos
(tratamiento terapéutico). Se presentan los valores de la media (x e.e.m.), (*p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001).

i Periodos de Tiempo.
PARAMETROS Control 5h 24h 48h 72h 96 h 120 h
Flujo Urinario (ul/min) 9.72 7.70 10.74 8.11 6.37 7.30 4.30
(£1.95) (£1.58) (£2.61) (£2.22) (£1.74) (£2.01) (+0.82)
Osmolaridad (posmoles/L) 808.88 971 1104.11 1022.89 1113.11 1414.22 1623.56*
(+168.46) f| (+127.83) | (+160.25) | (+176.50) J| (+160.25) f| (+161.33) | (+138.62)
Flujo urinario de Sodio 578.08 741.67 1154.81 779.33 576.11 979.44 631.48
(1Eq/min) (£75.71) || (+166.31) | (+275.06) §i (+212.10) Jj (+108.08) Jj (+200.24) | (+126.91)
Flujo urinario de Potasio 862.25 897.89 1246.46 895.61 779.68 1146.29 814.39
(nEg/min) (x91.73) f| (+184.58) || (+275.10) | (+244.98) || (¥150.10) f| (+261.29) || (+154.95)
[ ] de Glucosa (mg/dL) 3.05 4.66 2.55 4.46 4.67 4.02 3.85
(+0.85) (+£0.82) (£0.50) (£0.98) (£0.79) (+£0.59) (+0.63)
[ ] de Fosfato (ng/mL) 2273.02 1163.52 1308.96 618.12* 1403.09 1985.66 2286.24
(+647.85) f| (+214.23) || (+229.58) | (+128.76) || (336.24) f| (+347.79) || (+391.78)
[ ] de Proteina (mg/ml) 4.83 5.83 6.12 5.85 7.57 8.62* 9.21**
(£0.65) (£0.59) (£0.80) (£1.14) (£0.84) (£0.53) (£0.37)
[1de Creatinina (mg/dL) 133.26 139.29 201.59 228.58* 150.40 205.96 250.80**
(£22.81) (£24.25) (£24.54) (£28.48) (£19.14) (£11.88) (£13.61)
Actividad de la aminopeptidasa
de alanina (nmol Apa 1.02 11.17* 13.71** 25.22%** 7.62 6.93 9.47
pNa/min*mg de Proteina) (+0.35) (1) (+2.95) (+4.15) (£0.78) (£0.47) (£1.81)
Actividad de la transpeptidasa
de y-glutamilo (nmol y-G 48.56 131.73 166.06 334.91%** 78.01 77.42 109.98
pNa/min*mg de Proteina) (£7.48) (+33.27) | (¢29.26) || (+61.08) f| (¥11.83) || (+7.28) (+15.55)
Actividad de la
dipeptidilaminopeptidasa 1V 5.43 61.16* 107.21*** | 109.27*** 56.39* 46.68 20.92
(nmol Gli-Prolil pNa/min*mg (+0.59) (£5.79) (x17.20) (+18.99) (+8.58) (£5.78) (£2.02)
de Proteina)

Tabla 8-8. Efecto de la administracion de la quercetina (25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.)
sobre el dafio renal producido por el NiCl, (1 mg/Kg, i.p.) en ratas Wistar machos
(tratamiento terapéutico). Se presentan los valores de la media (£ e.e.m.), (*p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001).

PARAMETROS
G []1de GSH [1de [1de ATP
rupos Peso Inicial (g) Peso Final (g) (pg / g de tejido) Malondialdehido (umol / 100 mg
(nmol / 100 mg de de tejido)
tejido)

Control 247.125 236.88 910 104.26 105.67

(£9.07) (+6.06) (£20.57) (£13.56) (+3.96)

NiCl, + 271.33* 279.67*** 326.40*** 276.42%** 101.82

Quercetina (+4.06) (£3.72) (+£9.94) (£26) (£2.74)

8.5 ESTUDIO ESTRUCTURAL.

El estudio histoldgico de los rifiones de ratas del grupo control mostré una
estructura normal, como se muestra en las figuras 8-65 y 8-66.
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Figura 8-65. Corteza renal de rata control. Se observan: glomérulos (A),
tabulos proximales (B) y tdbulos distales (C). H/E, objetivo: 10X.

Figura 8-66. Corteza renal de rata control. Se observan: glomérulos (A),
tlbulos proximales (B) y tubulos distales (C). H/E, objetivo: 40X.

