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Resumen. La intoxicacién aguda con paraquat (PQ) produce danos se-
veros en muchos 6rganos, entre ellos el rinén, donde se desarrolla insufi-
ciencia renal. Se han utilizado varios antidotos en el tratamiento de la into-
xicacion por PQ sin resultados satisfactorios. En este estudio se determind
el efecto protector de la melatonina (MLT) y el tiosulfato de sodio (TSS) so-
bre el rifién, en ratas con intoxicaciéon aguda por paraquat. Se utilizaron 40
ratas Wistar, machos, divididas en 4 grupos de 10 ratas cada uno. Al grupo I,
control, se le inyect6 1 ml de solucion fisioldgica, via intraperitoneal (ip); el
grupo 11, recibié DLy, de PQ, ip; los grupos IIl y IV recibieron DLs, de PQ, v
simultdneamente la primera dosis de MLT (15 mg/kg) o TSS (1,5 g/kg), res-
pectivamente (ip). Treinta minutos después, los grupos III y IV recibieron
otra dosis igual de MLT y TSS. A las 24 horas de tratadas las ratas fueron sa-
crificadas con pentobarbital, extrayéndose el rinién para su estudio morfold-
gico. Con la microscopia de luz y electrdnica, en el grupo Il se evidenciaron
cambios morfolégicos de necrosis tubular aguda en el tibulo proximal; ob-
servandose hallazgos similares de menor intensidad en los animales tratados
con los antidotos, sugiriendo una proteccion parcial. En conclusion, el uso
individual de la MLT y TSS, en las dosis y plazo empleados, revierte parcial-
mente el dafio que causa el paraquat a la célula. En consecuencia, son nece-
sarias mas evaluaciones de estas drogas para su uso clinico en el tratamiento
de la intoxicacién por paraquat.
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Protective effect of melatonin and sodium thiosulphate on
histopathology and ultrastructure of the kidney in rats with

acute intoxication for Paraquat.
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Abstract. Paraquat (PQ) toxicity produces severe injures in many major
organs systems, including kidney, developing renal failure with fatal evolution
in most of the cases. Several antidotes have been used in the treatment of
paraquat intoxication without satisfactory results. The antioxidative effect of
melatonin (MLT) and sodium thiosulphate (STS) on kidney in rats with acute
intoxication by PQ was studied. Forty male Wistar rats were used, divided in 4
groups of 10 rats each. Group I, control, was injected intraperitoneally (ip)
with 1 ml of saline solution; group II, received DL, of PQ, ip; groups III and
IV, DLs, of PQ, and simultaneously the first dose of MLT (15 mg/kg, ip) or
STS (1,5 g/kg, ip) respectively. Thirty minutes later, groups III and IV re-
ceived a second similar dose of MLT and TSS. After 24 hours, rats were sacri-
ficed with pentobarbital, and kidneys were extracted for morphological study.
Light and electronic microscopy observations showed in group II morphologi-
cal changes of acute tubular necrosis in proximal tubule in group II, similar
findings, with lesser magnitude, were observed in the animals treated with the
antidotes, suggesting a partial protection. In conclusion, individual use of
MLT and STS at the doses and time used partially prevent damage caused by
paraquat to the cell. In consequence, more experiments with these drugs are
necessary to considere them as specific treatments in cases of poisoning by

paraquat.
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INTRODUCCION

El paraquat (PQ) es un herbicida am-
pliamente utilizado como desecativo de las
plantas, para preservar las cosechas. Se expi-
de en forma liquida, es de color rojo parduz-
co, parecido al ron o a la “coca-cola”, insipi-
do, de aqui que ocurran envenenamientos
accidentales; aunque también se ha usado
con fines suicidas (1). Su accion bioquimica
estd dada por su forma reducida, ésta inter-
fiere la reaccion de transferencia de electro-
nes inhibiendo la reduccién del NADP a
NADPH vy de la xantino-oxidasa, iniciando las
reacciones que llevan a mayor produccion

de especies oxigeno reactivas (anién supero-
xido, peroxido de hidrégeno y radicales hi-
droxilos) con la subsecuente peroxidacion de
lipidos (1-4). Este proceso de peroxidacion
produce alteraciones notables de la estruc-
tura y funciéon de las membranas, especial-
mente de las mitocondrias y del reticulo en-
doplasmico. En las mitocondrias, el PQ afec-
ta el transporte de electrones en la membra-
na interna lo que conlleva a una disminucién
de la capacidad fosforilativa/oxidativa, pérdi-
da de enzimas y nucleétidos (5, 6).

