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RESUMEN

El uso de plaguicidas ha aumentado para mejorar los rendimientos agricolas, aunque su
aplicacibn excesiva presenta riesgos ambientales significativos. EI acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) es uno de los herbicidas mas utilizados a nivel mundial por
su bajo costo y efectividad, sin embargo, su uso puede causar dafios ecoldgicos y en la
salud de organismos. El rifidn es clave en la fisiologia de los vertebrados, ya que se
encarga de eliminar productos y toxinas de la sangre a través de la orina. La evidencia
sefiala que las acuaporinas y los canales ionico juegan un papel importante en la
fisiologia renal; ambos son proteinas transmembranales encargadas de regular la
entrada y salida del agua y la reabsorcion activa de calcio respectivamente, participando
en el mantenimiento de la concentracién urinaria normal y estan implicadas en diferentes
trastornos renales. En este trabajo se evalla el potencial de los genes codifican para
acuaporinas y canales iénicos permeables a Ca?* (Aqp1,3-5 y Trpv4-5) como posibles
biomarcadores de efecto temprano en la exposicion aguda a 2,4-D. Métodos: Se trabajo
con ratas macho Wistar divididos aleatoriamente en dos grupos: grupo Control (CNT) y
en grupo Tratado (2,4-D), ambos con una n= 8. El grupo CNT recibié solucion salina y
en el grupo 2,4-D la exposicion aguda se indujo con tres inyecciones intraperitoneales
de 2,4-D con dosis de 100 mg/kg durante una semana. Todos los experimentos se
realizaron bajo la NOM-062-ZO0-199. Se utiliz6 la técnica de RT-PCR para determinar
la expresion génica de Agps y Trpv4-5 en los riflones; mientras que, la tincion de H&E
se uso para la evaluacion histomorfologica. Los datos se analizaron con unat de Student
0 U de Mann-Whitney (p< 0.05). Resultados: La exposicion aguda al 2,4-D produjo una
dilatacion en el espacio de Bowman y una mayor expresion génica de Tnfa, asi como un
aumento en la expresion de Agp4, Agp5, Trpv4, Trpv5; a diferencia de la expresion de
Aqgpl que disminuyé. Conclusién: La exposicion aguda al 2,4-D es capaz de inducir
citotoxicidad renal a través de procesos inflamatorios y la desregulacion en la expresion

génica de acuaporinas y canales iénicos permeables a Ca?* (Trpvs).

Palabras clave: herbicidas, nefrotoxicidad, acuaporinas, canales ionicos, nefropatias.



ABSTRACT

Pesticides have increased to improve agricultural yields, although their excessive
application poses significant environmental risks. 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)
is one of the most widely used herbicides globally due to its low cost and effectiveness.
However, its use can cause ecological damage and health issues in organisms. The
kidney is crucial in vertebrate physiology, as it is responsible for eliminating products and
toxins from the blood through urine. Evidence suggests that aquaporins and ion channels
play an important role in renal physiology; both are transmembrane proteins responsible
for regulating water entry and exit and the active reabsorption of calcium, respectively,
participating in the maintenance of normal urinary concentration and are implicated in
various renal disorders. This work evaluates the potential of genes encoding aquaporins
and calcium-permeable ion channels (Agpl,3-5 and Trpv4-5) as possible biomarkers of
early effect in acute exposure to 2,4-D. Methods: Male Wistar rats were randomly divided
into two groups: Control group (CNT) and treated group (2,4-D), both with n=8. The CNT
group received saline solution, while the 2,4-D group was exposed acutely with three
intraperitoneal injections of 2,4-D at a dose of 100 mg/kg over one week. All experiments
were conducted under NOM-062-Z00-199 guidelines. RT-PCR was used to determine
the gene expression of Agps and Trpv4-5 in the kidneys; meanwhile, H&E staining was
used for histomorphological evaluation. Data were analyzed using Student's t-test or
Mann-Whitney U test (p< 0.05). Results: Acute exposure to 2,4-D resulted in Bowman’s
space dilation and increased gene expression of Tnfa, as well as elevated expression of
Aqp4, Agp5, Trpv4, Trpv5, with a decrease in Agpl expression. Conclusion: Acute
exposure to 2,4-D can induce renal cytotoxicity through inflammatory processes and
dysregulation of gene expression of aquaporins and Ca?*-permeable ion channels
(Trpvs).

Keywords: herbicides, nephrotoxicity, aquaporins, ion channels, nephropathies.



I. INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) estima que, dentro de 30 afios, la
poblacion mundial pasara de 7,700 millones a 9,600 millones de personas. Como
consecuencia, la produccion de alimentos debera incrementarse entre un 40 y un
70 %. Actualmente, debido al aumento de la poblacién y al incremento de la
demanda de alimentos, el uso de plaguicidas en la agricultura se ha incrementado
notablemente como una alternativa para mejorar los rendimientos de diversos
cultivos, ya que la aplicacibn de estos agentes ayuda a controlar la maleza,
interfiriendo en su crecimiento y produccion (CEDERSSA, 2020). En 2020, el Centro
de Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la Seguridad Alimentaria
(CEDERSSA) definié las malezas en la actividad agricola como: “aquellas especies
vegetales que afectan los intereses del hombre al disminuir la produccion y la
calidad de los cultivos, debido a su gran capacidad competitiva”. Al respecto,
Dieleman y Mortensen (1997) concluyeron que la interferencia de la maleza en los
cultivos ocasiona pérdidas en el rendimiento y la calidad de los productos
cosechados, y que las practicas realizadas para su control incrementan los costos
de produccion.

Los herbicidas son usados extensivamente en la agricultura, zonas
industriales y urbanas. Su uso adecuado controla eficientemente la maleza a un
bajo costo. Aunque el uso de herbicidas ha traido beneficios para la sociedad en
general y especificamente para los agricultores, su uso excesivo e inadecuado,
junto con diversas condiciones ambientales, representa riesgos tanto para el medio

ambiente como para la sociedad. Por ejemplo, se pueden afectar la fauna y flora, el



suelo, o impedir procesos bioldgicos en el mismo, asi como generar contaminacion
inmediata en suelos, aguas superficiales/subterraneas y aire (CEDERSSA, 2020).
Uno de los principales herbicidas utilizados a nivel mundial, debido a su bajo
costo y efectividad, es el acido 2,4-diclorofenoxiacético, cominmente conocido
como 2,4-D. Este se clasifica como un herbicida de accién sistémica y selectiva de
tipo hormonal, ya que actla como una auxina sintética, causando diversas
alteraciones en las funciones normales de la planta. Utilizandose en el control de
malezas de hoja ancha (Magnoli et al., 2020). A pesar de que los organismos
blancos del 2,4-D y de otros contaminantes son las malezas nocivas para los
cultivos, la exposicion a este plaguicida puede ser dificil de evitar para otros seres
Vivos, ya que suele estar presente en el aire, el agua, los alimentos o el suelo. A
través de estas fuentes de exposicion, diversos organismos no objetivo pueden
verse afectados por la induccién de estrés oxidativo, lo que podria conllevar a
diversas patologias e incluso la muerte (EPA, 2021). En los organismos expuestos,
los efectos toxicos dependen de la dosis de exposicion e incluyen efectos
neurotodxicos, dafios en ojos, ovarios, testiculos y dafio en los riflones. El rifién juega
un papel muy importante en la fisiologia de los vertebrados, ya que una de sus
principales funciones es la eliminacién de productos y toxinas de la sangre a través
de la orina. Se sabe que el 2,4-D es secretado a través de los tubulos proximales
del rifién; sin embargo, es capaz de producir dafio en las membranas celulares y
toxicidad cuando se excede la capacidad de aclaramiento renal (EPA, 2021; Girén-
Navarro et al., 2021). Los resultados de la presente investigacion nos permitiran
establecer una relacion entre la exposicion aguda a 2,4-D y los posibles dafios a la

fisiologia renal.



.1 Marco teérico

1.1 Plaguicidas en el ambiente
El articulo 2° del Cddigo Internacional de Conducta para la Distribucién y Utilizacion
de Plaguicidas, de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO, 1996), define los plaguicidas como:
“Cualquier sustancia o0 mezcla de sustancias destinada a prevenir, destruir o
controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas
o de animales, las especies no deseadas de plantas o animales que causan
perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la produccion,
elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacién de alimentos,
productos agricolas, madera y productos de madera o alimentos para
animales, o que pueden administrarse a los animales para combatir insectos,
aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. El término incluye las
sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las
plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o
agentes para evitar la caida prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas
a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger el producto contra
la deterioracion durante el almacenamiento y transporte”.
Independientemente de sus beneficios, es evidente que los plaguicidas son
sustancias quimicas deliberadamente toxicas, creadas para interferir con algun
sistema biolégico en particular. Debido a esto, los plaguicidas han sido cada vez
mas estudiados en sus efectos sobre suelos y otros ambientes. Dentro de los

plaguicidas se incluyen los insecticidas, fungicidas y herbicidas, ademas de otros



compuestos como desinfectantes, repelentes y preservantes. Se pueden clasificar
de acuerdo con el organismo blanco sobre el que actian y con base a su estructura

guimica (Magnoli et al., 2020; Giron-Navarro et al., 2021).

Los herbicidas son sustancias quimicas que inhiben o interrumpen el
crecimiento y desarrollo normal de las plantas. Se utilizan ampliamente en areas
agricolas, industriales y no agricolas para el manejo de malezas. Los herbicidas
pueden proporcionar un control de malezas rentable al tiempo que minimizan el
trabajo. Sin embargo, su uso inadecuado puede resultar en dafios a los cultivos,
control deficiente de malezas, evolucidbn de malezas resistentes a herbicidas,
contaminacion ambiental o riesgos para la salud (Bose et al.,, 2014). Uno de los

herbicidas mas utilizados en paises en desarrollo, incluyendo México, es el 2,4-D.

1.1.1 Propiedades del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

El 2,4-D entr6 al mercado después de la Segunda Guerra Mundial. Fue
utilizado por el Ejército de los Estados Unidos como un arma quimica para destruir
los cultivos de arroz japoneses, por lo que se le denominé “Agente Naranja” (Red
Universitaria de Ambiente y Salud, 2014). El 2,4-D actia como un analogo de la
hormona vegetal del crecimiento, la auxina. Sin embargo, aunque es considerado
uno de los herbicidas mas toxicos debido a que puede causar afectaciones en el
ambiente, tales como reducir la capacidad de los microorganismos y algas para fijar
el nitrégeno en suelo y agua, y cambiar o alterar la composicion fisiolégica de
especies y la estructura de la vegetacion, también es uno de los mas utilizados en
todo el mundo debido a su gran capacidad para controlar malezas en los cultivos

4



(Dayan, 2012; Red Universitaria de Ambiente y Salud, 2014). Es considerado un
herbicida sistémico y se utiliza para controlar muchos tipos de malezas de hoja
ancha a nivel agricola y doméstico para el control postemergente. Funciona
manteniendo altos niveles de la hormona vegetal auxina, lo que provoca una
estimulacién excesiva del crecimiento de las plantas y, en Udltima instancia, su
muerte (Dayan, 2012; Singh y Singh, 2014). El 2,4-D se formula como sales de
amina (principalmente sal de dimetilamina), que son mas solubles en agua que el
acido, y derivados de éster, que se disuelven facilmente en un disolvente organico
(Tabla 1). Las sales y ésteres de 2,4-D amina se convierten rapidamente en acido

2,4-D en la mayoria de las condiciones ambientales (Singh y Singh, 2014).

Para el analisis de la toxicidad, es necesario observar su comportamiento
dentro de las matrices ambientales principales con el objetivo de determinar su
movimiento y las posibles alteraciones que pueda sufrir en el ambiente. Una vez
gue se aplica el 2,4-D directamente en el suelo o se rocia sobre los cultivos, llega
facilmente a los cuerpos de agua. Siendo una molécula polar, el 2,4-D, sus ésteres
y aminas son bastante moviles en sistemas acuosos debido a su grupo carboxilico
acido (pKa = 2.8) y la baja adsorcion en el suelo, lo que puede ser la razén de su
amplia presencia en el medio ambiente. Ademas, puede llegar a los cuerpos de
agua por escorrentia superficial o a través de la infiltracién, lixiviacion y percolacion
del suelo, convirtiéendose en un problema ambiental y de salud humana (Fig. 1).
También es notable que el 2,4-D es una sustancia moderadamente persistente en
el medio ambiente, con una vida media de entre 20 y 312 dias, dependiendo de las

condiciones ambientales (Islam et al., 2018; Giron-Navarro et al., 2021).



Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas y toxicidad del 2,4-D y sus derivados.