La corteza renal de las ratas tratadas con NiCl, revelo alteraciones estructurales

en el epitelio del tubulo proximal: edema celular, pérdida del borde en cepillo, lisis y
desprendimiento de células hacia la luz tubular (figuras 8-67 y 8-68).
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Figura 8-67. Corteza renal de rata tratada con NiCl, (1 mg/Kg, i.p.). Se
observan: glomérulos (A), tibulos proximales con pérdida del borde en
cepillo (B), edema celular (C), desprendimiento de células hacia la luz
(D) y ttbulos distales (E). H/E, objetivo: 10X.

g » ’; ey L P
Figura 8-68. Corteza renal de rata tratada con NiCl, (1 mg/Kg, i.p.). Se
observan tubulos proximales con pérdida del borde en cepillo (A), edema
celular (B) y desprendimiento de células hacia la luz (C). H/E, objetivo:
40X.

Respecto al grupo que recibidé solamente NiCl,, el anélisis histologico de los
rifones de los animales tratados con quercetina y quercetina + NiCl, mostro: tabulos
proximales en regeneracion, disminucion del edema celular, pérdida del borde en
cepillo y disminucion del nimero de células desprendidas y lisadas (figuras 8-69, 8-70,

8-71y 8-72).
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Figura 8-69. Corteza renal de rata tratada con quercetina (25 mg/Kg/dia,
5 dias, i.p.). Se observan glomérulos (A), tibulos proximales con pérdida
del borde en cepillo (B), edema celular (C), desprendimiento de células
hacia la luz (D), tabulos distales (E) y tlbulos proximales en proceso de
regeneracion (F). H/E, objetivo: 10X.

observa un glomérulo (A), tdbulos proximales con pérdida del borde en
cepillo (B), edema celular (C), desprendimiento de células hacia la luz
(D) y tbulos proximales en proceso de regeneracion (E). H/E, objetivo:
40X.
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Figura 8-71. Corteza renal de rata con tratamiento preventivo (quercetina
25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p. + NiCl, 1 mg/Kg, i.p.). Se observa un
glomérulo (A), tdbulos proximales con pérdida del borde en cepillo (B),
edema celular (C), desprendimiento de células hacia la luz (D), tdbulos
distales (E) y tubulos proximales en proceso de regeneracion (F). H/E,
objetivo: 10X.

Figura 8-72. Corteza renal de rata con tratamiento preventivo (quercetina
25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p. + NiCl, 1 mg/Kg, i.p.). Se observa un
glomérulo (A), ttbulos proximales con pérdida del borde en cepillo (B),
edema celular (C), desprendimiento de células hacia la luz (D) y tubulos
distales (E). H/E, objetivo: 40X.

Por ultimo, en la corteza renal de las ratas tratadas con NiCl, + quercetina se
observo un dafio estructural similar al del grupo tratado con NiCl; (figuras 8-73 y 8-74).
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Figura 8-73. Corteza renal de rata con tratamiento terapéutico (NiCl, 1
mg/Kg, i.p. + quercetina 25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.). Se observan:
glomérulos (A), tabulos proximales con pérdida del borde en cepillo (B),

edema celular (C), desprendimiento de células hacia la luz (D), y tbulos
distales (E). H/E, objetivo: 10X.

. - f)
Figura 8-74. Corteza renal de rata con tratamiento terapéutico (NiCl, 1
mg/Kg, i.p. + quercetina 25 mg/Kg/dia, 5 dias, i.p.). Se observan: tibulos
proximales con pérdida del borde en cepillo (A), desprendimiento de
células hacia la luz (B) y edema celular (C). H/E, objetivo: 40X.
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9. DISCUSION

El niquel es un metal cuya toxicidad depende de la via y tiempo de exposicion,
asi como de la solubilidad de sus compuestos. Esta toxicidad puede ser inmunolégica,
neuroldgica, reproductiva y de efectos carcindgenos (Coogan et al, 1989). La
exposicion ocupacional al Ni ocurre en las minas, en los procesos relacionados con su
refinacion y durante la soldadura con este metal. Se ha reportado un aumento del riesgo
de contraer cancer en vias respiratorias para los mineros y trabajadores expuestos al Ni
(Clemens y Landolph, 2003; WHO, 1991). En este contexto, la OMS ha seleccionado
cinco sustancias de Ni como prioritarias para estudiar la evaluacion de riesgos: polvo de
niquel, sulfato de niquel (NiSQ,), cloruro de niquel (NiCly), carbonato de niquel
(NiCOg) y el nitrato de niquel [Ni(NO3)2].

En los humanos, independientemente de la ruta de exposicion, la mayoria del Ni
absorbido es excretado por los rifiones (Nielsen et al, 1999). Dado que el dafio renal
temprano producido por el Ni ha sido poco estudiado, en este trabajo se analizé la
toxicidad renal producida por este metal (a dosis bajas) y el efecto del antioxidante
quercetina sobre ese dafio.

