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r RESUMEN

ANTECEDENTES. La cisplatina es un agente antineopldsico ampliamente usado en
‘el tratamiento contra un gran nimero de tumores sélidos. Sin embargo, uno de sus
principales efectos secundarios es la nefrotoxicidad, la cual ha limitado su uso. Hay
evidencia experimental que sustenta que los mecanismos de nefrotoxicidad involucran
especies reactivas de oxigeno, ya que la administracién /n vitro de quelantes de hierro
y antioxidantes como vitamina C y E disminuye los efectos nefrotéxicos asi como la
lipoperoxidacién renal. La administracién in vitro de atrapadores de anién superéxido
(02) como tirén (4,5-dihidroxi-1,3-benzeno dcido disulfénico) y radical (OH") como
dimetiltiourea, previenen la apoptosis mientras que la administracién de
detoxificadores de perdxido de hidrégeno (H202) como catalasa y piruvato, y
atrapadores de O;", previenen la necrosis. Por otra parte, hay evidencias de que el
oxido nitrico (NO") participa en el dafio renal inducido por cisplatina debido a que la
inhibicion de la isoforma inducible de la éxido nitrico sintasa por aminoguanidina
atenda la nefrotoxicidad por cisplatina.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. Los datos anteriores conducen a pensar que el
peroxinitrito (ONOQ"), que se sintetiza a partir del O y de NO°, puede estar
aumentado en el rifion de ratas tratadas con cisplatina. E| ONOO™ no es un radical libre
pero es una especie reactiva de nitrégeno muy téxica. Toda la informacién anterior
conduce aplantear la siguiente pregunta: ¢El ONOO" estd aumentado e involucrado en
el dafio renal inducido por cisplatina?

Para contestar la pregunta anterior se midieron las proteinas nitradas (como una
evidencia del aumento del ONOO") y se usé el compuesto 5,10,15,20-tetrakis-[4-
sulfonatofenil}-porfirinato-hierro [III] (FeTPPS) el cual es capaz de catalizar la
descomposicién del ONOO" bajo condiciones fisiolégicas. Si el dafio renal inducido por
cisplatina es atenuado por la administracién de FeTPPS, se demostraria la
participacién del ONOO™ en este modelo experimental. De ser asi, es importante
conocer si la xido nitrico sintasa contribuye a la formacion de ONOO™ con un aumento
en la sintesis de NO".

OBJETIVOS. Los objetivos de este trabajo fueron determinar si el ONOO"™ estd
involucrado en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina utilizando para ello el Fe TPPS
por su capacidad para descomponer el ONOO"y de ser asi, explorar la posibilidad de
que la éxido nitrico sintasa este contribuyendo a la formacién de ONOO" por ser la
responsable de la sintesis de NO".

DISENO EXPERIMENTAL. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (Harlan
Teklad, México, D.F.) de 9 a 10 semanas de edad. Se distribuyeron aleatoriamente en
4 grupos: 1) grupo control (CT), al cual se le administré una dosis Unica de solucién
salina isoténica estéril via intraperitoneal (i.p.), que es el vehiculo de la cisplatina; 2)
grupo cisplatina (Cis), al cual se le administré una dosis tnica de 7.5 mg/kg de peso de
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cisplatina via i.p.; 3) grupo FeTPPS (Fe), al cual se le administré una dosis de 15 mg/kg
de peso cada 24 horas de FeTPPS via intraperitoneal durante 3 dias y 4) grupo
cisplatina + Fe TPPS (Cis+Fe), al cual se le administré 7.5 mg/kg de peso de cisplatina
viai.p. y 15 mg/kg/dia de Fe TPPS via i.p. Las ratas se colocaron en jaulas metabélicas a
lo largo del estudio y se sacrificaron al tercer dia. Se obtuvo orina, sangre y rifiones
para medir el dafio renal (proteinuria, excrecién urinaria de N-acetil-p-D-
glucosaminidasa, creatinina y nitrégeno de urea en sangre y andlisis histolégico), el
estrés oxidativo (proteinas oxidadas y malondialdehido) y nitrosativo (proteinas
nitradas). Se evalué la cantidad de proteina y mRNA de las 3 isoformas de la NOS por
inmunohistoquimica y se determind la actividad enzimdtica de la NOS asi como la
excrecion urinaria de NO3/NO;".

RESULTADOS. La cisplatina induce nefrotoxicidad a nivel tubular y glomerular.
Mediante marcadores de funcién tubular, como proteinuria y excrecién urinaria de N-
acetil-p-D-glucosaminidasa, se demostré que el FeTPPS confiere proteccidn parcial en
el dafio inducido por cisplatina. Usando como marcadores glomerulares, creatinina en
suero y nitrégeno de urea en sangre, se encontré que el Fe TPPS protege parcialmente
contra el dafio por este nefrotoxico.

El andlisis histoldgico en los animales tratados con cisplatina mostré dreas
extensas de vacuolacion, edema y necrosis tubular. La porcién recta de los tibulos
contorneados de la unién cortico-medular presentaron mayor dafio celular manifestado
por edema y vacuolacion celular e intensa inmunotincién para nitrotirosina. La
administracién de FeTPPS disminuyé en 50% la extensién del dafio en los tibulos
contorneados proximales, asi como la inmunotincién para nitrotirosina, mientras que en
la porcién recta de los tibulos contorneados la administracién de FeTPPS disminuyé
20% del dafio asi como la intensidad de la inmunotincién para 3-nitrotirosina. La
evaluacién de malondialdehido, un marcador de lipoperoxidacién, aumenté en el grupo
con cisplatina y el FeTPPS no fue capaz de prevenirlo. Un andlisis cuantitativo de las 3
isoformas de la NOS y de su mRNA mostré un aumento en el grupo administrado con
cisplatina pero este no se tradujo en incremento de la produccién de NO* ya que la
actividad de NOS no cambia en los diferentes grupos. Ademds, la excrecién urinaria
de NO37/NO;" es nula en el grupo administrado con cisplatina.

CONCLUSIONES

o El FeTPPS disminuye la nefrotoxicidad inducida por cisplatina sugiriendo que el
ONOOQO estd involucrado en la nefrotoxicidad por cisplatina.

a Los mecanismos de nefrotoxicidad por cisplatina involucran pasos en los que el
NO" no ejerce sus funciones bioldgicas ya que no es metabolizade de forma
normal hasta NO3'/NOz".



PERSPECTIVAS

a Investigar los mecanismos por medio de los cuales se inactiva la NOS en este
modelo experimental.

o Explorar las posibles fuentes de anién superéxido que pudieran contribuir a la
sintesis de ONOO', entre ellas, la NADPH oxidasa.



1. ANTECEDENTES

11 Cisplatina

La molécula de cisplatina fue sintetizada en 1844 por Michele Peyrone en Turin,
Italia y fue hasta 1892, en Zurich, Suiza, cuando Alfred Werner determing su
configuracion (Werner et al., 1893). La actividad antineoplésica de la cisplatina (Fig. 1)
se reporté por primera vez en 1965 en la Universidad de Michigan por Barnett
Rosenberg (Rosenberg et al., 1965). Después de un gran nimero de estudios en
modelos tumorales en roedores, perros y monos en abril de 1971 se traté el primer
paciente con cisplatina en Texas (Rosenberg, 1985) y en 1976 se detectaron en Nueva
York los primeros casos de nefrotoxicidad como efecto secundario (Merrin, 1976)
asociado a la administracion de cisplatina. Desde entonces, se emplea contra una gran
variedad de tumores, entre ellos el de testiculo, ovario, pulmén, cabeza, cuello, entre

otros con una dosis usual de 20 mg/m?/24 h/5 d o 100 mg/m? cada 4 semanas.

Cis-platina Il diclorodiamina

HaN\Pt/ NH,
VRN
cl cl

Fig. 1. Estructura quimica de la cisplatina.

1.2  Mecanismo de accidn

La cisplatina entra a las célula por difusion y dentro de ella puede reaccionar
con grupos tioles. Los cloruros presentes en la cisplatina pueden ser reemplazados por
moléculas de agua generando una molécula con carga positiva que es capaz de
reaccionar con el nitrégeno de la posicién 7 de la guanina en el DNA. También pueden

formarse enlaces cruzados entre el platino y guaninas adyacentes y enlaces cruzados
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que ocurren con menor frecuencia. La formacién de estos enlaces inhibe la
transcripcién. Algunos estudios han revelado que factores farmacogenéticos y
ambientales influyen en la capacidad para mantener estos aductos con el DNA

(Chambers y Sande, 1996).

1.3 Farmacocinética

La vida media de la cisplatina es de 25 a 50 minutos tras su administracidn
intravenosa. Mds del 90% del fdrmaco estd unido a proteinas plasmdticas. Las
concentraciones mds altas de fdrmaco se han reportado en rifién, higado, intestino y
testiculos. Durante las primeras 6 horas se excreta una pequefia parte de la cisplatina,
después de 24 horas un 25% y en 5 dias se puede recuperar el 43% de la dosis

administrada (Chambers y Sande, 1996).

14 Efectos secundarios

La utilidad de la cisplatina se ha visto comprometida debido a que uno de sus
principales efectos secundarios es la nefrotoxicidad, que se presenta entre 25 a 35%
de los pacientes incluso a partir de la primera dosis (Davis et al., 2001). Para explicar
los mecanismos nefrotéxicos de la cisplatina es necesario conocer algunos aspectos

generales del rifién.

2. Generalidades sobre el rifién

El rifién es un érgano bilateral y se localiza debajo del diafragma, en la cavidad
abdominal posterior, sus dimensiones en el humano son aproximadamente de 12x6x3
cm. El peso de cada rifién varia de 125 a 170 g en el hombre y de 115 a 155 g en la
mujer. Anatémicamente se distinguen dos grandes zonas en un corte transversal, la
corteza, que es la parte mds externay la médula, que es la zona mds interna (Trisher y

Madsen, 2000) (Fig. 2).



Fig. 2. Principales estructuras anatémicas del rifién (Trisher y Madsen, 2000).

Sus funciones fundamentales son eliminar gran parte de los productos
metabélicos terminales del organismo y controlar las concentraciones de la mayor
parte de los componentes de los liquidos corporales. La nefrona es la unidad funcional
del rifién y estd formada por el glomérulo, cdpsula de Bowman, tibulo proximal, asa de

Henle, tibulo distal y tibulo colector (Trisher y Madsen, 2000) (Fig. 3).

Tabulo proximal CORTEZA
Tubulo RENAL
distal
Cépsula de

Bowman

Tubulo
colector

............. cortical
Asa de f .
Henle ¥ Tubulo
colector
\ ! 2 medutar
MEDULA
RENAL Conducto
colector

Fig. 3. Anatomfa de la nefrona (Trisher y Madsen, 2000).

Las funciones de la nefrona son: a) filtracién, b) secrecién y ¢) reabsorcion. Los
dos rifiones, en conjunto, tienen aproximadamente 2 millones de nefronas en humanosy

cada una de ellas por separado es capaz de formar orina. La formacién de orina inicia



cuando se filtra el liquido de la sangre del glomérulo hacia la cdpsula de Bowman y
posteriormente a los tibulos, en donde el liquido filtrado se convierte en orina en su
camino hacia la pelvis renal.

l €l glomérulo se localiza en la corteza renal, es una Eed de hasta 50 capilares
paralelos cubiertos por células epiteliales que estdn incluidas en la cdpsula de Bowman
donde se lleva a cabo la filtracién, la presién de la sangre en el glomérulo hace que se
filtre el liquido hacia la cdpsula de Bowman, de ahi, pasa al tibulo proximal situado
también en la corteza renal. Desde el tibulo proximal, el liquido pasa al asa de Henle,
localizada en la médula del rifién, posteriormente entra al tibulo distal, el cual al igual
que el tibulo proximal, se encuentra en la corteza renal, y finalmente pasa al tibulo
colector que se encarga de reunir el liquido de varias nefronas para luego vaciarse en
la pelvis renal.

Cuando el filtrado pasa a través de los tibulos, éstos permiten que gran parte
del agua y cantidades variables de soluto se reabsorban; el agua y solutos que no se

reabsorben se transforman en orina (Guyton, 1991).

2.1 Nefrotoxicidad

El mecanismo por medio del cual la cisplatina induce nefrotoxicidad involucra
cambios a nivel histolégico en los tibulos renales que implican alteraciones bioquimicas
y fisioldgicas e incluyen una disminucién en la funcién mitocondrial, inhibicion de las
enzimas que participan en la cadena respiratoria que como consecuencia crea un
decremento en la produccién de ATP. También disminuyen los niveles de glutatién
reducido (6SH) y disminuye la actividad de enzimas antioxidantes como glutation
peroxidasa (GPx) y glutatién reductasa (GR). La cisplatina también causa alteraciones
en la homeostasis del calcio e induce un incremento en la actividad de la caspasa 3 via
proteina cinasa C (Kuhlman et al., 1997).

Lo anterior demuestra, que el estrés oxidativo estd asociado a la nefrotoxicidad
inducida por cisplatina. Sin embargo, para profundizar en ello es necesario conocer

algunos aspectos del estrés oxidativo.



3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la produccién de especies reactivas
de oxigeno (ERO's) y las defensas antioxidantes (Betteridge, 2000). Este desequilibrio
se puede presentar por una produccién excesiva de ERO's, por una disminucién de las
defensas antioxidantes o una combinacién de ambas. Por otra parte, las ERO's son
moléculas quimicamente reactivas derivadas del oxigeno y este término incluye a
metabolitos de oxigeno que pueden o no ser radicales libres. Las ERO"s pueden
formarse por la reduccién univalente del oxigeno dentro de la célula (Fig. 4)y resultan
sumamente toxicas para la ésta debido a que tienen la capacidad de oxidar un gran
nimero de biomoléculas, entre las que se encuentran el DNA, proteinas, lipidos y

carbohidratos. Entre las principales ERO's se encuentran:

e e e €
0, ——> 07" —— HO, ———» OH*, gy —>2 H,0
2H 2H

Fig. 4. Reduccidn univalente del oxfgeno.

3.1, Anidn superéxido (O,*7)

El anién superéxido (O,*”) se forma espontdneamente en medios aerobios, por
ejemplo, en la cadena de transporte de electrones en la mitocondria por la adicién de
un electrén al oxigeno molecular (Fig. 4). También es producido por enzimas como la
- NADPH oxidasa, xantina oxidasa, 6xido nitrico sinatasa (NOS), lipooxigenasa y
ciclooxigenasa (Betteridge, 2000; Fridovich, 1999). El O,* tiene la capacidad de

reaccionar con los lipidos de las membranas alterando con ello su funcionalidad.



3.2 Peréxido de hidrégeno (H202)

Se forma entre otras vias, por adicién de 1 electrén y 2 protones al O,*". El Hz02
no'es un radical libre pero puede atravesar membranas biolégicas y por lo tanto
difundir a muchos organelos. Una vez que ha difundido, puede dar lugar a la formacién
de anién hidroxilo y radical hidroxilo via oxidacién de metales de transicién en una

reaccion conocida como reaccién de Fenton (Fig. 5).

H20: + Cu'/Fe* — OH®+OH + Cu®/Fe*

Figura 5. Formacién de radical hidroxilo a partir de peréxido de hidrégeno.

Una fuente importante de formacién del H.0; en las células es la cadena de
transporte de electrones en la mitocondria. Ademds, también es el producto
enzimdtico de la superéxido dismutasa. Interviene en la formacién de dcido
hipocloroso (HCIO) por accién de la enzima mieloperoxidasa presente en fagosomas y
neutréfilos (Winterbour et al., 2000). Ademads, el H.O; tiene una importante funcién

como molécula de sefializacién intracelular (Sundaresen et al., 1995; Patel et al., 2000).

3.3 Radical hidroxilo (OH®)

El radical hidroxilo es una molécula altamente reactiva capaz de inducir mayor dafio
en los sistemas biolégicos con respecto a otras ERO’s (Betteridge, 2000; Halliwell,
1987). Esta especie es producida a partir de una reaccién tipo Fenton (Fig. 5) y tiene la:
capacidad de reaccionar con biomoléculas como el DNA, proteinas, lipidos y
carbohidratos (Olinescu et al., 2002), lo que causa disfuncién celular. Los mecanismos
de defensa antioxidantes que detoxifican a la célula de ERO’s de forma normal

pueden clasificarse como enzimdticas y no enzimdticas.



3.4 Sistemas antioxidantes
3.4.1 Sistema antioxidante enzimdtico
. 3.4.11 La superéxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) pertenece a una familia de

metaloenzimas que catalizan la conversién del O,*~ a H20: y a oxigeno molecular (Fig.

6):

0,” + 0,7 + 2H - H,0, + O,

Fig. 6. Reaccién catalizada por SOD.

3.4.1.2 La catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) es una hemoproteina tetramérica con peso
molecular de 240 kDa, con cuatro ferriprotoporfirinas por tetrdmero (Aebi, 1982).

Cataliza la formacidn de agua y oxigeno a partir de H.O- (Fig. 7).

2H.0: - 2H0 + O

Fig. 7. Reaccién catalizada por CAT.