Tipo 2,4-D (acido libre) Sal dimetilamina Ester butilico de 2,4-D
de 2,4-D
IUPAC Acido 2,4-diclorofenoxiacético Acido 2-(2,4-diclorofenoxi) butil 2,4-
acético; N-metilmetanamina diclorofenoxiacetato

Férmula C3H5C|203 C10H13C|2N03 C12H14C|203
molecular
Peso molecular 221.0 266.1 277.1
(g/mol)

o 0] 0
Estructura \),L CH3
quimica 2 OH /@zodj\o' rl!Hz’ /@:O\)LO/\/\

Cl Cl Cl cl C|§H3 Cl ¢
Cristales blancos a amarillos, Liquido ambar a marrdn, o Un liquido claro incoloro a
Apariencia / olor granulos, copos, polvo o cristales marrones o polvo. ambar
grumos con un ligero olor Inodoro (Puro)
fendlico
Punto de fusidn 138-141 118-120 9
(°Q)
Punto de Se descompone al calentar Se descompone al calentar 345
ebulliciéon (°C)
Densidad relativa 14-15 1.150 1.246
(25°C)
Presion de vapor 1.4x107-7 <1x107-7 3.97x107-4
(mm Hg, 25°C)
Log Kow (25°C) pH1=2.7-2.8,pH5=0.18, Se disocia rapidamente 4.38
pH7=-0.83, pH9=-1.91
En agua 850-900 (25°C). En agua 72.9x1072 (20°C). En agua 46 (25°C)
Solubilidad Soluble en disolventes Soluble en disolventes
(mg/L) organicos (acetona, benceno, organicos (metanol, acetona,
etanol, isopropanol-9) tolueno, hexano)
pKa 2.73-2.8 2.6 No informado
Estabilidad Estable indefinidamente Estable Estable por un minimo de 2-3
anos

Constante de 3.54 x107-8 Se disocia en agua en un 4.88x107-7

Henry
(atm-m3/mol)

acido

Categoria de

Il (oral, dérmica, inhalacién) IV

Il (oral, dérmica, inhalacién)

Il (oral, dérmica, inhalacion,

toxicidad (irritacion ocular) IV (irritacidn ocular) ocular)

Dosis aguda oral LDso = 639 (rata) LDso =949 (rata) LDso= 1250 (rata)
(mg/ks)

Dosis aguda LDso=>2000 (conejo) LDso= 1829 (rata) LDso => 2000 (conejo)

dérmica (mg/kg)

Dosis aguda por
inhalaciéon (mg/L)

LCsp=1.79 (rata)

LCso=>3.5 (rata)

LCsp=>4.97 (rata)

Ecotoxicidad 48 h
(mg/L)

ECso= 25 (Daphnia magna)

ECso= 153 (Daphnia magna)

ECso= 3.4 (Daphnia magna)

Ecotoxicidad 21
dias (mg/L)

NOEC = 79 (Daphnia magna)

NOEC = 27.5 (Daphnia
magna)

NOEC =0.0015
(Daphnia magna)

Tomado de Girén-Navarro et al., 2021.
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Figura 1. Ruta ambiental del 2,4-D después de la aplicacion agricolay doméstica.

Los herbicidas como el 2,4-D, después de su aplicacion en los cultivos, llega al humano y a los
animales a través de la volatilizacion, escorrentia, y al bioacumularse en los organismos y
biomagnificarse a través de la cadena tréfica. Tomado de Magnoli et al., 2020.

Diversos estudios han demostrado la capacidad de bioacumulacion de este
herbicida en organismos no objetivo. En cuanto a los efectos post-exposicion al 2,4-
D en diferentes organismos, los estudios han mostrado alteraciones endocrinas,
trastornos reproductivos, alteraciones genéticas y efectos carcinogénicos. En
humanos, el 2,4-D se ha asociado con el desarrollo de la enfermedad

neurodegenerativa de Parkinson y el autismo (Zuanazzi et al., 2020).

Uno de los érganos afectados por herbicidas, como el 2,4-D, es el rifidn,
debido a que es el principal érgano involucrado en la metabolizacion y eliminacion

de los toxicos ambientales (Lock y Antoine, 2010).



1.2 Fisiologia del riidn

En humanos, los rifiones son dos o6rganos ubicados en la region
retroperitoneal, entre la doceava vértebra toracica y la tercera vértebra lumbar.
Forman parte del sistema urinario, y su principal funcién es la eliminacion de
productos y toxinas de la sangre a través de la orina, que viaja por los conductos
excretores y finalmente se evacua por la uretra. También son responsables de la
regulacién del agua, el equilibrio de iones inorganicos, la osmolaridad y el equilibrio
acido-base en el medio interno del cuerpo humano (Aranalde et al., 2015).

Macroscépicamente, el parénquima renal tiene 4 regiones anatomicas
principales: (1) la corteza superficial que contiene los corpusculos renales, (2) la
médula profunda con pirdmides medulares conicas, (3) la papila renal y (4) la pelvis
renal. Los corpusculos renales son las unidades histolégicas de filtrado del rifion.
Ademas, los rifilones tienen varias funciones homeostéaticas esenciales, que
incluyen la eliminacion de desechos (NHs), el equilibrio de liquidos/electrolitos, el
equilibrio acido-base metabdlico de la sangre, asi como la produccion y modificacion
de hormonas para la regulacion de la presion arterial, la homeostasis del
calcio/potasio y la produccion de glébulos rojos. El corpusculo renal, compuesto por
el glomérulo y la cédpsula de Bowman, y los tubulos renales (reabsorcion y
excrecion) realizan la mayoria de estas funciones renales (Murray, 2021).

Las unidades funcionales y estructurales productoras de orina del rifibn que
estan presentes en la corteza y la médula se llaman nefronas. La nefrona consiste
en los glomérulos, los tubulos renales (tubulos proximales, asa de Henle, tibulos
distales, segmento conector, conductos colectores), el intersticio y el aparato

yuxtaglomerular (JGA) (Fig. 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la anatomia de la nefrona.

La sangre fluye a través de la arteria renal hacia las arteriolas aferentes antes de ingresar al
glomérulo, donde se filtra hacia la capsula de Bowman. El filtrado sale de la cdpsula de Bowman
para ingresar al sistema tubular, donde sufre intercambio ibnico y transporte de agua, lo que da como
resultado la orina. Tomado de Osborn et al., 2021.

La porcion inicial de filtracién de plasma de la nefrona es el glomérulo, que
esta contenido dentro de la cdpsula de Bowman. Microscopicamente, el glomérulo
esta compuesto por una red capilar revestida por una capa delgada de células
endoteliales fenestradas, la membrana basal glomerular (MBG), una region central
compuesta por células mesangiales y matriz, células epiteliales viscerales (internas)
(podocitos) y células epiteliales parietales (externas). Las arteriolas aferentes
suministran sangre al glomérulo, mientras que las arteriolas eferentes salen del
glomérulo. La barrera de filtracion glomerular (selectiva por tamafio, forma y carga)

tiene tres capas: el endotelio fenestrado, una MBG cargada negativamente y los



podocitos (Fig. 3). El conjunto formado por el glomérulo y la capsula de Bowman se
denomina corpusculo de Malpighi. El glomérulo se abre en los tubulos contorneados
proximales. El JGA esta localizado en el polo vascular del glomérulo. Los
componentes del JGA incluyen la macula densa de la rama ascendente gruesa, las
arteriolas aferentes y eferentes, las células granulares de la arteriola aferente que
producen renina y angiotensina Il (All), y las células mesangiales extraglomerulares.
El JGA es importante en el control del feedback tubulo-glomerular de la secrecion

de renina producida por las células granulares (Dumas et al., 2021; Osborn et al.,

Arteriola aferente Corpusculo renal
¢ Células endoteliales de la arteriola
aferente distal
* Células endoteliales del aparato .
yuxtaglomerular de la arteriola aferente Glomérulo , .
Célula mesangial
Podocito
Tabulo y | /
contorneado Capsula de Bowman

distal

Macula densa

Célula epitelial del

yuxtaglomerular | tubulo proximal

Célula epitelial

\ parietal

Arteriola eferente . Espacio de Bowman
* Células endoteliales de la arteriola Capilares
eferente distal glomerulares

* Células endoteliales del aparato
yuxtaglomerular de la arteriola eferente

Figura 3. Representacion esquematica de la organizacion del corpusculo renal.

El glomérulo se encuentra en la corteza renal y consta de una red de capilares sanguineos ubicados
dentro de la capsula de Bowman. La sangre ingresa a los capilares a través de la arteriola aferente
y sale a través de la arteriola eferente y desde alli pasa a varios capilares peritubulares. Los
glomérulos contienen cuatro tipos de células diferentes: podocitos, células mesangiales, células
endoteliales y células epiteliales parietales de la capsula de Bowman. Tomado de Dumas et al., 2021.
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Aproximadamente el 60-75 % del flujo inicial en la nefrona es reabsorbido
hacia la circulacion general por el tibulo contorneado proximal, y casi todo el resto
se reabsorbe en el asa de Henle (25-40 %) y las partes distales de la nefrona. El
resto se excreta como orina desde la punta papilar de la médula interna hacia el
espacio pélvico, que desemboca en el uréter y de alli en la vejiga (Randall, 2009).

Los rifiones reciben el 25 % del gasto cardiaco, con el 85 % del flujo
sanguineo renal en la corteza, el 14 % en la médula externa y solo el 1 % en la
médula interna. Estas diferencias significativas en la perfusién, el flujo sanguineo y
el consumo de oxigeno en la microanatomia del riidn hacen que los rifiones sean
mas vulnerables a la exposicion, a través de la circulacion, y a la posterior lesion
relacionada con altas concentraciones de xenobidticos y productos quimicos

(Barnett y Cummings, 2019).

1.2.1 Susceptibilidad renal a los xenobioticos

En los mamiferos, la ruta principal de excrecion de xenobidticos es el rifidn
(Lock y Antoine, 2010). Los xenobidticos son sustancias quimicas que no se
encuentran de forma natural en el sistema biolégico y constituyen una de las
principales causas de dafo renal, especialmente de la insuficiencia renal aguda
(IRA). Aunque la IRA se diagnostica formalmente basandose en el aumento de los
niveles de creatinina sérica y la disminucion de la diuresis, ésta también implica
varios marcadores patolégicos, el mas comun es la necrosis tubular aguda. La
necrosis tubular aguda se caracteriza por la muerte de las células epiteliales

tubulares y la disfuncién de uno o varios segmentos tubulares (Lash y Cummings,
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2010). Por lo tanto, independientemente de la etiologia, la IRA converge con un
mediador clave: la muerte celular. Al ingresar a la célula, los xenobioticos pueden
metabolizarse, interactuar con organulos, modificar las vias de sefializacion y, en
dltima instancia, provocar muerte celular e inflamacion (Lock y Antoine, 2010;
Barnett y Cummings, 2019). Comprender los mecanismos por los cuales los
xenobidticos causan la muerte celular es esencial para el desarrollo de
biomarcadores y terapias que combatan la insuficiencia y las enfermedades renales.

La susceptibilidad de las células renales a los tdéxicos ambientales depende
tanto de factores fisiol6gicos como de bioguimicos. Entre los factores fisiolégicos se
incluye el hecho de que los rifiones reciben aproximadamente el 80 % del flujo
sanguineo total (25 % del gasto cardiaco), lo que asegura que altas concentraciones
de xenobidticos lleguen a las células renales. Otro factor es la capacidad de
reabsorcidén extensiva de las células renales y una alta capacidad para concentrar
solutos. Aunado a la gran superficie de la membrana luminal de las células del
tubulo proximal que hace que estas células sean particularmente susceptibles a los
xenobidticos. Por su parte, los factores bioquimicos que aumentan la susceptibilidad
de las células renales a los toxicos incluyen la expresién de transportadores
especificos a lo largo de la nefrona y la expresion de varias enzimas que median la
formacion de metabolitos téxicos. Asi, las células que contienen los niveles mas
altos de enzimas metabolizadoras también estan expuestas a las concentraciones
mas altas de xenobidticos. Ademas, la alta actividad metabdlica de las células
renales aumenta su sensibilidad a los oxidantes. Dado que la corteza renal tiene un
alto consumo de oxigeno, es susceptible a compuestos que producen anoxia.

Finalmente, las células en el riidn son sensibles a compuestos vasoactivos, lo que
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puede resultar en cambios severos en la presion arterial, oclusiones de los vasos
sanguineos renales, lesiones por isquemia/reperfusion e hipoxia. Las diferencias en
la ubicacion fisica de la célula a lo largo de la nefrona, combinadas con diferencias
en la presencia de transportadores y otras proteinas, resultan en una especificidad
de téxicos con respecto a las células que se ven afectadas (Lash y Cummings, 2010;
Barnett y Cummings, 2019).