9.1 Peso corporal.

Con relacion al grupo control, este parametro no se modifico en los animales
tratados con NiCl,. Sin embargo, aumentaron significativamente de peso: las ratas
tratadas con quercetina, el grupo que recibi6 quercetina+NiCl, (tratamiento preventivo)
y las ratas tratadas con NiCl,+quercetina (tratamiento terapéutico).

Al respecto, se puede sefialar que en el ambiente aerdbico de los animales, las
especies reactivas de oxigeno o ROS (como el radical hidroxil, el peréxido de
hidrogeno, el radical superdxido, etc.) se forman de manera continua durante el
metabolismo celular. De no ser inactivadas de manera oportuna y eficiente, las ROS
atacan estructuras importantes de las de las células (como biomoléculas, mitocondrias,
lipidos y proteinas), lo que puede conducir al dafio o muerte celular. En este contexto, la
quercetina, al actuar como antioxidante, puede proteger a las células contra el dafio
oxidativo producido por las ROS, lo que a su vez, mantiene su estructura y su
funcionamiento (Eckert et al, 2003; Min y Ebeler, 2008).

9.2 Flujo urinario.

Respecto al valor medio del grupo control, el flujo urinario aumento
significativamente en las ratas tratadas con Ni a las 24 y 96 horas. Este parametro no se
modificoé en los animales tratados con quercetina ni en el grupo que recibid
NiCly+quercetina. Sin embargo, en el grupo tratado con quercetina+NiCl,, el flujo
urinario disminuyé de manera significativa a las 5, 24, 72, 96 y 120 horas.

Ha sido reportado que las sales inorganicas del Ni, como el NiCl, y el NiSOy,

pueden alterar la funcion de los rifiones (Das et al, 2008). El dafio renal puede
manifestarse con la perdida de la capacidad de concentracion y dilucion de la orina. Al
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respecto, en intoxicaciones agudas de humanos con Ni se ha encontrado dafiada la union
corticomedular (Sunderman et al, 1988). Este fendbmeno puede afectar la capacidad de
los rifiones para concentrar la orina, motivo por el cual se genera poliuria. El fendmeno
contrario, oliguria de las ratas tratadas con quercetina+NiCl,, puede relacionarse con un
proceso de insuficiencia renal que involucra la interrupcion de los mecanismos de
contracorriente y/o la pérdida de la funcion de las nefronas. En este contexto, ha sido
reportado que la exposicidon subaguda de ratas al NiSO, (agua de beber) disminuye
significativamente el volumen de orina (Obone et al, 1999). Debe sefialarse que este
dafo no fue revertido por la quercetina.

9.3 Osmolaridad de la orina.

La osmolaridad es la concentracion total de solutos en la orina. En los
mamiferos, su valor normal oscila entre 100-900 mOsm/Kg, en funcion de la
concentracion de vasopresina en sangre y de la velocidad de excrecion urinaria de
solutos. Valores de osmolaridad <700 mOsm/Kg pueden ser normales o andmalos
segun el estado de hidratacion del individuo o el estado funcional de los rifiones (Beers
y Berkow, 1999). En este contexto, es importante sefialar que no existen publicaciones
relacionadas con el dafio producido por el Ni sobre la osmolaridad de la orina.

En nuestro trabajo, con relacién al grupo control, la osmolaridad disminuy6
significativamente (diluciéon de la orina) en los animales tratados con NiCl; a las 24
horas (dafio temprano). Este fendmeno puede estar relacionado con el aumento del flujo
urinario producido por el Ni y con el incremento progresivo de la eliminacién urinaria
de glucosa (diuresis osmatica). Debe subrayarse que la pérdida de la capacidad renal
para concentrar la orina, en presencia de un estimulo adecuado de vasopresina, se
relaciona con dafio tubulointersticial (nefritis tdxica); este fendmeno suele aparecer
mucho antes de que aparezca un descenso en la velocidad de filtracion glomerular
(Beers y Berkow, 1999).

Por otra parte, la osmolaridad de la orina no se modificé en las ratas tratadas con
quercetina. Sin embargo, en el grupo que recibié quercetina+NiCl,, la osmolaridad
aumento de manera significativa a las 72, 96 y 120 horas, mientras que en los animales
tratados con NiCl,+quercetina, también hubo un incremento significativo a las 120
horas. Este fendémeno puede relacionarse con la pérdida de la capacidad de las nefronas
para reabsorber los solutos presentes en el liquido tubular y con la oliguria encontrada
en las ratas tratadas con quercetina+NiCl, (insuficiencia renal). En este contexto, ha
sido reportado que la exposicion subaguda de ratas al NiSO,4 en el agua de beber (13
semanas) disminuye significativamente el volumen de orina e incrementa el peso
relativo de los rifiones (Obone et al, 1999). Este dafio no fue revertido por la quercetina.