Los efectos del PQ en el humano
usualmente son muy similares a los ocasio-
nados en ratas y en otros animales experi-
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mentales. La intoxicacién por PQ produce
principalmente dafio en el pulmon, caracte-
rizado por insuficiencia respiratoria, consti-
tuyéndose en la primera causa de muerte
de estos pacientes. Asi, la investigacion en
el tratamiento de la intoxicacion por PQ se
ha enfocado en las lesiones pulmonares (2).
Sin embargo, existen complicaciones en
otros 6rganos. Por ejemplo, en el rifén es
muy frecuente la insuficiencia renal por ne-
crosis tubular aguda nefrotoxica; debido a
que el PQ es concentrado por la célula tu-
bular proximal, ejerciendo su efecto toxico
en ese sitio (7-12).

Hasta el momento no se ha conseguido
un antidoto efectivo en el tratamiento de
intoxicacion con PQ. Se han utilizado diver-
sas sustancias, entre otras la catalasa, supe-
roxido dismutasa, deferoxomina, vitamina
E, vitamina C, N-Acetilcisteina, glutation;
ademads de procedimientos como la hemo-
dialisis precoz (3, 13-19). También se han
empleado la Melatonina (MLT) y el Tiosulfa-
to de Sodio (TSS), para determinar el efec-
to de estos dos antioxidantes sobre los da-
nos inducidos por PQ en pulmén ¢ higado;
encontrandose protecciéon contra la toxici-
dad oxidativa inducida por el PQ (20-25).
Sin embargo, los estudios toxicoldgicos y
farmacoldgicos no son suficientes para con-
siderar atin su uso clinico.

El objetivo de éste trabajo fue determi-
nar, histolégicamente, si el uso individual
de la MLT y el TSS protege contra el dafio
que ocasiona el PQ a las células renales del
tibulo proximal en ratas; y comparar si hay
diferencias del efecto protector de ambos
medicamentos, que pudieran brindar utili-
dad en la intoxicacién por PQ en humanos.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 40 ratas Wistar machos
con peso entre 250 y 270 g, divididos en 4
grupos de 10 ratas cada uno. Las drogas

empleadas, Paraquat (Gramoxone®, Impe-
rial Chemical Industries), Melatonina (Bio-
sigma) y Tiosulfato de Sodio (Biosigma) se
administraron por via intraperitoneal (IP).
El grupo I (control) recibié 1 ml/Kg de so-
lucién fisioldgica. El grupo II, sélo recibio
PQ a una dosis de 27,5 mg/Kg (DLs,). Al
grupo III, se le administré la DL, de PQ vy,
simultdneamente, la primera dosis de MLT
(1S5S mg/Kg). El grupo IV, recibi6é la DLs,
de PQ vy, simultidneamente, la primera do-
sis de TSS (1,5 g/Kg). Treinta minutos
mas tarde, los grupos III y IV recibieron
una segunda dosis, de MLT Y TSS, respecti-
vamente. A las 24 horas de tratados los
animales, fueron anestesiados con pento-
barbital s6dico (50 mg/Kg, IP). Mediante
laparotomia mediana se extrajeron los ri-
nones. Las muestras, para ser estudiadas
mediante microscopia de luz, se fijaron en
Bouin por 72 horas, siendo procesadas por
método convencional para ser incluida en
parafina, realizandose cortes de 3 micras
de espesor que fueron coloreadas con he-
matoxilina y eosina de Mayer al 0,1% (26),
observandose en un microscopio de luz Me-
dilux-12. Los fragmentos para microscopia
electronica se fijaron en una mezcla de
glutaraldehido al 3% y formaldehido al 3%,
luego postfijados en tetroxido de osmio al
1% y procesados para microscopia electro-
nica segun el método descrito (27). El ma-
terial se examiné en un microscopio elec-
tronico Hitachi H-500.