Los téxicos renales pueden entrar en las células del rifion por difusién pasiva,
dafiando la membrana plasmética, por endocitosis 0 mediante proteinas de
transporte. Los transportadores de captacion en la membrana basolateral mueven
sustancias de la sangre hacia la célula, mientras que los transportadores de eflujo
en la membrana apical exportan sustancias hacia la orina (Barnett y Cummings,
2019). Al entrar en la célula, los xenobidticos pueden interactuar con enzimas
metabdlicas de fase | y fase Il. Durante el metabolismo de fase I, el citocromo P450,
las monooxigenasas que contienen flavina y otras enzimas catalizan reacciones de
oxidacion, reduccion e hidrdlisis. Durante el metabolismo de fase I, las uridina 5'-
difosfo-glucuronosiltransferasas, sulfotransferasas, glutation S-transferasas y otras
enzimas catalizan la glucuronidacion, sulfatacién, acetilacion y conjugacién con
glutation o aminoacidos. En conjunto, estas reacciones ayudan a la excrecién al
hacer que los xenobidticos sean mas polares. A veces, el metabolismo de los
xenobidticos forma electréfilos reactivos en un proceso conocido como
bioactivacion. Estos intermediarios pueden ser especies reactivas de oxigeno
(ERO), o pueden unirse irreversiblemente a macromoléculas celulares para alterar

la funcién celular (Lock y Antoine, 2010).
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La médula renal recibe un suministro de sangre mucho menor que la corteza,
en general contiene niveles mas bajos de enzimas metabolizadoras y su
metabolismo es mas anaerobico. Por lo tanto, generalmente es menos importante
gue la corteza, como sitio de biotransformacién xenobiética y de nefrotoxicidad. Sin
embargo, es el sitio responsable de concentrar la orina y este mecanismo puede
llevar a que los xenobidticos se concentren en la médula y la papila a
concentraciones muchas veces superiores a las encontradas en el plasma. Asi, para
algunas sustancias quimicas especificas, la médula es el sitio de activaciéon y
toxicidad (Lash y Cummings, 2010).

El rifidn filtra la sangre para eliminar productos de desecho como la urea y
otras toxinas, produciendo orina. Alrededor del 90 % del liquido filtrado se elimina
en las regiones proximales del rifidn y este valor es bastante constante en la
mayoria de las personas. Sin embargo, el 10 % restante se reabsorbe en el
conducto colector del rifion bajo la influencia de la hormona antidiurética,
vasopresina (VP). La VP es liberada por la glandula pituitaria posterior en respuesta
a la deshidratacion (lo que resulta en un aumento en la concentracion osmética
sérica) o pérdida de volumen. Actla sobre las células epiteliales del conducto
colector del riidbn a través de un receptor especifico llamado receptor de
vasopresina (V2R) para estimular la reabsorcién de agua, lo que corrige el problema
y restaura la concentracion y/o volumen sanguineo a niveles normales. El
mecanismo por el cual la VP causa esta absorcion de liquido a través del epitelio
del conducto colector es ahora bastante bien entendido e involucra canales de agua
(acuaporinas) (Brown, 2017). Por lo que estas proteinas son indispensables para el

funcionamiento renal.
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1.3 Acuaporinas en la funcion renal

La permeabilidad difusiva simple de las membranas plasméticas al agua es
limitada. Los canales de agua (acuaporinas) proporcionan permeabilidad osmética
y permiten la transferencia rapida y eficiente de grandes cantidades de moléculas
de agua a través de la membrana (Agre et al. 1993).

Las acuaporinas (AQPs) pertenecen a una familia de proteinas integrales de
membrana que transportan agua y, en algunos casos, glicerol, urea, pequefios
solutos, gases y iones. Cada AQP estd compuesta por aproximadamente 270
aminoéacidos y comprende seis dominios helicoidales que atraviesan la membrana
celular y funcionan como una estructura tetramérica. Hay dos hélices de medio poro
en el bucle B y E. Cada hélice de medio poro comienza con una caja de asparagina-
prolina-alanina (NPA) bien conservada, que, junto con varios aminoacidos
circundantes, forma la estructura critica del poro del canal y determina su

selectividad (Fig. 4) (Su et al., 2019).

B)
Extracelular
Bucle A Bucle C Bucle E
NPA
Membrana
celular
H,O ; NPA )
i (iones, glicerol, N-terminal  Bucle B Bucle D C-terminal
CO,, O,, H20,, CO,) Intracelular

iones

Figura 4. Representacion topolégica de las acuaporinas (AQPS).

A) Las AQPs existen como homotetrameros. Cada mondmero contiene un poro de agua que puede
ser permeable a otros solutos como iones, glicerol, H202 y COx. El poro central del tetrAmero también
es permeable a iones y gases. B) Los seis dominios transmembranales (I a VI) de las AQPs estan
conectados por cinco bucles (A-E); los dominios N-terminal y C-terminal estan ubicados
intracelularmente. Las semihélices dentro de los bucles B y E contienen los motivos conservados de
asparagina—prolina—alanina (NPA) que se pliegan hacia la membrana plasmatica y participan en la
formacién del canal de agua. Tomado de Login y Nejsum, 2023.
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Las AQPs pueden clasificarse en tres subtipos, segun su selectividad de
transporte: 1) canales selectivos de agua (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5 y
AQP8), 2) aquagliceroporinas que transportan agua, urea y glicerol (AQP3, AQP7,
AQP9 y AQP10), y 3) AQPs con funciones actualmente desconocidas (AQPS6,
AQP11l y AQP12). De las 13 AQPs identificadas (AQP0-AQP12), nueve AQPs
(AQP1-8 y AQP11) se expresan en los rifones humanos (Fig. 5). Las ramas
ascendentes delgadas, las ramas ascendentes gruesas y los tubulos contorneados

distales son relativamente impermeables al agua con poca expresion de AQPs.
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Figura 5. Localizacion de las diferentes acuaporinas en la nefrona de mamiferos adultos.

La acuaporina (AQP)1 (azul) estd presente en el tibulo proximal y en el segmento delgado
descendente. AQP2 (verde) es abundante en las regiones apical y subapical de las células
principales del conducto colector, mientras que AQP3 (rosa) y AQP4 (morado) estan presentes en
la membrana plasmatica basolateral de las células principales del conducto colector. ADH: hormona
antidiurética. Tomado de Xing et al., 2014.
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La disfuncion de las AQPs, particularmente AQP1-4, puede llevar a varias
condiciones clinicas asociadas con trastornos del equilibrio hidrico (Su et al., 2019).
La funcidn principal de AQP1 es la absorcién constitutiva del 70 % del agua en el
filtrado glomerular. A diferencia de AQP2, el trafico o la expresion de AQP1 no estan
regulados por la hormona antidiurética arginina vasopresina (Su et al., 2019). AQP1
también estd presente en las membranas apicales y basolaterales de las células
endoteliales no fenestradas del asa recta descendente (Nielsen et al. 1995).

La presencia de canales AQP2 en las células principales del conducto
colector del rindn es esencial para la concentracion de orina. Se localiza
predominantemente en los compartimentos de la membrana plasmatica subapical y
en la membrana plasmatica apical del rifion, aunque también se observa en la
membrana basolateral, en determinadas regiones del conducto colector. Durante la
hipernatremia o hipovolemia, la arginina vasopresina se libera de la glandula
pituitaria, se une al receptor basolateral de vasopresina tipo 2 e inicia una compleja
cascada de sefializacion que conduce a la acumulacién de AQP2 en la membrana
plasmatica apical (Luo et al., 2019).

AQP3 es un miembro de la subfamilia de proteinas de canales especificos
del agua que participan en la regulacion del volumen celular y la excrecién de
nitrégeno. La entrada de agua en la célula a través de la membrana apical esta
mediada por AQP2; mientras que, el agua sale de la célula a través de la membrana
basolateral mediada por AQP3 y/o AQP4 (Matsuzaki et al., 2017). AQP3 es un canal
de agua relativamente débil y es mas eficiente como transportador de glicerol. AQP3
esta regulada por la sed, la AVP y la aldosterona. También facilita el desplazamiento

de glicerol y peroxido de hidrogeno a través de la membrana celular, lo cual regula
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una serie de sefales intracelulares y afecta funciones celulares como la
proliferacion, apoptosis y migracion (He y Yang, 2019).

AQP4 se distribuye principalmente en la membrana basolateral de las células
principales del segmento medular del conducto colector. La proteina quinasa Cy la
dopamina, en lugar de la AVP, afectan la fosforilacion de AQP4 para regular la
permeabilidad al agua (He y Yang, 2019). Se sabe que esta proteina esta
involucrada en la regulacion del equilibrio hidrico. AQP4 se expresa mucho mas
distalmente a lo largo del conducto colector cortical y el conducto colector medular
(Matsuzaki et al., 2017).

AQP5 es el homdélogo mas cercano a AQP2, compartiendo un 66 % de
identidad de secuencia, pero apenas es detectable en el rifidén de ratdon normal. Se
expresa en la corteza renal, en la membrana apical de las células intercaladas tipo

B positivas para pendrina (He y Yang, 2019).

Las disfunciones de AQPs renales estan implicadas en diversos trastornos
asociados con alteraciones de la homeostasis del agua, incluidos la nefropatia
diabética idiopatica, la poliquistosis renal autosémica dominante (PQRAD) y la
insuficiencia renal aguda. Los defectos genéticos en las AQPs renales, excepto el
AQP2, parecen ser raros y estan asociados con defectos leves (como en el caso de
AQP1y AQP7) o sin consecuencias perjudiciales obvias. EIl conducto colector es el
sitio final para la regulacion de la excrecion renal de agua, donde AQP2, AQP3 y
AQP4 estan localizados. Por lo tanto, la desregulacién y disfuncion de estos AQP

resultan en diversos trastornos asociados con el equilibrio hidrico.
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1.4 Canales receptores de potencial transitorio (TRP) en la funcién

renal

Otras de las proteinas implicadas en la fisiologia renal y que interaccionan
con las acuaporinas son los canales idnicos receptores de potencial transitorio.

La superfamilia de canales TRP consta de 28 proteinas que comparten
similitud en su estructura, conformada por seis segmentos transmembranales, con
una notable diversidad de propiedades de apertura, selectividad y activacién en
respuesta a varios estimulos, incluyendo temperatura, agentes quimicos y fuerzas
mecanicas. Los canales TRP pueden dividirse ademas en subfamilias: TRPC
(candnico, 7 miembros); TRPV (vainilloide, 6 miembros); TRPM (melastatina, 8
miembros); TRPP (poliquistina, 3 miembros); TRPA (ankirina, 1 miembro); TRPML
(mucolipina, 3 miembros); y TRPN (sin potencial mecanorreceptor C, 1 miembro, no
encontrado en mamiferos). Algunos de los canales TRP se expresan
abundantemente alo largo de la nefrona renal, desde el glomérulo hasta el conducto
colector medular interno. Es de interés que los patrones de expresion suelen estar
restringidos a uno (como TRPM6) o a un par de segmentos de la nefrona (como
TRPV4, TRPV5 y TRPC6) (Tomilin et al., 2016; Li, 2017).

La subfamilia vainilloide (TRPV) se puede agrupar en subtipos de acuerdo
con la comparacion de secuencias. La subfamilia de TRPV de mamiferos incluye
cuatro miembros (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4). Los TRPV son activados por
vainillina, acido vanilico y la capsaicina (presente en los chiles). Son canales

termosensibles, es decir, activados por calor (Li, 2017).
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1.3.1 TRPV4 en la fisiologia renal

TRPV4 es un canal catidnico no selectivo con mayor permeabilidad al Ca2*
(Ca®* > Mg** > K* ~ Cs* ~ Rb* > Na* > Li*). Puede ser activado por estimulos
fisicoquimicos como temperaturas cercanas a 27°C, cambios en la osmolaridad,

estrés mecanico y protones (pH 4.5-7.5) (Sanchez-Hernandez, 2024).

TRPV4 se expresa en el tubulo contorneado distal y en regiones donde
pueden desarrollarse gradientes osméticos transcelulares, regulando el equilibrio
osmotico mediante la modificacion de la secrecion de agua en el rifidon (Fig. 6). En
las regiones de los rifiones donde no hay permeabilidad al agua, TRPV4 contribuye
a la deteccion de estimulos osmaticos y a la regulacion de la presion arterial en
presencia de un aumento en la ingesta de sal. Se ha sugerido que la activacion de
TRPV4 puede influir en la gravedad y progresion de la enfermedad renal poliquistica

(PKD) (Rosenbaum et al., 2020).