9.4 Excrecion urinaria de sodio y potasio.

Con relacion al grupo control, la masa excretada de Na* disminuy6 de manera
significativa en los animales tratados con Ni a las 120 horas. Este parametro no se
modificd en los otros grupos experimentales: animales tratados con quercetina, ratas
que recibieron quercetina+NiCl, y animales tratados con NiCly+quercetina. La
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disminucion de la masa excretada de Na* en los animales expuestos al Ni puede ser
debida a una caida en la tasa de filtracion glomerular, como consecuencia de una
hipoperfusion renal, lo que disminuye la concentracion de este electrolito en el liquido
tubular (insuficiencia renal de tipo prerrenal). Aunque no se han reportado alteraciones
hemodinamicas renales producidas por el Ni que fundamenten lo anteriormente
expuesto, ha sido descrito que este metal es un potente vasoconstrictor de las arterias
coronarias en animales de experimentacion (Leach et al, 1985; Leach y Sunderman,
1985). Ademas, en experimentos in vitro se ha encontrado que el Ni se une a la
membrana basal de los capilares glomerulares de bovinos (Templeton, 1987). Este
fendmeno in vivo puede modificar el proceso de la filtracion glomerular. Por otra parte,
la masa excretada de potasio fue semejante en todos los grupos de animales de
experimentacion. Es pertinente sefialar que al analizar la funcién renal de 26
trabajadores ocupacionalmente expuestos al Ni, el dafio renal encontrado fue bajo
(Sanford y Nieboer, 1992).

9.5 Excrecidn urinaria de glucosa y fosfatos.

Con relacion al valor medio del grupo control, la concentracion urinaria de
glucosa aumento significativamente en las ratas tratadas con Ni, a las 48, 72 y 96 horas.
Este parametro no se modificé en los animales tratados con quercetina, ni en las ratas
expuestas al NiCl,+Quercetina. Sin embargo, en los animales tratados Quercetina+
NiCl; la concentracion de glucosa en la orina aument6 significativamente a las 5 y 24
horas.

Por otra parte, respecto al valor medio del grupo control, la concentracion de
fosfatos en la orina no cambié de manera significativa en los grupos tratados con Ni,
quercetina 'y Quercetina+NiCl,. Sin embargo, en los animales tratados con
NiCl,+Quercetina este parametro disminuyé de manera significativa a las 48 horas.

Ha sido descrito que en las células proximales de las nefronas, la reabsorcion de
glucosa y fosfatos esta acoplada a la reabsorcion de sodio, utilizando un acarreador
transmembranal (sodio-glucosa o sodio-fosfatos) ubicado en la membrana luminal
(Ullrich et al., 1974; Knox y Haramati, 1985). De esta manera, cuando se dafa la
estructura de la membrana luminal se altera el funcionamiento de los acarreadores y se
blogquea la reabsorcion de las sustancias transportadas.

En este contexto, ha sido reportado que el Ni genera radicales libres de oxigeno
como el anion superoxido y el peroxido de hidrogeno (Das et al, 2008). Estos radicales
pueden dafar los lipidos de las membranas de las células produciendo lipoperoxidacion.
Al respecto, se ha demostrado que el Ni incrementa significativamente la
lipoperoxidacion en los rifiones de ratas (43%) y ratones (100%) tratados con una sola
dosis de acetato de niquel (170 nmoles/Kg, ip), a las 3-48 horas después de la
exposicion (Misra et al, 1990; Misra et al, 1991). Por otra parte, Dieter et al. (1988)
describen que el dafio renal agudo producido por el Ni incluye la pérdida de células
epiteliales de las nefronas y la presencia de estructuras hialinas en la luz tubular, lo que
sugiere la pérdida de proteinas.
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Por otra parte, respecto a los efectos del tratamiento de las ratas con
Quercetina+NiCl, (incremento de la concentracion urinaria de glucosa a las 5 y 24
horas) es pertinente sefialar la paradoja de la quercetina. Al respecto, se ha reportado
que en el proceso protector de la quercetina como antioxidante (atrapadora de especies
reactiva de oxigeno) puede ser convertida en un producto toxico para las células debido
a que: 1) disminuye los niveles de GSH, 2) incrementa la concentracién citosélica de
Ca™" libre y 3) reacciona con los grupos tiol de las proteinas lo que puede conducir a su
inactivacion; el producto toxico es la orto-quinona la cual forma dos aductos con el
GSH: 6-GSQ y 8-GSQ (Boots et al., 2003; Boots et al, 2007). Por lo tanto, en ausencia
de GSH, los derivados de la quercetina pueden reaccionar con los grupos tiol de las
proteinas y dafiar a las células.