3413 La 6Px (EC 1.11.1.9) catdliza la descomposicién del H.0. o de otros
peréxidos orgdnicos a H.O (Fig. 8) utilizando glutatién reducido (6SH), que se
- transforma en glutatién oxidado (6SSG) (reaccién A). El 6SSG a su vez es reducido a
GSH por la GR en presencia de NADPH formando un ciclo redox, impidiendo que se
agoten las reservas de GSH (reaccién B) (Harris, 1992; Ichikawa et al., 1994). El
NADPH es regenerado por la accién de las enzimas mdlica y glucosa 6 fosfato

deshidrogenasa.
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6Px
ROOH + 26sH —» ROH + H,0 + 6556 (A)

6R
6556 + NADPH + H' o 2 65H + NADP" (®)

Fig. 8. Reacciones catalizadas por GPx.

3.5 Sistemas antioxidantes no enzimdticos

Dentro de esta clasificacién se agrupan un gran nimero de moléculas que pueden
tener una o mds caracteristicas como la capacidad de reducir compuestos oxidados u
ofros antioxidantes, prevenir la lipoperoxidacién o participar como cofactor de

reacciones enzimdticas antioxidantes.

35.1 El 6SH (Fig. 9) es un tripéptido compuesto por cisteina, glicina y
glutamato (Meister y Tate, 1976). Este se sintetiza en 2 pasos por la glutamato
cisteina ligasa (EC 6.3.2.2) y la glutatién sintetasa (EC 6.3.2.3), consumiendo 1

molécula de ATP en cada paso (Dalton et al., 2004), ademads de ser obtenido mediante

L1
HO
SH

la dieta.

Q

RO

Fig. 9. Estructura quimica del glutatién.

3.5.2 El dcido ascérbico (Fig. 10) es una vitamina hidrosoluble que no es posible
sinfetizar endégenamente en el humano por lo que debe de adquirirse a fravés de la

dieta. El dcido ascérbico ejerce sus propiedades antioxidantes atrapando ERO's como

el O,*" y evitando la oxidacién de diversas biomoléculas como proteinas y lipidos. Otra
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de sus propiedades es regenerar al a-tocoferol (Buettner, 1993) y prevenir la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Kojo, 2004). Su consumo esta
asociado a la disminucién de estrés oxidativo en humanos sanos (Sanchez-Moreno et
dl., 2004). Recientemente se ha descrito la participacion de esta vitamina en la
regulacion de genes que participan en procesos de apoptosis y reparacién de DNA

(Konopacka, 2004).

Ho
IHO O

OH_OH

Fig. 10. Estructura quimica del dcido ascérbico

3.4.2.3 El a-tocoferol (Fig. 11) es una vitamina liposoluble que puede ser ingerida a
través de la dieta ya que no se sintetiza endégenamente. Ha demostrado prevenir la
lipoperoxidacién en diversos modelos (McArdle et al., 2004; Zhu et al., 2000; Ibrahim
et al., 1999) ademds de evitar la oxidacion de LDL (Terentis et al., 2002),

disminuyendo la susceptibilidad a aterogénesis.

Fig. 11, Estructura quimica del a-tocoferol.

3.4.2.4 Los carotenoides son una familia de pigmentos presentes en frutas y
vegetales formados por largas cadenas hidrocarbonadas con dobles enlaces conjugados
(Fig. 12). El B caroteno, xantéfilos y otros son e jemplo de los miembros que pertenece

a esta familia. Se les considera como antioxidantes debido a su capacidad para atrapar
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singulete de dxigeno ademds de ejercer efectos anticancerigenos debido a su

capacidad para interactuar con otros radicales (Krinsky, 1989).

~Z
.
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Fig. 12. Estructura quimica del B-caroteno, miembro de la familia de los carotenoides.

3.4.2.5 El dcido urico (Fig. 13) es el producto final del catabolismo de purinas en el
humano y es excretado a través de los rifiones (Reyes, 2003). Sin embargo, es
considerado como un antioxidante hidrosoluble debido a su capacidad para atrapar
algunas ERO's, entre las que se encuentran singulete de oxigeno. Otra de las
propiedades antioxidantes que posee el dcido urico consiste en ser una molécula blanco
del H202 en presencia de metahemoglobina (Ames et al., 1981). Otros experimentos
demostraron que el dcido drico es capaz de atrapar OH® generado por Hz20: en

presencia de FeSO4 0 de luz UV (Howell y Wyngaarden, 1960).

OH
"
N \ ™
jpus
HO N// p

Fig. 13. Estructura quimica del dcido drico.

4. Evidencias del estrés oxidativo en la nefrotoxicidad por cisplatina

Existen un gran nimero de evidencias que sustentan la participacion del estrés
oxidativo en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina. Entre ellas se encuentra la
disminucion del 29% en los niveles renales de 6SH en ratas de la cepa Wistar a las 24

horas de ser tratadas con una dosis de 5 mg/Kg de cisplatina asi como un incremento
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del 29% en lipoperoxidacién medido como sustancias reactivas al dcido tiobarbiturico
(Silva et al., 2001).

Por otra parte, en estudios con cisplatina a una dosis de 7.5 mg/kg en ratas de la
cepa Swiss se encontré una disminucién en la actividad de enzimas antioxidantes como
GPx y CAT asi como una disminucién en los niveles de GSH y aumento en la
lipoperoxidacion medida como incremento en los niveles de malondialdehido (MDA)
(Mansour et al., 2002).

Estudios in vivo han demostrado que la cisplatina induce nefrotoxicidad a una dosis
de 10 mg/kg/ip en ratas macho de la cepa Wistar En dicho estudio se compararon los
efectos de la deferoxamina (250 mg/kg/ip), vitamina C (100 mg/kg/ip) y vitamina E
(100 mg/kg/ip) sobre la lipoperoxidacién y la actividad enzimdtica de CAT, SOD y GR.
Las enzimas antes mencionadas disminuyeron 3 dias después de la administracidn de la
cisplatina, mientras que los niveles de MDA, un marcador de lipoperoxidacién, y de
H20;, aumentaron en el grupo administrado con cisplatina. Los 3 antioxidantes
previnieron la disminucion de la actividad de SOD, pero no la de CAT y GR. De la misma
manera, los 3 antioxidantes previnieron el aumento de los niveles de MDA y H.0.
(Bolaman et al., 2004).

Otros estudios /in vivo han demostrado (Ozen et al., 2004) que la cisplatina induce
un aumento en los niveles de nitrégeno de urea en sangre (BUN), reduce la actividad de
las enzimas antioxidantes CAT, SOD y GPx e induce un aumento de MDA y la actividad
de mieloperoxidasa. También se encontré un aumento en los niveles de dxido nitrico
(NO*) en rifion. El dcido cafeico mostré proteccién en este modelo al evitar la
reduccion de la actividad de las enzimas antioxidantes y el incremento de BUN y de
NO-+ en rifién. La cisplatina induce vacualizacién celular, hinchamiento, descamacién y
necrosis en células tubulares y la administracién del dcido cafeico tuvo un efecto
protector al reducir histolégicamente el dafio tubular. Los efectos observados por la
administracién de cisplatina estdn asociados a especies reactivas de oxigeno, por lo
que el efecto protector del dcido cafeico puede deberse a su capacidad para atrapar

radicales libres.

14



En un modelo /in vivo por 5 dias se demostré que la cisplatina induce nefrotoxicidad
utilizando una dosis tinica de 6 mg/kg/ip y se observé que aumentaron los niveles de
urea y creatinina, que disminuyé la actividad enzimdtica de SOD y CAT, y que
Aumen‘raron los niveles de MDA. Estos efectos se previnieron con la administracion de
dcido acetilsalicilico a una dosis de 2.5 mg/kg/ip (Ulubas et al., 2003), un compuesto
que ha demostrado atrapar radicales libres (Wu et al., 2004). _

La administracién de cisplatina (6 mg/Kg/ip) a ratas macho de la cepa Wistar indujo
un aumento en los niveles de MDA y una disminucién en los niveles de GPx, GSH,
vitamina E, y B-caroteno La administracién de selenio y vitamina E lograron prevenir el
aumento en los niveles de MDA y la disminucién de los niveles de GSH, vitamina E y B-
caroteno (Naziroglu et al., 2004).

Estudios /in vitro han demostrado que una concentracion de cisplatina de 2 mM
induce necrosis en cultivos primarios de células del tibulo proximal de cone jo mientras
que una concentracién de 50 uM induce apoptosis. La necrosis se previene por la
administracién de tirén, un compuesto capaz de atrapar O,*”, asi como por la
administracion de catalasa y piruvato, ambos detoxificadores de H:0.. La
dimetiltiourea (DMTV) y la tiourea, atrapadores de radical hidroxilo, no tuvieron
efecto en la necrosis inducida por cisplatina. La apoptosis se previene parcialmente por
la administracién de tirén y DMTU pero no por la de antioxidantes y detoxificadores
de H,O, (Baek et al., 2003).

La administracién de una dosis dnica de cisplatina de 8 mg/kg de peso via
intravenosa a ratas macho de la cepa Sprague-Dawley por 5 dias induce un aumento en
la concentracién de creatinina en suero y BUN asi como alteraciones morfolégicas que
incluyen necrosis en los segmentos S1, S2 y S3 de los tibulos proximales. La
administracién de DMTU a una dosis de 500 mg/kg de peso via intraperitoneal una
hora antes de la administracién de cisplatina y posteriormente cada 12 horas durante
5 dias, previene las alteraciones mencionadas (Tsuruya et al., 2003).

Los resultados anteriores muestran evidencia de la participacién del estrés
oxidativo en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina, sin embargo, no hay evidencia de
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la participacién de especies reactivas de nitrégeno como el ONOO", que es una de las

mds importantes debido a su reactividad.

" 5. Peroxinitrito

5.1 Formacién del peroxinitrito

El ONOO' es una especie formada por la reaccion entre el O,*" y el NO-. El Oz°'>
puede ser producido por enzimas como la NADPH oxidasa, NOS, xantina oxidasa
(X0), lipooxigenasa (LOX), P450 oxidasa y citocromo b5 y por vias no enzimdticas en
diversos sitios celulares debido a la reduccién incompleta del oxigeno molecular cuando
se adiciona 1 electrén. Por otra parte, el NO* es sintetizado por la NOS a partir de L-
arginina, Oy NADPH. Existen dos isémeros del ONOO", la forma cis y la forma trans,
siendo esta ultima forma menos estable que la forma cis y por lo tanto mds reactiva

(Liang y Andrews, 2001) (Fig. 14).

Peroxinitrito

Cis Trans

Fig. 14. Isémeros cis y trans del ONOO".
El ONOO™ puede difundir a través de las bicapas de fosfolipidos a una velocidad de

8 x 10 cm/s (Marla et al., 1997) lo cual le da la capacidad de reaccionar con un gran

nimero de moléculas como lipidos y proteinas.



5.2 Formacion de especies derivadas de nitrégeno

Ademads el ONOO™ puede protonarse bajo condiciones fisiolégicas para formar el
dcido peroxinitroso (ONOOH) y éste a su vez puede descomponerse en radical
Hidroxilo y radical diéxido de nitrégeno. Estas moléculas quimicamente derivadas del
nitrégeno se conocen como especies reactivas de nitrégeno (ERN's) (Radi et al., 2001).

Entre las ERN's se encuentran los radicales NO" y diéxido de nitrégeno (NO2"} y los
no radicales como el dcido nitroso (HNG;), catién nitronio (NO2"), catién nitroxilo
(NO"), anidn nitroxilo (NO"), tetraéxido de dinitrégeno (N203), triéxido de dinitrégeno
(N203), ONOOH vy alquilperoxinitritos (RONOO) y ONOO- (Motterlini et al., 2002).

Por otra parte, el ONOO" en presencia de diéxido de carbono (CO2) da lugar a la
formacion del anion nitrosoperoxicarboxilato el cual puede isomerizarse en un 65-70%
a COz y NOs™ y un 30-35% a NO;" y radical carbonato (COs* ") (Pietraforte et al.,
2003).

En la tabla 1 se presentan una serie de reacciones que involucran la formacion de

especies reactivas de nitrégeno:



Tabla 1. Formacién de especies reactivas de nitrégeno.

H+

NO®* + O,- — ONOO" — HONOO

Formacién de ONOO™ a partir de
NO*y O, .

HONOO —  OH® + NO:*

El radical hidréxilo es capaz de
modificar bases del DNA. El radical
diéxido de nitrégeno es un poderoso
agente  nitrante y  promueve
procesos de lipoperoxidacion.

2NO2* — N20s «— NO® + OONO®* «— NO* + O.°

Mediante diferentes reacciones
puede generarse tetradxido de
dinitrégeno, un poderoso agente
nitrante.

N:Os + H,O — NO; + NO;3 +2H'

Los metabolitos finales del NO® son
los aniones nitrito y nitrato.

NO; + H:0, — NO:*

A su vez, el nitrito en presencia de
H.0, puede generar radical diéxido
de nitrégeno.

NOz*+ NO°* — N:0;

El diéxido de dinitrégeno puede
generar tridxido de dinitrégeno, un
agente capaz de desaminar guanina,
citosina y adenina convirtiéndolas a
xantina, wuracilo e hipoxantina
respectivamente.

NO; + HOCl — NO:Cl

El cloruro de nitrilo es un agente
nitrante que se forma por reaccion
entre nitrito y acido hipocloroso;
este \(ltimo proveniente de la

actividad  enzimdtica de la
mieloperoxidasa.
ONOO + CO; —» CO3* + NO.* El radical carbonato oxida

aminodcidos aromaticos.

5.3 Reactividad del ONOO

El ONOO™ es una especie muy oxidante que puede reaccionar con un amplio nimero

de moléculas entre las que se encuentran bases nitrogenadas como la guanina que es

modificada a 8-nitroguanina (Szabo, 1997). El ONOO™ también reacciona con algunos

aminodcidos como la tirosina dando lugar a la formacién de 3-nitrotirosina (3-NT),
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ademds de reaccionar con otros aminodcidos como triptéfano, cisteina y metionina.
Estos aminodcidos al sufrir alteraciones pueden llevar a la pérdida de la funcién de la
proteina en la que se encuentren.

 Se sabe que proteinas como la actina del citoesqueleto, tirosina hidroxilasa y
prostaciclina sintasa entre otras, son blanco del ONOO™ y pierden su actividad
biolégica. También inactiva enzimas como la SOD, la aconitasa, una enzima del ciclo de
Krebs, la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, una enzima de la via glucolitica, y
otras como la creatinina cinasa. Puede oxidar moléculas de interés bioldgico como la
tetrahidrobiopterina, un cofactor de la NOS vy la tiroxina hidroxilasa y el GSH, que

también es cofactor de enzimas como la glutatién peroxidasa (Szabo, 2003).

5.4 Oxido nitrico sintasa (NOS)

La NOS es una enzima con 3 isoformas producto de 3 distintos genes. La tipo I o
neuronal (NNOS) y tipo III o endotelial (eNOS) son constitutivas y reguladas por
concentraciones intracelulares de calcio. La tipo II o inducible (iNOS) es
independiente de calcio y regulada transcripcionalmente por citocinas como interferdn
y o productos bacterianos como lipopolisacrido. Todas son homodimeros con un
dominio reductasa en el extremo carboxilo terminal donde se localiza un sitio de unién
a FMN, FAD y NADPH y un dominio oxigenasa en el extremo amino terminal donde se
localiza un grupo hemo, un sitio de unién a tetrahidrobiopterina y uno a L-arginina
(Bredt, 1999). Los electrones donados por el NADPH, FMN y FAD, fluyen del dominio
reductasa al oxigenasa para la sintesis de NO* (Ko ne, 2004). Estas enzimas catalizan
la oxidacion de 5 electrones de la L-arginina consumiendo 2 moles de Oz y 1.5 moles de

NADPH por cada mol de NO® formado (Fig. 15) (Zhang et al., 2003).
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NOs

L-arginina + O + NADPH + H* - NO® + L-citrulina + NADP*

Fig. 15. Reaccidn catalizada por la NOS para la sintesis de NO°.

El NO¢ es una molécula pequefia de gas hidrofébico con un tiempo de vida corto
pero con un alto coeficiente de difusion de tal forma que los efectos directos del NO*
ocurren cerca del lugar donde se produce. El NO* induce la activacion de guanilato
ciclasa soluble la cual es una hemoproteina que se encuentra en citosol. Estas dltimas
producen un incremento en los niveles intracelulares de GMPc activando a una proteina

cinasa dependiente de GMPc (PKG) (Kone, 2004).

54.1 Oxido nitrico sintasa en rifién

La nNOS, una proteina de 1439 aminodcidos (Hall et al., 1994) se localiza en macula
densa, tibulos colectores y pelvis renal (Kone, 2004). La expresion de estaisoformaes
regulada por factores de transcripcién como AP-2 y NF-kB. La nNOS también es
regulada postranscripcionalmente mediante fosforilaciones por la protein cinasa A, C o
G, las cuales reducen la actividad catalitica de esta isoforma, mientras que la
desfosforilacién por calcineurina incrementa su actividad. Por otra parte, una proteina
de choque térmico, la Hsp 90, se asocia con esta isoforma para formar un comple jo que
promueve la sinfesis de NO* (Bender et al., 1999).