TRPV4 también regula la secrecién de agua a través de un mecanismo que
involucra el sistema nervioso central. La eliminacion de TRPV4 en ratones resulta
en menor consumo de agua y mayor osmolaridad sérica en comparacioén con
animales de tipo salvaje. También se ha demostrado que TRPV4 se activa por la
hinchazén celular a través de mecanismos que involucran la generacion
dependiente de fosfolipasa A2 de acido araquidonico y acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) a través de la via dependiente de epoxigenasa del
citocromo P450 en células de mamiferos (Hsu et al., 2007; Sanchez-Hernandez,

2024)
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Estudios han demostrado que los cambios en la expresion de TRPV4 en el
tejido renal pueden llevar a problemas en la capacidad de regular el volumen celular
cuando hay un trasfondo diabético. En células del conducto colector humano
expuestas a altas concentraciones de glucosa, la expresion de TRPV4 se redujo en
un 54 % y sugirieron que esto podria producir una disminucién en la capacidad del
conducto colector para regular las disminuciones de volumen, llevando a
desequilibrios electroliticos como los que se observan en nefropatias diabéticas

(Hills et al., 2012).

Se ha establecido que la acuaporina cinco (AQP5) interviene en la activacion
de TRPV4 para controlar el volumen celular, creando una asociacion entre ambas

(Rosenbaum et al., 2020; Hsu et al., 2007).

1.3.2 TRPV5 en lafisiologia renal

TRPV5 es un canal selectivo de calcio esencial para la homeostasis de este
ion. Funciona reabsorbiendo calcio del liquido tubular y facilitando su transporte de
regreso a la circulacion (Dang et al.,, 2019). La capacidad de respuesta en la
expresion y/o actividad de TRPV5 a hormonas como la 1,25-dihidroxivitamina D3, la
hormona paratiroidea, el estrégeno y la testosterona hace que TRPV5 tenga un
papel en el ajuste fino de la reabsorcion de Ca2*. La caracteristica mas notable de
TRPV5 es la inactivacion del canal dependiente del calcio, que se basa en la unién

de la proteina sensible al calcio, la calmodulina (Dang et al., 2019).
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Figura 6. Localizacion renal de los canales i6nicos del receptor potencial transitorio

vainilloide.
TRPV4 es ampliamente expresado en la nefrona mientras que TRPV5 esté restringido al tabulo

contorneado distal y al conducto colector. Modificado de Marké et al., 2017 y Van der Wijst et al.,
2019.

Los ratones que carecen de TRPV5 muestran hipercalciuria y alteraciones en
los huesos. Ademas, las mutaciones de pérdida de funcién de TRPV5 en humanos
estan asociadas con calculos renales. La hormona paratiroidea, el regulador clave
de la homeostasis del Ca?*, aumenta la reabsorcion de Ca?' en el rifion al

incrementar la actividad de TRPV5 a través de la fosforilacion mediada por la
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proteina quinasa A (PKA). La acidosis metabdlica cronica es una condicion que lleva
a un aumento de la excrecion de calcio en la orina. El pH de la orina puede llegar a
ser tan bajo como pH 4.4 en algunas condiciones, y se ha demostrado que el pH
bajo inhibe el transporte de calcio en la nefrona distal. TRPV5 es inhibido
directamente por el pH bajo, y se propuso que el canal contiene sensores de pH
tanto intra- como extracelulares, Lys607 y Glu522. Se ha demostrado que un pH

intracelular bajo disminuye la probabilidad de apertura del canal (Fluck et al., 2022).
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.2 Antecedentes

1.2.1 Efecto del 2,4-D sobre la fisiologia renal

Un estudio realizado por Troudi et al. (2011) evalud los dafios citotdxicos y
genotoxicos en el rifidn causados por el herbicida 2,4-D en ratas hembra adultas de
la cepa Wistar y sus crias, las cuales fueron expuestas al herbicida 2,4-D desde el
dia 14 de gestacion hasta el dia 14 después del parto. La dosis de exposicion al
2,4-D fue de 600 mg/L en el agua de bebida. El resultado de este estudio mostro
una afectacion en el peso corporal y absoluto de los rifiones, el cual disminuy6
significativamente entre un 17 y 22 % en las crias lactantes y entre un 5y 10 % en
sus madres. También mostré que los niveles de creatinina y urea de las madres
tratadas con 2,4-D eran, respectivamente, méas altos (47 y 69 %) en plasma y mas
bajos (29 y 43 %) en orina que los controles. Los niveles plasméticos de urea y
creatinina se utilizan como indicadores de la funcion renal, por lo que el estudio
concluye que la afectacion en estos niveles refleja dafio en la funcién renal.
Histol6gicamente, se detectaron alteraciones en los glomérulos y tabulos
contorneados, los cuales presentaban vacuolas, lo que indica el comienzo de una
etapa de necrosis, en comparacion con los controles. Ademas, los rifiones

mostraron espacios de Bowman estrechos y congestion vascular.

Otros estudios, con exposicion oral a 2,4-D en ratas durante cuatro semanas
han reportado una reduccion en el peso del rifidn; niveles alterados de urea
plasmatica, creatinina, fosfatasa alcalina, aspartato aminotransferasa y alanina
aminotransferasa. Ademas, 2,4-D causO un aumento en los niveles de

malondialdehido y disminuyé la actividad de las enzimas antioxidantes, incluyendo
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la superdxido dismutasa, la catalasa y la glutation reductasa. Histolégicamente se
presentaron alteraciones en los podocitos que rodean los capilares glomerulares,
mostrando una degeneracién dependiente de la dosis y edema tisular. De igual
manera, se observo vacuolizacién marcada y dilatacion quistica en las estructuras

tubulares (Uyanikgil et al., 2009; Shafeeq y Mahboob, 2021),

La exposicion prenatal (gestaciéon y lactancia; 2 meses) a 2,4-D en ratas
también provoca alteraciones histolégicas como vacuolizacién y necrosis de las

células epiteliales tubulares, congestion de capilares (Sulik et al., 2002).

Datos previos de nuestro grupo de investigacion, muestran que en ratas
macho la exposicién aguda al 2,4-D (Gnicamente tres dosis) provoca un mayor nivel
sérico de glucosa y triglicéridos, con una disminucion en los niveles séricos de urea
y nitrdgeno ureico; evidenciando que adn una exposicion aguda es capaz de alterar

el metabolismo renal (Conde-Maldonado, 2021).

1.2.2 Alteracion de acuaporinas por exposicion a 2,4-D
A la fecha, no encontramos reportes que indiquen el efecto de la exposicion
al herbicida 2,4-D sobre las acuaporinas. Sin embargo, si existen reportes con otros

contaminantes ambientales.

En ratones, el herbicida atrazina causa hinchazon de las células epiteliales
de los tubulos renales y atrofia glomerular, asociado a una alteracién en la expresion

de AQPs. La atrazina disminuyé la expresion génica de Agpl y Agp3, e incrementd
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la expresion de Agp2, 4, 6, 7 y 11 (Guo et al., 2021). Mientras que, en ratas, el

herbicida Paraquat no afecta la expresion renal de Agpl (Ekerbicer et al., 2016).

El tebuconazol (TBZ) es capaz de disminuir la inmunorreactividad de la Agp3
en las branquias de peces (Macirella, 2019). Mientras que, el insecticida rotenona
regula negativamente la Aqpl, 2, y 3. En contraste, Aqp4 no se ve afectada por la

el tratamiento con rotenona (Takayusa et al., 2007).

1.2.3 Alteracidon de canales TRPVs por exposicion a 2,4-D

Los canales TRPV son los Unicos TRP identificados que pueden actuar como
objetivos de insecticidas, entre ellos, afidopiropen, pimetrozina y pirifluquinazona. Al
unirse con los canales TRPV, los insecticidas dirigidos a los érganos cordotonales
y mecanosensoriales desencadenan la entrada de iones de calcio, lo que resulta en
una funcién anormal para lograr el objetivo de eliminar las plagas (Kandasamy, et

al., 2022; Huang et al., 2023).

Aunque la participacion de los canales TRPV4-5 y de acuaporinas son
esenciales para el funcionamiento renal, la exposicion a plaguicidas ha sido
escasamente evaluada. La exposicion al herbicida glifosato en ratas, desde el
destete hasta la vida adulta, reduce la concentracidon de urea seérica, provoca
hinchazén del tdbulo-intersticial e infiltracion de células mononucleares en el
intersticio y una reduccion de la expresion génica de Sicl4al (transportador de urea

1) y de los canales Trpm6 y Trpv5 (Gadotti et al., 2023).
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Hasta el momento, no se encontraron estudios que muestren el efecto de la
exposicion al 2,4-D sobre estos canales. Por lo que, en el presente trabajo se
evaluaran si existen cambios en la expresion génica de los canales de AQPs y

TRPVs después de una exposicion aguda al herbicida 2,4-D.

I.3 Preguntas de investigacion

¢La exposicion aguda al acido 2,4-diclorofenoxiacético serd capaz de inducir

cambios histomorfoldgicos en el rifién en ratas macho?

¢,Cual es el grado de alteracion en los niveles de expresion génica de los canales
de acuaporinas (Agpl, Agp3, Agp4 y Agp5) y de los canales ionicos receptores de
potencial transitorio vainilloide (Trpv4 y Trpv5) en el rifion por exposicion aguda al

acido 2,4-diclofenoxiacético?

I.4 Hipotesis

La exposicion aguda al &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) producira citotoxicidad
asociada a cambios en los niveles de expresion génica de los canales de
acuaporinas (Agpl,3-5) y de los canales ionicos receptores de potencial transitorio

vainilloide (Trpv4 y Trpv5) en el rifidn de la rata macho.
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[.5 Justificacién

El rifidn juega un papel importante en la eliminacién de sustancias toxicas,
ademas de participar en el mantenimiento de los desechos metabdlicos y la sintesis
de hormonas esenciales. Sin embargo, es uno de los principales érganos objetivo
de los téxicos ambientales. Algunos estudios han demostrado que las alteraciones
en los marcadores renales funcionales han sido causadas por la exposicion a

herbicidas.

Uno de los herbicidas mas utilizado por los paises en desarrollo, incluyendo
México, es el acido 2,4-diclorofenociacético (2,4-D). Entre las principales
alteraciones renales se encuentran la desregulacién de los niveles séricos y
urinarios de creatinina y acido urico, de enzimas antioxidantes, incluso lesiones
histologicas en las células glomerulares y tubulares, y alteracidon estructural de la
membrana. Estas alteraciones se han reportado practicamente en exposiciones
cronicas al herbicida 2,4-D y pocos son los reportes sobre los efectos de una
exposicion a corto tiempo. Ademas, poco se sabe sobre la participacion de los
canales de acuaporinas, que son indispensables para la fisiologia renal, en la
toxicodinamica del 2,4-D, asi como de los canales del receptor de potencial
transitorio vainilloide, los cuales recientemente han sido vinculados al

funcionamiento de acuaporinas, y en la fisiologia renal.

Existe escasa informacién publicada al respecto, por lo que es necesario
profundizar en este campo con la finalidad de lograr evidencia cientifica que
sustente la necesidad de modificar la legislacion respecto al uso de este herbicida

en México.
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1.6 Objetivos

Objetivo General

Determinar si la exposicion aguda al &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es capaz
de inducir citotoxicidad y alterar el equilibrio hidrico mediante la desregularizacién
de la expresion génica de los canales de acuaporinas (Aqpl, Agp3, Agp4 y Aqp5) y
canales ionicos de potencial transitorio tipo vainilloide (Trpv4 y Trpv5) en el rifion de

la rata macho.

Objetivos especificos

1. Evaluar la histomorfologia del riidn mediante la tincién de Hematoxilina-Eosina
para determinar si la exposicién aguda al 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
es capaz de inducir citotoxicidad.

2. Evaluar la expresion génica renal de 2 para determinar si la citotoxicidad del
acido 2,4-D es a través del proceso inflamatorio.

3. Evaluar la expresién génica de Agpl, Agp3, Aqp4 y Agp5 en el rifidn a través de
la técnica RT-PCR para determinar si estos genes son afectados en la toxicidad
del acido 2,4-D.

4. Evaluar la expresion génica de TRPV4y TRPV5 en el rifién a través de la técnica
RT-PCR para determinar si estos genes son afectados por la toxicidad del acido

2,4-D.
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Il. METODOLOGIA

[I.1 Exposicién aguda al acido 2,4-diclorofenoxiacético

Animales. Se utilizaron 16 ratas macho adultas de 2 meses de edad de la
cepa Wistar (200-250 g), donadas por el Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV, Unidad Zacatenco). Los
animales fueron mantenidos en el bioterio del Centro de Investigacion en Genética
y Ambiente (Universidad Autbnoma de Tlaxcala), en condiciones estandar (12 h/12
h de luz y oscuridad, luces encendidas a las 8:00 am; a 22 + 2C), alojadas en cajas
de acrilico colectivas (43 x 33 x 20 cm; 4 ratas por caja), con alimento (Purina rat
chow) y agua ad libitum, con un periodo de aclimatacién de 4 semanas. Todos los
experimentos con animales fueron realizados bajo los lineamientos de la Norma
Oficial Mexicana para Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(NOM-062-Z00-199).

