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RESUMEN

ANTECEDENTES. La cisplatina es un agente antineoplásico ampliamente usado en
.e l tratamiento contra un gran número de tumores sólidos . 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 oxígeno, ya que la administración in vitro de quelantes de hierro
y antioxidantes como vitamina C y E disminuye los efectos nefrotóxicos así como la
lipoperoxidación renal. La administración in vitro de atrapadores de anión superéxido
(Oz'-) como tirón (4,5-dihidroxi-1,3-benzeno ácido disulfónico) y radical (OH') como
dimetiltiourea, previenen la apoptosis mientras que la administración de
detoxificadores de peróxido de hidrógeno (HzOz) como catalasa y piruvato, y
atrapadores de Oz'-, previenen la necrosis. Por otra parte, hay evidencias de que el
óxido nítrico (NO') participa en el daño renal inducido por cisplatina debido a que la
inhibición de la isoforma inducible de la óxido nítrico sintasa por aminoguanidina
atenúa la nefrotoxicidad por cisplatina.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. Los datos anteriores conducen a pensar que el
peroxinitrito (ONOO-), que se sintetiza a partir del Oz'- y de NO' , puede estar
aumentado en el riñón de ratas tratadas con cisplatina. El ONOO- no es un radical libre
pero es una especie reactiva de nitrógeno muy tóxica. Toda la inf ormación anterior
conduce cplcntecr la siguiente pregunta: ¿El ONOO- está aumentado e involucrado en
el daño renal inducido por cisplatina?

Para contestar la pregunta anterior se midieron las proteínas nitradas (como una
evidencia del aumento del ONOO-) y se usó el compuesto 5,10,15,20-tetrakis-[4­
sulfonatofenil]-porfirinato-hierro [III] (FeTPPS) el cual es capaz de catalizar la
descomposición del ONOO- bajo condiciones fisiológicas. Si el daño renal inducido por
cisplatina es atenuado por la administración de FeTPPS, se demostraría la
participación del ONOO- en este modelo experimental. De ser así, es importante
conocer si la óxido nítrico sintasa contribuye a la formación de ONOO· con un aumento
en la síntesis de NO'.

OBJETIVOS. Los objetivos de este trabajo fueron determinar si el ONOO· está
involucrado en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina utilizando para ello el FeTPPS
por su capacidad para descomponer el ONOO- y de ser así, explorar la posib ilidad de
que la óxido nítrico sintasa este contribuyendo a la formación de ONOO- por ser la
responsable de la síntesis de NO'.

DISEÑO 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 administró una dosis única de solución
salina isotónica estéril vía intraperitoneal (i.p.), que es el vehículo de la cisplatina; 2)
grupo cisplatina (Cis), al cual se le administró una dosis única de 7.5 mg/kg de peso de



cisplatina vía i.p.: 3) grupo FeTPPS (Fe), al cual se le administró una dosis de 15 mg/kg
de peso cada 24 horas de FeTPPS vía intraperitoneal durante 3 días y 4) grupo
cisplatina + FeTPPS (Cis+Fe), al cual se le administró 7.5 mg/kg de peso de cisplatina
vía i.p. y 15 mg/kg/día de FeTPPS vía i.p. Las ratas se colocaron en jaulas metabólicas a
lo largo del estudio y se sacrificaron al tercer día. Se obtuvo orina, sangre y riñones
para medir el daño renal (proteinuria, excreción urinaria de N-acetil-~-D­

glucosaminidasa, creatinina y nitrógeno de urea en sangre y análisis histológico) , el
estrés oxidativo (proteínas oxidadas y malondialdehído) y nitrosativo (proteínas
nitradas). Se evaluó la cantidad de proteína y mRNA de las 3 isoformas de la NOS por
inmunohistoquímica y se determinó la actividad enzimática de la NOS así como la
excreción urinaria de N03-/N02-.

RESULTADOS. La cisplatina induce nefrotoxicidad a nivel tubular y glomerular.
Mediante marcadores de función tubular, como proteinuria y excreción urinaria de N­
acetil-~-D-glucosaminidasa, se demostró que el FeTPPS confiere protección parcial en
el daño inducido por cisplatina. Usando como marcadores glomerulares, creatinina en
suero y nitrógeno de urea en sangre, se encontró que el FeTPPS protege parcialmente
contra el daño por este nefrotóxico.

El análisis histológico en los animales tratados con cisplatina mostró áreas
extensas de vacuolación, edema y necrosis tubular. La porción recta de los túbulos
contorneados de la unión cortico-medularpresentaron mayor daño celular manifestado
por edema y vacuolación celular e intensa inmunotinción para nitrotirosina. La
administración de FeTPPS disminuyó en 50'Yo la extensión del daño en los túbulos
contorneados proximales, así como la inmunotinción para nitrotirosina, mientras que en
la porción recta de los túbulos contorneados la administración de FeTPPS disminuyó
20'Yo del daño así como la intensidad de la inmunotinción para 3-nitrotirosina. La
evaluación de malondialdehído, un marcador de lipoperoxidación, aumentó en el grupo
con cisplatina y el FeTPPS no fue capaz de prevenirlo. Un análisis cuantitativo de las 3
isoformas de la NOS y de su mRNA mostró un aumento en el grupo administrado con
cisplatina pero este no se tradujo en incremento de la producción de NO· ya que la
actividad de NOS no cambia en los diferentes grupos . Además, la excreción urinaria
de N03-/N02- es nula en el grupo administrado con cisplatina.

CONCLUSIONES

[J El FeTPPS disminuye la nefrotoxicidad inducida por cisplatina sugiriendo que el
ONOO está involucrado en la nefrotoxicidad por cisplatina.

[J Los mecanismos de nefrotoxicidad por cisplatina involucran pasos en los que el
NO· no ejerce sus funciones biológicas ya que no es metabolizado de forma
normal hasta N03-/N02-.
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PERSPECTIVAS
lJ Investigar los mecanismos por medio de los cuales se inactiva la NOS en este

modeloexperimental.
lJ Explorar las posibles fuentes de anión superóxido que pudieran contribuir a la

síntesis de ONOO-, entre ellas , la NADPH oxidasa.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Cisplatina

La molécula de cisplatina fue sintetizada en 1844 por Michele Peyrone en Turín,

Italia y fue hasta 1892, en Zurich, Suiza, cuando Alfred Werner determinó su

configuración (Werner et al., 1893). La actividad antineoplásica de la cisplatina (Fig. 1)

se reportó por primera vez en 1965 en la Universidad de Michigan por Barnett

Rosenberg (Rosenberg et cl., 1965). Después de un gran número de estudios en

modelos tumorales en roedores, perros y monos en abril de 1971 se trató 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 administración de cisplatina. Desde entonces, se emplea contra una gran

variedad de tumores , entre ellos el de testículo, ovario, pulmón, cabeza, cuello, entre

otros con una dosis usual de 20 mg/m2/24 h/5 d o 100 mg/m2 cada 4 semanas.

Cis-platina 11 dic lorodiamina

Fig. 1. Estructura química de la cisplatina.

1.2 Mecanismo de acción

La cisplatina entra a las célula por difusión 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 nitrógeno de la posición 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 formación de estos enlaces inhibe la

transcripción. 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 administración

intravenosa. Más del 90'10 del fármaco está unido a proteínas plasmáticas. Las

concentraciones más altas de fármaco se han reportado en riñón, hígado, intestino y

testículos. Durante las primeras 6 horas se excreta una pequeña parte de la cisplatina,

después de 24 horas un 25'10 y en 5 días se puede recuperar el 43'10 de la dosis

administrada (Chambers y Sande, 1996).

1.4 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 35'10

de los pacientes incluso a partir de la primera dosis (Daviset al., 2001). Para explicar

los mecanismos nefrotóxicos de la cisplatina es necesario conocer algunos aspectos

generales del riñón.

2. Generalidades sobre el riñón

El riñón es un órgano 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 riñón varía de 125 a 170 g en el hombre y de 115 a 155 g en la

mujer. Anatómicamente se distinguen dos grandes zonas en un corte transversal, la

corteza, que es la parte más externa y la médula, que es la zona más interna (Trisher y

Madsen, 2000) (Fig. 2).

5



Fig. 2. Principales estructuras anatómicas del riñón (Trisher y Madsen, 2000).

Sus funciones fundamentales son el iminar gran parte de los productos

metabólicos terminales del organismo y controlar las concentraciones de la mayor

parte de los componentes de los líquidos corporales. La nefrona es la unidad funcional

del riñón y está formada por el glomérulo , cápsula de Bowman, túbulo proximal, asa de

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

Túbulo
co lector
cortical

Conducto
colector

Túbulo proximal CORTEZA
RENAL

Asa de
Henle

~
MÉDULA
RENAL

Cápsula de
Mácula Bowman
densa

Fig. 3. Anatomfade la nefrona (Tr isher y Madsen, 2000).

Las funciones de la nefrona son: a) f iltración, b) secreción y e) reabsorción. Los

dos riñones, en conjunto, tienen aproximadamente 2 millones de nefronas en humanos y

cada una de ellas por separado es capaz de formar orina. La formación de orina inicia
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cuando se filtra el líquido de la sangre del glomérulo hacia la cápsula de Bowman y

posteriormente a los túbulos, en donde el líquido filtrado se convierte en orina en su

camino hacia la pelvis renal.

El glomérulo se localiza en la corteza renal, es una red de hasta 50 capilares

paralelos cubiertos por células epiteliales que están incluidas en la cápsula de Bowman

donde se lleva a cabo la filtración, la presión de la sangre en el glomérulo hace que se

filtre el líquido hacia la cápsula de Bowman, de ahí , pasa al túbulo proximal situado

también en la corteza renal. Desde el túbulo proximal, el líquido pasa al asa de Henle,

localizada en la médula del riñón, posteriormente entra al túbulo distal , el cual al igual

que el túbulo proximal, se encuentra en la corteza renal, y finalmente pasa al túbulo

colector que se encarga de reunir el líquido de varias nefronas para luego vaciarse en

la pelvis renal.