La iNOS tiene 1153 aminodcidos y se localiza en tibulos proximales y distales (Kone
BC, 2004). Esta isoforma se induce bajo diversas condiciones de estrés dentro de las
que se incluyen aumento de interleucina-1p en células mesangiales (Kunz et al., 1996),
condiciones de isquemia renal aguda (Komurai et al., 2003) y lipopolisacarido (Liaudet
et al., 1997; Lee et al., 2002) entre otras. Ademds esta isoforma es regulada

positivamente por niveles de AMP ciclico (Eberhardt et al., 1996).
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La eNOS conformada por 1203 aminodcidos se localiza en la arteriola aferente y
eferente del glomérulo, en los fubulos proximales, distales y colectores asi como en las
células endoteliales vasculares (Kone, 2004). La Hsp 90, una proteina de choque
térmico, facilita la unién de calcio-calmodulina y dicha intercaccién es requerida para
que los electrones fluyan hacia el dominio reductasa. Ademds, la vida media del mRNA
de la eNOS se prolonga bajo condiciones de estrés oxidativo (Drummond et al., 2000). .

Existen evidencias que sustenten la participacién de la NOS en procesos
fisiopatoldgicos en diversos modelos. Por ejemplo, se ha encontrado que la
administracién de L-arginina incrementa la produccion de ROS en un modelo de
diabetes inducida por estreptozotocina (Satoh et al., 2005). El bloqueo de la NOS
mediante la administracién de N(G)-nitro-L-arginina metil ester, un andlogo de la L-
arginina que se emplea cominmente como inhibidor de la NOS, reduce parcialmente la
generacion de ROS (Satoh et al., 2005). Sin embargo este comportamiento no es
absoluto, debido a que la suplementacién de L-arginina en un modelo de insuficiencia
renal inducida por gentamicina tiene un efecto protector (Secilmis et al., 2005).

También existen cambios en el patrén de expresién y actividad de la NOS bajo
condiciones fisiopatolégicas. Un ejemplo de ello se muestra en ratas Wistar Kyoto
espontdneamente hipertensas en las que se observa un incremento en la expresién de
iNOS en corteza renal de 96% y un aumento de 2 veces en su actividad con respecto a
ratas normotensas. Especificamente en tibulos proximales hubo un incremento en la
expresion de 104% y de 3.3 veces en la actividad acompafiada de un aumento de 2
veces en los niveles de nitritos (Kumar et al., 2005). Otro ejemplo del cambio en el
patrén de expresién de la NOS en el rifibn se observé en un modelo de ratas
espontdneamente hipertensas, en el que la expresién de la eNOS aumenté 1.9 veces

debido al angoitensinégeno II. Ademds esta alteracién esta acompafiada de un aumento
de O,* producido por la NADPH oxidasa, la cual presenté un aumento en la expresion

de una de sus subunidades, la gp91phox asi como disminucién de la SOD-3 o también

conocida como la isoforma extracelular (Adler, 2003).
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Existe la posibilidad de que en ciertas patologias, el papel téxico del NO* se
deba a que al reaccionar con el O,*" se genere ONOO". Este dltimo debido a sus
caracteristicas, podria ser responsable, al menos en parte de los efectos observados

en algunas patologias. Una estrategia para conocer la participacién del ONOO™ en

diversos modelos, es el uso de compuestos que atrapen especificamente a esta especie.

5.5 Metaloporfirinas que catalizan la descomposicién del peroxinitrito

Existen complejos hidrosolubles de hierro III que catalizan la descomposicion de
ONOO" como el 5,10,15,20-tetrakis (2'4' 6'-trimetil-3,5-disulfonatofenil) porfirinato
de hierro [VII], Fe(TMPS); 5,015, 20-tetrakis (N-metil-4"-piridil) porfirinato de
hierro [V], Fe(TMPyP) y 5,10,15,20-tetrakis-4-sulfonatofenil-porfirinato-hierro [III],
(FeTPPS). Estas metaloporfirinas catalizan la conversién del ONOO" a nitratos (Misko
et al., 1998) bajo condiciones fisiolégicas, pH 7.4 y 37°C (Jensen y Riley, 2002). En el
centro de su estructura presentan un niicleo de hierro responsable de la catdlisis del
ONOO" a NO;3". Estos complejos resultan de interés farmacoldgico en modelos de

enfermedad que involucren al ONOO'",

55.1 FeTPPS

El papel protector de estas metaloporfirinas, entre ellas el FeTPPS, ha mostrado
un papel importante en diversos modelos. Uno de ellos en corazdn de ratas de la cepa
Wistar con hiperlipidemia, donde se encontré que esta patologia favorece el
incremento en los niveles de ONOO" asi como el aumento en la presién diastélica
ventricular izquierda. La administracién de FeTPPS (Fig. 16), el cual es capaz de
catalizar la descomposiciéon del ONOO", previene el aumento en la presién en ratas

sometidas a una dieta enriquecida con colesterol al 2% (Onody et al., 2003).
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Fig. 16. Estructura quimica de FeTPPS.

El FeTPPS es capaz de catalizar la descomposicién de ONOQ™ a nitratos (NO3)
bajo condiciones con relevancia fisioldgica, pH 7.4 a 37°C. Un electrén cataliza la
oxidacién del dtomo central de hierro (Fe) de la porfirina pasando del estado Fe (IIT)
a un intermediario y posteriormente al estado Fe (IV) generando anién nitrito (NO2),
el que a su vez puede volver a reaccionar con la porfirina en estado reducide (Fe III)
generando NO3". La adicién de moléculas como ascorbato (AH2) incrementa la velocidad
de descomposicién de ONOO".

En experimentos con morfolinosindnomina (SIN-1), un compuesto que genera

ONOO" al liberar NO* y O,*" se encontré dafio en cultivos de células corticales. En
estos cultivos la exposicion a SIN-1 induce dafio concentracién-dependiente e
inmunoreactividad para 3-NT, un marcador de estrés nitrosativo. Sin embargo, la
exposicion a donadores, unicamente de NO¢, no resulta en el aumento de 3-NT. La
incubacién con FeTPPS o con atrapadores de NOe¢ previno la citotoxicidad y la
formacion de 3-NT (Trackey et al., 2001). Esto indica que el ONOO' es responsable de
la nitracién de proteinas, ademas de que el aumento de 3-NT esta asociado al dafio en

estos cultivos.
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Por otra parte, se ha demostrado en corazones aislados de ratas que la perfusion
por 120 minutos con citocinas proinflamatorias como la IL-1, interferén-y y TNF-a son
responsables del decremento en la funcién contractii del miocardio. Aunque el
mecanismo de dafio no estd claro, se sabe que hay un aumento en la expresion de iNOS.

Ademas se ha demostrado en este modelo, que la actividad de enzimas como la xantina

oxidasa y la NADPH oxidasa estdn incrementadas, por lo que los niveles de O,*". En
consecuencia también estdn elevados y al reaccionar con el NO* se genera el ONOO",
fo cual se comprobé usando marcadores de estrés nitrosativo que detectaron la
presencia de nitrotirosina y ditirosina. La administracién de Fe TPPS en este modelo,
previno la disminucion de la funcién del miocardio (Ferdinandy et al., 2000).

Por otra parte, la administracién de metanfetamina (Imam et al., 2000), un

neurotdxico que causa dafio en las terminales nerviosas dopaminérgicas en roedores,
primates y humanos (Imam et al., 2002), induce estrés oxidativo y en conjunto con el
aumento de la actividad de la nNOS, se favorece la formacion de ONOO-. El
tratamiento con Fe TPPS disminuye los niveles de ONOO- inducido por metanfetamina
en este modelo (Imam et al., 2000).
En un modelo in vitro en la enfermedad de Alzheimer en el que se induce
neurotoxicidad mediante lipopolisacdrido o el péptido PB-amiloide, el FeTPPS
descompone el ONOO- y evita los efectos neurotoxicos de estos 2 tratamientos (Xie
et al., 2002).

Lo anterior muestra al FeTPPS como una herramienta Gtil no sélo para conocer si el
ONOQO™ participa en diversas fisiopatologias, sino también como un posible agente

terapéutico capaz de disminuir los efectos téxicos debidos al mismo.
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2. JUSTIFICACION

La cisplatina es un agente antineopldsico ampliamente usado en el fratamiento
contra el cdncer de un gran nimero de tejidos. Sin embargo, uno de sus principales
efectos secundarios es la nefrotoxicidad. Existen evidencias de que uno de los
mecanismos implicados en la nefrotoxicidad causada por cisplatina en ratas es el
estrés oxidativo. Sin embargo, no se ha demostrado que especies reactivas de
nitrégeno, como el ONOO", estén involucradas en los mecanismos de nefrotoxicidad
inducida por cisplatina. Por otra parte, el Fe TPPS es un compuesto que ha demostrado
en varios modelos experimentales, ser capaz de descomponer el ONOO'.

Lo anterior justifica la biisqueda de compuestos que puedan disminuir el efecto
colateral de la cisplatina asi como el estudio de FeTPPS por ser un compuesto con
capacidad para catalizar la descomposicién del ONOO".

Ademds, la formacién de ONOO" involucra la participacién del NO*, el cual es
producido por la NOS. Sin embargo, en este modelo no se conoce si esta enzima
contribuye en la formacién de ONOO™ aumentando la produccién de NO". Esto justifica

el estudio de la expresién y actividad de la NOS.



3. HIPOTESIS

Existen evidencias de que el estrés oxidativo estd involucrado en la
nefrotoxicidad inducida por cisplatina. Posiblemente otra de las especies
involucradas sea el ONOO™ y un tratamiento con FeTPPS podria disminuir la
nefrotoxicidad tras la administracién de cisplatina debido a su capacidad para
catalizar la descomposicién del ONOO'.

Si en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina el ONOO" contribuye al dafio de
forma importante y dado que su formacidn involucra el NO*, la expresion de la NOS
podria estar incrementada asi como su actividad, explicando en parte, el aumento

del ONOO'.
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4. OBJETIVOS GENERALES

[l Determinar si el ONOO™ estd involucrado en la nefrotoxicidad inducida por
cisplatina evaluando el efecto del Fe TPPS.
B Evaluar la participacién de la NOS en la la nefrotoxicidad inducida por cisplatina

mediante su expresién, mRNA, actividad y productos del metabolismo.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto del FeTPPS por medio de la evaluacién de los siguientes
pardmetros:
[ Funcion tubular.
[ Dafio histolégico.
[ Funcion glomerular.
[ Estrés oxidativo.

[0 Estrés nitrosativo.

Si el ONOO™ se encuentra involucrado en la nefrotoxicidad por cisplatina se
evaluard la contribucién de las 3 isoformas de la NOS en corteza renal externa e
interna mediante:

B Inmunolocalizacién de la proteina y mRNA asi como su cuantificacién.
[ Actividad de las isoformas constitutivas y de la isoforma inducible.

[0 Laexcreciéon urinaria de NO2/NOs".
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5. DISENO EXPERIMENAL

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (Harlan Teklad, México, D.F.) de

9 a 10 semanas de edad (250 g aproximadamente). Se agruparon
aleatoriamente en 4 grupos: 1) Grupo Control (CT), al cual se le administra
una dosis Unica de solucién salina isoténica estéril via intraperitoneal, que es
el vehiculo de la cisplatina; 2) Grupo Cisplatina (Cis), al cual se le administra
una dosis Unica de 7.5 mg/kg de peso de cisplatina via intraperitoneal (Al-
Majed et al., 2003); 3) Grupo FeTPPS (Fe), al cual se le administra una dosis
de 15 mg/kg de peso cada 24 horas de FeTPPS via intraperitoneal (Onody et
al., 2003) y 4) Grupo Cisplatina + FeTPPS (Cis+Fe), al cual se le administré
7.5 mg/kg de peso de cisplatina via intraperitoneal y 15 mg/kg de peso de
FeTPPS via intraperitoneal.

La funcién tubular se evalué realizando las siguientes determinaciones:
proteinuria y excrecién urinaria de N-acetil-p-D-glucosaminidasa (NAG).

La evaluacién del dafio hisfolééico se realizé por medio de un andlisis
cuantitativo de drea tubular dafiada empleando una tincién con hematoxilinay
eosina.

La funcion glomerular se evalué realizando las siguientes determinaciones:
creatinina en suero y BUN.

El estrés oxidativo se evalué midiendo proteinas oxidadas y malondialdeido
por espectrofotometria.

El estrés nitrosativo se evalué mediante la deteccién inmunoldgica de 3-
nitrotirosina por inmunohistoquimica.

Las 3 isoformas y el mRNA de la NOS se evaluaron mediante deteccidn
inmunoldgica e hibridacién in situ respectivamente. Posteriormente se hizo

un andlisis cuantitativo del drea tubular marcada.
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Se evalud la actividad de la nNOS y eNOS, isoformas constitutivas de la
NOS y de la isoforma inducible, iNOS en corteza renal.
Se determiné la excrecién urinaria NO,/NOs", productos finales del

metabolismo del NO°.
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6. METODOLOGIA

6.1 Reactivos

La cisplatina (no. de catdlogo P-4394), la resina de intercambio catiénico Dowex-
50WX8-200fueron adquiridas en Sigma-Aldrich el FeTPPS de Calbiochem (no. de
catdlogo 341492) el anticuerpo anti 3-nitro-L tirosina (No. de catdlogo 05-233) fue
obtenido en Upstate (Lake Placid, NY, USA), el anticuerpo anti Ig acoplado a
peroxidasa de rdbano fue de Stressgen (Victoria BC, Canada). Los anticuerpos anti-
nNOS (no de catdlogo sc-5302), anti-iINOS (no de catdlogo sc-7271), anti-eNOS (no
de catdlogo sc-654) fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnolog. El bromolevamisol,
anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalinay el rojo rdpido (no. de catdlogo
K1396) y la 3,3 diaminobencidina (no. de catdlogo K346811) fueron de estuches
comerciales de DakoCytomation. Las sondas de oligonucleétidos para las 3 isoformas
de la NOS con un fluorocromo en el extremo 5 de MWG Biotech, Ebersberg,
Alemania’. El p-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminido, p-nitrofenol, albimina sérica
bovina (ASB), nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido (NADPH), glutation
reductasa, GSH, leupeptina, pepstatina A, aprotinina, dinitrofenilhidrazina (DNPH),
sulfato de estreptomicina, guanidina-HCl, L-arginina (no. de catdlogo A-5131),
tetrahidrobiopterina (no. de catdlogo T-4425), el B-mercaptoetanol (no. de catdlogo
M-3148), nitro-L-arginina metil ester-HCl, naftaleno (no. de catdlogo 7021),
calmodulina, reactivo de Folin & Ciocalteu's fenol, 1,1,3,3-tetrametoxipropano,
hidroxitolueno butilado, tritén, Tris-HCl, Hepes (no. catdlogo H-3375),
dietilpirocarbonato (DEPC) (no. catdlogo D-5758), N-naftiletilendiamina (no. de
catdlogo N-9125), 14-bis(5-fenil-2-oxazolil) benzeno (POPOP) y 2 5-Difeniloxazol
(POP) fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). La [3H]-L-arginina fue de
Amersham. El 1-metil-2-fenilindol, etilenglicol y dioxano se obtuvieron de Aldrich (St.
Louis, MO). El citrato trisédico, la azida de sodio y el cloruro de calcio fueron
obtenidos en Merck. El carbonato de sodio, dcido tricloroacético (TCA), EDTA
disédico, fosfato bésico y dibdsico de sodio, HCI, sulfato de amonio, sulfato de cobre,
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hidréxido de sodio, el cloruro ciprico, alcohol etilico absoluto anhidro, xilenos,
acetonitrilo, dcido sulfanilico y nitrito de sodio fueron obtenidos en J.T. Baker
(México, D.F.). Las determinaciones de urea en sangre se realizaron con estuches
c&nerciales (no. de catdlogo 1001325) de la marca Spinreact, S.A., (Espafia). Para las
determinaciones de creatinina en suero y orina se utilizé hidréxido de sodio de
Beckman (no. de catdlogo T002241) y dcido picrico (no. de catdlogo SA080) de Analit.
La parafina (no. de catdlogo 8889-501006) se obtuvo de Oxford. La hematoxilina (no.
de catdlogo 688), la eosina (no. de catdlogo 738) y la resina sintética (no. de catdlogo

7987) fueron obtenidas de Hycel de México SA de CV.

6.2 Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (Harlan Teklad, México, D.F.) de 250 g
de peso (9-10 semanas de edad). Las ratas se aclimataron a jaulas metabélicas de
acero inoxidable dos dias antes del estudio y asi se mantuvieron a lo largo del

tratamiento con ciclos artificiales de luz/oscuridad de 12 h con agua ad /libitum.

6.3 Tratamiento de los animales

Se usaron 24 ratas las cuales se dividieron en los siguientes grupos: 1) Grupo
Control (CT, n=6), al cual se le administré una dosis tinica de 1.4 mL de solucién salina
isoténica estéril via intraperitoneal (i.p), que es el vehiculo de la cisplatina; 2) grupo
cisplatina (Cis, n=6), al cual se le administré una dosis tnica de 7.5 mg/kg de peso de
ciéplatina via i.p (Al-Majed et al., 2003); 3) grupo FeTPPS (FeTPPS, n=6), al cual se le
administré una dosis de 15 mg/kg de peso cada 24 horas de FeTPPS via i.p (Onody et
al., 2003) y 4) grupo cisplatina + Fe TPPS (Cis+Fe TPPS n=6), al cual se le administré una
dosis tnica de 7.5 mg/kg de peso de cisplatina viai.p y 15 mg/kg de peso de Fe TPPS via

i.p. cada 12 horas durante 3 dias.
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El tratamiento con FeTPPS fue por un periodo de 3 dias y los animales se
sacrificaron por decapitacién. El peso corporal, volumen urinario y consumo de alimento
se midi6 diariamente.