Exposicion al 2,4-D. Una vez terminado el periodo de aclimatacion, las ratas
fueron asignadas aleatoriamente a dos grupos experimentales Control (CNT) y
expuestas al acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), ambos con una n= 8. Se utilizd
el herbicida comercial DESMONTE A (41 % de 2,4-D) diluido en solucién salina para
una dosis final de 100 mg/kg peso corporal (200 pL volumen final). La administracion
del herbicida se realiz6 via intraperitoneal (i.p.) cada tercer dia durante una semana

(tres administraciones en total).

30



[I.2 Evaluacion histomorfoldgica del rifién

Extraccion y procesamiento del riidn. Tres dias después de finalizar el
tratamiento, las ratas se pesaron y eutanizaron con una sobredosis de pentobarbital
sédico (120 mg/kg, i.p.). Se les realiz6 una incisiébn ventromedial para exponer los
tejidos. Los rifiones fueron removidos cuidadosamente: el rifion derecho se colocé
en nitrégeno liquido a -80°C para su posterior uso en la evaluacién de la expresiéon
génica. Mientras que, el rifidn izquierdo se coloco en fijador Bouin-Dubosq para la
evaluacion histomorfolégica. Después de fijar el rifidn izquierdo, se deshidraté en
alcoholes en concentraciones ascendentes y se incluyeron en parafina. Se
realizaron cortes de 7 um de grosor en un microtomo (Senior Rotary Microtome
RMT-30).

Analisis histomorfolégico. Se tifieron con hematoxilina-eosina y se
observaron en un microscopio de luz visible (Leica DM750). Se analizaron 5
laminillas por animal. De cada laminilla se tomaron fotografias de cuatro diferentes
campos por corte (8 fotos en total por cada corte; 40 fotografias por grupo
experimental) (Fig. 7-A). La cuantificacion de las areas del glomérulo y la cipsula
de Bowman se realizé con el programa ImageJ (NHI) (Fig. 7-B). El area del espacio
de Bowman se determiné restando el area del glomérulo al area de la capsula de

Bowman.
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Figura 7. Esquema representativo de los andlisis histomorfolégicos glomerulares.

Por cada punto del rifién (arriba, abajo, izquierda y derecha) se tomaron dos microfotografias (ocho
en total) para evaluar los parametros glomerulares. B) Representacion de las medidas de area
transversal glomerular (Gl), de la capsula de Bowman (Cp), y del &rea del espacio de Bowman (*).

[1.3 Analisis de la expresion génica en riidn

Se siguié la metodologia previamente descrita por Morales-Juarez (2022) y
Conde-Maldonado (2023).

Obtencion de cebadores. La obtencion de la secuencia de los cebadores o
primers para la amplificacion de los genes de interés (Agpl,3-5, Trpv4-5, Tnfa) se
bas6 en secuencias reportadas en articulos indexados. Posteriormente, las
secuencias de los cebadores se compararon con las secuencias de ARNmM

disponibles en el banco de genes del Centro Nacional para la Informacion
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Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) mediante el programa MultAlin

(Multiple Sequence Alignment) y Ape Win Current (Tabla 2). Los cebadores fueron

sintetizados por Sigma-Aldrich.

Tabla 2. Lista de cebadores utilizados para PCR.

Gen Sentido 5'- 3' Antisentido 5'- 3 Pb
Agpl ACCTGCTGGCCATTGACTAC CCAGGGCACTCCCAATGAAT 129
Agp3 AGCAGATCTGAGTGGGCAGT CTTGGGCTTAAGAGGGGAAC 215
Agqp4 TTGGACCAATCATAGGCGC GGTCAATGTCGATCACATGC 213
Agp5 GCCACATCAATCCAGCCATT GGAGCAGCGAGATCTGGTTT 60
Trpv4 CACAAGAAGCGCCTGACTGAT TCTCTGAAGGGCGAGTTGATG 173
Trpv5 CTGCCTGTGTGGGTAGTGAG GGTGAGTCCTTGGTTGTTGG 215
Tnfa CTACTCCCAGGTCCTCTTCA GGTAGTTGGGCATGTTGATC 214
Ppia CCGCTGTCTCTTTTCGCC GCTGTCCTTTGGAACTTTGTCTG 128

Secuencia y pares de bases (Pb) de cada cebador utilizado.

Extraccion de ARN total.

El rindn se homogenizé en un mortero

adicionandole nitrégeno liquido y se le adicioné 1mL de Trizol (reactivo TRI). Se

centrifugd y el sobrenadante se transfiri6 en un tubo nuevo, adicionandole

cloroformo-isoamilico (24:1). EI ARN total se precipitd con alcohol absoluto y

finalmente resuspendido en agua DEPC. ElI ARN obtenido fue tratado con DNAsa

para evitar contaminacién de ADN. Los ARNs extraidos se almacenaron a -20°C

hasta su utilizacion.
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Cuantificacion de ARN total. La cuantificacion de ARN total de cada
muestra se realiz6 mediante espectrofotometria a 230, 260 y 280 nanémetros (nm)
usando un espectrofotémetro ((JENWAY 6715 UV/Vis). La pureza de cada una de
las muestras fue calculada mediante la relacion 260/280. Las muestras presentaron
una relacién mayor a 1.6, suficiente para la sintesis de cDNA. La integridad del ARN

extraido fue observada en geles de agarosa (1 %) tefiidos con bromuro de etidio.

Retrotranscripcion (RT). Se utilizaron 5 pg de ARN total (tratado con
DNAsa) y la sintesis se realizé siguiendo las especificaciones de la enzima
retrotranscriptasa (PROMEGA). Posterior a la sintesis de cDNA se realiz6 la
amplificacion del gen constitutivo Ciclofilina A (Peptidilpropil isomerasa A; Ppia)

(Fig. 8).

2,4-D

Figura 8. Expresién del gen constitutivo de ciclofilina A (Ppia) en rifidn de rata.

Imagen de la electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiido con bromuro de etidio. Se observa que
todas las muestras de ADNc de rifion de rata de los grupos control (CNT) y expuesto a (2,4-D)
muestran la banda del gen Ppia a 128 pb.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizé la enzima Taq

polimerasa (Sigma Aldrich). Las condiciones de reaccion fueron 35 ciclos divididos
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en tres fases 1) desnaturalizacién a 94°C, 2) alineamiento a 55-60°C y 3) elongacion
a 72°C. Durante 1 minuto cada fase, con un tiempo de desnaturalizacion inicial de
3 minutos y extension final de 7 minutos. En todas las reacciones se incluyé un
control negativo (sin cebadores). Para la visualizacion de los productos de
amplificacion, se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro
de etidio al 0.1 %. Se utiliz6 un marcador de 1000 pb. Los geles se visualizaron en
una fotodocumentador con luz ultravioleta (High performance UVP), equipado con

una camara digital para la obtencién de fotografias.

Semi-cuantificacion de ARNm. Se analizé el nivel relativo de la expresion
de cada gen determinando la intensidad de las bandas mediante el programa
ImageJ. El nivel de expresion relativo se normaliz6 mediante la expresion del gen

Ppia.

Andlisis estadistico. Con los datos obtenidos, tanto en la expresion génica
como en la histologia renal, se realizé una prueba de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov) y una t de Student o U de Mann-Whitney, segun correspondié el caso

utilizando en programa GraphPad Prism 8.01.
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[ll. RESULTADOS

[ll. 1 Efecto del 2,4-D sobre la histomorfologia del rifidbn

Peso de los rifiones. Los animales del grupo Control muestran pesos promedio
de 1.075 £ 0.076 y 1.087 + 0.189 g para los rifiones del lado izquierdo y derecho,
respectivamente. Los animales expuestos a 2,4-D presentan pesos promedio izquierdo y
derecho de 1.114 + 0.150 y 1.197 = 0.081 g, respectivamente. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el rifidn izquierdo y el rifidn derecho en
ninguno de los dos grupos. La exposicién aguda a 2,4-D no afecta el peso de los rifiones

(Fig. 9).
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Figura 9. Efecto del 2,4-D sobre el peso de los rifiones.
Peso promedio (media £ SD) de los rifiones del lado izquierdo y derecho del grupo Control (barras
blancas) y del grupo expuesto al 2,4-D (barras rojas). Andlisis estadistico con t de Student.
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Figura 10. Efecto del 2,4-D sobre la histomorfologia del rifion.

Microfotografias representativas de la histologia renal de animales del grupo Control (A, C, E) y
expuestos a 2,4-D (B, D, F). Glomérulo (gl), cdpsula de Bowman (flecha), espacio de Bowman (*)
tibulo contorneado distal (td), tibulo contorneado proximal (tp), vacuolizacion (vc). Escalas: barra
negra 50 um; barra blanca 200 pum).
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Los riflones de los animales de los grupos Control y expuesto a 2,4-D
presentaron una densidad similar (70.53 + 2.86; 67.87 + 3.00 glomérulos por campo,
respectivamente). Se evaluaron un total de 983 glomérulos en el grupo Control y

942 en el grupo expuesto a 2,4-D.

Area glomerular. Los glomérulos renales de ambos grupos presentan un
rango de area transversal de 400 a 7,500 um? (Fig. 10-A). Con un area promedio *
SEM de 4312.0 + 142.6 y 4031.0 + 138.0 um? para los grupos Control y 2,4-D,
respectivamente (Fig. 10-B). Por lo tanto, la exposicién aguda a 2,4-D no afecta el

area transversal glomerular (p = 0.1671).

Area de la capsula de Bowman. Si bien, el area de la capsula de Bowman
varia entre 1,400 y 13,000 pm? para ambos grupos; el grupo Control presenta una
distribucion de area mas estrecha, con un 66 % de los glomérulos presentando
capsulas con areas entre 5,000 y 8,000 um?; mientras que, solo el 52 % de los
glomérulos del grupo 2,4-D se encuentran en este rango (p = 0.0613) (Fig. 10-C).
El promedio (+ SEM) de area de la capsula de Bowman es de 6,260.0 + 121.6 y 6,

338.0 + 333.7 um? para el grupo Control y 2,4-D, respectivamente (Fig. 10-D).

Area del espacio de Bowman. El grupo Control presenta glomérulos con
espacios de Bowman en un rango de area de 100 a 5,600 pm?; mientras que, en los
rifones del grupo 2,4-D varia entre 100 y 8,000 pm?. El 74 % de los glomérulos
renales del grupo Control presentan espacios de Bowman con areas entre 1,000 y
2,500 um?; mientras que, para el grupo 2,4-D solo el 46 % de los glomérulos

presentan estas areas de espacio de Bowman (p < 0.0001) (Fig. 10-E). El promedio
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(x SEM) de area del espacio de Bowman es de 1,948.0 + 102.2 y 2,307.0 + 354.4

um? para el grupo Control y 2,4-D, respectivamente (Fig. 10-F).
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Figura 11. Efecto del 2,4-D sobre la histomorfologia glomerular.

Histograma de frecuencia y promedio (media + SEM) del area transversal del glomérulo (A, B), la
capsula de Bowman (C, D) y el espacio de Bowman (E, F) del grupo Control (CNT) y administrados
con &cido 2,4-fenoxiacético (2,4-D). Analisis estadistico con F de Fisher y t de Student.
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Como se puede observar, las medidas de area del espacio de Bowman del
grupo 2,4-D no presentan una distribucién normal, sino mas bien una distribucién
bimodal, por lo que se decidi6 separar la frecuencia del area del espacio de Bowman
en rangos: menor a 1,000; de 1000 a 3000; y mayor a 3,000 um?. La exposicién
aguda a 2,4-D incrementa la frecuencia de glomérulos con areas mayores a 3,000
um? comparado con los glomérulos renales del grupo Control (27 vs 11 %,

respectivamente; p = 0.0063) (Fig. 11-A, B).

Inflamacion renal. Se evalu6 la expresion génica del factor de necrosis
tumoral alfa (Tnfa) para determinar si habia un proceso inflamatorio a través del
mecanismo de apoptosis/ necrosis. La expresion renal de Tnfa se encontré en
ambos grupos. Los animales del grupo 2,4-D mostraron una expresién génica mayor

comparado con los animales del grupo Control (Fig. 11-C).
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Figura 12. Efecto del 2,4-D sobre procesos inflamatorios.

A) Microfotografias representativas de cortes transversales de riflones donde se observan los
glomérulos. B) Histograma de frecuencia del area transversal de los glomérulos renales por rangos
de area. Analisis estadistico con F de Fisher (** = p <0.01; *** =p <0.001. C) Analisis de la expresion
génica renal del gen Tnfa (media + SEM) de los animales de los grupos control (CNT; n=8), y
expuesto a 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; n=8). Analisis estadistico con t de Student * p <
0.05.
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[11.2 Efecto del 2,4-D sobre la expresidén génica de acuaporinas (AQPS)

La evaluacion de las acuaporinas se realiz6 cuantificando la expresion de los genes
Aqgpl, Agp3, Agp4 y Agp5 en el rifidn derecho de los grupos Control y expuesto a
2,4-D. Ambos grupos expresaron las cuatro acuaporinas. La exposicién aguda al
herbicida 2,4-D disminuyd la expresion génica renal de Agpl, e incrementé las

acuaporinas Agp4 y Agp5 comparado con el grupo Control (Fig. 12).
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Figura 13. Efecto del 2.4-D sobre la expresion génica de acuaporinas (Agp).