9.6 Excrecion urinaria de proteinas.

La proteinuria es uno de los signos de enfermedad renal glomerular y tubular.
Entre las causas fisiopatoldgicas de este problema se encuentran: el aumento de
eliminacion de células tubulares por necrosis, la disminucion de la reabsorcién tubular
de proteinas de peso molecular bajo (microglobulinas) y el incremento de la filtracion
de proteinas por alteraciones de la permeabilidad de los capilares glomerulares (Beers y
Berkow, 1999).

En este trabajo, respecto al valor medio del grupo control, la concentracion de
proteinas en la orina no se modificé en los grupos tratados con NiCl; ni con Quercetina.
Con relacion al Ni, estos resultados concuerdan con los datos publicados de un estudio
de funcion renal realizado con 26 trabajadores expuestos al Ni: se encontrd que en la
mayoria de ellos la excrecion urinaria de P2-microglobulinas, proteinas totales y
creatinina se encontraban dentro de limites normales (Sanford y Niebor, 1992); sin
embargo, los mismos autores sefialan que en animales de experimentacion las sales de
Ni pueden producir proteinuria moderada.

Ademas, la concentracion urinaria de proteinas aumentd significativamente en
los grupos tratados con Quercetina+NiCl, (5, 24, 72, 96 y 120 h) y con
NiCl,+Quercetina (96 y 120 h). Al respecto, se puede inferir que dicho dafio se dio por
la suma de los efectos del niquel y de la Quercetina (Misra et al, 1990; Boots et al,
2007). Conviene sefialar que en un modelo de ratas Wistar nefroticas (dafio glomerular
cronico producido por la adriamicina), la quercetina no disminuyo la proteinuria, ni la
caida en la depuracion renal de creatinina, asi como tampoco el dafio tubulointersticial
de la corteza renal (Rangan et al, 2002).

9.7 Creatinina en orina.

La creatinina es un producto de la descomposicion de la creatina, sustancia que
abunda en el mdsculo. La creatinina es eliminada totalmente por los rifiones. La
cuantificacion de su concentracion urinaria es Gtil para evaluar la funcion renal, aunque
los resultados de esta determinacion dependen de la edad y de la masa corporal del
individuo. Los resultados anormales de la creatinina en la orina son inespecificos, pero
pueden deberse a trastornos fisiopatoldgicos como glomerulonefritis, insuficiencia
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renal, distrofia muscular, azotemia prerrenal, disminucion del flujo sanguineo renal y
obstruccion de las vias urinarias (Bazari, 2007).

En este trabajo, respecto al valor medio del grupo control, la concentracion
urinaria de creatinina aumento significativamente en los grupos tratados con: Ni (a las
120 horas), quercetina (96 y 120 horas), Quercetina+NiCl, (72, 96 y 120 horas) y
NiCl,+Quercetina (48 y 120 horas). En estudios experimentales de toxicidad subaguda
se ha reportado que el Ni disminuye el peso corporal y dafia al higado y los rifiones de
los animales expuestos a este metal (Weber y Reid, 1969). Estos trastornos
fisiopatologicos pueden estar relacionados con el incremento en la concentracion
urinaria de creatinina de nuestros animales de experimentacion. Por otra parte, respecto
a los efectos del tratamiento de las ratas con Quercetina+NiCl, o NiCl,+Quercetina
(incremento de la concentracion urinaria de creatinina) es pertinente recordar lo descrito
en parrafos anteriores: la quercetina puede ser convertida en un producto téxico para las
células porque disminuye los niveles de GSH y aumenta la concentracion citosélica de
Ca'" libre (Boots et al., 2003; Boots et al, 2007).

9.8 Enzimuria.

Algunas alteraciones renales mantienen una relacion estrecha con enzimas
especificas excretadas en la orina. Esto se debe a que las enzimas no estan distribuidas
de manera uniforme a lo largo de las nefronas, existiendo incluso diferencias
importantes en su localizacion celular. Tales diferencias pueden ser utilizadas para
localizar &reas o sitios especificos de dafio renal, por ejemplo, la v-
glutamiltranspeptidasa, la alanina-aminopeptidasa y la fosfatasa alcalina son enzimas
que se encuentran en la membrana del borde en cepillo de las células proximales y su
presencia en la orina se ha utilizado para identificar el dafio producido por los
xenobidticos en este sitio de las nefronas (Jaramillo et al, 2006).