Cuando el filtrado pasa a través de los túbulos, 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 histológico en los túbulos renales que implican alteraciones bioquímicas

y fisiológicas e incluyen una disminución en la función mitocondrial , inhibición de las

enzimas que participan en la cadena respiratoria que como consecuencia crea un

'decrement o en la producción de ATP. También disminuyen los niveles de glutatión

reducido (GSH) y disminuye la actividad de enzimas antioxidantes como glutatión

peroxidasa (GPx) y glutatión reductasa (GR). La cisplatina también causa alteraciones

en la homeostasis del calcio e induce un incremento en la actividad de la caspasa 3 vía

proteína cinasa e (Kuhlman et al., 1997).

Lo anterior demuestra, que el estrés oxidativo está asociado a la nefrotoxicidad

inducida por cisplatina. Sin embargo, para profundizar en ello es necesario conocer

algunos aspectos del estrés oxidativo.
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3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la producción de especies reactivas

de oxígeno (ERO's)y las defensas antioxidantes (Betteridge, 2000). Este desequilibrio

se puede presentar por una producción excesiva de ERO's, por una disminución de las

defensas antioxidantes o una combinación de ambas. Por otra parte, las ERO's son

moléculas químicamente reactivas derivadas del oxígeno y este término incluye a

metabolitos de oxígeno que pueden o no ser radicales libres. Las ERO' s pueden

formarse por la reducción univalente del oxígeno dentro de la célula (Fig. 4) y resultan

sumamente tóxicas para la ésta debido a que t ienen la capacidad de oxidar un gran

número de biomoléculas, entre las que se encuentran el DNA, proteínas, lípidos y

carbohidratos. Entre las principales ERO'sse encuentran :

e­

O2 -
o e-

l

Fig. 4. Reducción univalente del oxígeno.

0/1

3.1. Anión superóxido (°2
0

- )

El anión superóxido (°2
0 - ) se forma espontáneamente en medios aerobios, por

ejemplo, en la cadena de transporte de electrones en la mitocondria por la adición de

un electrón al oxígeno molecular (Fig. 4) . También es producido por enzimas como la

NADPH oxidasa, xantina oxidasa, óxido nítrico sinatasa (NOS), Iipooxigenasa y

ciclooxigenasa (Betteridge, 2000; Fridovich , 1999). El °2
0

- tiene la capacidad de

reaccionar con los Iípidos de las membranasalterando con ello su funcionalidad.
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3.2 Peróxido de hidrógeno (H202)

Se forma entre otras vías, por adición de 1 electrón y 2 protones al 0 20
- . El H20z

no 'es un radical libre pero puede atravesar membranas biológicas y por lo tanto

difundir a muchos organelos. Una vez que ha difundido, puede dar lugar a la formación

de anión hidroxilo y radical hidroxilo vía oxidación de metales de transición en una

reacción conocida como reacción de Fenton (Fig. 5).

Figura 5. Formaci6n de radical hidroxilo a partir de per6x ido de hidr6geno.

Una fuente importante de formación del H20Z en las células es la cadena de

transporte de electrones en la mitocondria. Además, también es el producto

enzimático de la superóxido dismutasa. Interviene en la formación de ácido

hipocloroso (HeIO) por acción de la enzima mieloperoxidasa presente en fagosomas y

neutrófilos (Winterbour et al., 2000). Además, el H202 tiene una importante función

como molécula de señalización 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 daño

en los sistemas biológicos con respecto a otras ERO' s (Betteridge, 2000; Halliwell,

1987). Esta especie es producida a partir de una reacción tipo Fenton (Fig. 5) y tiene la

capacidad de reaccionar con biomoléculas como el DNA, proteínas, lípidos y

carbohidratos (Olinescu et al., 2002), lo que causa disfunción celular. Los mecanismos

de defensa antioxidantes que detoxifican a la célula de ERO' s de forma normal

pueden clasificarse como enzimáticas y no enzimáticas.
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3.4 Sistemas antioxidantes

3.4.1 Sistema antioxidante enzimático

. 3.4.1.1 La superóxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) pertenece a una familia de

metaloenzimas que catalizan la conversión del Oz-- a HzOzy a oxígeno molecular (Fig.

6):

Fig. 6 . Reacción cotal izada por SOD.

3.4.1.2 La catalasa (CAn (EC 1.11.1.6) es una hemoproteína tetramérica con peso

molecular de 240 kDa, con cuatro ferriprotoporfirinas por tetrámero (Aebi, 1982).

Cataliza la formación de agua y oxígeno a partir de HzOz (Fig. 7).

Fig. 7. Reacción catalizada por CAT.

3.4.1.3 La GPx (EC 1.11.1.9) cataliza la descomposición del HzOz o de otros

peróxidos orgánicos a HzO (Fig. 8) utilizando glutatión reducido (GSH), que se

transforma en glutatión oxidado (GSSG) (reacción A). El GSSG 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 (reacción B) (Harris, 1992; Ichikawa et al., 1994). El

NADPH es regenerado por la acción de las enzimas málica y glucosa 6 fosfato

deshi drogenasa.
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6Px

ROOH + 2GSH -+ ROH + HzO + GSSG

Gil

GSSG + NADPH + H' --> 2 GSH + NADP'

Fig. 8. Reacciones catolizadas por GPx.

3.5 Sistemas antioxidantes noenzimáticos

(A)

(B)

Dentro de esta clasificación se agrupan un gran número de moléculas que pueden

tener una o más características como la capacidad de reducir compuestos oxidados u

otros antioxidantes, prevenir la lipoperoxidación o participar como cofactor de

reacciones enzimáticas antioxidantes.

3.5.1 El GSH (Fig. 9) es un tripéptido compuesto por cisteína, glicina y

glutamato (Meister y Tate, 1976). Este se sintetiza en 2 pasos por la glutamato

cisteína ligasa (EC 6.3.2.2) y la glutatión sintetasa (EC 6.3.2.3), consumiendo 1

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

la dieta.

Fig.9. Estructura qurmica del glutati6n.

3.5.2 El ácido ascórbico (Fig. 10) es una vitamina hidrosoluble que no es posible

sintetizar endógenamente en el humano por lo que debe de adquirirse a través de la

dieta. El ácido ascórbico ejerce sus propiedades antioxidantes atrapando ERO's como

el O2- - y evitando la oxidación de diversas biomoléculas como proteínas y lípidos. Otra
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de sus propiedades es regenerar al a-tocoferol (Buettner, 1993) y prevenir la

oxidación de las lipoproteínas de baja dens idad (LDL) (Kojo, 2004). Su consumo esta

asociado a la disminución de estrés oxidativo en humanos sanos (Sanchez-Moreno et

al., 2004). Recientemente se ha descrito la participación de esta vitamina en la

regulación de genes que participan en procesos de apoptos is y reparación de DNA

(Konopacka,2004).

HO

Fig. 10. Estructura químicadel ácido ascórbico

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 endógenamente. Ha demostrado prevenir la

lipoperoxidación en diversos modelos (McArdleet al., 2004 ; Zhu et cl., 2000; Ibrahim

et el., 1999) además de evitar la oxidación de LDL (Terentis et al., 2002),

disminuyendo la susceptibilidad a aterogénesis.

HO

Fig. 11. Estructura químicadel 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 ~ caroteno, xantófilos y otros son ejemplo de los miembros que pertenece

a esta familia. Se les considera comoantioxidantes debido a su capacidad para atrapar
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singulete de óxigeno además de ejercer efectos anticancerígenos debido a su

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

Fig. 12. Estructura qufmica del ~-caroteno, miembro de la fami lia de los carotenoides.

3.4.2.5 El ácido úrico (Fig. 13) es el producto final del catabolismo de purinas en el

humano y es excretado a través de los riñones (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 oxígeno. Otra de las

propiedades ant ioxidantes que poseeel ácido urico consiste en ser una molécula blanco

del HzOz en presencia de metahemoglobina (Ames et al., 1981). Otros experimentos

demostraron que el ácido úrico es capaz de atrapar OH- generado por HzOz en

presencia de FeS04 o de luz UV (Howell y Wyngaarden, 1960).

Fig. 13. Estructura qufmica del ácido úrico.

4. Evidenciasdel estrés oxidativo en la nefrotoxicidad por cisplatina

Existen un gran número de evidencias que sustentan la participación del estrés

oxidativo en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina. Entre ellas se encuentra la

disminución del 29~o en los niveles renales de GSH en ratas de la cepa Wistar a las 24

horas de ser tratadas con una dosis de 5 mg/Kg de cisplatina así como un incremento
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del 29'10 en lipoperoxidación medido como sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico

(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 encontró una disminución en la actividad de enzimas antioxidantes como

GPx y CAT así como una disminución en los niveles de GSH y aumento en la

lipoperoxidación medida como incremento en los niveles de malondialdehído (MDA) .

(Mansouret 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 lipoperoxidación y la actividad enzimática de CAT, SOD y GR.

Lasenzimasantes mencionadas disminuyeron 3 días despuésde la administración de la

cisplatina, mientras que los niveles de MDA, un marcador de lipoperoxidación, y de

HzOz, aumentaron en el grupo administrado con cisplatina. Los 3 antioxidantes

previnieron la disminución 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 HzOz

(Bolaman et al., 2004) .

Otros estudios in vivo han demostrado (Ozen et nl., 2004) que la cisplatina induce

un aumentoen los niveles de nitrógeno 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 encontró un aumento en los niveles de óxido nítrico

(NO-) en riñón. El ácido cafeico mostró protección en este modelo al evitar la

reducción de la actividad de las enzimas antioxidantes yel incremento de BUN y de

NO- en riñón. La cisplatina induce vacualización celular, hinchamiento, descamación y

necrosis en células tubulares y la administración del ácido cafeico tuvo un efecto

protector al reducir histológicamente el daño tubular. Los efectos observados por la

administración de cisplatina están asociados a especies reactivas de oxígeno, por lo

que el efecto protector del ácido cafeico puede deberse a su capacidad para atrapar

radicales libres.
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Enun modelo in liivo por 5 días se demostró que la cisplatina induce nefrotoxicidad

utilizando una dosis única de 6 mg/kg/ip y se observó que aumentaron los niveles de

urea y creatinina, que disminuyó la actividad enzimática de 50D y CAT, y que

aumentaron los niveles de MDA. Estos efectos se previnieron con la administración de

ácido acetilsalicílico 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 administración de cisplatina (6 mg/Kg/ip) a ratas machode la cepa Wistar indujo

un aumento en los niveles de MDA y una disminución en los niveles de GPx, G5H,

vitamina E, y p-caroteno La administración de selenio y vitamina E lograron prevenir el

aumentoen los niveles de MDA y la disminución de los niveles de G5H, vitamina E y p­

caroteno (Naziroglu et al., 2004).