Analisis de la expresion génica relativa (media £ SEM) de acuaporinas Agpl (A), Aqp3 (B), Agp4 (C)
y Agp5 (D) en rifiones de los animales del grupo Control (CNT; n=8), y expuesto al herbicida acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; n=8). Andlisis estadistico con U de Mann-Whitnew (ns = no
significativo; * = p £0.05; ** p < 0.01; **** = p <£0.0001).
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[11.3 Efecto del 2,4-D sobre la expresidon génica de canales ionicos TRPVs

La evaluacion de los canales i6nicos se realizé cuantificando la expresiéon de los
genes Trpv4 y Trpv5 en el riidn derecho en ambos grupos (Control y expuesto a
2,4-D, ambos con una n=8). La expresion génica renal de Trpv4 y Trpv5 se encontré
en ambos grupos. Los rifiones de los animales con exposicion aguda a 2,4-D
mostraron una mayor expresion de ambos canales (Trpv4 y Trpv5) comparados con

los animales del grupo Control (Fig. 13).
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Figura 14. Efecto del 2.4-D sobre la expresion génica de canales idnicos Trps.
Analisis de la expresion génica relativa (media £+ SEM) de Trpv4 (A) y Trpv5 (B) en rifiones de los
animales del grupo Control (CNT; n=8), y expuesto al herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D; n=8). Andlisis estadistico con U de Mann-Whitnew (* = p < 0.05; *** = p < 0.001.
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IV.DISCUSION

IV.1 Generalidades

El uso de herbicidas ha ido en constante crecimiento debido a que benefician a la
sociedad brindando una mejora en los productos agricolas ayudando a evitar plagas
0 malezas, aumentando la productividad y reduciendo costos de produccion. Sin
embargo, la exposicion constante a estos herbicidas puede ocasionar efectos
negativos al medio ambiente como: contaminacion del aire, agua y suelo, asi como
también afectos téxicos en organismos no objetivo. El 2,4-D es un herbicida
sistémico selectivo que actla en contra de malezas de hoja ancha, y es considerado
como una sustancia quimica moderadamente persistente con una vida media entre
20 y 200 dias. La principal fuente de exposicion a este herbicida en animales y
humanos es a través del aire, el suelo, agua potable y alimentos contaminados, sin
dejar a tras la exposicion directa cuando el humano trabaja terrenos agricolas y en
fabricas de sintesis de 2,4-D (Cooper y Dobson, 2007; Magnoli et al., 2020; Obidike

et al., 2008).

En la actualidad el uso de animales en el estudio de diversas patologias
causadas por algun tipo de contaminante, en este caso el herbicida 2,4-D, ha sido
de gran utilidad ya que aporta significativas contribuciones al estudiar los
mecanismos de toxicidad. Uno de los organismos mas utilizados a nivel mundial
para realizar este tipo de estudios es la rata Wistar, la cual ha servido como modelo
para analizar y evaluar los dafios ocasionados al organismo por la exposicion a

xenobioticos (Karimani et al., 2019; Obidike et al., 2008). En el presente trabajo se
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evaluaron los posibles cambios histomorfolégicos y de expresion génica de
acuaporinas y canales del receptor de potencial transitorio vainilloide en el rifién de
la rata macho (cepa Wistar) bajo la exposicion aguda al herbicida 2,4-D. Se ha
establecido que este herbicida muestra una correlaciébn directa entre la
concentracion y el tiempo de exposicion. El 2,4-D estimula la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) dando como consecuencia alteraciones
bioguimicas en algunas vias metabdlicas sensibles (Shafeeq y Mahboob 2020;

Tayeb et al., 2012).

El rifdn es considerado como el primer 6rgano diana para los analisis de
acumulacion toxicologica debido a su papel principal en la desintoxicacion,
biotransformacion y eliminacion de xenobioticos. Se ha establecido que el 2,4-D se
elimina rapidamente a través de los rifiones sin cambios en su estructura quimica,
mediante un sistema de transporte de aniones renales que se satura a medida que
aumenta la concentracion plasmatica. Sin embargo, el transporte de este herbicida
puede preceder a la entrega de su compuesto téxico en las células, aumentando la
susceptibilidad al estrés oxidativo, dando como resultado la induccién de efectos
toxicos en los tejidos renales. En roedores la saturacion del transportador renal
ocurre en dosis superiores a 50/mg/kg/dia (Loomis, 2005; Gorzinski, 1987; Shafeeq

y Mahboob 2020; Tayeb et al., 2012).

Biomarcadores. Los xenobidticos son sustancias que causan efectos
adversos en la salud de los organismos que han sido expuestos, los cuales van a
depender de su naturaleza y exposicion. Pueden ser agudos y crénicos en la salud

de diversos organismos y hasta producir impactos ambientales a largo plazo. Por
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esta razon en los dltimos afios ha aumentado de manera constante el uso de
biomarcadores de efecto temprano en investigaciones toxicolégicas debido a que
pueden detectar la exposicidn a xenobio6ticos incluso antes de que aparezcan
sintomas clinicos o cambios evidentes en la salud, siendo asi una herramienta
valiosa en la evaluacion de los diversos xenobibticos, en este caso del herbicida
2,4-D (Corella y Ordovés, 2015). Dentro de los biomarcadores de efecto para
evaluar nefrotoxicidad podemos evaluar los parametros bioguimicos como urea,
creatinina, glucosa, asi como las alteraciones histomorfoldgicas renales (necrosis,
vacuolizacidén, congestion vascular, infiltracion de células inmunes, etc.). Sin
embargo, existen biomarcadores mas sensibles (de efecto temprano) como lo es la

expresion de genes (ARNmM).

La obtencién de ARN de calidad es la base que constituye el desarrollo de
técnicas moleculares, siendo el primer paso para el analisis de la expresion génica
de lo contrario interferiria negativamente alterando o comprometiendo los resultados
de los procedimientos posteriores a la extraccion. En el presente trabajo se logro la
obtencion del ARN total renal comprobado mediante la electroforesis en gel de
agarosa, ademas de que se cuantifico por espectrofotometria (Sandoval-Pineda et

al., 2017).

La utilizacion de genes constitutivos o “Housekeeping genes” son de gran
utilidad ya que nos sirven como referencia para la estandarizacién de técnicas de
expresion génica. Ayudandonos a corregir variaciones como: eficiencias durante la
transcripcion inversa y diferentes cantidades de ARN inicial (Sandoval-Pineda et al.,

2017). En este trabajo se realizé la estandarizacién de la expresion génica por
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medio del gen constitutivo Ppia, el cual no presentd alteraciones debidas a la

exposicion del herbicida 2,4-D.

IV.2 Efecto del 2,4-D sobre la histomorfologia del rifndn

El peso de los 6rganos es considerado como uno de los principales criterios
para evaluar la toxicidad en estudios toxicologicos. Se ha establecido que existe
una asociacion positiva entre una disminucion de peso corporal y la dosis
administrada de algun herbicida; es decir, a medida que aumenta la dosis habra un
porcentaje mayor de disminucion en el peso de algun érgano (Shafeeq y Mahboob
2020). En este sentido al evaluar el peso de los 6rganos (rilones) se observo que
no existen diferencias significativas en el peso de ambos rifiones, por lo que se
sugiere que la dosis administrada y/o el tiempo de exposicion no fueron suficientes
para mostrar un cambio significativo en el peso corporal de ambos rifiones en el

presente estudio.

El rindn es un objetivo potencial para la exposicion de xenobidticos, en este
caso del herbicida 2,4-D el mecanismo exacto del desarrollo de toxicidad de este
aun no esta claro. No obstante, se sabe que puede causar interferencia en las
membranas intracelulares o desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. La
acumulacion de clorofenoxiacidos y sus metabolitos en el rifién reduce el consumo
de oxigeno por parte de la corteza renal dando como resultado el desacoplamiento
mitocondrial, esto a su vez aumenta las posibilidades de desarrollo de toxicidad

renal. Ademds, se cree que la peroxidacion lipidica, que podria atribuirse a la
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produccion extrema de ROS, es uno de los mecanismos implicados en el desarrollo
de toxicidad hepatica y renal. Esta bien documentado que el 2,4-D puede inducir
dafio oxidativo renal a través de la generacién de ROS, que atacan los acidos
grasos poliinsaturados y las proteinas y, finalmente, inducen cambios degenerativos

y necroticos en los tejidos de los 6rganos (Romero et al., 2022; Timchalk, 2004).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es un componente de citoquinas
proinflamatorias, producidas principalmente por las células del sistema inmunitario
(macréfagos/ monocitos y linfocitos T) durante la inflamaciéon aguda. Juegan un
papel crucial en la respuesta inflamatoria del organismo y desencadena una serie
de eventos intracelulares que activan multiples vias de sefializacion dentro de las
células que conducen a la necrosis, la cual es un tipo de muerte celular necrética o
apoptotica caracterizada por la inflamacion, destruccion de organulos vy lisis celular.
Este gen desempefia sus efectos al activar una serie de proteinas secundarias que
provocan diversas respuestas dentro de las células, por ejemplo: la producciéon de
radicales libres de oxigeno y/o la activacion de la transcripcion de genes (Idriss et

al., 2000; Nikoletopoulou et al., 2013).

El factor de necrosis tumoral alfa desempefia un papel importante en el rifidn,
tanto en condiciones fisiol6égicas como patoldgicas. Se produce en respuesta a
lesiones renales agudas o cronicas, y contribuye a la activacién de la respuesta
inmunitaria y la produccién de otras citocinas proinflamatorias en el tejido renal (Li
et al., 2012). Los resultados de esta investigacion muestran que la expresion del
gen Tnfa se vio afectada por la exposicion al herbicida 2,4-D. Mostrando un aumento

en la expresion génica en comparacion con el grupo control. Estudios previos han
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demostrado que el 2,4-D puede ejercer efectos toxicos en diversos 6rganos como
el cerebro, higado y rifidn, porque tiende a aumentar la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y reducir la actividad de enzimas antioxidantes glutation
(GSH), disulfuro de glutation y catalasa (CAT). La sobre expresion de Tnfa puede
causar disfuncion endotelial en los vasos sanguineos del rifion, o que contribuye a
la alteracion del flujo sanguineo renal y la filtraciébn glomerular. Esto puede ocurrir
en condiciones como la diabetes mellitus y la hipertension. En la nefropatia
diabética, el TNFa esta implicado en la inflamacion y la fibrosis renal, lo que

contribuye a la disfuncion renal (Mehaffey y Majid, 2017).

IV. 3 Efecto del 2,4-D sobre la expresion de acuaporinas (AQPS)

Las AQPs son proteinas de canal de agua que desempefian un papel
fundamental en la regulacion del equilibrio hidrico y la concentracion de orina en el
rifidén; debido a que facilitan el trasporte pasivo de agua a través de las membranas
celulares, de igual manera facilitan la reabsorcion de agua, lo que es esencial para
mantener el volumen sanguineo y la osmolaridad del plasma dentro de rangos

fisiologicos. Cada una de las AQPs tienen una funcion especifica.

La AQP1 permite la reabsorcion de aproximadamente el 70 % del agua
filtrada en el glomérulo en los tubulos proximales y en la rama descendente del asa
de Henle y es crucial para reducir el volumen de la orina y conservar el agua en el
cuerpo. En el presente estudio se obtuvo una disminucion en la expresion génica

de esta acuaporina lo que podria verse reflejado en algunas afectaciones de la
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funcion renal. Su disminucion implica que menos agua sera reabsorbida en estas
regiones, lo que puede llevar a una diuresis excesiva (aumento en la produccion de
orina); dado que menos agua se reabsorbe la orina puede volverse mas diluida, lo
gue afecta la capacidad del rifion para concentrar la orina adecuadamente y
mantener el equilibrio osmético, también puede verse afectada la concentracion de
electrolitos en el cuerpo; ya que la reabsorcibn de agua esta estrechamente

vinculada a la reabsorcién de solutos como el sodio (Su et al., 2020; Lv et al., 2023).