En nuestro estudio, con relacion al grupo control, el NiCl, aumento
significativamente la actividad urinaria de la aminopeptidasa de alanina (APA) a las 72
y 96 horas, mientras que la dipipeptidilaminopeptidasa-1V (DAP-1V) tuvo incrementos
no significativos a las 96 y 120 horas. Paradodjicamente, la actividad urinaria de la
transpeptidasa de y-glutamilo (TPG) disminuyé de manera significativa a las 5, 24 y
120 horas. Lo anterior indica que el Ni puede dafiar a las células proximales de las
nefronas. En efecto, la pérdida urinaria de las enzimas antes descritas o su inhibicion
afecta sus funciones celulares, ya que estan involucradas en la reabsorcion proximal de
los aminoacidos filtrados en los glomérulos (Thompson y Meister, 1976; Rahfeld et al.,
1991; Morgan et al., 1994). Al respecto, se ha reportado que el tdbulo proximal presenta
manifestaciones marcadas de toxicidad para la mayoria de los metales después de la
exposicion aguda o cronica (Fowler, 1996). También ha sido publicado que las enzimas
localizadas en la membrana del borde en cepillo de las células proximales pueden ser
dafadas por la exposicion a los metales (Fatima et al, 2005).

Ademas, en nuestro trabajo, la quercetina aumentd de manera significativa la
actividad urinaria de las tres enzimas estudiadas: APA (a las 48, 72, 96 y 120 horas),
TGP (a las 72 y 120 horas) y DAP-1V (a las 5, 24 y 72 horas). Este fenédmeno
(enzimuria) también se presentd en las ratas tratadas con quercetina+NiCl, o con
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NiCl,+quercetina. En este contexto, ha sido reportado que la quercetina, ademas de sus
efectos antioxidantes, puede tener efectos pro-oxidantes nocivos para las células. En
efecto, Rangan et al. (2002) demostraron que la exposicion de ratas Wistar a la
quercetina (0.5 y 2 % en el alimento, durante 22 dias) incrementa significativamente la
proteinuria y la produccion de malondialdehido. Ademas, Dieter et al. (1988) describen
que el dafo renal agudo producido por el Ni incluye la pérdida de células epiteliales de
las nefronas. Por lo tanto, en los animales tratados con quercetina y Ni se puede hablar
de un dafio sinérgico producido estas sustancias.

9.9 Concentracidn renal de glutation reducido (GSH).

Respecto al valor medio del grupo control, la concentracion renal de GSH
disminuyé significativamente en las ratas tratadas con: NiCl, (69 %), quercetina (71 %),
quercetina+NiCI2 (78 %) y NiCl,+quercetina (64 %).

La prevencion de la oxidacion es un proceso esencial en todos los organismos
aerobicos, de tal manera que la disminucion de la proteccion antioxidante puede
conducir a la citotoxicidad (Matés, 2000). Se ha descrito que en las células existen
diferentes sistemas antioxidantes y el GSH forma parte de ellos (Maxwell, 1995). Las
funciones del GSH incluyen: 1) destoxificacion de compuestos enddgenos y exdgenos
como las especies reactivas de oxigeno y los intermediarios reactivos, 2) mantenimiento
de la estructura normal de las proteinas y otras moléculas (grupos tiol) y 3) proporcionar
a las células equivalentes reductores del tipo NADPH (DeLeve y Kaplowitz, 1991).

En nuestro trabajo, la disminucion de la concentracion renal de GSH en todos
los grupos estudiados puede estar relacionada con: a) un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno generado por el Ni (Valko et al, 2005; Das et al, 2008) y
b) un aumento en el consumo de GSH por la biotransformacion celular de la quercetina
(Boots et al., 2003; Boots et al, 2007).

En este contexto, Ferraresi et al. (2005) al analizar los efectos anti y
prooxidantes de la quercetina, en funcién del tiempo de exposicion, describen que en
periodos prolongados existe una actividad prooxidante. Robaszkiewicz et al. (2007) en
estudios celulares in vitro encontraron que la quercetina disminuyo la produccion de
ERO en las células, pero indujo estrés oxidativo por la produccion de peroxidos en el
medio extracelular. Asi, a concentraciones bajas la quercetina estimuld la proliferacion
celular e incrementd la capacidad antioxidante total de las células, mientras que a
concentraciones altas disminuyd la supervivencia y viabilidad celular, el contenido de
tioles, la capacidad antioxidante total y las actividades de las enzimas SOD, CAT y
glutation S-tranferasa.

9.10 Concentracion de malondialdehido en los rifiones.

En las células, la peroxidacion lipidica ocurre cuando las especies reactivas de
oxigeno atacan los &cidos grasos poliinsaturados de los lipidos membranales. En este
proceso se libera malondialdehido (MDA) cuya concentracion tisular o sérica es
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proporcional a los acidos grasos poliinsaturados oxidados. Por lo tanto, el MDA es un
buen indicador de peroxidacion lipidica (Puig, 2003).