Estudios in vitro han demostrado que una concentración de cisplatina de 2 mM

induce necrosis en cultivos primarios de células del túbulo proximal de conejo mientras

que una concentración de 50 /lM induce apoptosis. La necrosis se previene por la

administración de tirón, un compuesto capaz de atrapar O2- - , así como por la

administración de catalasa y piruvato , ambos detoxificadores de HzOz. La

dimetiltiourea (DMTU) y la tiourea, atrapadores de radical hidroxilo, no tuvieron

efecto en la necrosis inducida por cisplatina. La apoptosis se previene parcialmente por

la administración de tirón y DMTU pero no por la de antioxidantes y detoxificadores

de HzOz (Baeket al., 2003).

La administración de una dosis única de cisplatina de 8 mg/kg de peso vía

intravenosa a ratas machode la cepa 5prague-Dawley por 5 días induce un aumento en

la concentración de creatinina en suero y BUN así como alteraciones morfológicas que

incluyen necrosis en los segmentos 51, 52 Y 53 de los túbulos proximales. La

administración de DMTU a una dosis de 500 mg/kg de peso vía intraperitoneal una

hora antes de la administración de cisplatina y posteriormente cada 12 horas durante

5 días, previene las alteraciones mencionadas (Tsuruya et al., 2003).

Los resultados anteriores muestran evidencia de la participación del estrés

oxidativo en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina, sin embargo, no hay evidencia de
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la participación de especies reactivas de nitrógeno como el ONOO-, que es una de las

más importantes debido a su reactividad.

5. Peroxinitrito

5.1 Formación del peroxinitrito

El ONOO- es una especie formada por la reacción entre el O2"- y el NO". El O2"­

puede ser producido por enzimas como la NADPH oxidasa, NOS, xantina oxidasa

(XO), lipooxigenasa (LOX), P450 oxidasa y citocromo b5 y por vías no enz imáticas en

diversos sitios celulares debido a la reducción incompleta del oxígeno molecular cuando

se adiciona 1 electrón. Por otra parte , el NO"es sintetizado por la NOS a partir de L­

arginina, 02Y NADPH. Existen dos isómeros del ONOO-, la forma cis y la forma trans,

siendo esta última forma menos estable que la forma cis y por lo tanto más reactiva

(Liangy Andrews , 2001) (Fig. 14).

Peroxlnl trllo

Cls

00-,.
"-'::N-O

-,
o

Trans

Fig. 14. Isómeros cis y trans del ONOO-.

El ONOO-puede difundir a través de las bicapas de fosfolípidos a una velocidad de

B x 10-4 cmls (Maria et al., 1997) lo cual le da la capacidad de reaccionar con un gran

número de moléculas como lípidos y proteínas.

16



5.2 Formación de especies derivadas de nitrógeno

Además el ONOO- puede protonarse bajo condiciones fisiológicas para formar el

ácido peroxinitroso (ONOOH) y éste a su vez puede descomponerse en radical

hidroxilo y radical dióxido de nitrógeno. Estas moléculas químicamente derivadas del

nitrógeno se conocen como especies reactivas de nitrógeno (ERNs) (Radi et al., 2001).

Entre las ERN's se encuentran los radicales NO' y dióxido de nitrógeno (N02') y los

no radicales como el ácido nitroso (HN02), catión nitronio (NO/), catión nitroxilo

(NO"), anión nitroxilo (NO-), tetraóxido de dinitrógeno (N204), trióxido de dinitrógeno

(N203), ONOOH y alquilperoxinitritos (RONOO) y ONOO- (Motterlini et al. , 2002).

Por otra parte, el ONOO- en presencia de dióxido de carbono (C02) da lugar a la

formación del anión nitrosoperoxicarboxilato el cual puede isomerizarse en un 65-70'Yo

a C02 y N03- y un 30-35% a N02+ y radical carbonato (C03' -) (Pietraforte et al.,

2003).

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

especies reactivas de nitrógeno:
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Tabla 1. Formación de especies reactivas de nitróqeno.

H+ Formación de ONOO- a partir de

NO- + Ozo- -+ ONOO- -+ HONOO NO- y o.«,
HONOO -+ OH- + NOz- El radical hidróxilo es capaz de

modificar bases del DNA. El radical
dióxido de nitrógeno es un poderoso
agente nitrante y promueve
procesos de lipoperoxidación.

2NOz- -+ NZ04 +- NO- + OONO- +- NO- + Oz- Mediante diferentes reacciones
puede generarse tetraóxido de
dinitrógeno, un poderoso agente
nitrante.

Nz04 + HzO -+ NOz- + N03- + 2H+ Los metabolitos finales del NO- son
los aniones nitrito y nitrato.

NOz- + HzOz -+ NOz- A su vez, el nitrito en presencia de
H202 puede generar radical dióxido
de nitrógeno.

NOz- + NO- -+ Nz03 El dióxido de dinitrógeno puede
generar trióxido de dinitrógeno, un
agente capaz de desaminar guanina,
citosina y adenina convirtiéndolas a
xantina, uracilo e hipoxantina
respectivamente.

NOz- + HOCI -+ NOzCI El cloruro de nitrilo es un agente
nitrante que se forma por reacción
entre nitrito y ácido hipocloroso;
este último proveniente de la
actividad enzimática de la
mieloperoxidasa.

ONOO-+ COz -+ C03- - + NOz- El radical carbonato oxida
aminoácidos aromáticos.

5.3 Reactividad del ONOO-

EIONOO- es una especie muy oxidante que puede reaccionar con un amplio número

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

aminoácidos como la tirosina dando lugar a la formación de 3-nitrotirosina (3-NT),
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además de reaccionar con otros aminoácidos como triptófano, cisteína y metionina.

Estos aminoácidos al sufrir alteraciones pueden llevar a la pérdida de la función de la

proteína en la que se encuentren.

Se sabe que proteínas como la actina del citoesqueleto, tirosina hidroxilasa y

prostaciclina sintasa entre otras, son blanco del ONOO- y pierden su actividad

biológica. También inactiva enzimas como la SOD,la aconitasa, una enzima del ciclo de

Krebs, la gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa, una enzima de la vía glucolítica, y

otras como la creatinina cinasa. Puede oxidar moléculas de interés biológico como la

tetrahidrobiopterina, un cofactor de la NOS y la t iroxina hidroxilasa y el GSH, que

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

5.4 Óxido nítrico 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 inte rfe rón

y o productos bacterianos como lipopolisacárido . Todas son homodímeros con un

dominio reductasa en el extremo carboxilo terminal donde se localiza un sitio de unión

a FMN, FAD Y NADPH Yun dominio oxigenasa en el extremo amino terminal donde se

localiza un grupo hemo, un sitio de unión 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 síntesis de NO· (Ko ne, 2004). Estas enzimas catalizan

la oxidación de 5 electrones de la L-arginina consumiendo 2 moles de 02 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 + 02 + NADPH + H+ -+ NO· + L-citrulina + NADP+

Fig. 15. Reacción catolizada por la NOS para la síntesis de NO· .

El NO· es una molécula pequeña de gas hidrofóbico con un tiempo de vida corto

pero con un alto coeficiente de difusión de tal forma que los efectos directos del NO·

ocurren cerca del lugar donde se produce. El NO· induce la activación de guanilato

ciclasa soluble la cual es una hemoproteína que se encuentra en citoso!. Estas últimas

producen un incremento en los niveles intracelulares de GMPc activando a una proteína

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

5.4.1 Óxido nítrico sintasa en riñón

La nNOS, una proteína de 1439 aminoácidos (Hall et 01.,1994) se localiza en macula

densa, túbulos colectores y pelvis renal (Kone, 2004). La expresión de esta isoforma es

regulada por factores de transcripción como AP-2 y NF-lCB. La nNOS también es

regulada postranscripcionalmente mediante fosforilaciones por la proteín cinasa A, e o

G, las cuales reducen la actividad catalítica de esta isoforma, mientras que la

desfosforilación por calcineurina incrementa su actividad. Por otra parte, una proteína

de choque térmico, la Hsp 90, se asocia con esta isoforma para formar un complejo que

promueve la síntesis de NO· (Bender et al., 1999).

La iNOS tiene 1153aminoácidos y se localiza en túbulos proximales y distales (Kone

Be, 2004). Esta isoforma se induce bajo diversas condiciones de estrés dentro de las

que se incluyen aumento de interleucinc-Iü 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. Además esta isoforma es regulada

positivamente por niveles de AMP cíclico (Eberhardt et el., 1996).
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La eNOS conformada por 1203 aminoácidos se localiza en la arteriola aferente y

eferente del glomérulo, en los túbulos proximales, distales y colectores así como en las

células endoteliales vasculares (Kone, 2004). La Hsp 90, una proteína de choque

térmico , facilita la unión de calcio-calmodulina y dicha intercacción es requerida para

que los electrones fluyan hacia el dominio reductasa. Además, la vida media del mRNA

de la eNOS se prolonga bajo condiciones de estrés oxidativo (Drummond et al., 2000). .

Existen evidencias que sustentan la participación de la Nas en procesos

fisiopatológicos en diversos modelos. Por ejemplo, se ha encontrado que la

administr'ación de L-arginina incrementa la producción de ROS en un modelo de

diabetes inducida por estreptozotocina (Satoh et al., 2005). El bloqueo de la Nas

mediante la administración de N(G)-nitro-L-arginina metil ester, un análogo de la L­

arginina que se emplea comúnmente como inhibidor de la NOS, reduce parcialmente la

generación de Ras (Satoh et al., 2005). Sin embargo este comportamiento no es

absoluto, debido a que la suplementación de L-arginina en un modelo de insuf iciencia

renal inducida por gentamicina tiene un efecto protector (Secilmis et al., 2005).