La orina recolectada de 24 horas se centrifugé a 2,500 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se colocaron 2 alicuotas en tubos eppendorf a -74°C hasta las
determinaciones correspondientes.

Al momento del sacrificio la sangre de las ratas se recolecté individualmente en
tubos de ensayo de vidrio de 13 x 100 mm, se centrifugo a 2,500 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se recolecté el suero y se -
prepararon alicuotas en tubos eppendorf congeldndose a -74°C hasta su uso.

Uno de los rifiones extraidos de cada rata se seccioné y se fijé en alcohol etilico al
95% para su posterior preparacién de cortes histoldgicos. Otro rifién se almacené en

tubos eppendorf y se congelé a -74°C hasta su uso para determinaciones posteriores.

6.4 Determinaciones bioquimicas
6.4.1 Evaluacién la funcién tubular

6.4.11 Proteinuria

La proteinuria se determiné midiendo la turbidez generada por la precipitacion de
las proteinas con TCA a 420 nm (Fig. 17). Se incubé 1 ml de orina diluida con agua
destilada 1:5 y 250 pl de TCA al 12.5% por 10 minutos a temperatura ambiente. Para
cada muestra se preparé un blanco sin TCA. Se calibré a cero el espectrofotémetro
utilizando 1 mL de H:O destilada y 250 ul de TCA al 12.5%. Para determinar la
concentracién se interpolaron las densidades épticas en una curva patrén de ASB al
0.1% con una concentracién de entre 0.04 y 0.8 mg/mL. Los resultados se multiplicaron

por el volumen urinario de 24 horas y se expresaron como mg de proteina/24 h.
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Fig. 17. Reaccion entre las proteinas excretadas en la orina y el dcido
tricloroacético para formar un precipitado y asi medir la turbidez de la reaccién
a 420 nm.

6.4.1.2 Excrecion urinaria de N-acetil-p-D-glucosaminidasa (NAG)

La actividad NAG se determiné mediante un ensayo basado en la conversién del p-
nitrofenil-N-acetil-p-D-glucosaminido (sustrato de la enzima) en p-nitrofenol
(producto de la reaccién), que en medio alcalino pasa de su forma protonada a su forma
anidnica (Fig. 18). Se utilizaron 50 pl de orina, 550 pl de amortiguador de citratos
0.05 M, pH 4.4 y 125 pl de sustrato a una concentracién final de 6.8 mM. Para cada
muestra se preparé un blanco sin sustrato y para evaluar la conversién espontanea del
sustrato uno sin muestra de orina. Todos los tubos se agitaron y se incubaron a 37°C
durante 15 min. La reaccién se detuvo con 550 pl de Naz2CO3 0.2 M, pH 10.4 y se lee en
el espectrofotémetro a 405 nm. La absorbencia de la forma anidnica del p-nitrofenol
se interpolé en una curva de calibracién de una solucién de p-nitrofenol 0.5 mM con
rangos de 5 a 175 nM. Los resultados se expresaron como unidades (U) de NAG/24 h
en donde una U se define como la cantidad de enzima que libera un pmol de p-

nitrofenol por minuto.

HOH, —@—NO HOH,C
2 NAG O -
" —_— OH + H O, === NO,
HO H OH Na,CO,

NHCOCH, NHCOCH,

p-nitrofenil-N-acetil

= N-acetil-D-glucosa p-nitrofenol p-nitrofenolato
B-D glucosaminido

Fig. 18. Reaccién de la NAG sobre el p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminido para formar el p-
nitrofenol, que en medio dcido se encuentra protonoado e incoloro. Al afiadir carbonato de sodio

a la reaccién, el p-nitrofenol se transforma a su forma aniénica que absorbe a 405 nm. -



6.4.2 Histologia

6.4.2.1 Andlisis estructural

. Las secciones cortadas de rifién se fijaron en etanol al 95% durante 3 dias, y se les
dio el siguiente tratamiento: (1) un bafio en etanol al 100% (2) un bafio en etanol al 96%
(3) un bafio en una mezcla 1:1 de xilol-etanol y (4) dos bafios en xilol durante 1 hora
cada uno. A continuacién los secciones de rifién se incluyeron dando 3 bafios de
parafina durante 1 hora cada uno. Posteriormente se realizaron cortes de tejido de 3
um de espesor los cuales se desparafinaron con dos bafios consecutivos de 3 minutos
en: xilol, una mezcla 1:1 de xilol-etanol, etanol al 100%, etanol al 96%, agua destilada,
hematoxilina, agua destilada, etanol al 70% con 1% de HCl, carbonato de litio, agua
destilada, etanol al 96%, eosina, etanol al 96%, etanol 100%, una mezcla 1:1 de xilol-

etanol y xilol. Se colocé una resina sobre la muestra y finalmente un cubreob jetos.

6.4.2.2 Cuantificacién del drea tubular dafiada

Se analizé el dafio estructural de cada una de las 24 laminillas tefiidas, en un
microscopio de luz Leica, seleccionando 10 tibulos en 3 campos aleatoriamente tanto
en corteza renal externa como interna. El drea tubular dafiada se determiné mediante
el programa Qwin Image Analyzer en el que cada tibulo corresponde a 100% de drea.
Posteriormente se seleccionaron sobre ese mismo tibulo las dreas dafiadas y mediante
una relacién entre ambas dreas se expresé el resultado como porcentaje de drea

tubular dafiada.

6.4.3 Evaluacién de la funcién glomerular

6.4.3.1 Creatinina en suero

La creatinina se determiné mediante un método cinético basado en la generacién de
un producto de color anaranjado generado por la reaccién de la creatinina con el

picrato alcalino (reaccién de Jaffé, Fig. 19). El producto se detecta a 492 nm y su



absorbencia es directamente proporcional a la concentracién de creatinina presente en
la muestra. Se prepararon las siguientes soluciones en tubos de ensayo: un blanco con
5Q HL de agua destilada, 50 pL de un estdndar de creatinina de 2.0 mg/dL y 50 pl del
suero de las muestras experimentales. Se adicionaron 500 plL de dcido picrico e
hidréxido de sodio (1:1), se mezclan con vértex y se lee espectrofotométricamente a
los 30 y 90 segundos. El blanco sélo se empleé para calibrar a cero. La cantidad de
creatinina presente en las muestras se obtuvo por diferencia de lecturas entre los dos
tiempos con aquella del estdndar de creatinina y al dividir la densidad éptica obtenida
de la muestra entre la densidad éptica del estdndar y multiplicar el resultado por la
concentracién del estdndar.

Los resultados se expresaron como mg de creatinina/dL. Para la determinacion de

creatinina en orina se sigue en mismo método en muestras diluidas 1:50 en agua.

Ha\N NQ’ ) NO
—ﬁ o H O2 2
! + Ho —Q—NO, _
NH
NH No NH
2 NQ2 /N
e NH
Creatinina Acido picrico Complejo picrato-creatininal
A =492 nm

Fig. 19. Reaccién de Jaffé. La creatinina reacciona con el dcido picrico para formar
un complejo colorido de creatinina-picrato el cual absorbe a 492 nm.

6.4.3.2 Nitrdgeno de urea en sangre

La concentracién de nitrégeno de urea en sangre, especificamente en suero, se
determiné espectofotométricamente a 510 nm (Fig. 20) con un estuche comercial de la
marca Spinreact. A esta longitud de onda absorbe un producto de la reaccién de la
urea con el ortoftalaldehido. En un tubo se mezclaron 10 pl de la muestra de suero con
400 pl de ortoftalaldehido (4.8 mM) y 400 pl de borato (87 mM), se incubé a 37°C por
15 minutos y se midié la densidad éptica a 510 nm. En las mismas condiciones se incluyé

un blanco con agua destilada en lugar de muestra experimental y 10 pl del estdndar de
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urea de 50 mg/dL. La concentracién de urea en el suero se obtuvo al dividir la
densidad dptica obtenida de la muestra entre la densidad optica del estdndar y
multiplicar el resultado por la concentracién del estdndar de urea. Finalmente la
cantidad de nitrégeno de urea se obtuvo dividiendo la concentracién de urea entre 2.14
que es un factor de correccién correspondiente a la relacién entre los dtomos de

nitrégeno y el peso molecular de la urea. Los resultados se expresan en mg/dL.

) g A - B
CC: Ty — ©CN>=° HQQ?”

Orto-ftalaldehido Urea Complejo de Ortoftalaldehido-urea
A=510nm

Fig. 20. Reaccién entre la urea y el ortoftalaldehido en medio dcido para producir un complejo
colorido que se lee a 510 nm debido a la deslocalizacién de los electrones.

6.5 Estrés oxidativo

6.5.1 Cuantificacion de grupos carbonilo en corteza renal

Se cuantificaron los grupos carbonilo en los homogenados de corteza de rifion (1:10)
debido a que el mayor dafio se localiza en esta zona. Dichos homogenados se
prepararon en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7 con inhibidores de proteasas
[leupeptina (5 ng/ml), pepstatina A (7 ug/ml) y aprotinina (5 pg/ml)], EDTA 1 mM y
tritén X-100 al 0.1%. Los homogenados se centrifugaron y trataron con sulfato de
estreptomicina al 10% por 24 h a 4°C. Se obtuvieron los sobrenadantes libres de
dcidos nucleicos que se trataron con 600 pl de 2 4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10
mM disuelto en HCl 2.5 M por 1 h a temperatura ambiente (Maldonado et al., 2003). La
DONPH reacciona con los grupos carbonilo de las proteinas oxidadas presentes para
formar un comple jo proteina-hidrazona el cual absorbe a 370 nm (Fig. 21). El contenido

de carbonilos de las proteinas se determiné utilizando el coeficiente de extincion del
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DNPH (2.0 x 10* M cm™) y la concentracién de proteinas determinada a 280 nm en los

tubos blancos. Los resultados se expresan como nmoles de carbonilos/mg de proteina.

0
OzN NO2 ” 'HZO OZN Noz
C
@ : 7N C[ N—N C/R
NHNH, R R =G
H R
DNPH Carbonilo Proteina-hidrazona

Fig. 21. Reaccién entre la 2,4-dinitrofenilhidrazina y los grupos carbonilo presentes en las
proteinas oxidadas para dar un complejo de proteina hidrazona, marcador de estrés oxidativo.

6.5.2 Cuantificacién de MDA en corteza renal

Se cuantificé el MDA en los homogenados de corteza de rifién (1:10) debido a que
el mayor dafio se localiza en esta zona. Dichos homogenados se prepararon en
amortiguador de fosfatos 20 mM pH 7.4 con hidroxitolueno butilado 0.5 M en
acetonitrilo y se centrifugaron a 3000 x g a 4°C durante 10 minutos. Se tomaron 200
pL el sobrenadante y se adicionaron 650 pL de 1-metil-2 fenilidol en acetonitrilo a
una concentracién final de 10 mM y posteriormente se diluyé 3:1 con metanol al 100%.
Se agité en vortex y se adicionaron 150 pL de HCl al 37%. Por cada muestra se realizé
un blanco que lleva 200 pL del sobrenadante, 650 pL de una disolucién de acetonitriloy
metanol 3:1y 150 pL de HCl al 37%. Se realizé una curva estdndar a partir de una
disolucién de 1,1,3,3 -tetrametoxipropano (TMOP) 10 mM en Tris-HCl 20 mM pH 7.4
adicionando 650 pL de una disolucién de acetonitrilo y metanol 3:1y 150 pL de HCl al
37%. Después de incubar 50 minutos a 45°C las muestras se centrifugan a 2000 x g
durante 10 minutos a 4°C. Se obtuvo el sobrenadante en el que se encuentra el MDA
que al reaccionar con el 1-metil-2 fenilidol forma un complejo azul que se detecta a

586 nm (Erdelmeier et al., 1998; Gerard-Monnier et al., 1998) (Fig. 22). La
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concentracion de proteinas de los homogenados se determiné por el método de Lowry.

La cantidad de MDA se expresé como nmol MDA/mg proteina.

Malondialdehido 1-metil2-fenilindol Complejo colorido

Fig. 22. Reaccién entre el MDA y 1-metil-2fenilidol para dar un complejo colorido detectable a 586 nm.

6.6 Estrés nitrosativo

6.6.1 Andlisis de inmunohistoquimica de 3-nitrotirosina

Se hicieron cortes de 3 mm de rifion y se colocaron en portaobjetos para
desparafinizar y posteriormente hidratar. Se incubaron los muestras con Hz0: al 4.5%
en metanol durante 1.5 horas para inhibir las peroxidasas endégenas. Posteriormente
se bloquearon con ASB al 3% en amortiguador de fosfatos pH 7.4 durante 30 minutos.
Las muestras se incubaron con anticuerpo anti-nitrotirosina diluido 1:700 en una
cdmara himeda. Después de la incubacién se lavaron con amortiguador de fosfatos pH
7.4 (PBS) y se incubaron con un anticuerpo anti-Ig conjugado con peroxidasa diluido
1:1000 por 1.5 horas. Se lavaron con PBS y se revelaron con 3,3' diaminobencidinay los
tejidos se contrastaron con hematoxilina. Se vertié una resina y se colocé un
cubreobjetos para su observacién al microscopio. Una coloracién café indica la

presencia de 3-nitrotirosina.
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6.7  Andlisis de inmunohistoquimica de NOS

Se hicieron cortes de 3 mm de rifién y se colocaron en portaobjetos para
desparafinar y posteriormente hidratar. Se incubaron los cortes con bromolevamisol
durante 30 minutos para inhibir las fosfatasas endégenas. Posteriormente se
incubaron los cortes con suero de cabra al 5% en con tritén al 0.3% durante 20
minutos. Los 4 grupos se incubaron con anticuerpo anti-nNOS hecho en ratén
utilizando una dilucién 1:25 en PBS. Otra serie de los 4 grupos se incubé con anti-iNOS
hecho en ratén utilizando una dilucién 1:25 en PBS y otra serie se incubé con anti-
eNOS hecho en cone jo utilizando una dilucién 1:100 en PBS. Las 3 series se incubaron
durante 12 horas a 4°C en una cdmara himeda. Después de la incubacién con los
anticuerpos anteriores, se realizaron 2 lavados con PBS durante 30 minutos cadaunoy
las 3 series se incubaron con un anticuerpo anti-Ig conjugado con fosfatasa alcalina
durante 1 hora a 4°C en una cdmara himeda. Las muestras se lavaron con PBS y se
revelaron con rojo rdpido contrastando los tejidos con hematoxilina. Se vertié una
resina sobre el portaobjetos y se colocé un cubreobjetos para su observacién al
microscopio. Una coloracién rosa indica la presencia de nNOS, iNOS y eNOS.

Se realizé una cuantificacién de las 3 isoformas de la NOS mediante microscopia
acoplada a un software que selecciona las dreas de tincién rosa de un campo y las
expresa como porcentaje de drea fefiida. Lo anterior representa el porcentaje de
expresion de las 3 isoformas de NOS y se seleccionaron 3 campos para 2 zonas
renales distintas (corteza externa e interna) aleatoriamente de las 3 series de los 4
grupos. Las imdgenes se capturaron y analizaron mediante el software KS-300 versién

3.0 (Carl Zeiss, Germany).

6.8 Hibridacidn in situ

Para la deteccién del mRNA de cada una de las 3 isoformas de las NOS se
utilizaron sondas de oligonucleétidos (MWG Biotech, Ebersberg, Alemania) que

contienen un fluorocromo en el extremo 5'. La sonda antisentido de 20 bases para la
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nNOS (3'-AAGTTGETCGCAGAGGAGGAT-fluoresceina-5') es complementaria a las
posiciones 2736 a 2775 del mRNA de Rattus norvegicus correspondiente a la
secuencia almacenada en GenBank con acceso nimero NM 052799. La sonda
uﬁfisen'rido de 20 bases para la iNOS (3'-TCAAACTGGTCTCCTGGGTC-Rojo Texas-5")
es complementaria a las posiciones 546 a 565 del mRNA de Rattus norvegicus
correspondiente a la secuencia almacenada en GenBank con acceso nimero NM 012611.
La sonda antisentido de 21 bases para la eNOS (3'-TACCAGTTGATAAAGGACAGG-
Citocromo 5-5') es complementaria a las posiciones 1393 a 1413 del mRNA de Rattus
norvegicus correspondiente a la secuencia almacenada en GenBank con acceso nimero
NM 021828. Las sondas fueron resuspendidas en DEPC 1 yg/ml y almacenado a -20°C.
Las sondas fueron diluidas en DEPC (500 ng/ml) antes de la hibridacion y se
incubaron en los cortes renales durante 12 horas y posteriormente se lavaron durante
30 minutos con Tris 100 mM pH 7.2. Las imdgenes se capturaron y analizaron mediante

el software KS-300 versién 3.0 (Carl Zeiss, Germany).