Por su parte AQP4 se localiza en la membrana basolateral de las células de
los tdbulos colectores en el rifion, facilita el transporte de agua a través de las
membranas celulares. En esta investigacion se encontrd que la exposicion aguda al
2,4-D aumento la expresion génica de Agp4, lo contario a la Aqpl. Esto resultado
implica que se podria incrementar la reabsorcion de agua en los tubulos colectores,
ya que facilitaria el paso de agua desde el lumen tubular hacia el intersticio renal y
posteriormente de vuelta a la circulacion sistémica, sin embargo, una reabsorcion
excesiva de agua trae consigo efectos negativos como la alteracion del equilibrio
electrolitico concordado con uno de los efectos de la disminucion de Agpl. Ademas,
puede causar edema (hinchazon debido a la acumulacion de liquidos en los tejidos)
y también se compromete el balance osmotico en las células renales afectando su
viabilidad y funcion (Gonzélez-Marrero et al., 2022; Verkman et al.,, 2011;

Vandebroek y Yasui 2020).

Por altimo, la AQP5 es una de las proteinas que menos se ha estudiado en
el riidn en comparacién con otras AQPSs, se tiene conocimiento que se encarga de

facilitar el paso del agua a través de las membranas. No obstante, una alteracion en
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la expresion génica de esta acuaporina presenta afectaciones en la funcion renal.
Al igual que Agp4 los resultados de esta investigacion arrojan que Agp5 también
tiene un aumento en su expresion génica; lo que podria conducir a una mayor
reabsorcién de agua al igual que lo que sucede con los resultados obtenidos de
Aqgp4. La orina puede volverse mas concentrada, lo que podria afectar la capacidad
del rifidn para excretar productos de desecho de manera eficiente (Bergmann et al.,

2020; D'Agostino at al., 2023).

IV.4 Efectos del 2,4-D sobre la expresion de Trpv4y Trpv5

TRPV4 es un canal ibénico no selectivo y participa en diversas funciones
fisiologicas dentro del organismo. En el rifidn se expresa en las células epiteliales y
se encarga de regular la homeostasis de agua y electrolitos, contribuye a la
regulacion de trasporte de sodio y calcio. Este canal es sensible a cambios
mecanicos y de temperatura, lo que le permite al rifion adaptarse a cambios en el
volumen y la presion del filtrado glomerular, regulando asi la reabsorcion de solutos
y agua. Sin embargo, alguna alteracion en TRPV4 puede llegar a causar algunas
patologias; en esta investigacion se encontré un aumento en la expresion génica de
este canal en comparacion con el grupo control. Su sobreexpresion podria llegar a
alterar la barrera epitelial causando un incremente en la permeabilidad y un posible
dafio tisular, ademas de que induce un mayor incremento en la entrada de calcio en

las células y esto a su vez puede contribuir al estrés oxidativo mediante la
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generacion de especies reactivas de oxigeno y dafio celular (Liu at al., 2021;

Pyrshev at al., 2023; Tomlin at al., 2021).

Otros estudios han demostrado que los cambios en la expresion de TRPV4
en el tejido renal también pueden llevar a problemas en la capacidad de regular el
volumen celular cuando hay un trasfondo diabético. En células del conducto colector
humano expuestas a altas concentraciones de glucosa, la expresion de TRPV4 se
redujo en un 54 % y sugirieron que esto podria producir una disminucion en la
capacidad del conducto colector para regular las disminuciones de volumen,
llevando a desequilibrios electroliticos como los que se observan en nefropatias

diabéticas (Hills et al., 2012).

Un mal funcionamiento de TRPV4 también se ha implicado en el dafio al rifion
después de una lesion por isquemia-reperfusion renal aguda (IRI), caracterizada por
disfuncion endotelial y dafio tubular. Utilizando un modelo de IRl inducida en ratones
silvestres y Trpv4-/-, se demostré que los niveles de creatinina en suero, que reflejan
el dafio a los rifiones, eran mas altos en Trpv4-/- en comparacion con los animales
silvestres. Por lo tanto, los resultados de este estudio sugirieron que TRPV4 podria

desempenfar un papel protector contra la IRl (Mannaa et al., 2018).

De igual manera, TRPV4 se ha relacionado con el desencadenamiento de
sefiales inflamatorias, o que concuerda también con los datos obtenidos con el gen
Tnfa ya que de igual manera hubo un aumento en su expresién, contribuyendo a
una nefrotoxicidad. La funcién glomerular también se veria comprometida ya que

una funcién normal depende del equilibrio de las sefalizaciones de calcio, afectando
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asi la filtracion glomerular y potencialmente disminuyendo la tasa de filtracion

glomerular (TFG) (Liu et al., 2021).

Por su parte TRPV5 es un canal altamente selectivo a Ca?* y su funcion
principal es la reabsorcion de este elemento en el tibulo contorneado distal, aunque
también se encarga de la homeostasis del calcio en el organismo. La actividad de
este canal es regularizada por hormonas. Una alteracion en la expresion de TRPV5
puede provocar trastornos en el manejo del calcio que a su vez se puede ver
reflejado en algunas nefropatias. En esta investigacion, la expresién génica de
Trpv5 aumentd en comparacion con el grupo control. Un aumento en la expresion
de este canal puede dar como resultado una saturacion de calcio en las células
renales, induciendo a estrés oxidativo dafio mitocondrial y apoptosis. Altera el
transporte de este ion en el tubulo renal afectando la funcién tubular de manera
global, aumentando el riesgo de formacién de calculos renales. (Lou et al., 2023;
Yatabe et al.,, 2012). La sobreexpresion de este canal y la generacion de estrés
oxidativo también puede desencadenar una respuesta inflamatoria en los tejidos

renales, lo que de igual manera concuerda con la sobreexpresion de Tnfa.
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V. CONCLUSION

La exposicion aguda al herbicida acido fenoxiacético (2,4-D) es capaz
de provocar citotoxicidad renal al incrementar el espacio de Bowman de
los glomérulos renales, posiblemente a través del proceso de
inflamacion (incremento de Tnfa) y de la desregularizacion de la
expresion génica de las acuaporinas (disminuyendo los niveles de
expresion de Agpl e incrementando los de Agp4 y Agp5), asi como de
los canales i6nicos del receptor potencial transitorio vainilloide

(incrementando los niveles de expresion de Trpv4 y Trpvb).

VI. PERSPECTIVAS

e Evaluar la expresion génica renal de Aqp2.

e Evaluar la concentracién urinaria de acuaporinas (Aqp-U)

e Evaluar la expresién renal a nivel de proteina de las acuaporinas
y de los canales del receptor de potencial transitorio vainilloide.

e Evaluar la expresion del receptor de hidrocarburos de arilo (AhR).
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Capitulo 10.

Canales ionicos implicados
en enfermedades renales

Danna Yuridia Montiel-Texis *2, Enoch Luis 34 Arely Anaya Hernandez 2
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os riflones son dos érganos que for-

man parte del sistema urinario. Su
aspecto es semejante al de un frijol de
tamanfo grande y alargado verticalmen-
te. En la edad adulta, los rifiones miden
en promedio 10 cm de longitud, 5 cm
de anchura y 2.5 cm de grosor (Moore
& Dalley, 2007). Se ubican en la regiéon
retroperitoneal, entre el nivel de la
doceava vértebra toracica y la tercera
vértebra lumbar. Los rifiones se encar-
gan de filtrar los desechos y el exceso
de liquidos de la sangre, que luego son
excretados en la orina; esta Gltima des-
pués de ser producida viaja a través de
los conductos excretores (pelvis renales,
calices y uréteres), para finalmente ser
excretada mediante la uretra (Aranalde
et al., 2015; Restrepo, 2018).

Los rifiones juegan un papel importante
dentro del cuerpo humano. Se encargan
de cumplir diferentes funciones, como
mantener el equilibrio de liquidos y elec-

trolitos, el equilibrio acido-base, la pro-
duccién de hormonas y enzimas. Cada
rinén esta compuesto por una corteza
renal externa, una médula renal interna
y una pelvis renal. Dentro de la estruc-
tura interna del rifidn se encuentran las
nefronas, las cuales son la unidad fun-
cional del mismo y aproximadamente
cada rifién contiene entre ochocientos
mil a un millén de nefronas, que a su vez
estan constituidas por una red de capi-
lares conocida como glomérulo (cubierto
por una capsula de Bowman) y tabulos
renales (un ttbulo contorneado proxi-
mal y uno distal, un tibulo conector y
uno colector, una rama descendente y
una ascendente delgada). Las nefronas
son las encargadas de filtrar la sangre
para eliminar los residuos y reabsorber
sustancias o elementos que son vitales
para el cuerpo humano. Sin embargo, el
numero de nefronas presentes se puede
reducir debido a diferentes condiciones,
como una lesion, enfermedad y envejeci-
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miento renal, lo que conduciria a dafios
nefropaticos, alterando ademas otras
funciones dentro del organismo (Res-
trepo, 2018; Carracedo & Ramirez, 2020).

La enfermedad renal cronica (ERC) es
una patologia que se encuentra presente
a nivel mundial y su prevalencia va en
constante aumento cada afio. Ademas
de perjudicar a la salud humana refleja
costos econdmicos y sociales moderada-
mente altos. En México, es considerada
como una de las enfermedades croni-
cas de mayor prevalencia y se encuen-
tra relacionada con el riesgo de pade-
cer otras enfermedades a consecuencia
de esta, como lo son enfermedades del
corazoén, hipertension y diabetes (Carra-
cedo & Ramirez, 2020). De acuerdo con
el Instituto Nacional de Salud Publica
en México (INSP), en 2017, la preva-
lencia de ERC fue del 12.2 %, en donde
por cada 100 000 habitantes hay 51.4
muertes. Ademas, se ha estimado que
las personas que padecen diabetes, que
son cerca de 6.2 millones, tienen insu-
ficiencia renal en sus distintas etapas;
en muchas ocasiones, las y los pacientes
no saben que padecen esta enfermedad.

La insuficiencia renal aguda (IRA) es una
enfermedad con una alta morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. Se caracte-
riza por una disminucion de la filtracion
glomerular debido a que se presenta
un defecto en el conducto colector y el
tabulo proximal, causando una disminu-
cion en la reabsorcion de agua y electro-
litos (iones). Clinicamente se caracteriza
o bien por un incremento en la creati-
nina sérica = 0.3 mg/dl dentro de las 48
horas, o bien por un incremento mayor a

1.5 veces la concentracion basal, o bien
por un volumen de orina < 0.5 ml/kg/h
durante 6 horas (Khwaja, 2012).

La IRA es un factor de riesgo importan-
te para el desarrollo de la ERC, y se ha
observado una alteracién en el manejo
del agua renal durante la transicion de
IRA a ERC (Kwon et al., 2009; Asvapro-
mtada et al., 2018; He & Yang, 2019). Si la
disminucion en la tasa de filtraciéon glo-
merular o el incremento en los niveles
séricos de creatinina prevalece durante
mas de tres meses, se estaria presen-
tando la ERC, por lo que este tiempo
es el punto de corte para diferenciar la
IRA de la ERC. Cabe destacar que la IRA
es potencialmente reversible, por lo que
una deteccion temprana y tratamiento
oportuno disminuyen el riesgo de pade-
cer ERC (Khwaja, 2012). La insuficiencia
renal, tanto aguda como croénica, es una
condicion clinica importante asociada
con poliuria y alteraciéon de la concen-
tracion urinaria; en ambas enfermeda-
des existen anomalias glomerulares en
los tiibulos, afectando de esta manera la
funcion renal (Kwon et al., 2009).
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Canales ionicos implicados en enfermedades renales

Canales ionicos en
la fisiologia renal

Los canales i6nicos juegan un papel
importante en el organismo, ya que
diversas funciones fisioldgicas depen-
den de un adecuado y preciso manteni-
miento de Ca?" y Mg?". Algunas funciones
que se encuentran reguladas por estos
elementos son: la absorcién intestinal,
intercambio i6énico con los huesos y la
reabsorcion renal. Los canales idnicos
forman poros para transportar iones
especificos a través de la membrana
celular. El movimiento de iones depen-
de de la diferencia de concentraciones
ionicas entre el exterior y el interior de
la membrana celular (Hatta et al., 2002;
Thébault et al., 2006).