También existen cambios en el patrón de expresión y actividad de la NOS bajo

condiciones fisiopatológicas. Un ejemplo de ello se muestra en ratas Wistar Kyoto

espontáneamente hipertensas en las que se observa un incremento en la expresión de

iNOS en corteza renal de 96% y un aumento de 2 vecesen su actividad con respecto a

ratas normotensas. Específicamente en túbulos proximales hubo un incremento en la

expresión de 104~o y de 3.3 veces en la actividad acompañada de un aumento de 2

veces en los niveles de nitritos (Kumar et al., 2005). Otro ejemplo del cambio en el

patrón de expresión de la NaS en el riñón se observó en un modelo de ratas

espontáneamente hipertensas, en el que la expresión de la eNOS aumentó 1.9 veces

debido al angoitensinógeno II. Además esta alteración esta acompañada de un aumento

de O2- - producido por la NADPH oxidasa, la cual presentó un aumento en la expresión

de una de sus subunidades, la gp91phox así como disminución de la SOD-3 o también

conocida como la isoforma extracelular (Adler, 2003).
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Existe la posibilidad de que en ciertas patologías, el papel tóxico del NO· se

deba a que al reaccionar con el O2- - se genere ONOO-. Este últ imo debido a sus

características, podría ser responsable , al menos en parte de los efectos observados

en algunas patologías. Una estrategia para conocer la participación del ONOO- en

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

5.5 Metaloporfirinas que catalizan la descomposición del peroxinitrito

Existen complejos hidrosolubles de hierro III que catalizan la descomposición de

ONoa como el 5,10,15,20-tetrakis (2',4',6'-trimetil-3 ,5-disulf onat ofeni1) porfirinato

de hierro [VII], Fe(TMPS); 5,lO,15,20-tetrakis (N-metil-4'-pirid il) porfirinato de

hierro [V], Fe(TMPyP) y 5,10,15,20-tetrakis-4-sulfonatofenil-porfirinato-hierro [III],

(FeTPPS). Estas metaloporfirinas catalizan la conversión del ONOO' a nitratos (Misko

et al., 1998) bajo condiciones f isiológicas, pH 7.4 Y37°C (Jensen y Riley, 2002). En el

centro de su estructura presentan un núcleo de hierro responsable de la catálisis del

ONOO- a N03-. Estos complejos resultan de interés farmacológico en modelos de

enfermedad que involucren al ONOO-.

5.5.1 FeTPPS

El papel protector de estas metaloporfirinas, entre ellas el FeTPPS, ha mostrado

un papel importante en diversos modelos. Uno de ellos en corazón de ratas de la cepa

Wistar con hiperlipidemia, donde se encontró que esta patología favorece el

incremento en los niveles de ONOO- así como el aumento en la presión diastólica

ventricular izquierda. La administración de FeTPPS (Fig. 16), el cual es capaz de

catalizar la descomposición del ONOO-, previene el aumento en la presión en ratas

sometidas a una dieta enriquecida con colesterol al 2'ro (Onody et cl., 2003).
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Fe(TPPS) +(",-SO~)
=.!

Fig. 16. Estructura química de FeTPPS.

El FeTPPS es capaz de catalizar la descomposición de ONOO- a nitratos (N03-)

bajo condiciones con relevancia fisiológica, pH 7.4 a 37°C. Un electrón cataliza la

oxidación del átomo central de hierro (Fe) de la porfirina pasando del estado Fe (III)

a un intermediario y posteriormente al estado Fe (IV) generando anión nitrito (N02-),

el que a su vez puede volver a reaccionar con la porfirina en estado reducido (Fe III)

generando N03-. La adición de moléculas comoascorbato (AH2) incrementa la velocidad

de descomposición de ONOO-.

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

ONOO· al liberar NO- y O2- - se encontró daño en cultivos de células corticales. En

estos cultivos la exposición a SIN-1 induce daño concentración-dependiente e

inmunoreactividad para 3-NT, un marcador de estrés nitrosativo. Sin embargo, la

exposición a donadores, únicamente de NO-, no resulta en el aumento de 3-NT. La

incubación con FeTPPS o con atrapadores de NO- previno la citotoxicidad y la

formación de 3-NT (Trackey et al., 2001), Esto indica que el ONOO-es responsable de

la nitración de proteínas, además de que el aumento de 3-NT esta asociado al daño en

estos cultivos.
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Por otra parte, se ha demostrado en corazones aislados de ratas que la perfusión

por 120 minutos con citocinas proinflamatorias como la IL-1, interferón-y y TNF-a. son

responsables del decremento en la función contráctil del miocardio. Aunque el

mecanismo de daño no está claro , se sabe que hay un aumento en la expresión de iNOS.

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

oxidasa y la NADPH oxidasa están incrementadas, por lo que los niveles de 02 0
- . En

consecuencia también están elevados y al reaccionar con el Nao se genera el ONOO-,

lo cual se comprobó usando marcadores de estrés nitrosativo que detectaron la

presencia de nitrotirosina y ditirosina. La administración de FeTPPS en este modelo,

previno la disminución de la función del miocardio (Ferdinandy et al., 2000).

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

neurotóxico que causa daño 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 formación de ONOO-. El

tratamiento con FeTPPS 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 lipopolisacárido o el péptido ~-amiloide, el FeTPPS

descompone el ONOO- y evita los efectos neurotóxicos de estos 2 tratamientos (Xie

et al., 2002).

Loanterior muestra al FeTPPS como una herramienta útil no sólo para conocer si el

ONOO- participa en diversas fisiopatologías , sino también como un posible agente

terapéutico capaz de disminuir los efectos tóxicos debidos al mismo.

24



2. JUSTIFICACI ÓN

La cisplatina es un agente antineoplásico ampliamente usado en el t r atamiento

contra el cáncer de un gran número de t ej idos. Sin embargo , uno de sus pri ncipales

efectos secundarios es la nefrotoxicidad. Existen evide ncias de que uno de los

mecanismos implicados en la nefrotoxicidad causada por cisplati na en ra tas es el

estrés oxidativo. Sin embargo , no se ha demostrado que especies reac tivas de

nitrógeno, como el ONOO-, estén involucradas en los mecanismos de nefrotoxicidad

inducida por cisplatina. Por otra parte, el FeTPPS es un compuesto que ha demost rado

en varios modelos experimentales, ser capaz de descomponer el ONO O-.

Lo anterior justifica la búsqueda de compuestos que puedan disminuir el efecto

colateral de la cisplatina así como el estudio de FeTPPS por ser un compuest o con

capacidad para catolizar la descomposición del ONOO-.

Además, la formación de ONOO- involucr a la participación del NO· , el cual es

producido por la NOS. Sin embargo , en este modelo no se conoce si est a enzima

contribuye en la formación de ONOO- aumentando la producción de NO· . Est o ju sti fi ca

el estudio de la expresión y actividad de la Nas.
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3. HIPÓTESIS

Existen evidencias de que el estrés oxidativo está involucrado en la

nefrotoxicidad inducida por cisplatina. Posiblemente otra de las especies

involucradas sea el ONOO- y un tratamiento con FeTPPS podría disminuir la

nefrotoxicidad tras la administración de cisplatina debido a su capacidad para

catalizar la descomposición del ONOO-.

Si en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina el ONOO- contribuye al daño de

forma importante y dado que su formación involucra el NO·, la expresión de la NOS

podría estar incrementada así como su actividad, explicando en parte, el aumento

deIONOO-.
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4. OBJETIVOS GENERALES

o Determinar si el ONOO- está involucrado en la nefrotoxicidad inducida por

cisplatina evaluando el efecto del FeTPPS.

o Evaluar la participación de la NOS en la la nefrotoxicidad inducida por cisplatina

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

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto del FeTPPS por medio de la evaluación de los siguientes

parámetros:

o Función tubular.

o Daño histológico.

o Función glomerular.

o Estrés oxidativo.

o Estrés nitrosativo.

Si el ONOO· se encuentra involucrado en la nefrotoxicidad por cisplatina se

evaluará la contribución de las 3 isoformas de la NOS en corteza renal externa e

interna mediante:

o Inmunolocalización de la proteína y mRNA así como su cuantificación.

o Actividad de las isoformas constitutivas y de la isoforma inducible.

o La excreción urinaria de NOz-/N03-.
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5. DISEÑO EXPERIMENAL

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

9 a 10 semanas de edad (250 9 aproximadamente). Se agruparon

aleatoriamente en 4 grupos: 1) Grupo Control (CT), al cual se le administra

una dosis única de solución salina isot ónica estéril vía intraperitoneal, que es

el vehículo de la cisplatina; 2) Grupo Cisplatina (Cis), al cual se le administra

una dosis única de 7.5 mg/kg de peso de cisplatina vía intraperitoneal (AI­

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 vía intraperitoneal (Onody et

al., 2003) y 4) Grupo Cisplatina + FeTPPS (Cis+Fe), al cual se le administró

7.5 mg/kg de peso de cisplatina vía intraperitoneal y 15 mg/kg de peso de

FeTPPS vía intraperitoneal.

~ La función tubular se evaluó realizando las siguientes determinaciones:

proteinuria y excreción urinaria de N-acetil-~-D-glucosaminidasa (NAG).

li:iI La evaluación del daño histológico se realizó por medio de un análisis

cuantitativo de área tubular dañadaempleando una t inción con hematoxilina y

eosina.

~ La función glomerular se evaluó realizando las siguientes determinaciones:

creatinina en suero y BUN.

~ El estrés oxidativo se evaluó midiendo proteínas oxidadas y malondialdeído

por espectrofotometría.

~ El estrés nitrosativo se evaluó mediante la detección inmunológica de 3­

nitrotirosina por inmunohistoquímica.

~ Las 3 isoformas y el mRNA de In NOS se evaluaron mediante detección

inmunológica e hibridación in situ respectivamente . Posteriormente se hizo

un análisis cuantitativo del área tubular marcada.
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I® Se evaluó la actividad de la nNO? y eNOS, isoformas constitutivas de la

NOS y de la isoforma inducible, iNOS en corteza renal.