En nuestro trabajo, con relacion al valor medio del grupo control, la
concentracion renal de malondialdehido aumenté significativamente en las ratas tratadas
con: NiCl; (252 %), quercetina (633 %), quercetina+NiCl, (260 %) y NiCl,+quercetina
(165 %). El aumento de la concentracion renal de MDA en todos los grupos estudiados
puede estar relacionado con: a) un incremento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno generado por el Ni (Valko et al, 2005; Das et al, 2008) y b) un aumento en el
consumo de GSH por la biotransformacion celular de la quercetina (Boots et al., 2003;
Boots et al, 2007).

En este contexto, Chakrabarti y Bai (1999) reportan que el NiCl, induce
lipoperoxidacion en células renales cultivadas in vitro. A su vez, Sunderman et al.
(1985) y Misra et al. (1990) describen dafio en el higado y los rifiones debido a la
lipoperoxidacion generada por el Ni. Otros estudios que reportan dafio oxidativo
ocasionado por el Ni son los realizados por Gupta et al. (2007) y M’Bemba-Meka et al.
(2005). Por otra parte, respecto al efecto del tratamiento de las ratas con quercetina o
quercetina+Ni (aumento de la concentracién renal de MDA), en estudios in vitro e in
vivo se ha encontrado que la biotransformacién oxidativa de la quercetina genera
metabolitos toxicos para las células como la o-quinona y la o-semiquinona. Durante este
proceso se forman aniones superdxido y disminuyen las concentraciones celulares de
GSH (Metodiewa et al, 1999; Boots et al, 2007).

9.11 Concentracion renal de ATP.

Respecto al valor medio del grupo control, la concentracion renal de ATP no
presentd cambios significativos en ninguno de los grupos tratados (NiCl,, quercetina,
quercetina+NiCl, y NiCly+quercetina). Aunque existen trabajos que describen la
capacidad de algunos flavonoides, entre ellos la quercetina, para dafiar a las mitocodrias
por inhibicion o desacople de la cadena respiratoria (Dorta et al, 2006), bajo nuestras
condiciones experimentales ese fendmeno no se presento.

9.12 Daiio estructural de los rifiones.

Los rifiones fueron dafiados por el Ni y por los radicales toxicos derivados de la
biotransformacion de la quercetina. EI mayor dafio se presentd en la porcion tubular
proximal de las nefronas. En efecto, las células proximales de la corteza renal de las
ratas tratadas con Ni y/o quercetina mostraron caracteristicas tipicas de necrosis como:
intensa vacuolizacion citoplasmica (edema celular), pérdida del borde en cepillo y
cambios nucleares. Ademas, los grupos de ratas que recibieron Ni o Ni+quercetina
mostraron mayor cantidad de células y tubulos dafiados, en comparacién con los otros
tratamientos. Este dafio fue acompafiado de glucosuria, enzimuria y aumento de las
concentraciones de malondialdehido en mayor grado que en los otros grupos
experimentales. Por otra parte, en los grupos tratados con quercetina y quercetina+Ni se
observo un dafio estructural menor.
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Profundizando en este rubro, el analisis histolégico mostr6 mayor dafio en la
corteza interna de los rifiones que en la externa. Al respecto, aunque cada nefrona
presenta los mismos elementos estructurales, se han reportado dos tipos de ellas: las
nefronas corticales cuyos glomérulos se ubican en la parte externa de la corteza y las
nefronas yuxtamedulares cuyos glomérulos se localizan en la region profunda de la
misma, cerca de la médula (corteza interna). Existen diferencias en la irrigacion
sanguinea de estos dos tipos de nefronas. En efecto, experimentalmente ha sido
demostrado que el flujo sanguineo intrarrenal es mayor en la corteza (80-85 % del flujo
renal total) y que disminuye a través de la region yuxtamedular hasta alcanzar menos
del 10 % del flujo renal total en la médula (WHO, 1991). Ademas, se ha demostrado
también que en los rifiones la pO, disminuye de manera significativa a medida que se
profundiza en su tejido (Brezis et al, 1984).

Esta caracteristica de irrigacion de las nefronas yuxtamedulares podria estar
relacionada con el mayor dafio estructural que encontramos en el epitelio del segmento
proximal de la region profunda de la corteza, ya que en situaciones de insuficiencia
renal la hipoxia tisular favorece la formacion de especies reactivas de oxigeno
(Thadhani et al, 1996), a lo que habria que sumar el estrés oxidativo producido por el Ni
(Das et al, 2008). Sin embargo, Sunderman et al (1988) reportaron un efecto contrario a
lo observado en nuestro estudio, dado que ellos encontraron menor dafio renal tubular
en la region corticomedular en trabajadores de una planta de galvanoplastia, quienes
accidentalmente bebieron agua contaminada con sulfato y cloruro de niquel. Este
fendmeno se puede explicar con base a diferencias en el tiempo de exposiciéon.