La funcion renal es regulada por nume-
rosos estimulos mecanicos locales y
endocrinos sistémicos. Los canales ioni-
cos son importantes en la funcion renal,
ya que se encargan de mantener las fun-
ciones renales adecuadamente. Son los
encargados de transportar varios iones,
participan en la regulacion del volumen
celular y en el proceso de ultrafiltra-
cion del plasma mediante los glomérulos
para eliminar el exceso de electrolitos y
agua, conocidos como productos meta-
bdlicos finales. En el riidén es posible
reabsorber calcio a diferentes niveles: el
tabulo contorneado proximal reabsorbe
entre un 60 y 70 %; el tabulo contor-
neado distal, entre 5 a 10 %; el tabulo
conector, el 5 %; y el asa de Henle, un
20 %. E1 Mg?* al igual que el Ca?* tam-
bién es filtrado por el rifién, a diferencia
de que este mineral es filtrado por los
glomérulos y es reabsorbido en diferen-

tes segmentos. Los canales de poten-
cial transitorio (TRP, por sus siglas en
inglés) se han reconocido actualmente
como uno de los principales componen-
tes en el transporte y en los procesos de
sefializacion en los tejidos renales, por
lo que su desregulaciéon puede llegar a
conducir a diversas enfermedades (Tabla
1) (Thébault et al., 2006; Dietrich et al.,
2010; Tomilin et al., 2016; Zhou & Greka,
2016; Pablo & Greka, 2019).
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Tabla 1. Canales TRP relacionados con enfermedades renales.
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ca dominante
renales
Cilios de Lo .
células Interaccion con TRPP1 Poliquistosis
TRPP2 | Ca%,Na* | 4g21-23 . renal autosémi- | 45 mutaciones
epiteliales | como mecanosensor .
ca dominante
renales
1769C G,
2667+1G A
Reabsorcidon renal de semia con " *
2+ 2+
TRPM6 | Mg*, Ca 9922 Mg? hipocalcemia [422C T
secundaria
[1280delA] +
[3779-91del]

TC, tubulo conector; TCD, tibulo contorneado distal; RDA, rama delgada ascendente; RGA, rama

gruesa ascendente; RDD, rama delgada descendente; SG, Sindrome de Gitelman; DM, diabetes melli-

tus; CU, calcificaciéon urémica. Tabla adaptada de Hsu et al., 2007 y Woudenberg-Vrenken et al., 2009.
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Canales ionicos implicados en enfermedades renales

Canales TRP

La superfamilia de canales TRP en mamiferos
consta de 28 canales permeables a cationes. Se
han organizado en seis subfamilias de proteinas
basadas en la identidad de sus secuencias: TRPA
(TRP anquirina), TRPC (TRP canoénico), TRPM (TRP
melastatina), TRPML (TRP mucolipina), TRPP (TRP
policistina) y TRPV (TRP vaniloide) (Hsu et al.,
2007). Los canales TRPC, TRPM, TRPP y TRPV se
encuentran presentes en diferentes segmentos del
rifién (Figura 1), ademas de que juegan un papel
muy importante en la fisiologia renal y en algunos
trastornos genéticos del rifién. Los canales TRP se
encargan de mantener la homeostasis en el rinén
y las concentraciones idénicas en la sangre, aunque
su alteracion por mutaciones genéticas o por xeno-
biéticos puede causar o conducir a enfermedades
renales (Mené et al., 2013; Pablo & Greka, 2019).

Figura 1. Estructura interna del rifidn y locali-
zacion de los canales TRP.

Tubule contorneado proximal

Médula
Glomérula

TRPC1
TRPC3
TRPCE

.
Tubulo conlormeade
distal

/

| TRPVS
TREVA
Cipsula de Bowman

TRPV4 <

Asa de Henle _ |

Pelvis renal

Conducto colector

Capsula renal

TRPA (TRP anquirina), TRPC (TRP canoénico), TRPM (TRP melasta-
tina), TRPML (TRP mucolipina), TRPP (TRP policistina) y TRPV (TRP
vanilloide). Figura adaptada de Woudenberg-Vrenken et al., 2009.
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Canales TRP
canonico

La subfamilia de canales
TRP canoénico consta de
siete miembros, divididos
en cuatro grupos basados
en su secuencia homologa:
(I) TRPCI; (II) TRPC2; (III)
TRPC3, TRPC6, TRPC7; y (IV)
TRPC4 y TRPCS5. Los siete
miembros de esta subfamilia
son estructuralmente simi-
lares y cada subunidad que
los forma tienen seis hélices
transmembranales; un canal
funcional es ensamblado
como tetramero (Samanta et

al., 2018).

El canal TRPC1 se encuen-
tra ubicado en los glomé-
rulos junto con la acuapori-
na 1 (AQP1) y se expresa en
las células mesangiales. Se
encarga de regular la proli-
feracion celular y las protei-
nas de la matriz extracelular.
Una alteracion de este canal
puede provocar disminucién
en la tasa de filtracion glo-
merular como resultado de
una contraccion de las células
mesangiales. Si presenta una
expansion de la matriz mes-
angial, se asocia a la nefro-
patia diabética o sindrome
de Kimmelstiel-Wilson. Las
personas que padecen esta
enfermedad presentan sin-
drome nefroético, glomeru-
loesclerosis e hipertension,
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asi como también una disminucién en
la expresion de TRPCI; esto se ha com-
probado con estudios en modelos ani-
males (ratas diabéticas Zucker y ratas
diabéticas inducidas por estreptozoto-
cina) y en pacientes que presentan dicha
enfermedad (Zhou & Greka, 2016; Pablo
& Greka, 2019).

El canal TRPC3 se encuentra ubicado
en los glomérulos. Se expresa en los
fibroblastos renales, podocitos, tubulos
contorneados distales y tabulos colecto-
res corticales y medulares. Sin embargo,
atn no existen estudios concretos que
sustenten la participacion de este canal
en la aparicion de alguna enfermedad
renal (Zhou & Greka, 2016).

El canal TRPC6 es un canal catiénico
no selectivo que se encuentra ubicado
en los capilares glomerulares, especi-
ficamente en los podocitos renales. Su
funcion es liberar Ca*" de las reservas
que se encuentran en el reticulo endo-
plasmatico, asi como también permitir la
entrada de Ca* a través de la membrana
plasmatica. La alteracion de este canal
se ha relacionado con un tipo de sindro-
me nefroético, el cual es hereditario. Sin
embargo, ain no se conoce de manera
clara como interfiere el canal TRPC6
con la aparicién del sindrome nefréti-
co (Mené et al., 2013). Cuando existe un
aumento en la expresion de TRPC6, se
asocia con la aparicién de trastornos
glomerulares adquiridos, como nefritis
glomerular membranosa. Esta mutacion
conduce a una mayor entrada de Ca*
debido a que no se realiza una correcta
absorcion de Ca?', causando una altera-
cién en el citoesqueleto de los podocitos

y provocando el deterioro de la funcion
de estos. También, las mutaciones de
ganancia de funcion en el canal TRPC6
llegan a causar glomeruloesclerosis
focal y segmentaria en humanos. Esta
enfermedad se asocia con la aparicion
de otras, como proteinuria, hipoalbumi-
nemia e hipertension, que eventualmen-
te conducen a insuficiencia renal (Wou-
denberg-Vrenken et al., 2009; Tomilin
et al., 2016).

Existen algunas proteinas que interac-
tian con la actividad de TRPC6, una de
ellas es la podocina. Si existen muta-
ciones en el gen de esta proteina, se
llegan a presentar sindromes nefroti-
cos hereditarios en los humanos. Otra
proteina es la nefrina y esta involucrada
en la reorganizacion de la actina en los
podocitos. Cuando disminuye drastica-
mente esta proteina o hay deficiencia, se
genera una interrupcion de la estructura
del diafragma de hendidura, provocando
una mala localizacion y una sobreexpre-
sién de TRPC6 en los podocitos renales
(Dietrich et al., 2010).
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Canales TRP vaniloide

Esta subfamilia consta de seis miembros
(TRPV1-TRPV6). Los canales TRPV1-4
tienen poros conductores de cationes
no selectivos, mientras que los TRPV5-
6 son altamente selectivos para calcio
(Samanta et al., 2018).

El canal TRPV4 se expresa en la rama
ascendente delgada y gruesa del rifién,
y se activa por estimulos hipotonicos y
cambios en la osmolaridad extracelular;
se sugiere que puede intervenir en la
regulacion renal del equilibrio de sodio y
agua. De igual manera, se establecio que
la acuaporina 5 (AQP5) interviene en la
activacion de este canal para controlar
el volumen celular (Goel et al., 2006; Hsu
et al., 2007). El canal TRPV4 puede llegar
a funcionar como un osmorreceptor en
el rinon (Liu et al., 2006).

La entrada de Ca* en las células epite-
liales tubulares renales es mediante el
canal TRPV5, que se encuentra presente
en la membrana luminal de las mismas.
En ratones carentes del gen (knockout)
de TRPV5 se demostro que existe una
afectacion en el tibulo contorneado dis-
tal y el tibulo conector, provocando una
disminucion en la reabsorciéon de Ca?*,
lo que causa una enfermedad llamada
hipercalciuria grave; mientras que un
polimorfismo de TRPVS5 se ha asociado
con la aparicién de calculos renales o
nefrolitiasis, los cuales contienen calcio.
La hipercalciuria y poliuria se deben a
la ausencia del canal TRPV5, al no poder
reabsorber Ca? (Thébault et al., 2006;
Mené et al., 2013; Zhou & Greka, 2016).

Canales TRP policistina

TRPP2 es estructuralmente homologo a
otros canales TRP al tener seis hélices
transmembranales y terminales amino
y carboxilo intracelulares. TRPP2 per-
mite la reabsorcién y liberaciéon de Ca?,
y funciona como canal de entrada en
la membrana plasmatica (Samanta et
al., 2018). El1 gen PKD2 codifica para el
canal TRPP2 y, cuando llega a contener
algtn tipo de mutacioén, causa la deno-
minada enfermedad renal poliquistica
autosomica dominante (ADPKD, por sus
siglas en inglés), que se caracteriza por
la generacién de maltiples quistes llenos
de liquido que se agrandan de mane-
ra progresiva, los cuales alteran y/o
destruyen la estructura renal normal.
Esta enfermedad llega a afectar a una
de cada mil personas de la poblacion
mundial y, posteriormente, en la mayo-
ria de los casos avanza a otra enferme-
dad llamada insuficiencia renal en etapa
terminal (Qamar et al., 2007; Wouden-
berg-Vrenken et al., 2009).

TRPP1 tiene un extremo amino extra-
celular grande, 11 hélices transmem-
branales y un extremo carboxilo cito-
plasmatico relativamente pequefio. No
se parece mucho a la estructura pro-
totipica del canal TRP y tampoco es un
canal i6nico funcional, por lo que se le
cambi6 el nombre a Policistinal (PC1),
una glicoproteina de membrana inte-
gral. PC1 junto con TRPP2 forman una
sefializacién canal-receptor. Las y los
pacientes que presentan una mutacion
en PKDI (gen que codifica para TRPPI; el
85 % de las y los pacientes con ADPKD)
tienen una esperanza de vida mas corta
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en comparacion con quienes presentan
alguna mutaciéon en PKD2 (Qamar et al.,
2007; Woudenberg-Vrenken et al., 2009;
Samanta et al., 2018).

Canales TRP melastatina

Esta subfamilia contiene regiones
estructurales similares en compara-
cion con las otras subfamilias de TRP,
incluida la presencia de seis regiones
transmembranales y dominios cito-
plasmaticos carboxilo y amino termi-
nales. Cada miembro de esta subfami-
lia contiene una “region de homologia
TRPM” amino-terminal que esta invo-
lucrada en el ensamblaje y el trafico
del canal que no se ve en otros cana-
les TRP. Otra caracteristica definitoria
de esta subfamilia es la falta de repe-
ticiones de anquirina amino-terminal
que se observa comGnmente en otras
subfamilias. Los TRPM estan involucra-
dos en la sensaciéon de temperatura, la
homeostasis del magnesio y el gusto. La
subfamilia TRPM se presenta en cuatro
grupos segun la similitud estructural: (I)
TRPM1 y TRPM3, (1I) TRPM4 y TRPMS,
(Il) TRPM2, TRPM6 y TRPM7, y (IV)
TRPMS (Samanta et al., 2018).

El canal TRPM6 se expresa en la mem-
brana apical de las células del tabulo
contorneado distal. Este canal esta invo-
lucrado en el transporte, absorciéon y
reabsorcion del Mg?. La mayor parte de
la reabsorcion se lleva a cabo en el asa
de Henle. Una mutacion en este canal de
pérdida de funcion conduce a una enfer-
medad denominada hipomagnesemia

con hipocalcemia secundaria, debido a
que los niveles de reabsorcién de Mg?
intestinal se reducen con un aumento en
la excrecion renal (Woudenberg-Vrenken
et al., 2009; Dietrich et al., 2010).

La mayoria de los canales TRP son poli-
modales al activarse por diversos esti-
mulos. Son vitales para la fisiologia sen-
sorial, y recientemente se ha descrito su
papel clave en condiciones fisiologicas y
patologicas, como el desarrollo neuro-
nal, el cancer, la fisiologia cardiaca y las
alteraciones renales. Las canalopatias
renales no se limitan a los trastornos
tubulares, donde se regulan las concen-
traciones de sal y el agua. Actualmente,
se han descrito diferentes canalopatias
que afectan a todos los segmentos de
la nefrona, desde el glomérulo hasta el
conducto colector. El rapido progre-
so en la investigacion de los canales
TRP ha puesto al alcance de la mano la
comprension de las funciones que des-
empefan estos canales en la salud y la
enfermedad renal.
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