~ Se determinó la excreción urinaria N02-/N03- , productos finales del

metabolismo del NO-.
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6. METODOLOGÍA

6.1 Reactivos

La cisplatina (no. de catálogo P-4394), la resina de intercambio catiónico Dowex­

50WX8-200fueron adquiridas en Sigma-Aldrich el FeTPPS de Calbiochem (no. de

catálogo 341492) el anticuerpo anti 3-nitro-L tirosina (No. de catálogo 05-233) fue

obtenido en Upstate (Lake Placid, NY, USA), el anticuerpo anti Ig acoplado a

peroxidasa de rábano fue de Stressgen (Victoria BC, Canada). Los anticuerpos anti­

nNOS (no de catálogo sc-5302), anti-iNOS (no de catálogo sc-7271), anti-eNOS (no

de catálogo sc-654) fueron adquir idos de Santa Cruz Biotechnolog. El bromolevamisol,

anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina y el rojo rápido (no. de catálogo

K1396) y la 3,3 diaminobencidina (no. de catálogo K346811) fueron de estuches

comerciales de DakoCytomation. Las sondas de oligonucleótidos para las 3 isoformas

de la NOS con un fluorocromo en el extremo 5 de MWG Biotech, Ebersberg,

Alemania'. El p-nitrofenil N-acetil-~-D-glucosaminido , p-nitrofenol, albúmina sérica

bovina (ASB), nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido (NADPH), glutatión

reductasa, GSH, leupeptina, pepstatina A, aprotinina, dinitrofenilhidrazina (DNPH),

sulfato de estreptomicina, guanidina-HCI , L-arginina (no. de catálogo A-5131),

tetrahidrobiopterina (no. de catálogo T-4425), el ~-mercaptoetanol (no. de catálogo

M-3148), nitro-L-arginina metil ester-HCI, naftaleno (no. de catálogo 7021),

calmodulina, reactivo de Folin & Ciocalteu's fenol, 1,1,3,3-tetrametoxipropano,

hidroxitolueno butilado, tritón, Tris-HCI, Hepes (no. catálogo H-3375),

dietilpirocarbonato (DEPC) (no. catálogo D-5758), N-naftiletilendiamina (no. de

catálogo N-9125), 1,4-bis(5-fenil-2-oxazolil) benzeno (POPOP) y 2,5-Difeniloxazol

(POP) fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). La [3H]-L-arg inina fue de

Amersham. EI1-metil-2-fenilindol, etilenglicol y dioxano se obtuvieron de Aldrich (St.

Louis, MO). El citrato trisódico, la azida de sodio y el cloruro de calcio fueron

obtenidos en Merck. El carbonato de sodio, ácido tricloroacético (TCA), EDTA

disódico , fosfato básico y dibásico de sodio , HCI, sulfato de amonio, sulfato de cobre,
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hidróxido de sodio, el cloruro cúprico, alcohol etílico absoluto anhidro, xilenos ,

acetonitrilo, ácido sulfanílico y nitrito de sodio fueron obtenidos en J .T. Baker

(México, D.F.). Las determinaciones de urea en sangre se realizaron con estuches

comerciales (no. de catálogo 1001325) de la marca Spinreact, S.A., (España). Para las

determinaciones de creatinina en suero y orina se utilizó hidróxido de sodio de

Beckman(no. de catálogo T002241) y ácido pícrico (no. de catálogo SA080) de Analit.

La parafina (no. de catálogo 8889-501006) se obtuvo de Oxford. La hematoxilina (no.

de catálogo 688), la eosina (no. de catálogo 738) y la resina sintética (no. de catálogo

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 metabólicas de

acero inoxidable dos días antes del estudio y así 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 administró una dosis única de 1.4 mL de solución salina

isotónica estéril vía intraperitoneal (i.p), que es el vehículo de la cisplatina; 2) grupo

cisplatina (Cis, n=6), al cual se le administró una dosis única de 7.5 mg/kg de peso de

cisplatina vía i.p (AI-Majed et al., 2003); 3) grupo FeTPPS (FeTPPS, n=6), al cual se le

administró una dosis de 15 mg/kg de peso cada 24 horas de FeTPPS vía i.p (Onody et

al., 2003) y 4) grupo cisplatina + FeTPPS (Cis+FeTPPS,n=6), al cual se le administró una

dosis única de 7.5 mg/kg de peso de cisplatina vía i.p y 15 mg/kg de peso de FeTPPS vía

i.p. cada 12 horas durante 3 días.
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El tratamiento con FeTPPS fue por un periodo de 3 días y los animales se

sacrificaron por decapitación. El peso corporal, volumen urinario y consumo de alimento

se midió diariamente.

La orina recolectada de 24 horas se centrifugó a 2,500 rpm durante 10 minutos a

temperatura ambiente y se colocaron 2 alícuotas en tubos eppendorf a -74°C hasta las

determinaciones correspondientes.

Al momento del sacrificio la sangre de las ratas se recolectó individualmente en

tubos de ensayo de vidrio de 13 x 100 mm, se centrífugo a 2,500 rpm durante 10

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se recolectó el suero y se

prepararon alícuotas en tubos eppendorf congelándose a -74°C hasta su uso.

Uno de los riñones extraídos de cada rata se seccionó y se fijó en alcohol etílico al

95'ro para su posterior preparación de cortes histológicos. Otro riñón se almacenó en

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

6.4 Determinaciones bioquímicas

6.4.1 Evaluación la función tubular

6.4.1.1 Proteinuria

La proteinuria se determinó midiendo la turbidez generada por la precipitación de

las proteínas con TCA a 420 nm (Fig. 17). Se incubó 1 mi de orina diluida con agua

destilada 1:5 y 250 ~I de TCA al 12.5% por 10 minutos a temperatura ambiente. Para

cada muestra se preparó un blanco sin TCA. Se calibró a cero el espectrofotómetro

utilizando 1 mL de H20 destilada y 250 ~I de TCA al 12.5%. Para determinar la

concentración se interpolaron las densidades ópticas en una curva patrón de ASB al

0.1%con una concentración 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 proteína/24 h.

32



Proteínas en
orina +

(solubles)

CI

I
CI - C---COOH

I
CI

Proteínas
desnatural izadas
(prec ipitodo)

Ácido tricloroacético

Fig. 17. Reacción entre las proteínas excretadas en la or ina y el ác ido
tricloroacético para formar un precipitado y así medir la turbidez de la reacción
0420 nm.

6.4.1.2 Excreción urinaria de N-acetil-~-D-glucosaminidasa (NAG)

La actividad NAG se determinó mediante un ensayo basado en la conversión del p­

nitrofenil-N-acetil-~-D-glucosaminido (sustrato de la enzima) en p-nitrofenol

(producto de la reacción), que en medio alcalino pasa de su forma protonada a su forma

aniónica (Fig. 18). Se utilizaron 50 ,.11 de orina, 550 f.J.1 de amortiguador de citratos

0.05 M, pH 4.4 Y 125 f.J.1 de sustrato a una concentración final de 6.8 mM. Para cada

muestra se preparó un blanco sin sustrato y para evaluar la conversión espontánea del

sustrato uno sin muestra de orina . Todos los tubos se agitaron y se incubaron a 3rc
durante 15 mino La reacción se detuvo con 550 f.J.\ de NazC03 0.2 M, pH 10.4 Yse lee en

el espectrofotómetro a 405 nm. La absorbencia de la forma aniónica del p-nitrofenol

se interpoló en una curva de calibración de una solución 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 umol de p­

nitrofenol por minuto.

p-nitrofeno latop-nitrofenol

H~'O, --o-Q--NO'
~'Na,CO, -

N-acetil-D-glucosa

NAGHOH~H-oNO_, HOH~C
• OH o +

~ H ~

NHCOCH, NHCOCH,

p-nitrofenil-N-acetil
ll-D glucosaminido

Fig. lB. Reacción de la NAG sobre el p-nitrofenil-N-acetil-j3-D-glucosaminido para formar el p­
nitrofenol , que en medio ácido se encuentra protonoado e incoloro. Al añadir carbonato de sodio
a la reacción, el p-nitrofenol se transforma a su forma aniónica que absorbe a 405 nm.
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6.4.2 Histología

6.4.2.1 Análisis estructural

Las secciones cortadas de riñón se fijaron en etanol al 95/0 durante 3 días, y se les

dio el siguiente tratamiento: (1)un baño en etanol al 100/0 (2) un baño en etanol al 96/0

(3) un baño en una mezcla 1:1 de xilol-etanol y (4) dos baños en xilol durante 1 hora

cada uno. A continuación los secciones de riñón se incluyeron dando 3 baños de

parafina durante 1 hora cada uno. Posteriormente se realizaron cortes de tejido de 3

um de espesor los cuales se desparafinaron con dos baños consecutivos de 3 minutos

en: xilol, una mezcla 1:1 de xilol-etanol, etanol al 100/0, etanol al 96%, agua destilada,

hematoxilina , agua destilada, etanol al 70/0 con 1% de HCI , carbonato de litio, agua

destilada, etanol al 96/0, eosina, etanol al 96/0, etanol 10010, una mezcla 1:1 de xilol­

etanol y xilol. Se colocó una resina sobre la muestra y finalmente un cubreobjetos.

6.4.2.2 Cuantificación del área tubular dañada

Se analizó el daño estructural de cada una de las 24 laminillas teñidas, en un

microscopio de luz Leica, seleccionando 10 túbulos en 3 campos aleatoriamente tanto

en corteza renal externa como interna. El área tubular dañada se determinó mediante

el programa Qwin Image Analyzer en el que cada túbule corresponde a 100% de área.

Posteriormente se seleccionaron sobre ese mismo nibulo las áreas dañadas y mediante

una relación entre ambas áreas se expresó el resultado como porcentaje de área

tubular dañada.

6.4.3 Evaluaciónde la función glomerular

6.4.3.1 Creatinina en suero

La creatinina se determinó mediante un método cinético basado en la generación de

un producto de color anaranjado generado por la reacción de la creatinina con el

picrato alcalino (reacción de Jaffé, Fig. 19). El producto se detecta a 492 nm y su
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absorbencia es directamente proporcional a la concentración de creatininapresente en

la muestra. Se prepararon las siguientes soluciones en tubos de ensayo: un blanco con

50 ul, de agua destilada, 50 J.Ll de un estándar de creatinina de 2.0 mg/dL y 50 J.Ll del

suero de las muestras experimentales. Se adicionaron 500 J.Ll de ácido pícrico e

hidróxido de sodio (1:1), Se mezclan con vórtex y se lee espectrofotométricamente a

los 30 y 90 segundos. El blanco sólo se empleó 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 estándar de creatinina y al dividir la densidad óptica obtenida

de la muestra entre la densidad óptica del estándar y multiplicar el resultado por la

concentración del estándar.