Con relacion a la necrosis, cuando las células tubulares mueren se desprenden de
la membrana basal y se ubican en la luz de los tabulos renales, donde son arrastradas
por el fluido tubular y, finalmente, son eliminadas con la orina. Sin embargo, si la
pérdida de células es muy grande, este proceso puede llegar a obstruir o tapar la luz de
los tubulos agravando con ello el problema de insuficiencia renal, ya que se genera una
presion hidrostatica negativa que disminuye la intensidad de la filtracion glomerular
(Cotran, et al, 1999; Esteller y Cordero, 2001; Thadhani et al, 1996). Al respecto, en
nuestro estudio, la luz de algunos tubulos presentd una cantidad relativamente elevada
de células muertas.

Finalmente, debe sefalarse que el dafio estructural renal producido por el Ni, en

intoxicaciones agudas o subagudas de animales de experimentacién, ha sido reportado
por otros autores (Mogilevskaya O, 1963; Mathur et al, 1977; Pereira et al, 1998).
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10. CONCLUSIONES
1. Una dosis baja de Ni produce dafio renal temprano a nivel funcional y estructural.

2. La quercetina es capaz de generar efectos toxicos en los rifiones debido a sus efectos
pro-oxidantes.

3. El tratamiento preventivo con quercetina revierte parcialmente la toxicidad renal del
niquel, principalmente el dafo estructural (manifestacion de efectos antioxidantes).

4. El tratamiento correctivo con quercetina gener0d efectos toxicos en los rifiones
posiblemente por sinergia con los efectos pro-oxidantes del niquel.
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11. GLOSARIO

Actividad enzimatica. Se define la unidad de actividad enzimatica (U) como la
cantidad de enzima que cataliza la conversion de 1pumol de sustrato en un minuto.

Aminopeptidasa de alanina. Enzima que cataliza la transferencia del grupo y-
glutamilo a una variedad de aminoacidos aceptores.

Antioxidante. Sustancia que bloquea el efecto negative de los radicals libres. Ejemplo:
vitaminas, minerales y enzimas.

Borde en cepillo_renal. Conjunto de microvellosidades presents en la superficie
luminal de las células del tubulo renal.

Creatinina. Compuesto organic generado a partir de la degradacion de la creatina,
nutrient util para los masculos.

Dipeptidilaminopeptidasa-1V. Enzima que hidroliza dipéptidos, principalmente
cuando el segundo aminoéacido del amino terminal (H2N-R-COOH) es la prolina.

Enzimuria. Presencia de enzimas en la orina.

Estrés oxidativo. Es causado por un desequilibrio entre la produccién de oxigeno
reactivo y la capacidad de un sistema bioldgico de detoxificar rapidamente los reactivos
intermedios o reparar el dafio resultante.

Filtrado glomerular. Volumen de fluido filtrado por unidad de tiempo desde los
capilares glomerulares renales hacia el interior de la capsula de Bowman.

Flavonoide. Término genérico con que se identifica a una serie de metabolitos
secundarios de las plantas. Son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina 'y 3
de malonil-CoA, a través de lo que se conoce como “via biosinética de los flavonoides”,
cuyo producto, la estructura base, se cicla gracias a una enzima isomerasa. La estructura
base es un esqueleto C6-C3-C6.

Lisis celular. Rotura de la membrana celular.

Malondialdehido. Resulta una medida del proceso de oxidacion, especialmente
peroxidacion lipidica.

Nefrona. Unidad estructural y funcional béasica del rifion, responsable de la purificacion
de la sangre.

Nefrotoxicidad. Afectacion renal por toxicos, que se caracteriza por alteraciones
funcionales o estructurales.

Oxidacion. Perdida de electrones por un atomo.
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Prooxidante. Sustancia que puede producir subproductos del oxigeno del metabolismo
que pueden dafiar las células.

Quelante. Sustancia que en el cuerpo promueve la formacion de complejos con iones
de metales pesados, para de este modo evitar la toxicidad de éstos. A estos complejos se
les conoce como quelatos.

Quercetina. Flavonoide antioxidante utilizado desde hace mas de treinta afios para
reforzar la resistencia a las alergias alimentarias y respiratorias. Sus efectos bioldgicos
se explican principalmente por su actividad antioxidante, por una sinergia especifica
con la vitamina C (quercetina y vitamina C se protegen y se regeneran mutuamente) y
por una actividad antiinflamatoria diversificada y polivalente.
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