6.9 Actividad de la NOS

La actividad de la NOS se midié6 en homogenados de corteza renal mediante la
conversién de L-arginina a L-citrulina y NO. El tejido fue homogenizado en 260 mL de
amortiguador 50 mM Tris-HCl, 0.1 mM de EDTA, 0.1 de EGTA, _0.1% de B-
mercaptoetanol a pH 7.5 con inhibidores de proteasas. Se determiné la cantidad de
proteina en el homogenado mediante el método de Lowry y se utilizaron 500 pg de
proteina para el ensayo en presencia de 10 pM de L-arginina, 1 mM de NADPH, 100 nM
de calmodulina, 30 uM de tetrahidrobiopterina, 2.5 mM de CaClz y 0.2 pCi de H] L-
arginina. La actividad de la iNOS se determiné en ausencia de CaCl; y en presencia de
EDTA/EGTA 10 mM. Las muestras se incubaron en un volumen final de 100 pL durante
30 minutos a 37°C. Al termino de la incubacién se detuvo la reaccién con 1 mL de
EGTA/EDTA 2 mM, HEPES 20 mM a pH 5.5 y posteriormente se adicionan 5 mL de
liquido de centelleo compuesto por POPOP (0.2 g/L), POP (4 g/L), naftaleno (60 g/L),
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metanol (100 ml/L), etilenglicol (20 mL/L) y dioxano (cbp 1 L). Cada muestra se
transfiere a una columna con resina de intercambio catiénico Dowex-50WX8-200 la
cual retiene L-arginina (Perez-Severiano et al., 2002). En el volumen eluido se detecta
la bresencia de [*H] L-citrulina utilizando un contador de centelleo Beckman LS6500
durante 1 minuto. La actividad de la NOS constitutivay de laiNOS se reporté como ng

L-cit/500 mg prot/30 min.

6.10 Excrecion urinaria de NO>/NO3”

Se determiné la cantidad de NO2/NOs™ excretados en orina tomando 150 pL de
orina recolectada de dia 3. Se adicionaron 75 pL de formato de amonio y 75 pL de
bacteria Escherichia coli disuelta en amortiguador de fosfatos. Esta bacteria
proporcionard la nitrato reductasa necesaria para reducir todos los NOs” a NOz". Se
incubaron a 37°C durante 60 minutos en bafio maria con agitacién. Se determinaron los
niveles de NO2'/NOs™ en orina mediante la reaccién de Griess (Fig. 23) tomando 200
uL del sobrenadante anterior y adicionando 400 puL de dcido sulfanilico y 400 pL de N-
naftiletilendiamina. Se agité y posteriormente se leyé espectofotométricamente a 543
nm. Se prepard una curva estdndar de nitrito de sodio 25 mM y se le dio el mismo
tratamiento (Bartholomew, 1984; Granger et al., 1990). Los resultados se expresan

como nmol de NO2/NO3z/minuto.
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Nitrato reductasa
NO; + NADPH + H* ——— NO, + NADPH* + H*

NO,
HSO;@ NH, — 2, H,NSO, @- N* =N

Acido sulfanilico

oo e .
Azocompuesto O -naftiletilendiamina

A =540 nm

Fig. 23. Determinacién de NO, /NOs” mediante la reaccién de Griess.

6.11 Andlisis estadistico
Los datos se reportaron como la media + error estdndar de la media. Los datos se
analizaron con el programa Prism 3.0 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) usando la

prueba de ANOVA y comparaciones miiltiples con el método de Bonferroni.
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7. RESULTADOS

7.1 Peso corporal. El peso corporal de las ratas tratadas con cisplatina disminuyd

significativamente en el dia 3 del estudio con respecto al grupo control (Fig. 24). Esto

puede deberse, en parte, a que uno de los efectos secundarios de la administracidn de

cisplatina es la diarrea, la cual se presenté en los animales que la recibieron. La

administracién de FeTPPS previno este efecto en el grupo Cis+FeTPPS.

Peso corporal

Dia 3
250, a a "
-
200
8 150
E
hd
O 100
50-
o/ =6 n=6 n=6 n=6
Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 24. Efecto de Cis, FeTPPS y Cis+
FeTPPS sobre el peso corporal. Los
grupos marcados con letras distintas son
significativamente diferentes (p < 0.01).

7.2 Volumen urinario. La administracién de Cis o FeTPPS no indujo aumento en el

volumen urinario en el dia 3 con respecto al control (Fig. 25).

Volumen Urinario

Dia 3

10,

9.

: 5 1
e —|_
3.
E 4 T

3.

2.

1.

ol ) =6 =6 =6

Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 25. Efecto de Cis, FeTPPS y Cis+
FeTPPS sobre el volumen urinario. No
hay diferencia estadistica entre los
diferentes grupos.
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7.3  Evaluacién de la funcién tubular

7.3.1 Proteinuria.

Se observé un aumento significativo de proteinuria en el dia 3 en las ratas
tratadas con Cis con respecto al control. La administracién de FeTPPS previno este

aumento en el grupo tratado con Cis+FeTPPS (Fig. 26).

Proteinuria
Dia3
i b
n = i
B0
: 50+ a )
5 T Fig. 26. Efecto de Cis, Fe y Cis+Fe sobre la
': 401 proteinuria. Los grupos marcados con letras
9 distintas son significativamente diferentes
g (p < 0.001).
201 a
= N
10‘ —
0- n=5 n= n=5 n=6
ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

7.3.2 Excrecién urinaria de NAG.
La excrecidn urinaria de NAG aumentd significativamente en el grupo tratado con

Cis con respecto al control y este efecto fue revertido tras la administracién de FeTPPS
(Fig. 27).

Excrecion urinaria de NAG
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= Fig. 27. Efecto de Cis, FeTPPS vy
€ sl Cis+FeTPPS sobre la excrecién urinaria de
2" NAG en el dia 3. Los grupos marcados con
~ letras distintas son significativamente
s a diferentes (o < 0.001).
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Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS
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7.4 Histologia.
7.4.1 Andlisis histoldgico.

Los resultados del andlisis histoldgico, tincién con hematoxilina & eosina e
inmunohistoquimica para 3-NT mostraron lo siguiente: en comparacién con la corteza
renal de los animales control (CT), los animales tratados con cisplatina mostraron dreas
extensas de vacuolacién, edema y necrosis tubular con esfacelacién lo cual afecté el
80+5% del revestimiento epitelial de los tubulos contorneados proximales (Fig. 28). La
toxicidad de la cisplatina fue mayor aln en la porcién recta de los tibulos contorneados
de la unidn cortico-medular, en donde el estudio morfométrico mostré que mas del 95%
del epitelio tubular (Fig. 28) presentd necrosis o dafio celular extenso manifestado por
edema y vacuolacién celular, estas mismas dreas también mostraron intensa inmunotincién
para 3-NT. La administracién de FeTPPS disminuyd significativamente, en 50% la
extensién del dafio epitelial tubular de los tibulos contorneados proximales (Fig. 28)
disminuyendo también de manera acentuada la inmunotincién para 3-NT (Fig. 36),
mientras que en la porcién recta de los fibulos contorneados (Fig. 28) la administracién
de FeTPPS indujo una disminucién del 20% en la extensién de la superficie epitelial
tubular necrética, disminuyendo también la intensidad de la inmunotincién para 3-NT

(Fig. 36). La administracién exclusiva de FeTPPS no produjo ninguna anormalidad

histoldgica en los rifiones (Fig. 28 y 29).

Fig. 28. Andlisis histolégico de corteza externa. Tincién H&E. 400X.

45



Fig. 29. Andlisis histolégico de corteza interna. Tincidn H&E. 400X.

7.4.1.1 Cuantificacién del drea tubular dafiada. La Figuras 28 y 29 muestran un alto

porcentaje de dafio en tibulos proximales debido a la administracién de cisplatina y las

Fig. 30 y 31 expresan el porcentaje de dafio inducido por cisplatina en corteza externa e

inferna, respectivamente.

Porcentaje de dafio tubular

100;

Daiio tubular en corteza externa

—
*
——
n=5 n=5
Cis Cis+FeTPPS

Fig. 30. Efecto de Cis+FeTPPS sobre
el porcentaje de drea dafiado en el
dia 3. El grupe marcado con
asterisco es significativamente
diferente. *p < 0.003 vs. Cis.
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Porcentaje de dafio tubular
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251

Dario tubular en corteza interna
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Cis

Cis+FeTPPS

7.5 Evaluacién de la funcién glomerular

7.5.1 Creatinina en suero.

Fig. 31. Efecto de Cis+Fe sobre el
porcentaje de drea dafiado en el dia 3.
*p < 0.0409 vs. Cis.

La administracién de Cis indujo un aumento en los niveles de creatinina en suero.

Este efecto es parcialmente prevenido con la administracién de FeTPPS ya que el grupo

Cis+FeTPPS es diferente significativamente del control pero también del grupo Cis (Fig.
32).

mg/dL
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Creatinina en suero
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Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 32. Efecto de Cis, FeTPPS y Cis+FeTPPS
sobre la concentracion de creatinina en
suero. Los grupes marcados con letras
distintas son significativamente diferentes
(p < 0.001).
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7.5.2 Nitrégeno de urea en sangre. La administracién de Cis indujo un incremento

en la concentracién de nitrégeno de urea en sangre y este efecto fue prevenido por la

administracién de FeTPPS de forma parcial (Fig. 33).

BUN
Dia 3

1004 b

.

754
Fig. 33. Efecto de Cis, FeTPPS y
B Cis+FeTPPS sobre la concentracion de
? ¥ ¢ nitrégeno de urea en sangre. Los grupos
marcados con letras distintas son

251 A a significativamente diferentes (p < 0.01).
ct Cis FeTPPs Cis+FeTPPS

7.6 Estrés oxidativo.

7.6.1 Proteinas oxidadas. El contenido de grupos carbonilo de las proteinas no

presenté cambios significativos tras la administracidn de Cis (Fig. 34).

Contenido de carbonilos

El

8 1
- 7
&6 ==
gr —= == Fig. 34. Efecto de Cis, FeTPPS y Cis+FeTPPS
S sobre la oxidacién de proteinas. No hay
E 3 diferencia significativa entre los 4 grupos.

2

H

lo n=6 n=6 n=6 =6

Ct Cis FeTPPS Cis+ FeTPPS
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7.6.2 MDA. El contenido de MDA aumenté en el grupo tratado con cisplatina y
este efecto no es prevenido por la administracién de FeTPPS (Fig. 35).

Malondialdehido
3.0 b b
T -

. _?_ Fig. 35. Efecto de Cis, FeTPPS y
g 2 a Cis+FeTPPS sobre la produccién de
3 T MDA.

é 1.5
£

0.5+

ool Ln=s n=6 =6 n=6

' ct Cis  FeTPPS Cis+FeTPPS

7.7 Estrés nitrosativo. La administracién de cisplatina induce un aumento en la
nitracion de proteinas el cual es prevenido parcialmente por la administracion de

FeTPPS (Fig. 36).

Fig. 36. Inmunohistoquimica de 3-nitrotiresina. 400X.

7.8 Expresion de NOS
7.8.1.1 Expresion de nNOS en corteza rena externa. La Fig. 37 muestra la

inmunolocalizacién de la nNOS en la corteza renal externa. El grupo administrado con
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cisplatina muestra un aumento en la tincién, mientras que la administracién de FeTPPS

en el grupo Cis+FeTPPS no es capaz de prevenir este aumento.

Fig. 37. Inmunchistoquimica de nNOS en corteza renal externa. 400X.

7.8.1.2 Expresion de nNOS en corteza renal interna. La Fig. 38 muestra un
aumento en la expresion de nNOS en el grupo tratado con cisplatina y este aumento

disminuye en el grupo Cis+FeTPPS.

Fig. 38. Inmunohistoquimica de nNOS en corteza renal interna. 400X.

7.8.2.1 Expresidn de iNOS en corteza renal externa. La Fig. 39 muestra que la
administracion de cisplatina induce un aumento en la expresién de la iINOS y esta

induccién disminuye en el grupo de Cis+FeTPPS.
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Fig. 39. Inmunohistoquimica de iNOS en corteza renal externa. 400X.

7.8.2.2 Expresién de iNOS en corteza renal interna. La Fig. 40 muestra un
aumento de la expresién de iINOS en el grupo administrado con cisplatina. En el grupo

tratado con cisplatina + FeTPPS este aumento continua.

Fig. 40. Inmunohistoquimica de iNOS en corteza renal interna. 400X.

7.8.3.1 Expresién eNOS en corteza renal externa. La Fig. 41 muestra un aumento
en la expresién de eNOS en el grupo tratado con cisplatina. En el grupo Cis+FeTPPS no se

observan cambios con respecto al control.
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Fig. 41. Inmunohistoquitmica de eNOS en corteza renal externa. 400X.

7.8.3.2 Expresiéon eNOS en corteza renal interna. La Fig. 42 muestra un aumento

en la expresién de eNOS disminuyendo en el grupo Cis+FeTPPS.

Fig. 42. Inmunohistoquimica de eNOS en corteza renal interna. 400X.
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En la tabla 2 se describen los cambios en cada una de las 3 isoformas de la NOS.

Tabla 2. Cambios encontrados en la expresidn de la NOS

en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina.

ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS
nNOS Se encontré No hay aumento en la Patrén de Hay aumento de expresién
inmunotincion en | expresion en glomérulos | expresién muy en tdbulos proximales.
mdcula densa, pero si en tibulos similar al control. | Se observa tincidn
tibulos proximales. Existe positiva en las células
proximales y asociacidn entre las zonas donde hay menor dafio.
distales y menor | de necrosis y la expresién
presencia en de la enzima.
glomérulos.
iNOs Se observa Hay un aumento muy Patrén de Se observa una tincién
expresion en discreto en glomérulo. expresién similar | muy discreta en glomérulo
tibulos Aumenta la expresién en | al control. y disminucién en tibulos
proximales. tibulos proximales. La proximales con respecio al
tincidn esta asociada al grupo administrado con
dafio estructural. cisplatina, sin embargo se
observa tanto en tejido
preservado como en aquel
donde hay necrosis.
eNOS | Englomérulo hay | En glomérulo aumenta Patrén de Se mantiene el aumento
mayar tincién con | ligeramente la tincidn. expresion similar | de expresidn en glomérulo.
respecto a nNOS | En los tibulos proximales | al control. En tibulos proximales hay
e iNOS. Se hay un aumento evidente. una disminucién en las
observa Hay presencia de la zonas sin dafio y en
inmunotincién enzima en zonas donde aun aquellas que presentan
tenue enmacula | el tejido esta preservado necraosis tubular.
densa y ausencia | y en las zonas de necrosis.
de estaen Hay un aumento de tincién
tibulos distales. | importante en los tibulos
En el epitelio distales.
tubular hay
presencia
importante de
esta isoforma.
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7.9 Cuantificacidn de NOS.
7.9.1.1 Cuantificacién de nNOS en corteza renal externa. La Fig. 43 muestra un

aumento en la expresion de nNOS. La administracién de FeTPPS no es capaz de prevenir

este aumento.
nNOS en corteza renal externa
20 b
g T
c b
2 15
£ i (= Fig. 43. Cuantificacion de nNOS en
g corteza renal externa. Los grupos
E 10 marcados con letras distintas son
o significativamente diferentes (p < 0.05).
; 5 n=3.
< 3 a
0 — E—
Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

7.9.1.2 Cuantificacién de nNOS en corteza renal interna. La Fig. 44 muestra un

aumento en la expresién de nNOS. La administracion de FeTPPS previene parcialmente

este aumento.
nNOS Corteza renal interna
b

3 1

S Fig. 44. Cuantificacién de nNOS en
2 ol corteza renal interna.

5 Los grupos marcados con letras
g 15 _?_ distintas son significativamente
£ diferentes (p < 0.05). n=3.
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B
< . a

Ct Cis FeTPPS Cis +FeTPPS
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7.9.2.1 Cuantificacién de iINOS en corteza renal externa. La Fig. 45 muestra un

aumento en

la expresién de

significativamente este aumento.

Area de inmunotincién (%)
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Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

iNOS. La administracion de FeTPPS previene

Fig. 45. Cuantificacién de iNOS en corteza
renal interna. Los grupos marcados con
letras distintas son significativamente
diferentes (p < 0.05). n=3.

7.9.2.2 Cuantificacién de iINOS en corteza renal interna. La Fig. 46 muestra un

aumento en la expresion de iNOS y la administracién de FeTPPS previene este aumento.

Area de inmunotincién (%)

251

151
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iNOS Corteza renal interna
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1
a a a
Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 46. Cuantificacion de iNOS en
corteza renal interna. Los grupos
marcados con letras distintas son
significativamente diferentes (p <
0.05). n=3.
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7.9.3.1 Cuantificacién de eNOS en corteza renal externa. La Fig. 47 muestra un

aumento en la expresién de eNOS y la administracién de FeTPPS previene este aumento.

eNOS Corteza renal externa
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Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 47. Cuantificacion de eNOS en corteza
renal externa. Los grupos marcados con
letras distintas son significativamente
diferentes (p < 0.05). n=3.