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

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

Creatin ina

N~,

H0-Q-NO,

NO ,

Ácido plc r ico

O H O,~- NO,

1 .&
NH

NO , N~

H c l NH,
Complejo picrato-creatin ina

A = 492 nm

Fig. 19. Reacción de Jaffé. La creatinina reacciona con el ócido pícrico para formar
un complejo colorido de creatinina-picrato el cual absorbe a 492 nm.

6.4.3.2 Nitrógeno de urea en sangre

La concentración de nitrógeno de urea en sangre, específicamente en suero, se

determinó espectofotométricamente a 510 nm(Fig. 20) con un estuche comercial de la

marca Spinreact. A esta longitud de onda absorbe un producto de la reacción de la

urea con el ortoftalaldehído. En un tubo se mezclaron 10 fll de la muestra de suero con

400 fll de ortoftalaldehído (4.8 mM) y 400 fll de borato (87 mM), se incubó a 37°C por

15 minutos y se midió la densidad óptica a 510 nm. En las mismascondiciones se incluyó

un blanco con agua destilada en lugar de muestra experimental y 10 ul del estándar de
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urea de 50 mg/dL. La concentración de urea en el suero se obtuvo al dividir la

densidad óptica obtenida de la muestra entre la densidad óptica del estándar y

multiplicar el resultado por la concentración del estándar de urea. Finalmente la

cantidad de nitrógeno de urea se obtuvo dividiendo la concentración de urea entre 2.14

que es un factor de corrección correspondiente a la relación entre los átomos de

nitrógeno yel peso molecular de la urea. Los resultados se expresan en mg/dL.

0::+
Orto-ftalaldehfdo

/~
O=C~

Urea Complejo de Ortoftalaldehldo-urea
!I.=510 nm

Fig. 20. Reacción entre la urea y el ortoftalaldehído en medio ácido para producir un complejo
colorido que se lee a 510 nm debido a la deslocal ización de los electrones.

6.5 Estrés oxidativo

6.5.1 Cuantif icación de grupos carbonilo en corteza renal

Se cuantificaron los grupos carbonilo en los homogenados de corteza de riñón (1:10)

debido a que el mayor daño se localiza en esta zona. Dichos homogenados se

prepararon en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7 con inhibidores de proteasas

[Ieupeptina (5 fl9/ml), pepstatina A (7 fl9/ml) y aprotinina (5 fl9/ml)), EDTA 1 mM y

tritón X-lOO 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

ácidos nucleicos que se trataron con 600 ,.tI de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10

mM disuelto en HCI 2.5 M por 1 h a temperatura ambiente (Maldonado et al., 2003). La

DNPH reacciona con los grupos carbonilo de las proteínas oxidadas presentes para

formar un complejo proteína-hidrazona el cual absorbe a 370 nm (Fig. 21). El contenido

de carbonilos de las proteínas se determinó utilizando el coeficiente de extinción del
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DNPH (2.0 x 104 M-I cm") y la concentración de proteínas determinada a 280 nm en los

tubos blancos. Los resultados se expresan como nmolesde carbonilos/mg de proteína.

DNPH Carbonilo Proteína-hidrazona

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

6.5.2 Cuantificación de MDA en corteza renal

Se cuantificó el MDA en los homogenados de corteza de riñón (1:10) debido a que

el mayor daño 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 9 a 4°C durante 10 minutos. Se tomaron 200

ul, el sobrenadante y se adicionaron 650,.u. de 1-metil-2 fenilidol en acetonitrilo a

una concentración final de 10 mM y posteriormente se diluyó 3:1 con metanol aI100'}'o.

Se agitó en vórtex y se adicionaron 150 ul, de HCI al 37'}'o. Por cada muestra se realizó

un blancoque lleva 200 ,.u. del sobrenadante, 650 ~L de unadisolución de acetonitrilo y

metano1 3:1 y 150 ,.u. de HCI al 37'}'o. Se realizó una curva estándar a partir de una

disolución de l,l,3,3,-tetrametoxipropano (TMOP) 10 mM en Tris-HCI 20 mM pH 7.4

adicionando 650 ,.u. de una disolución de acetonitrilo y metanol 3:1 y 150 ,.u. de HCI al

37'}'o. Después de incubar 50 minutos a 45°C las muestras se centrifugan a 2000 x 9

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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concentración de proteínas de los homogenados se determinó por el método de Lowry.

La cantidad de MDA se expresó como nmol MDA/mg proteína.

o O

HÁAH

Malondialdehido 1-metiI2-fenilindol

45°C-1 h
N Ph Ph
I

Cf-l:¡

C0l11'lejo colorido

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

6.6 Estrés nitrosativo

6.6.1 Análisis de inmunohistoquímica de 3-nitrotirosina

Se hicieron cortes de 3 mm de riñón y se colocaron en portaobjetos para

desparafinizar y posteriormente hidratar. Se incubaron los muestras con H202al 4.5':10

en metanol durante 1.5 horas para inhibir las peroxidasas endógenas. Posteriormente

se bloquearon con ASB al 3':10 en amortiguador de fosfatos pH 7.4 durante 30 minutos.

Las muestras se incubaron con anticuerpo anti-nitrotirosina diluido 1:700 en una

cámara húmeda. Después de la incubación 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' diaminobencidina y los

tejidos se contrastaron con hematoxilina. Se vertió una resina y se colocó un

cubreobjetos para su observación al microscopio. Una coloración café indica la

presencia de 3-nitrotirosina.
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6.7 Análisis de inmunohistoquímica de Nas

Se hicieron cortes de 3 mm de riñón y se colocaron en portaobjetos para

desparafinar y posteriormente hidratar. Se incubaron los cortes con bromolevamisol

durante 30 minutos para inhibir las fosfatasas endógenas. Posteriormente se

incubaron los cortes con suero de cabra al 5% en con tritón al 0.3')10 durante 20

minutos. Los 4 grupos se incubaron con anticuerpo anti-nNOS hecho en ratón

utilizando una dilución 1:25 en PBS. Otra serie de los 4 grupos se incubó con anti-iNOS

hecho en ratón utilizando una dilución 1:25 en PBS y otra serie se incubó con anti­

eNOS hecho en conejo utilizando una dilución 1:100 en PBS. Las 3 series se incubaron

durante 12 horas a 4°C en una cámara húmeda. Después de la incubación con los

anticuerpos anteriores, se realizaron 2 lavados con PBS durante 30 minutos cada uno y

las 3 series se incubaron con un anticuerpo anti-Ig conjugado con fosfatasa alcalina

durante 1 hora a 4°C en una cámara húmeda. Las muestras Se lavaron con PBS y Se

revelaron con rojo rápido contrastando los tejidos con hematoxilina. Se vertió una

resina sobre el portaobjetos y se colocó un cubreobjetos para su observación al

microscopio. Una coloración rosa indica la presencia de nNOS, iNOS y eNOS.

Se realizó una cuantificación de las 3 isoformas de la NOS mediante microscopia

acoplada a un software que selecciona las áreas de tinción rosa de un campo y las

expresa como porcentaje de área teñida. Lo anterior representa el porcentaje de

expresión 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 imágenes se cap1uraron y analizaron mediante el software KS-300 versión

3.0 (Carl Zeiss, Germany).

6.8 Hibridación in si1u

Para la detección del mRNA de cada una de las 3 isoformas de las Nas se

utilizaron sondas de oligonucleótidos (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' -AAGTTGTCGCAGAGGAGGAT-fluoresceína-5') es complementaria a las

posiciones 2736 a 2n5 del mRNA de Rattus norvegicus correspondiente a la

secuencia almacenada en GenBank con acceso número NM 052799. La sonda

antisentido 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 secuenciaalmacenada en GenBank con acceso número 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 número

NM 021828. Las sondas fueron resuspendidas en DEPC 1J.9/ml y almacenado a -20°C.

Las sondas fueron diluidas en DEPC (500 ng/ml) antes de la hibridación 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 imágenesse capturaron y analizaron mediante

el software Ks-300 versión 3.0 (Carl Zeiss,Germany).

6.9 Actividad de la NOS

La actividad de la NaS se midió en homogenados de corteza renal mediante la

conversión de L-arginina a L-eitrulina y NO. El tejido fue homogenizado en 260 mL de

amortiguador 50 mM Tris-HCI , 0.1 mM de EDTA, 0.1 de EGTA, O.1'Yo de fl­

mercaptoetanol a pH 7.5 con inhibidores de proteasas. Se determinó la cantidad de

proteína en el homogenado mediante el método de Lowry y se utilizaron 500 Jl9 de

proteína para el ensayoen presencia de 10 JJM de L-arginina, 1 mM de NADPH, 100 nM

de calmodulina, 30 JJM de tetrahidrobiopterina, 2.5 mM de CaClz y 0.2 !lCí de [3H] L­

arginina. La actividad de la iNOS se determinó en ausencia de CaClz y en presencia de

EDTAlEGTA 10 mM. Las muestras se incubaron en un volumen final de 100 III durante

30 minutos a 37°C. Al termino de la incubación se detuvo la reacción con 1 mL de

EGTAlEDTA 2 mM, HEPES 20 mM a pH 5.5 Y posteriormente se adicionan 5 mL de

líquido de centelleo compuesto por POPOP (0.2 gIL), POP (4 gIL), naftaleno (60 gIL) ,
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metanoI (100 ml/L), etilenglicol (20 mL/L) y dioxano (cbp 1 L). Cada muestra se

transfiere a una columna con resina de intercambio catiónico Dowex-50WX8-200 la

cual retiene L-arginina (Perez-Severiano et al., 2002). En el volumen eluido se detecta

la presencia de [3H] L-citrulina utilizando un contador de centelleo Beckman LS6500

durante 1 minuto. La actividad de la NOS constitutiva y de la iNOS se reportó como n9

L-cit/500 mg prot/30 mino

6.10 Excreción urinaria de NOz-/N03-

Se determinó la cantidad de NOz-/N03- excretados en orina tomando 150 ul, de

orina recolectada de día 3. Se adicionaron 75 ~L de formato de amonio y 75 ul, de

bacteria Escherichia coli disuelta en amortiguador de fosfatos. Esta bacteria

proporcionará la nitrato reductasa necesaria para reducir todos los N03- a NOz-. Se

incubaron a 37°C durante 60 minutos en baño maría con agitación. Se determinaron los

niveles de NOz-/N03- en orina mediante la reacción de Griess (Fig. 23) tomando 200

ul, del sobrenadante anterior y adicionando 400 ul, de ácido sulfanílico y 400 ul, de N­

naftiletilendiamina. Se agitó y posteriormente se leyó espectofotométricamente a 543

nm. Se preparó una curva estándar 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 NOz-/N03-/minuto.
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Nitrato reductasa
N03- + NADPH + W • N02- + NADPW + W

H NSO -o~ N+ ~ N2 3

Ácido sulfanílico

H2NS03-{ }N=N-g~-NH~NH2
Ij ~

Azocompuesto
A.= S40nm -

t
_()-NH~NH2

O-~ NN-naftiletilendiam ina

Fig. 23 . Determinación de NOz-/N03- mediante la reacción de Griess.