Los criterios morfol6gicos de necrosis
tubular aguda nefrotoxica fueron los referi-
dos por Meadows y Robbins (28, 29). Al
analizar los cortes al microscopio de luz a
400x, los tabulos fueron clasificados como:
sin dano, dafio leve, dafio moderado o dano
severo. Se calcul6 el porcentaje de tibulos
afectados por campo, y se promediaron los
resultados de 6 campos. Se aplic6 un
ANOVA de una via, seguido de un test de
Tukey para el analisis de los datos.
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RESULTADOS

En la Tabla I se muestran los resulta-
dos obtenidos con el empleo de la micros-
copia de luz. En el grupo I (control) se ob-
servaron los tiibulos proximales conserva-
dos (Fig. 1). En el grupo II (PQ) se encon-
traron grados variables de lesion tubular,
con predominio de dafo severo [F(3,23) =
12,76; p < 0,0001], caracterizados por
pérdida del borde en cepillo, desorganiza-
cion celular, pérdida del borde apical y cé-
lulas epiteliales con citoplasma vacuolado
y nicleos condensados (Fig. 2). Algunos

tibulos mostraron dilatacion y detritus ce-
lular en la luz. En los grupos I (PQ +
MLT) y IV (PQ + TSS), se apreciaron cam-
bios morfolégicos similares a los descritos
en el grupo II pero, a diferencia de éste ul-
timo, la mayoria de los tibulos presentaba
dafio moderado, [para el grupo II, F(3,23)
= 18,32; p < 0,0001; para el grupo III,
F(3,23) = 0,94; no significativo] (Fig. 3). Al
comparar la presencia de dafio tubular seve-
ro en los 3 grupos, ambos antidotos mejora-
ron significativamente las alteraciones pro-
vocadas por el PQ [F(2,17) = 1745;
p < 0,0001].

TABLA 1
DANO TUBULAR RENAL. PORCENTAJES DE TUBULOS LESIONADOS EN DIFERENTES GRADOS DE
ACUERDO AL TRATAMIENTO RECIBIDO (EXPRESADO EN PROMEDIO *= ERROR ESTANDAR)

Control 100 0 0 0 100
PQ 3,98 = 1,61 20,21 + 6,41 2467 638 51,14 = 7,72% 100
PQ + MLT 20,09 + 6,25 14,98 = 2,94 5391 + 5,87% 11,02 + 4,34 100
PQ + TSS 23,46 = 13,08 28,37 = 12,00 37,47 = 16,91 10,70 £ 5,76 100
*p < 0,0001.
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Fig. 1. Grupo I (control). Se observan tiibulos proximales normales. H.E. 1000 X.
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Fig. 2. Grupo II (PQ). Se observan tiibulos proximales cuyas células presentan citoplasma vacuolado
(=), con pérdida del borde en cepillo (=), nicleo con cromatina condensada (x), desorgani-
zacion de la arquitectura celular y lisis. H.E. 1000 X.

Fig. 3. Grupo II (PQ + MLT). Imagen de tdbulos proximales. Notese las células con citoplasma va-
cuolado (x), pérdida del borde apical (»), y ntcleos con cambios en su cromatina (). H.E.
1000 X.
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Fig. 4. Grupo I (control). Microfotografia elec-
tronica de un segmento de una célula
del tabulo proximal. Ademas de la inte-
gridad del borde en cepillo (be), se pue-
de apreciar la actividad vesicular (V) y
el aspecto normal de las mitocondrias
(m). 20.000 X.

Microscopia electronica: en el grupo I,
se observaron los titbulos proximales con ca-
racteristicas normales en la organizacion de
las microvellosidades y el contenido de sus
organelas (Fig. 4). Las células epiteliales pro-
ximales de los animales del grupo II, mostra-
ron dafios severos, como ruptura del polo api-
cal, alteracion de la arquitectura de las mi-
crovellosidades, mitocondrias edematizadas
con pérdida de las crestas, grandes lisosomas,
dilatacion de las cisternas del reticulo endo-
plasmico rugoso con degranulacion, y lisis del
citoplasma (Fig. 5). En los grupos Il y IV se
encontraron c¢élulas epiteliales proximales
con los mismos dafios antes descritos y en
otras células solo edema en citoplasma y mi-
tocondrias (Fig. 6). Todos los grupos mostra-
ron integridad en la membrana basal tubular.