7.9.3.2 Cuantificacién de eNOS en corteza renal interna. La Fig. 48 muestra un

aumento en la expresién de eNOS y la administracién de FeTPPS previene parcialmente

este aumento.
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Fig. 48. Cuantificacion de eNOS en
corteza renal interna. Los grupos
marcados con letras distintas son
significativamente diferentes (p < 0.05).
n=3.
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7.10 El mRNA de NOS.
7.10.1.1 El mRNA de nNOS en corteza renal externa. La Fig. 49 muestra un
aumento en el mRNA en el grupo con cisplatina. Este aumento se observa en glomérulo y

en tibulos proximales. El grupo administrado con Cis+FeTPPS presenta un patrén similar

de expresion con respecto al grupo control.

FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 49. mRNA de nNOS en corteza renal externa. 400X.

7.10.1.2 El mRNA de nNOS en corteza renal interna. La Fig. 50, el grupo con
cisplatina muestra un aumento de mRNA en la zona tubular. Se puede observar también
que en este grupo no estdn definidos los contornos de las células tubulares. El grupo con
Cis+FeTPPS muestra un aumento en el mRNA al igual que el grupo con cisplatina, sin

embargo es posible identificar las células tubulares.

FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 50. mRNA de nNOS en corteza renal interna. 400X.
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7.10.2.1 El mRNA de iNOS en corteza renal externa. La Fig. 51 muestra el aumento
de mRNA en el grupo administrado con cisplatina tanto en tibulos proximales como en

glomérulos. En el grupo con Cis+FeTPPS se observa una disminucién del mRNA con

respecto al grupo con cisplatina.

FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 51. mRNA de iNOS en corteza renal externa. 400X.

7.10.2.2 El mRNA de iNOS en corteza renal interna. En la Fig. 52 se observa un
notable aumento del mRNA en el grupo administrado con cisplatina. La administracién de

FeTPPS previene este aumento en el grupo con Cis+FeTPPS.

FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 52. mRNA de iNOS en corteza renal interna. 400X.
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7.10.3.1 mRNA de iNOS en corteza renal externa. La Fig. 53 muestra un aument*o

importante en el grupo de cisplatina, que incluye un incremento en tibulos proximales y

glomérulo. La administracién de FeTPPS previene este aumento en el grupo de

Cis+FeTPPS.

FeTPPS  Cis+FeTPPS

Fig. 53. mRNA de eNOS en corteza renal externa. 400X.

7.10.3.2 mRNA de eNOS en corteza renal interna. La Fig. 54 muestra un notable
aumento en el grupo de cisplatina. La administracién de FeTPPS previene este incremento

en el grupo de Cis+FeTPPS.

FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 54. mRNA de eNOS en corteza renal externa. 400X.
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7.11 Cuantificacién del mRNA de NOS.

7.11.1.1 Cuantificacién del mRNA de nNOS en corteza renal externa. La Fig. 55

muestra la expresion de nNOS. La administracién de cisplatina no induce cambios en la

transcripcion.
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% area de tincién
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mRNA nNOS en corteza externa
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Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

Fig. 55. Cuantificacion de mRNA de
nNOS en corteza renal externa. No hay
diferencia estadisticamente significativa
entre los diferentes tratamientos. n=3.

7.11.1.2 Cuantificacién del mRNA de nNOS en corteza renal externa. La Fig. 56

muestra un aumento en la expresion de nNOS. La administracién de FeTPPS previene

parcialmente este aumento.
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Fig. 56. Cuantificacién de mRNA de nNOS
en corteza renal interna. Los grupos
marcados con letras distintas son
significativamente diferentes (p < 0.001).
n=3.
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7.11.2.1 Cuantificacién del mRNA de iINOS en corteza renal externa. La ‘Fig. 57

muestra un aumento en la expresién de nNOS. La administracién de FeTPPS no previene

este aumento.
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Fig. 57. Cuantificacién de mRNA de
iNOS en corteza renal externa. Los
grupos marcados con letras
distintas son significativamente
diferentes (p < 0.01). n=3.

7.11.2.2 Cuantificacion del mRNA de iNOS en corteza renal interna. La Fig. 58

muestra un aumento en la expresién de nNOS y la administracién de FeTPPS no previene

este aumento.
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Fig. 58. Cuantificacion de mRNA de
iNOS en corteza renal interna. Los
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7.11.3.1 Cuantificacién del mRNA de eNOS en corteza renal externa. La Fig. 59

muestra un aumento en la expresion de nNOS. La administracién de FeTPPS previene

parcialmente este aumento.
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Fig. 59. Cuantificacién de mRNA de
eNOS en corteza renal externa. Los
grupos marcados con letras distintas
son significativamente diferentes (p <
0.01). n=3.

7.11.3.1 Cuantificacion del mRNA de eNOS en corteza renal interna. La Fig. 60

muestra un aumento en la expresién de nNOS. La administracién de FeTPPS no previene

este aumento.
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Fig. 60. Cuantificacién de mRNA de
eNOS en corteza renal interna. Los
grupos marcados con letras
distintas son significativamente
diferentes (p < 0.01). n=3.
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En la tabla 3 y 4 se resumen los cambios observados en la nefrotoxicidad inducida

externa e interna.

por cisplatina en proteina y mRNA de las 3 isoformas de la NOS en corteza renal

Tabla 3. Cambios en proteina y mMRNA de NOS en la nefrotoxicidad por cisplatina.

ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS
Proteina| mRNA |Proteina| mRNA |Proteina| mRNA |Proteina| mRNA

nNOS mre eon 1 --- --- - 1 -
iNOS — | - 1 1 1 1
eNOS 1 T T I

Tabla 3. Cambios en proteina y mRNA de NOS en la nefrotoxicidad por cisplatina.

Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS
Proteina| mRNA |Proteina| mRNA |Proteina| mRNA |Proteina| mRNA
wos | - | — | t |t | = | — | | s
Nnos | — | — | ft | T | — |~ |t |1
wNos | — | — | T | T | — |~ & |t

* Cambio parcial
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7.12.1 Actividad de cNOS. La actividad de las isoformas constitutivas, nNOS y
eNOS no se ve meodificada tras la administracién de cisplatina a pesar de mostrar una

tendencia a disminuir (Fig. 61).
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7.12.2 Actividad de iNOS. La actividad de la isoforma inducible no se ve
modificada tras la administracion de cisplatina a pesar de mostrar una tendencia a

disminuir (Fig. 62).
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7.13 Excrecidn urinaria de NO;/NOs" La Fig. 63 muestra la excrecién urinaria de
NO;/NOs" en donde no hay diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo,

puede observarse claramente que en el grupo tratado con cisplatina la excrecién urinaria

es prdcticamente cero.

Excrecion urinaria de NOJNO,

125,
8 Fig. 63. Excrecidn urinaria de NO;/NOs",
£ 1001 No hay diferencia estadisticamente
E significativa entre los grupos.
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| 8. DISCUSION

La cisplatina es un agente antitumoral ampliamente usado debido a su efectividad
contra una gran variedad de tumores sélidos entre los que se encuentran de testiculo,
ovario, pulmédn, cabeza, cuello, entre otros (Merrin, 1985). Sin embargo, la nefrotoxicidad
es un efecto secundario que ha limitado su uso (Davis et al., 2001). El mecanismo por el
cual induce nefrotoxicidad no esté completamente claro, pero existen evidencias que
sustentan la participacion de ERO's en el dafio. Se sabe que el mecanismo de
nefrotoxicidad de la cisplatina implica la formacién de radicales libres que promueven
lipoperoxidacién y activa caspasas 1, 2, 3, 8, y 9 (Xiao et al., 2003) con lo que se induce
apoptosis a bajas concentraciones de cisplatina (Baek et al., 2003) por periodos
prolongados y este efecto puede ser prevenido con la administracién de antioxidantes
como trolox (Xiao et al., 2003) y atrapadores de OH" pero no de H.0.. También se ha
demostrado que la cisplatina induce necrosis a altas concentraciones en cultivos de
células del tibulo proximal de conejo y este efecto se previene con el tratamiento de
atrapadores de Op" (tiron), detoxificadores de H.O. (catalasa y piruvato) vy
antioxidantes (trolox y deferoxamina) (Baek et al., 2003). Esto sugiere que el OH" estd
asociado a la apoptosis y el H;O, a la necrosis inducida por cisplatina. También hay
evidencias de que eventos de lipoperoxidacién contribuyen a la nefrotoxicidad por esve
antineopldsico (Silva et al., 2001; Mansour et al., 2002).

Por otra parte, no hay evidencias de que otras especies reactivas participen en la
nefrotoxicidad, como es el caso del ONOO", un potente oxidante, el cual se forma por la
reaccién entre el NO* y el O;* . El ONOO puede protonarse para formar el HONOO, que
es un dcido capaz de oxidar un gran nimero de biomoléculas, y este a su vez disociarse
generando los radicales NOz" e OH', ambos potentes oxidantes (Szabo, 2003). De tal
forma, estas especies derivadas del nitrégeno han demostrado poseer propiedades

oxidativas que resultan téxicas.

66



Por otra parte, se ha descrito mediante diversos estudios, la capacidad del
5,10,15,20-tetrakis-[4-sulfonatofenil]-porfirinato-hierro [III] (FeTPPS) de catalizar la
descomposicion del ONOO" (Onody et al., 2003; Trackey et al., 2001; Ferdinandy et al.,
2000; Imam et al., 2000; Imam et al., 2002). De tal forma que este compuesto resulta de
gran utilidad para conocer si el ONOO™ participa en ciertos procesos patolégicos.

En la presente investigacién, se estudié la contribucién del ONOO™ en la
nefrotoxicidad inducida por cisplatina. El grupo tratado con cisplatina presenté una
disminucidn significativa en el peso corporal probablemente debida a la pérdida de liquido
extracelular, caracteristico del proceso de diarrea, un efecto colateral de la
administracidn de cisplatina. El tratamiento con cisplatina por 3 dias en este modelo
experimental causé alteracion en los marcadores de funcién tubular como es el caso de
proteinuria, en donde se observé un incremento. Normalmente las proteinas son filtradas
en el glomérulo y posteriormente son reabsorbidas en los tibulos, pero la administracidn
de cisplatina dafia las células del tibulo proximal causando necrosis y estas células
pierden la capacidad de reabsorcidn, por lo que en consecuencia hay un incremento de
proteinas en orina. La administracion de FeTPPS previene la proteinuria.

Otro marcador tubular empleado fue la excrecién urinaria de NAG, ya que es una
enzima lisosomal que se sintetiza en células del tibulo proximal y al ser liberada de
dichas células debido a la necrosis, se observa un incremento de su actividad en orina,
como fue el caso del grupo tratado con cisplatina. El FeTPPS es capaz de prevenir el
oumém‘o en la actividad urinaria de esta enzima.

La funcién glomerular se evalué midiendo la concentracién de creatinina en suero.
La creatinina es un producto de desecho muscular que se filtra libremente, por lo tanto
puede ser usado como marcador de filtracién renal. La administracién de cisplatina indujo
un aumento en la concentracién de creatinina en suero debido a la alteracién de los
procesos de filtracién renal. EI FeTPPS previene parcialmente el efecto de la cisplatina

ya que el grupo Cis+FeTPPS es diferente del control pero también del grupo Cis. La urea
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es un producto final del metabolismo de los aminodcidos y se sintetiza en el higado a
partir de los grupos amino de los aminodcidos y se elimina por la orina. Los niveles
circulantes de urea, que se midieron como BUN y aumentaron con la administracién de
cisplatina, lo cual evidencia el dafio glomerular. El tratamiento con FeTPPS previene
parcialmente el dafio glomerular causado por la administracién de cisplatina.

El andlisis histoldgico mostré que la cisplatina dafia extensamente los tibulos
contorneados proximales y la toxicidad es mayor atin en la porcién recta de los tibulos
contorneados de la unidn cortico-medular. Esto se debe a que la cisplatina se reabsorbe
precisamente en esta seccion de la nefrona, conocida como segmentos S3. La
administracidn de FeTPPS previene el dafio inducido por la administracién de cisplatina en
los tidbulos contorneados proximales y en menor proporcidn en la zona cortico-medular.
Esto significa que el ONOO" participa en la nefrotoxicidad por cisplatina y el FeTPPS
provee de proteccidn parcial, ya que el dafio no es prevenido totalmente. Posiblemente el
resto del dafio se deba a la contribucién por las especies reactivas de oxigeno, las cuales
no son detoxificadas por el FeTPPS, ya que este es especifico para el ONOO".

Debido a que el FeTPPS cataliza la descomposicion de ONOO"™ y su administracion
disminuye la nitracidn de proteinas en corteza renal interna, donde se localiza el principal
dafio por cisplatina, puede sugerirse la participacién del ONOO™ en la nefrotoxicidad
inducida por cisplatina, asi como el papel protector del FeTPPS en la nitracién de
proteinas.

Sin embargo, la determinacion de proteinas oxidadas no mostré cambios
estadisticamente significativos a pesar de existir una tendencia al aumento de
carbonilos de las proteinas en el grupo que fue administrado con cisplatina. Esta
tendencia se mantiene en el grupo administrado con Cis+FeTPPS. Por otra parte, la
determinacion de MDA, un marcador de lipoperoxidacion, muestra un aumento
significativo en el grupo administrado con cisplatina el cual no es capaz de ser prevenido

por el FeTPPS. Esto puede deberse a que el ONOO™ puede estar participando en el dafio
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pero no ser el responsable absoluto de dicho dafio, por lo que descomponer el ONOO
mediante la administracién de FeTPPS no resulta suficiente para prevenir el aumento de
MDA.

Esta informacidn es consistente con el hecho de que el FeTPPS, a pesar de
disminuir la formacidn de 3-NT, no es capaz de prevenir completamente el dafio
estructural y funcional, lo cual indica que existen otros factores involucrados en el dafio
inducido por cisplatina, entre los que se encuentra el estrés oxidativo.

Los resultados sugieren entonces, que el ONOO™ puede ser, al menos en parte,
responsable de los mecanismos de nefrotoxicidad inducidos por cisplatina, ya que se ha
repor-fado en la literatura la participacién del estrés oxidativo como principal
responsable de la toxicidad, lo cual explicaria por qué en algunos casos, provee de
proteccion parcial.

Por otra parte, existe evidencia para suponer que algunas patologias estdn
relacionadas con el aumento de NO*, lo cual podria conducir a la formacién de ONOO" al
reaccionar con O;"". Por ejemplo, la alimentacidn con una dieta suplementada con hierro al
2.5% en ratas macho de la cepa Wistar disminuye la L-arginina y un aumento de NOs°
/NO; . La oclusién de la arteria cerebral media induce un decremento en los niveles de L-
arginina asi como un aumento en suero de NO3;/NO; en ambos grupos (Gamez et al.,
2003). La disminucion de L-arginina puede deberse a un mayor requerimiento de la NOS,
ya que este aminodcido es su sustrato y el aumento de NOs'/NO:" es la consecuencia de
un aumento en su actividad, ya que son productos del metabolismo final. Otra evidencia
de la alteracién de la NOS en estados patoldgicos se encuentra en un estudio de
obstruccién intestinal en animales de granja que eventualmente después de la
obstruccién sufren necrosis intestinal que los conduce a la muerte. Una de las
alteraciones encontradas es el aumento en la actividad de la NOS en varios érganos,
entre los que se encuentra el rifion (Xilong y Lei, 2004). Esto es un indicador de que bajo

condiciones patoldgicas puede inducirse un aumento en la actividad de la NOS y ser un
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evento desfavorable para las células ya que el incremento en la sintesis de NO* es capaz
de participar en la formacidn de especies Eeacfivas de nitrdgeno, como el ONQOO™ entre
otras, que resultan citotdxicas.

La contribucidn del ONOO™ al efecto nefrotéxico de la cisplatina en este modelo
experimental podria deberse a un aumento de la actividad de la NOS y para conocer su
papel se hizo un andlisis mediante inmunohistoquimica de las 3 isoformas de la NOS para
saber' si existian alteraciones en la cantidad de proteina y en el patrén de expresién de
las NOS con la administracién de cisplatina que pudieran contribuir al dafic mediante un
aumento en la produccion de NO". Este andlisis se realizé en corteza renal externa e
interna. Ademds, se determind la actividad de las isoformas constitutivas y de la
isoforma inducible asf como la excrecién urinaria de NO3/NO;".

Los resultados de la inmunohistoquimica y su cuantificacion muestran un aumento
de las 3 isoformas después de los 3 dias de administracién de cisplatina tanto en corteza
externa como interna y el aumento de iNOS y eNOS es prevenido en corteza externa en
el grupo administrado con FeTPPS. En corteza renal interna hay proteccidn en el aumento
de iNOS y proteccion parcial en el caso de nNOS y eNOS.

El aumento de las 3 isoformas de la NOS puede deberse a las alteraciones en los
mecanismos de regulacidn inducidas por la administracién de cisplatina. En el caso de Ja
nNOS hay muchas vias de regulacién entre las que se encuentran algunos de los factores
de trascripcién como AP-2 y NF-kB, regulacién covalente mediante fosforilaciones por
proteina cinasa A, G o C asi como asociacién con otras proteinas como la Hsp 90 que
favorece su activacion.