6.11 Análisis estadístico

Los datos se reportaron como la media ± error estándar 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 múltiples con el método de Bonferroni.
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7. RESULTADOS

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

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

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

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

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

Peso corporal
ora 3
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b
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11I Fig. 24. Efecto de Cis, FeTPPS y Cis+
~ 150

FeTPPS sobre el peso corporal. Los
~
el 100 grupos marcados con letras d istintas son

significativamente diferentes (p < 0.01).
50

o n=6 n=6 =6 n=6

Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

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

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

Volumen Urinario
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Fig. 25. Efecto de Cis, FeTPPS y Cis+
FeTPPS sobre el volumen urinario. No
hay diferencia estadística entre los

diferentes grupos.
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7.3 Evaluación de la función tubu lar

7.3.1 Proteinuria.

Se observó un aumento significativo de proteinuria en el día 3 en las ratas

tratadas con Cis con respecto al control. La administración de FeTPPS previno este

aumento en el grupo tratado con Cis+FeTPPS (Fig. 26).
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7.3.2 Excreción urinaria de NAG.

Fig. 26 . Efecto de Cis, Fe y Cis-Fe sobre la
proteinuria. Los grupos marcados con letras
distintas son significativamente diferentes
(p < 0.001).

La excreción urinaria de NAG aumentó significativamente en el grupo tratado con

Cis con respecto al control y este efecto fue revertido tras la administración de FeTPPS

(Fig.27).

Excreción urinaria de NAG
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Fig. 27. Efecto de Cis, FeTPPS y
Cis+FeTPPS sobre la excreción urinaria de
NAG en el día 3. Los grupos marcados con
let ras distintas son significativamente
diferentes (D < o.oon.

FeTPPS Cis+FeTPPS
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7.4 Histología.

7.4.1 Análisis histológico.

·Los resultados del análisis histológico, tinción con hematoxilina & eosina e

inmunohistoquímica para 3-NT mostraron lo siguiente: en comparación con la corteza

renal de los animales control (CT), los animales tratados con cisplatina mostraron áreas

extensas de vacuolación, edema y necrosis tubular con esfacelación lo cual afectó el

80±5% del revestimiento epitelial de los túbulos contorneados proximales (Fig. 28). La

toxicidad de la cisplatina fue mayor aún en la porción recta de los túbulos contorneados

de la unión cortico-medular, en donde el estudio morfométrico mostró que mas del 95%

del epitelio tubular (Fig. 28) presentó necrosis o daño celular extenso manifestado por

edema y vacuolación celular, estas mismas áreas también mostraron intensa inmunotinción

para 3-NT. La administración de FeTPPS disminuyó significativamente, en 50~o la

extensión del daño epitelial tubular de los túbulos contorneados proximales (Fig. 28)

disminuyendo también de manera acentuada la inmunotinción para 3-NT (Fig. 36),

mientras que en la porción recta de los túbulos contorneados (Fig. 28) la administración

de FeTPPS indujo una disminución del 20% en la extensión de la superficie epitelial

tubular necrótica, disminuyendo también la intensidad de la inmunotinción para 3-NT

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

histológica en los riñones (Fig. 28 Y 29).

Fig. 28. Análisis histológico de corteza externa. Tinción H&E. 400X.
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fig . 29 . Análisis histológico de corteza interna. Tinción H&E. 400X.

7.4.1.1 Cuantificación del área tubular dañada. La Figuras 28 y 29 muestran un alto

porcentaje de daño en túbulos proximales debido a la administración de cisplatina y las

Fig. 30 Y31 expresan el porcentaje de daño inducido por cisplatina en corteza externa e

interna, respectivamente.
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fig. 30. Efecto de Cis+feTPPS sobre
el porcentaje de área dañado en el
día 3. El grupo marcado con
asterisco es significativamente
diferente. *p < 0.003 vs. Cis.

Cis Cis+feTPPS
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Daño tubular en corteza interna
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7.5 Evaluación de la función glomerular

7.5.1 Creatinina en suero.

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

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

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

32).

Creatinina en suero
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Fig. 32. Efecto de Cis, FeTPPS y Cis+FeTPPS
sobre la concentración de creatinina en
suero. Los grupos marcados con letras
distintas son significativamente diferentes
(p< 0.001).
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7.5.2 Nitrógeno de urea en sangre. La administración de Cis indujo un incremento

en la concentración de nitrógeno de urea en sangre y este efecto fue prevenido por la

administración de FeTPPS de forma parcial (Fig. 33).
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7.6 Estrés oxidativo.

Fig. 33. Efecto de Cis, FeTPPS y
Cis+FeTPPS sobre la concentración de
nitrógeno de urea en sangre. Los grupos
marcados con let ras distintas son
significativamente diferentes (p < 0 .01).

7.6.1 Proteínas oxidadas. El contenido de grupos carbonilo de las proteínas no

presentó cambios significativos tras la administración de Cis (Fig. 34).

Contenido de carbonilos

FeTPPS Cis+ FeTPPS

n=6

Cl

n=6

Cis
n=6 n=6

Fig. 34 . Efecto de Cis, FeTPPS y Cis+FeTPPS
sobre la oxidación de proteínas. No hay
diferencia significativa entre los 4 grupos .
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7.6.2 MDA. El contenido de MDA aumentó en el grupo tratado con cisplat ina y

este efecto no es prevenido por la administración de FeTPPS (Fig. 35).
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Fig. 35. Efecto de Cis, FeTPPS y
Cis+FeTPPS sobre la producción de
MDA.
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7.7 Estrés nitrosativo. La administración de cisplatina induce un aumento en la

nitración de proteínas el cual es prevenido parcialmente por la administración de

FeTPPS (Fig. 36).

Fig. 36. Inmunohistoquímica de 3-nitrotirosina. 400X.

7.8 Expresión de NOS

7.8.1.1 Expresión de nNOS en corteza reno externa. La Fig. 37 muestra la

inmunolocalización de la nNOS en la corteza renal externa. El grupo administrado con
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cisplatina muestra un aumento en la tinción , mientras que la administración de feTPPS

en el grupo Cis+feTPPS no es capazde prevenir este aumento.

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

7.8.1.2 Expresión de nNOS en corteza renal interna. La fig. 38 muestra un

aumento en la expresión de nNOS en el grupo tratado con cisplatina y este aumento

disminuye en el grupo Cis+feTPPS.

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

7.8.2.1 Expresión de iNOS en corteza renal externa. La fig. 39 muestra que la

administración de cisplatina induce un aumento en la expresión de la ¡NOS y esta

inducción disminuye en el grupo de Cis+feTPPS.
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Fig. 39. Inmunohistoquímica de iNOS en corteza rena l externa. 400X.

7.8 .2.2 Expresión de ¡NOS en corteza renal interna. La Fig. 40 muestra un .1

aumento de la expresión de ¡NOS en el grupo administrado con cisplatina. En el grupo

tratado con cisplatina + FeTPPS este aumento continua.

Fig. 40. Inmunohistoquímica de ¡NOS en corteza rena l interna. 400X.

7.8.3.1 Expresión eNOS en corteza renal externa. La Fig. 41 muestra un aumento

en la expresión 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. Inmunohistoquímica de eNOS en corteza renal externa. 400X.

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

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

Fig. 42 . Inmunohistoquímica 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 expresión de la NOS
en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina.

Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS
nNOS Se encontró No hay aumento en la Patrón de Hay aumento de expres ión

inmunotinción en expresión en glomérulos expresión muy en túbulos proximales.
mácula densa, pero si en túbulos similar al control. Se observa t inción
túbulos proximales . Existe positiva en las células
proximales y asociación entre las zonas donde hay menor daño.
distales y menor de necrosis y la expresión
presencia en de la enzima.
qlomérulos.

iNOS Se observa ~ un aumento muy Patrón de Se observa una t inción
expresión en discreto en glomérulo. expresión similar muy discreta en glomérulo
túbulos Aumenta la expresión en al control. y disminución en túbulos
proximales. túbulos proximales. La proximales con respecto al

tinción esta asociada al grupo administrado con
daño estructural. cisplatina, sin embargo se

observa tanto en tejido
preservado como en aquel
donde hay necrosis .

eNOS Englomérulo hay Englomérulo aumenta Patrón de Se mant iene el aumento
mayar tinción con ligeramente la tinción. expresión similar de expresión en glomérulo.
respecto a nNOS En los túbulos proximales al control. En túbulos proximales hay
e iNOS.Se hay un aumento evidente. una disminución en las

observa Hay presencia de la zonas sin daño y en
inmunotinción enzima en zonas donde aun aquellas que presentan
tenue en macula el tejido esta preservado necrosis tubular.

densay ausencia y en las zonas de necrosis.
de esta en Hay un aumento de tinción
túbulos distales. importante en los túbulos
En el epitelio distales.
tubular hay
presencia
importante de
esta isoforma.