DISCUSION

Los cambios descritos son similares a
los observados por otros autores sobre el

A

Fig. 5. Grupo II (PQ). Microfotografia electrénica de un tibulo proximal. El campo muestra ruptura
del polo apical (w), dafio de la arquitectura de las microvellosidades (-). Mitocondrias edema-
tizadas con lesion de las crestas y ruptura de membrana (m). Dilatacion de las cisternas del re-
ticulo endopldasmico (x). Separacion de los ribosomas del RER (w). Lisosomas (L). 18.000 X.
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Fig. 6. Grupo IV (PQ+TSS). Microfotografia electronica de un segmento celular de un tibulo proxi-
mal. El citoplasma presenta edema (x). Las mitocondrias edematizadas y amorfas (m) y re-
ticulo endopldasmico con cisternas ligeramente dilatadas (O). Membrana basal tubular conser-

vada (=). 16.000 X.

dafio epitelial renal causado por paraquat
(7, 9-12, 30, 31) y han sido descritos en la
necrosis tubular aguda nefrotéxica (28,
29). Al comparar el dafio estructural del te-
jido renal en las ratas intoxicadas con PQ y
los grupos tratados con MLT y TSS, se ob-
servo que los dafios en las células del tibulo
proximal fueron similares, aunque en los
animales tratados con los antidotos el por-
centaje de tabulos afectados con dano seve-
ro era significativamente menor.

In vivo e in wvitro, la MLT Y TSS han
mostrado un importante efecto antioxidan-
te contra la toxicidad del paraquat (20-25).
En el presente experimento, estas drogas
no interfirieron o compitieron con el PQ
para evitar el efecto de éste sobre el siste-
ma de oxidorreduccion y asi evitar el dano
celular tubular renal. Sin embargo, el he-
cho de encontrar cambios leves en las célu-
las de los tibulos proximales a la ultraes-
tructura, en los grupos tratados con los an-
tidotos, sugiere una proteccion parcial.

En otros trabajos, se han obtenido re-
sultados favorables sobre el tejido pulmonar
y hepatico luego de la administracion de
MLT o TSS durante 3 a 7 dias consecutivos
(20, 24), lo que podria explicar la poca
efectividad de estos antidotos en el presen-
te estudio. Ademas, se ha demostrado con
el uso combinado del MLT y TSS que la ex-
tension del dano en el parénquima pulmo-
nar es menor, considerandose un efecto si-
nérgico de ambos medicamentos como res-
tauradores de los depositos de glutation
(datos no publicados).

Como se mencioné anteriormente, el
mecanismo citotoxico del PQ es fundamen-
talmente la produccién de radicales superdé-
xido, conduciendo a la peroxidacién lipidica
en las membranas. Se ha determinado en el
higado de rata que la quinona-NADH oxido-
reductasa de la membrana externa mito-
condrial productora de especies oxigeno
reactivas, es un nuevo sistema de oxidorre-
duccion participante en la toxicidad del PQ
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(32), lo que explica el daiio selectivo del PQ
a la mitocondria in vivo e in vitro. En el ri-
non, estos efectos del PQ se han estudiado
en el tabulo proximal, donde se desacopla
la fosforilacién oxidativa que induce la pe-
roxidacion lipidica, inhibicion de la cadena
redox y la actividad ATP sintetasa; ademas
en este segmento tubular se ha demostrado
un mecanismo de transporte activo para el
PQ que no se ha encontrado en el tibulo
distal (9-12). Esto explica el daio celular
por la mayor concentracion de PQ en el ti-
bulo proximal. También se ha comprobado
una elevacion de las enzimas antioxidantes
en las células glomerulares, que protegen
las funciones renales contra el dano induci-
do por los radicales superdxido, sugiriendo
que estas enzimas juegan un papel impor-
tante en los desérdenes funcionales induci-
dos por los radicales. Esta modulacién
constituye uno de los mecanismos de resis-
tencia al dafio renal agudo (33).

En conclusion, en el presente trabajo
el uso individual de la MLT y TSS, en las do-
sis empleadas, a corto plazo no evitaron el
dafio estructural que causa el PQ a las célu-
las del tubulo proximal del rifién de ratas,
por lo que atin no pueden ser considerados
como tratamiento especifico en los pacien-
tes intoxicados con PQ. Por esto, son nece-
sarios nuevos ensayos utilizando estos dos
antidotos, de forma individual o combinada,
por tiempo mas prolongado, para determi-
nar si hay un verdadero efecto protector so-
bre el tejido renal y asi poder ser recomen-
dados en la terapia clinica.
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