En el caso particular de NF-«B, se ha demostrado que la cisplatina es capaz de
inducir su activacion promoviendo la fosforilacién de la subunidad p65 (Yeh et al., 2004).
La fosforilacion de dicha subunidad promueve su translocacién a nicleo donde induce la
transcripcién de ciertos genes, entre los que se encuentran los de la nNOS. Esto podria

ayudar a explicar el aumento de la nNOS en este modelo. Otra posible explicacidn para la
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sobrerregulacion de la nNOS involucra a la Hsp 90.En experimentos /n vitro se ha
encontrado que el tratamiento con geldanamicina, un inhibidor de la Hsp 90, previene la
activacién de la nNOS (Bender et al., 1999). De tal forma que estas proteinas de choque
térmico juegan un papel importante en la regulacién de la enzima, sin embargo, no se
conoce si en rifién ocurren estas interacciones y mds ain que puedan tener este efecto.
Lo que si se ha descrito, es la presencia en rifion de 2 isoformas de la Hsp 90, la a y la B
las cuales se expresan abundantemente en corteza y medula renal (Ramirez et al., 2004).
Sin embargo, la actividad de las isoformas constitutivas no mostré cambios significativos.
Una posible explicacién para la nNOS consiste en que existen mecanismos de regulacidn
covalente, por ejemplo, PKC, reeponsable de regular la actividad de la nNOS y lo hace en
forma negativa. Esta proteina cinasa se activa en respuesta al aumento de Ca®
citoplasmdtico. El cual puede ocurrir cuando el descenso de ATP es acentuado, entonces
se produce la salida de iones Ca®* de la mitocondria al citoplasma. Uno de los mecanismos
de dafio celular inducido por cisplatina, involucra precisamente la disminucién de ATP que
como consecuencia podria aumentar la actividad de PKC y finalmente la inactivacion de la
nNOS.

Por otra parte, a pesar de que la nNOS tiene funciones definidas en rifion su papel
resulta controversial en algunos modelos, por ejemplo en ratas con diabetes mellitus
inducida por medio de la administracién de estreptozotocina, las alteraciones
hemodindmicas en rifion pueden ser normalizadas por la inhibicidn de la nNOS utilizando
un inhibidor especifico, la S-metil-L-tiocitrulina en ratas uninefrectomizadas. Lo anterior
sugiere que la inhibicién de la nNOS puede tener un papel benéfico (Komers et al., 2004).
Lo anterior puede deberse a que la produccién de NO® en este modelo tiene un efecto
perjudicial, posiblemente debido a que el NO® no ejerce sus funciones normales ya que
puede estar en forma de otras especies que pueden llegar a ser tdxicas para las células.

Ademds, existen numerosos reportes que muestran el aumento biomarcadores de estrés
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nitrosativo, entre los que se encuentran la formacién de 3-NT (DeRubertis et al., 2004;
Jerums et al., 2003; Forbes et al., 2003; Onozato et al., 2002).

Sin embargo, el comportamiento de la nNOS no sélo es tejido especifico, sino que
no responde de igual forma alin en modelos similares. Por ejemplo, en un modelo de
nefropatia diabética, la administracién de insulina normaliza los cambios inducidos en
ratas Munich-Wistar con diabetes mellitus, entre los que se encuentran la disminucién en
la sobreexpresion de la eNOS. Sin embargo, en este modelo de nefropatia diabética no
hay alteracidn en el patrén de expresién de la nNOS (Li et al., 2004) a diferencia de los
reportes de Komers et al., (2004).

Los mecanismos de regulacién de la nNOS son tejido especificos y es poco lo que
se ha descrito en rifion. Ademds, el comportamiento de esta enzima en un modelo
experimental parece estar sujeto a las condiciones del mismo.

En el caso de la iNOS, los mecanismos de regulacién implican un gran nimero de
eventos y existen varios reportes en los que hay evidencia de su induccidn en rifion, por
ejemplo mediante lipopolisacdcido (Liaudet et al., 1997), interleucina-1B en células
mesangiales (Kunz et al., 1996), isquemia renal aguda (Komurai et al., 2003), hipertension
(Kumar et al., 2005), diabetes (Fan et al., 2004), entre otras. Pero los mecanismos de
forma mds precisa, involucran la estabilidad del mensajero, traducciény degradacion, asi
como otros en los que intervienen el sustrato y cofactores. Las citocinas como la IL-10y
el factor de necrosis tumoral (TNF) incrementan la transcripcién de iNOS. La induccidn
de esta isoforma permite la sintesis de grandes cantidades de NO® que podria alterar la
fisiologia renal (Caglikulekci et al., 2004). Se ha informado también que el uso de
S5C68376, un compuesto que inhibe a p38MAPK, induce la expresion de iNOS por IL-1B en
células mesangiales (Guan et al., 1997) mientras que otro inhibidor de p38MAPK, 4-(4-
fluorofenil)-2-2-(4-hidroxifeniyl)-5-(4-pyiridil)-imidazol, inhibe la expresion de iINOS
estimulada por lipopolisacdrido en células de glia o no tiene influencia sobre la expresién

de iNOS en células DLD-1 en humano (Da Silva et al., 1997). Lo anterior puede deberse a
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que las isoformas de p38MAPK ejercen diferentes funciones y se ha demostrado que en
células mesangiales en rifién se expresan todas las isoformas descritas de p38MAPK (Lui
et al., 2004), lo cual sugiere un estudio muy detallado de p38MAPK en la induccidn de la
iNOS para conocer su participacidn en la nefrotoxicidad por cisplatina.

Otros estudios muestran que el AMPc inhibe el incremento de proteina y mRNA de
la iNOS inducido por lipopolisacdrido en células gliales, sin embargo, en macréfagos,
favorece la produccidn de NO* y un aumento en los niveles de proteina sin aumento en los
niveles de mRNA (Won et al., 2004). El aumento en los niveles de proteina esta asociado
a la disminucién de la degradacidn de la iNOS ya que hay inhibicién del sistema de
ubiquitinacion.

Otro mecanismo de regulacidn involucra modificaciones postrancripcionales de la
iINOS mediante enzimas con actividad de tirosina cinasa y fosfatasas. Por ejemplo, el
vanadato, un inhibidor general de firosina fosfatasas, es usado para potenciar la
actividad de tirosin cinasas. El fratamiento con vanadato en macréfagos resulta en un
incremento en la actividad de la iINOS (Pan et al., 1996). Lo anferior sugiere que existen
modificaciones covalentes mediadas por firosina cinasas que pueden estar favoreciendo
la actividad -d.e la INOS y en consecuencia el aumento de NO".

Lo anterior, nuevamente manifiesta la complejidad de la regulacién de una enzima,
ademds es claro que cada tejido cuenta con mecanismos diferentes incluso, para una
misma enzima cuando esta se expresa en diferentes tipos celulares. Para conocer mds a
fondo el mecanismo exacto por medio del cual el FeTPPS previene el aumento en la
cantidad de profeina y mRNA en este modelo experimental se requiere de estudios
adicionales.

La forma activa de la eNOS es dimérica con un dtomo de zinc tetracoordinado a 4
tioles, 2 por cada mondmero de 135 Kda. La oxidacidn del centro zinc-tiol de este dimero
conduce a una disociacién de los dimeros que se traduce en produccion de O;" que podria

favorecer la formacion de ONOO". Existen reporftes que apoyan que uno de los
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mecanismos por los cuales se oxida este centro involucra precisamente al ONOO™ (Zou et
al., 2004). Ademds se ha demostrado que la inactivacién de la forma dimérica de la eNOS
resulta en la disminucién de sus efectos como vasodilatador y antitrombdtico de las
prostaciclinas asi como un incremento en su nitracién (Zou et al., 2004). Es posible que en
este modelo las prostaciclinas no sean las dnicas moléculas nitradas y lo anterior en
general puede contribuir a la explicacién del aumento del aumento de nitracién de
proteinas en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina asi como al aumento en la cantidad
de eNOS sin incremento en su actividad debido a la disociacién del dimero e incluso
propone a la enzima como fuente indirecta de ONOO".

En estudios realizados en células endoteliales aorticas de bovino se demostrd que
la adicién de H;O; causa un aumento en la produccién de NO* dosis-dependiente. A
bajas concentraciones de H:0. (<50 uM) este efecto puede prevenirse con la adicidn de
quelantes de calcio. Interesantemente, altas concentraciones de H.0: (>100 pM) en
presencia de quelantes de calcio no son suficientes para inhibir la produccién de NO".
Ademds, este mismo grupo de colaboradores demostré que la produccion de NO*
inducida por H;O; involucra la activacidn inicial de ERK1/2 y posteriormente de Akt (Cai
et al., 2003). Sin embargo, el mecanismo por medio del cual ERK1/2 activa a la eNOS no
es claro pero existen varias alternativas. Una de ellas es que eNOS tiene numerosos
sitios de fosforilacidn que pudieran conducir a la activacion de la enzima. Otra posibilidad
consiste en que ERK1/2 mediante fosforilaciones promueva la disociacién de la eNOS con
la caveolina-1, esta ultima ejerce un efecto inhibitorio sobre la eNOS al mantenerse
unidas. Por otra parte, Akt es responsable de la fosforilacién en la serina 1179 de la
eNOS y de su consecuente activacién (Cai et al., 2003). Existe otros estudios en los que
se demuestra que la exposicién prolongada a 50 yM de H:0; de células endoteliales
adrticas de porcino induce una deplecion en los cofactores como FMN inactivando
completamente a la eNOS (Jaimes et al., 2001). Los estudios anteriores pueden ayudar a

explicar el aumento en la cantidad de proteina de las NOS en la nefrotoxicicidad
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inducida por cisplatina. Especificamente en el caso de la eNOS podria pensarse entonces,
que el efecto de ciertas ERO’s, como el H;0; a bajas concentraciones es la induccidn de
la eNOS y que a medida que aumenta la concentracidn de esta especie la induccién llega a
ser independiente incluso de la presencia de calcio, pero una exposicion prolongada
llevaria finalmente a su inactivacion.

Se ha demostrado /n vivo que la expresién de eNOS en neuronas es inducida por
factores como hipoxia con la susbsecuente activacién del complejo II de la cadena de
transporte de electrones y canales de calcio (Henrich et al., 2004) mientras que la
hipoxia intfermitente durante el suefio de ratas no induce cambios de la eNOS en cortera
cerebral (Li et al., 2004). Otros factores como el estrés oxidativo inducido por H,0;
prolonga la vida media del mRNA de la eNOS (Drummond et al., 2000). La Hsp 90 parece
facilitar la interaccion calcio-calmodulina y de esta forma favorecer la sintesis de NO*
(Garcia-Cardena et al., 1998). Sin embargo, si estas proteinas no interactian de forma
apropiada, la reaccion catalizada por la eNOS produce O;" "y H20: y en consecuencia
podria formarse ONOO" (Pritchard et al., 2001). Se ha demostrado que la proteina cinasa
activada por AMP en musculo esquelético y cardiaco se activa en respuesta a ejercicio o
condiciones isquémicas y fosforila a la eNOS en la serina 1177 en presencia de calcio-
calmodulina promoviendo su actividad (Chen et al., 1999). Sin embargo no se ha descrito
si esto sucede también en rifion. Por otra parte, el estrés oxidativo inducido por
hiperglicemia /n vitro no induce cambios en la eNOS (Ulker et al., 2004).

En otros estudios, realizados en ardillas durante hibernacién, se encontré una
disminucién tanto de la eNOS en glomérulo como en los niveles de mRNA y de actividad
en rifién (Sandovici et al., 2004). Posiblemente este comportamiento de la eNOS sirva
para reducir la ultrafiltracion durante la hibernacion. Sin embargo, no se encontraron
alteraciones en la expresion de nNOS y iNOS (Sandovici et al., 2004). Esto sustenta la
idea de que los mecanismos de regulacién de la eNOS son complejos y estdn sujetos a

multiples variables.
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Lo anterior sustenta la idea de que los mecanismos de regulacion de la eNOS, al
igual que la NNOS e iINOS son no sélo comple jos, sino también tejido especificos.

Todas las interacciones que regulan la nNOS, iINOS y eNOS podrian ayudar a
comprender el mecanismo por el cual la cisplatina induce un aumento en las 3 isoformas
en rifidn. Sin embargo, se requiere de un mayor nimero de estudios para su
entendimiento debido a la complejidad en los mecanismos de regulacién, de tal forma que
la sobrerregulacién de las isoformas de la NOS puede deberse, al menos en parte, a las
alteraciones inducidas por el estrés oxidativo y nitrosativo, por lo que la disminucién del
estrés nitrosativo debida a la administracién de FeTPPS, previene en algunos casos el
aumento de las 3 isoformas de la NOS asi como de su respectivo mRNA. El hallazgo de
aumento de la NOS es relevante debido a que este podria ser otro de los mecanismos de
nefrotoxicidad inducida por cisplatina, ademds del estrés oxidativo y nitrosativo.

A pesar del aumento de proteina y mRNA, la actividad de las 3 isoformas no se
altera. Sin embargo, la excrecidn urinaria de NO3/NO;" es nula en el grupo administrado
con cisplatina. Esto indicaria que no hay un aumento en la produccién de NO* pero el que
se esta generando en forma constitutiva no se esta convirtiendo a sus productos finales,
de tal forma que existe la posibilidad de que el NO* que se esta produciendo se
encuentre en forma de productos intermediarios. Finalmente, una de las evidencias que
sustenta lo anterior en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina, es el aumento de

nitracion de proteinas.
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9. CONCLUSIONES

B El FeTPPS disminuye la nefrotoxicidad inducida por cisplatina sugiriendo que el

-ONOQO estd involucrado en la nefrotoxicidad por cisplatina.

Los mecanismos de nefrotoxicidad por cisplatina involucran pasos en los que el NO*

no es metabolizado de forma normal hasta NO3/NO;".

10. PERSPECTIVAS

Investigar los mecanismos involucrados en la sobreregulacién de las isoformas

constitutivas de la NOS en este modelo experimental.

Explorar las posibles fuentes de anién superdxido que pudieran contribuir a la

sintesis de ONOOQ", entre ellas, la NADPH oxidasa.
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Abstract

Background: Oxidative stress is involved in cisplatin-nephrotoxicity. However, it has not
completely established if reactive nitrogen species and nitrosative stress are involved in this
experimental model. The purpose of this work was to study the role of peroxynitrite, a reactive
nitrogen specie, in cisplatin-nephrotoxicity using the compound 5,10,15,20-tetrakis (4-
sulfonatophenyl) porphyrinato iron (lll) (FeTPPS), a soluble complex able to metabolize
peroxynitrite.

Results: In rats treated with cisplatin (a single intraperitoneal dose of 7.5 mg/kg body weight), renal
nitrosative stress was made evident by the increase in 3-nitrotyrosine on day 3. In addidon,
cisplatin-induced nephrotoxicity was evident by the histological damage of proximal tubular cells
and by the increase in (a) serum creatinine, (b) blood urea nitrogen. and {c) urinary excretion of
N-acetyl-B-D-glucosaminidase and total protein. Cisplatin-induced nitrosative stress and
nephrotoxicity were attenuated by FeTPPS-treatment (15 mg/kg body weight, intraperitoneally,
every 12 hours for 3 days).

Conclusions: Nitrosative stress Is involved in cisplatin-induced nephrotoxicity in rats. Our data
suggest that peroxynitrite is involved, at least in part, in cisplatn-induced nephrotoxicity and
protein nitraton.

Background and oxidative stress in kidney have been implicated in the

Cisplatin (cis-dichlorodiammine-platinum 1I) is an effec-
tive antineoplastic agent in the treatment of various solid
tumours [1] including cancers of the ovary, testis, bladder,
head, neck, lung, cervix, and endometrium [2]. Neverthe-
less, its full dlinical utility is limited due to some adverse
side effeas including acute renal failure. The major site of
renal injury is the S3- segment of the proximal tubule,
located in the outer stripe of the outer medulla of the kid-
ney |1]. The production of reactive oxygen species (ROS)

pathogenesis of cisplatin-induced renal injury |3]. It has
been shown that superoxide anion {O,*) |4], hydrogen
peroxide (H,0;) [5]. and hydroxyl radical (*OH) [6] are
involved in cisplatin-induced nephrotoxicity. In addition,
it has been found that renal lipid peroxidation [5,7] is
increased and glutathione is decreased [8] in this experi-
mental model. The involvement of oxidative stress is fur-
ther supported by the fact that the antioxidants melatonin
|9] and vitamins C and E |5,10| prevent cisplatin-induced
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nephrotoxicity. Interestingly, overexpression of heme oxy-
genase-1 ameliorates [11] and heme oxygenase-1 defi-
ciency [12] aggravates renal damage induced by cisplatin,
supporting additionally the involvement of oxidant stress
in this experimental model.

On the other hand, the role of reactive nitrogen species
(RNS) and nitrosative stress has been less explored in cis-
platin-induced nephrotoxicity. In this context, it has been
studied the role of nitric oxide (*NO} and nitric oxide syn-
thase (NOS) [13-19]. It has been found that the renal con-
tent of total nitrate/nitrite is increased in cisplatin-treated
rats {18,19] suggesting that *NO production is enhanced
in these animals. Furthermore, the inhibition of NOS by
L-NAME 14| or by aminoguanidine 13| decreased renal
damage induced by cisplatin, suggesting that *NO is play-
ing a toxic role in this experimental model. However, it is
unknown if peroxynitrite (ONOO-), a RNS that is gener-
ated by the reaction of *NO and O,", is involved in the
renal damage induced by cisplatin. It has been shown that
ONOO, which is not a free radical, is involved in the
pathogenesis of many diseases [20-25). ONOO- can react
with different biomolecules including amino acids such
as cysteine, methionine, wyptophan, and tyrosine leading
to changes in protein structure and function [26]. ONOO-
has been shown to cause lipid peroxidation, chemical
cleavage of DNA, and reduction in cellular defenses by
oxidation of thiol pools [27].

In this work, we studied if ONOO- is involved in the neph-
rotoxicity induced by cisplatin by using 5,10,15,20-tet-
rakis (4-sulfonatophenyl) porphyrinato iron (111}
(FeTPPS). This compound is a water-soluble Fe (111) por-
phyrin complex that catalyzes rapid isomerization of
ONOO- 10 nitrate (NO5) under physiologically relevant
conditions {(pH 7.4, 37°C) [28]. The cytoprotective
actions of FeTPPS have been characterized [29].

Results

Body weight and urinary valume

Body weight decreased 8.5% in cisplatin (Cis) group on
day 3 and FeTPPS tended to prevent this decrease in
Cis+FeTPPS group, however there was no significative dif-
ference between Cis and Cis+FeTPPS groups. Body weight
was similar in control (Ct), FeTPPS, and Cis+FeTPPS
groups. Urinary volume was not significative difference
among the four groups along the study and on day of sac-
rifice (Table 1).

Markers of glomerular and tubular damage

Serum creatinine increased 4.9 times and blood urea
nitrogen (BUN) increased 5.5 times in Cis group com-
pared to control one (Fig 1). FeTPPS prevented panially
the increase in serum creatinine and BUN levels in
Cis+FeTPPS group. Cisplatin increased urinary excretion
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Table I: Body weight and urinary volume in the 4 groups of rats
studied on day 3.

Ce Cis FeTPPS  Cis+ FeTPPS
Body weight (g) 235 +5* 21S+4> 23813 23 x4
Urinary volume S7+1.4 74108 351D 74t 16
(ml/24 h)

Values are mean t SEM. n = 6. Groups with different letter are
significantly different (P < 0.05).

of total protein (4.6 times) and N-acetyl-B-D-glucosamin-
idase (NAG) (9.6 times) (Fig 2A and 2B). The increase in
both parameters was prevented by FeTPPS in Cis+FeTPPS
group (Fig 2). Serum creatinine, BUN, and urinary excre-
tion of total protein and NAG were similar in Ct and
FeTPPS groups (Figs 1 and 2).

Histological analysis

After three days of cisplatin-treatment, the epithelium
from proximal convoluted tubules (tubules with small
lumen area and taller epithelial cells) showed cytoplasmic
vacuolization, intracellular edema and extensive damage

‘which affected 87 1 4% of their surface area (Fig 3B). The

cisplatin toxic activity was higher in the straight portion of
proximal convoluted tubules located in the inner area of
the kidney cortex, where more than 90% of the epithelial
surface suffered damage (Fig 4B). Interestingly, FeTPPS
administration partially decreased the damaged area from
87 + 4 10 44 + 6% (p < 0.0001) in proximal convoluted
tubules (Fig 3D} and from 93 + 2 to 68 = 10 (p < 0.0001)
in the straight portion (Fig 4D). The administration of
FeTPPS did not produce any histological alteration in the
kidneys (Figs 3C and 4C). At the light microscopy level,
glomeruli structure remained unchanged in all groups.

Immunohistachemical localization of 3-nitro-L-tyrosine (3-
NT)

A strong 3-NT immunostaining was observed in the
straight portion of the proximal convoluted tubules
located in the inner area of the kidney cortex of cisplatin-
treated rats (Fig 5B). Interestingly, in the Cis+FeTPPS
group, FeTPPS administration partially prevented the
cisplatin toxic damage in the epithelium from the proxi-
mal convoluted tubules and its straight portion respec-
tively, in coexistence with an evident decrease of 3-NT
immunostaining (Fig 5D).

Discussion

Cisplatin in an effective chemotherapeutic agent for a
wide variety of tumors, nevertheless, nephrotoxicity is the
major complication of this antineoplasic treatment {1}.
The mechanism by which cisplatin causes renal damage is
unclear, however, it has been postulated that oxidative
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(A) Serum creatinine and (B) BUN on day 3 in the four
groups of rats studied. Ct: control group, Cis: cisplatin group;
FeTPPS: 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatophenyl) porphyrinato
iron (lll) group, and Cis+FeTPPS: cisplatin+S,10,15,20-tet-
rakis(4'-sulfonatophenyl) porphyrinato iron (lil) group. Data
are mean + SEM. n = 6. 2P < 0.00] vs. Cg ®P < 0.00]| vs. Ct,
P < 0.05 vs Cis (Panel A); *P < 0.00! vs. Cg P < 0.00] vs.
Ct, <P < 0.001 vs Cis {Panel B). Serum creatinine and BUN
increased in cisplatin group and FeTPPS prevented these
increases in the Cis+FeTPPS group.

stress is involved in this process [2,3,13,30]. The protec-
tive effect of overexpression of Mn-SOD [4] or the in vivo
administration of some antioxidants such as vitamins C
and E [5, 10|, melatonin [9], or selenium |31] in cisplatin-
induced nephrotoxicity as well as the protective effect of
tiron {a cell permeable O,* scavenger), pyruvate and
catalase (H,O, scavengers), and dimethylthiourea and
thiourea (*OH scavengers) in renal proximal tubular epi-
thelial cells (LLC-PK1 cells) treated with cisplatin also
strongly support the role of ROS in cisplatin renal toxicity
130].
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Figure 2

Urinary excretion of (A) total protein and (B) NAG on day 3
in the four groups of rats studied. Data are mean + SEM. n =
5—6.3P < 0.001 vs. Ct, P < 0.05 vs. Cis. Cisplatin-treated rats
increased urinary excretion of total protein and NAG and
these increases were prevented by FeTPPS administration in
Cis+FeTPPS group.

In contrast the role of *“NO and RNS in cisplatin-induced
nephrotoxicity has not been completely established. It has
been shown that the renal content of nitrate/nitrite is
increased in cisplatin-treated rats suggesting that *NO is
increased in these animals [18,19]. In fact it has been
shown that renal NOS activity is increased in cisplatin-
treated rats {14]. In addition, the following two experi-
ments suggest a toxic role of *NO on cisplatin-induced
renal toxicity: (a) aminoguanidine, an inhibitor of induc-
ible NOS, decreased nephrotoxicity and prevented kidney
lipid peroxidation and reduction of antioxidant enzymes
induced by cisplatin [13], and (b) the administration of
N(G)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), an inhibi-
tor of NOS, reduced renal and gastrointestinal toxicity
along with a significant inhibiton in lipid peroxidation
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Figure 3

Representative histological abnormalities in the external cortical kidney area after three days of cisplatin administration and
their partial prevention by FeTPPS. (A} Normal kidney histology from control rat. (B} After three days of cisplatin administra-
ton, many cortical convoluted tubules are revisted by necrotic epithelial cells (arrows) or vacuolated swell cells (arrow heads),
glomeruli do not show apparent damage. (C) FeTPPS administration does not produce histological kidney abnormalities. (D)
The administration of FeTPPS partially prevents the cytotoxic damage induced by cisplatin; arrows indicate middle cellular vac-
uolization of cortical convoluted tubules.
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Figure 4
Representative histological abnormalities in the inner part of the cortical kidney after three days of cisplatin administration and
their partial prevention by FeTPPS. (A) Normal kidney histology from control rat (B) After three days of cisplatin administra-
tion, the straight portion of many cortical tubules are revisted by necrotic cells (arrows). (C) FeTPPS administration does not
produce histological abnormalities. (D) The administration of FeTPPS partially prevents the cytotoxic damage induced by cispl-
atin; arrows indicate tubules with focal necrotic cells.
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Figure 5

Nitrotyrosine (3-NT) expression determined by immunohistochemistry in the inner part of the cortical kidney after three days
of cisplatin administration and its partial prevention by FeTPPS. (A) There is no 3-NT immunostaining in the kidney of control
rat (B) In contrast, three days after cisplatin administration there is a strong 3-NT expression in the necrotic cells from the
straight portion of the proximal convoluted tubules (arrows). (C) FeTPPS administration does not induce 3-NT expression.
(D) The administration of FeTPPS strongly decreases 3-NT expression induced by cisplatin-treatment (Cis+FeTPPS group).

Page 6 of 9
(page number nol for citation purposes)



BMC Pharmacology 2004, 4:20

induced by cisplatin | 14|. In contrast, Mansour et al. | 15|
and Li et al. [16] have found that L-NAME administration
resulted in no protection and Saad et al. [17] found that
this NOS inhibitor aggravates cisplatin-induced renal dys-
function. These data may suggest that *NO is not playing
a toxic role in cisplatin-induced nephrotoxicity. The above
mentioned disagreement justify the performance of addi-
tional experiments to clarify the role of NOS and *NO in
cisplatin-induced nephrotoxicity.

On the other hand, *NO is able to react with O, * to pro-
duce ONOQ", which is a powerful oxidant more, reactive
than its precursors, and has been implicated in an increas-
ing list of diseases: hyperlipidemia [32], Alzheimer [20],
acute renal ischemia | 25|, neurotoxicity induced by meth-
amphetamine |33), and diabetes [23|. The ONOO-
decomposition catalyst FeTPPS is a water-soluble Fe (I11)
porphytin complex able to block ONOO- toxicity [28,29]
and to protect against toxic insults in several experimental
models. In focal cerebral ischemia-reperfusion in rats,
massive production of *NO and O,* results in continuous
formation of ONOO- even several hours after ischemia-
reperfusion insult [34). Significant reduction of 3-NT in
brain sections and prominent neuroprotection was
observed by FeTPPS (30 mg/kg) [34]. In a model of sepsis
induced by injection of endotoxin (10 mg/kg) in rats,
FeTPPS prevented the accumulation of ONOO- as meas-
ured by plasma rhodamine fluorescence and heart 3-NT
staining [35]. Interestingly, FeTPPS improved endotoxin-
induced myocardial contractile dysfunction, which was
associated with reduced degradation of nuclear factor
kappa B inhibitory protein I-kappa-B, plasma TNF-alpha
levels, and microvascular endothelial cell-leukocyte acti-
vation |35].

In this work it was found that FeTPPS partially prevented
the increase in BUN and serum creatinine (markers of
glomerular damage) and urinary excretion of NAG and
total protein (markers of tubular damage) induced by cis-
platin-treatment. The increase in urinary NAG and total
protein excretion could be associated with necrosis of the
proximal convoluted tubules, the primary site of drug
accumulation |1]. FeTPPS prevented these alterations
induced by cisplatin. This may be secondary to the ability
of FeTPPS to catalyze the decomposition of ONOO- which
could be responsible, at least in part, of the alterations
induced by cisplatin. This ameliorative effect of FeTPPS
was associated with the decrease in 3-NT staining suggest-
ing that ONOO:- is involved in protein nitration in cispla-
tin-nephrotoxicity. It is known that another RNS such as
N,O, HONOO, *NO,|36|, and nityl chloride (NO,Cl)
|37], are involved in protein nitration. Niuyl chloride is
formed by the reaction of NO,  and HOCI-derived mye-
loperoxidase [37].

http://iwww.biomedcentral.com/1471-2210/4/20

Studies in animals have established that tubular injury
plays a central role in the reduction of glomerular
filtration rate in acute tubular necrosis. Two major tubular
abnormalities could be involved in the decrease in
glomerular fuention in cisplatin-treated rats: obstruction
and backleak of glomerular filtrate. The alteration in
glomerular function can not be attributed to structural
damage since glomeruli structure is normal in cisplatin--
treated rats. The alterations in glomerular function in cis-
platin-treated rats may also be secondary to ROS [38]
which induce mesangial cells contraction, altering the fil-
tration surface area and modifying the ultrafiltration coef-
ficient, factors that decrease the glomerular filtration rate.
In addition our data suggest that ONOO- may also be
involved in the glomerular alterations in cisplatin-treated
rats.

The increase in renal ONOOQO-induced by cisplatin may be
secondary to the increase in *NO and O,* production. In
fact, there are evidences of the renal increase in *NO pro-
duction in dsplatin nephrotoxicity [18,19] and O,* gen-
eration in cisplatin-treated LLC-PK1 cells [30]. The O,*
increase in cisplatin-nephrotoxicity may be simply conse-
quence of the mitochondrial dysfunction |39| and the
decrease in superoxide dismutase activity [5].

Conclusions

Nitrosative stress is involved in cisplatin-induced nephro-
toxicity in rats. The ameliorative effect of FeTPPS on
cisplatin-induced nephrotoxicity in rats was associated
with the decrease in protein nitration suggesting that
ONOO-is involved in both protein nitration and nephro-
toxicity in these animals.

Methods

Reagents

Cisplatin (catalogue # P-4394) was from Sigma-Aldrich
(St. Louis MO, USA). FeTPPS (catalogue # 341492) was
from (Calbiochem, San Diego, CA, USA). Rabbit anti-3-
NT polyclonal antibodies (Catalogue # 06-284) were
from Upstate (Lake Placid, NY, USA). Anti-rabbit Ig horse-
radish peroxidase antibodies (Catalogue # SAB-300) were
purchased from Stressgen (Victoria BC, Canada). Com-
mercial kits to measure creatinine and urea were from
Spinreact (Girona, Spain). All other chemicals were rea-
gent grade and commercially available.

Experimental design

Male Wistar rats (Harlan Teklad, Mexico City, Mexico) ini-
tially weighing 200-250 g were used. Experimental work
was approved by DGAPA (IN227103) and followed the
guidelines of Norma Oficial Mexicana (NOM-ECOL-087-
1995). All animals had free access to water and commer-
cial rodent diet (Harlan Teklad, catalogue 2018S), and
were randomly divided in four groups (n = 6 rats/group)
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as follows: (1) CT, injected intraperitoneally (i.p.) with
isotonic saline solution; (2) Cis, treated with a single dose
of cisplatin (7.5 mg/Kgb.w./i.p.) |40|; (3) FeTPPS, treated
with FeTPPS (15 mg/kg/i.p./12 h) |32 for 3 days; and (4)
Cis+FeTPPS, treated with Cis and with FeTPPS. During the
study rats were maintained with a 12-h light:dark cycle in
stainless steel metabolic cages to collect urine. On day 3,
the animals were sacrificed by decapitation and blood was
collected to obtain serum and to measure creatinine and
BUN. Total protein and NAG were measured in 24-h
urine. The kidneys were removed to obtain cortex samples
for histological and immunohistochemical studies.

Markers of glomerular and tubular damage

The markers of glomerular damage, aeatinine and urea,
were measured using commercial kits. BUN was obtained
by correcting the urea value by a 2.14 factor [41]. As mark-
ers of tubular damage, we measured urinary excretion of
NAG and total protein. NAG activity was measured using
p-nivophenyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide as substrate
and total protein was measured by a turbidimetric
method [42].

Histological analysis

Thin slices of kidney tissue with cortex and medulla were
fixed by immersion in buffered formalin (pH 7.4), dehy-
drated and embedded in paraffin [43]. Sections of 3 pm
were stained with hematoxilin and eosin. The histological
profile of twenty proximal tubules randomly selected per
rat (6 rats per experimental group) was recorded using a
Leica Qwin Image Analyzer (Cambridge, England). The
percentage of tubular area with histopathological altera-
tions like swelling, cytoplasmic vacuolization, desquama-
tion or necrosis was obtained. The percentage of damaged
area of Cis and Cis+FeTPPS groups was compared.

Immunchistochemical localization of 3-nitro-L-tyrosine (3-
NT)

For immunohistochemistry, 3 pm sections were deparaff-
ined with xylol and rehydrated with ethanol. Endogenous
peroxidase was quenched/inhibited with 4.5% H,0, in
methanol by incubation for 1.5 h at room temperature.
Nonspecific adsorption was minimized by leaving the sec-
tions in 3% bovine serum albumin in phosphate buffer
saline for 30 min. Sections were incubated overnight with
a 1:700 dilution of anti-3-NT antibody. After extensive
washing with phosphate buffer saline, the sections were
incubated with a 1:1000 dilution of a peroxidase conju-
gated anti-rabbit Ig antibody for 1 h, and finally incubated
with hydrogen peroxide-diaminobenzidine for 10 s. Sec-
tions were counterstained with hematoxilin and observed
under light migoscopy. All the sections from the four
studied groups were incubated under the same conditions
with the same antibodies concentration, and in the same

http://www.biomedcentral.com/1471-2210/4/20

running, so the immunostaining was comparable among
the different experimental groups {43].

Statistics

Results are expressed as the mean + SEM, Data were ana-
lyzed by one-way ANQVA followed by Bonferroni's mul-
tiple comparisons. Non-paired t-test was used to compare
the quantitative histological damage data using the soft-
ware Prism 3.02 (GraphPad, San Diego, CA, USA). P <
0.05 was considered statistically significant.
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