53



7.9 Cuantificación de NOS.

7.9.1.1 Cuantificación de nNOS en corteza renal externa. La Fig. 43 muestra un

aumento en la expresión de nNOS. La administración de FeTPPS no es capaz de prevenir

este aumento.
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Fig. 43 . Cuantificación de nNOS en
corteza renal externa. Los grupos
marcados con letras distintas son
significativamente diferentes (p < 0.05).
n=3.

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

aumento en la expresión de nNOS. La administración de FeTPPS previene parcialmente

este aumento.
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7.9.2.1 Cuantificación de iNOS en corteza renal externa. La Fig. 45 muestra un

aumento en la expresión de iNOS. La administración de FeTPPS previene

significativamente este aumento.
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7.9.2.2 Cuantificación de ¡NOS en corteza renal interna. La Fig. 46 muestra un

aumento en la expresión de iNOS y la administración de FeTPPS previene este aumento.
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7.9.3.1 Cuantificación de eNOS en corteza renal externa. La Fig. 47 muestra un

aumento en la expresión de eNOS y la administración de FeTPPS previene este aumento.
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7.9.3.2 Cuantificación de eNOS en corteza renal interna. La Fig. 48 muestra un

aumento en la expresión de eNOS y la administración de FeTPPS previene parcialmente

este aumento.
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Fig. 48 . Cuantificación 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 túbulos proximales . El grupo administrado con Cis+feTPPS presenta un patrón similar

de expresión con respecto al grupo control.

Fig. 49 . mRNAde 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 están 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.

Fig. 50. mRNAde 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 túbulos proximales como en

glomérulos. En el grupo con Cis+feTPPS se observa una disminución del mRNA con

respecto al grupo con cisplatina.

Fig. 51. mRNA de ¡NOS en corteza renal externa. 400X.

7.10.2.2 El mRNA de iNOS en corteza renal interna. En la fig. 52 se observa ún

notable aumento del mRNA en el grupo administrado con cisplatina. La administración de

feTPPS previene este aumento en el grupo con 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 aumento

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

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

Cis+FeTPPS.

Fig. 53. mRNA de eNOS en corteza rena l externa. 400X.

7.10.3.2 mRNA de eNOS en corteza renal int er na. La Fig. 54 muestra un notable

aumentoen el grupo de cisplatina. La administración de FeTPPS previene este increment o

en el grupo de Cis+FeTPPS.

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

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

muestra la expresión de nNOS. La administración de cisplatina no induce cambios en la

transcripción.
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Fig. 55 . Cuantificación de mRNA de
nNOS en corteza renal externa. No hay
diferencia estadísticamente significativa

entre los diferentes tratamientos. n=3.

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

muestra un aumento en la expresión de nNOS. La administración de FeTPPS previene

parcialmente este aumento.
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Fig. 56. Cuantificación de mRNA de nNOS
en corteza renal int er na. Los grupos
marcados con letras distintas son
significativamente diferentes (p ( 0.001).

n=3.
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7.11.2.1 Cuantificación del mRNA de ¡NOS en corteza renal externa. La Fig. 57

muestra un aumento en la expresión de nNOS. La administración de FeTPPS no previene

este aumento.

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

Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

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

muestra un aumento en la expresión de nNOS y la administración de FeTPPS no previene

este aumento.
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Fig. 58. Cuantificación de mRNA de
iNOS en corteza renal interna. Los'
grupos marcados con letras
dist intas son signif icativamente
diferentes (p < 0.01). n=3.
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7.11.3.1 Cuantificación del mRNA de eNOS en corteza renal externa. La Fig. 59

muestra un aumento en la expresión de nNOS. La administración de FeTPPS previene

parcialmente este aumento.

rnRNA de eNOS en corteza externa

40 b

.a 30
13e.,
GI e'020
lO

o
01 a a.ca
~ o D
.

10

O
Ct Cis FelPPS Cis+FelPPS

Fig. 59. Cuantificación 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 Cuantificación del mRNA de eNOS en corteza renal interna. La Fig. 60

muestra un aumento en la expresión de nNOS. La administración de FeTPPS no previene

este aumento.

Fig. 60. Cuantificación 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

por cisplatina en proteína y mRNA de las 3 isoformas de la Nas en corteza renal

externa e interna.

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

Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

Proteína mRNA Proteína mRNA Proteína mRNA Proteína mRNA

nNOS --- --- t --- --- --- t ---

iNOS --- --- t t --- --- ! t

eNOS --- --- t t --- --- t !*

Tabla 3. Cambios en proteína y mRNA de Nas en la nefrotoxicidad por cisplatina.

Ct Cis FeTPPS Cis+FeTPPS

Proteína mRNA Proteína mRNA Proteína mRNA Proteína mRNA

nNOS --- --- t t --- --- !* !*

iNOS --- --- t t --- --- ! t

eNOS --- --- 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 modificada tras la administración de cisplatina a pesar de mostrar una

tendencia a disminuir (Fig. 61).

Actividad de cNOS
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Fig. 61. La actividad de las isof ormas
const itutivas de la NOS no se
modifica por la administración de
cisplatina.

7.12.2 Actividad de ¡NOS. La actividad de la isoforma inducible no se ve

modificada tras la administración de cisplatina a pesar de mostrar una tendencia a

disminuir (Fig. 62).
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7.13 Excreción urinaria de N02-/N03-. La Fig. 63 muestra la excreción urinaria de

N02-/N03- en donde no hay diferencias estadísticamente significativas. Sin embargo,

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

es prácticamente cero.

Excreción urinaria de N~N03
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Fig. 63. Excreción urinar ia de NOz-/N0 3- •

No hay diferencia estadísticamente
significativa entre los grupos.
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8. DISCUSIÓN

La cisplatina es un agente antitumoral ampliamente usado debido a su efectividad

contra una gran variedad de tumores sólidos entre los que se encuentran de t estículo,

ovario, pulmón, 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 está completamente claro, pero existen evidencias que

sustentan la participación de ERO's en el daño. Se sabe que el mecanismo de

nefrotoxicidad de la cisplatina implica la formación de radicales libres que promueven

lipoperoxidación 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 períodos

prolongados y este efecto puede ser prevenido con la administración de antioxidantes

como trolox (Xiao et cl., 2003) y atrapadores de OH" pero no de HzOz. También se ha

demostrado que la cisplatina induce necrosis a altas concentraciones en cultivos de

células del túbulo proximal de conejo y este efecto se previene con el tratamiento de

atrapadores de Oz' (tiron), detoxificadores de HzOz (catalasa y piruvato ) y

antioxidantes (trolox y deferoxamina) (Baek et al., 2003). Esto sugiere que el OH" está

asociado a la apoptosis y el HzOz a la necrosis inducida por cisplatina. También hay

evidencias de que eventos de lipoperoxidación contribuyen a la nefrotoxicidad por esre

antineoplásico (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

reacción entre el NO' y el Oz·-. El ONOO- puede protonarse para formar el HONOO , que

es un ácido capaz de oxidar un gran número 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 nitrógeno han demostrado poseer propiedades

oxidativas que resultan tóxicas.
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Por otra parte, se ha descrito mediante diversos estudios, la capacidad del

5,10,15,20-tetrakis-[4-sulfonatofeni I]-porfirinato-hierro (III] (FeTPPS) de cata lizar la

descomposición del ONOO- (Onody et al., 2003; Trackey et al., 2001; Ferd inandy et al.,

2000; Imam et cl., 2000; Imam et al., 2002). De tal forma que este compuesto resulta de

gran utilidad para conocer si el ONOO- participa en ciertos procesos patológicos.

En la presente investigación, se estudió la contribución del ONOO- en la

nefrotoxicidad inducida por cisplatina. El grupo tratado con cisplatina presentó una

disminución significativa en el peso corporal probablemente debida a la pérd ida de líquido

extracelular, característico del proceso de diarrea, un efecto colatera l de la

administración de cisplatina. El tratamiento con cisplatina por 3 días en este modelo

experimental causó alteración en los marcadores de función tubular como es el caso de

proteinuria, en donde se observó un incremento. Normalmente las proteínas son f iltradas

en el glomérulo y posteriormente son reabsorbidas en los túbulos, pero la administración

de cisplatina daña las células del túbulo proximal causando necrosis y estas células

pierden la capacidad de reabsorción, por lo que en consecuencia hay un incremento de

proteínas en orina. La administración de FeTPPS previene la proteinuria.

Otro marcador tubular empleado fue la excreción urinaria de NAG, ya que es una

enzima lisosomal que se sintetiza en células del túbulo 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

aumento .en la actividad urinaria de esta enzima.

La función glomerular se evaluó midiendo la concentración 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 filtración renal. La administración de cisplatina induj o

un aumento en la concentración de creatinina en suero debido a la alteración de los

procesos de filtración renal. El 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 aminoácidos y se sintetiza en el hígado a

partir de los grupos amino de los aminoácidos y se elimina por la orina. Los niveles

circulantes de urea, que se midieron como BUN y aumentaron con la administración de

cisplatina, lo cual evidencia el daño glomerular. El tratamiento con FeTPPS previene

parcialmente el daño glomerular causado por la administración de cisplatina.

El análisis histológico mostró que la cisplatina daña extensamente los túbulos

contorneados proximales y la toxicidad es mayor aún en la porción recta de los túbulos

contorneados de la unión cortico-medular. Esto se debe a que la cisplatina se reabsorbe

precisamente en esta sección de la nefrona, conocida como segmentos 53. La

administración de FeTPPS previene el daño inducido por la administración de cisplatina en

los túbulos contorneados proximales y en menor proporción en la zona cortico-medular.

Esto significa que el ONOO· participa en la nefrotoxicidad por cisplatina y el FeTPP5

provee de protección parcial, ya que el daño no es prevenido totalmente. Posiblemente el

resto del daño se deba a la contribución por las especies reactivas de oxígeno, las cuales

no sondetoxificadas por el FeTPP5, ya queeste es específico para el ONOO-.

Debido a que el FeTPP5 cataliza la descomposición de ONOO· y su administración

disminuye la nitración de proteínas en corteza renal interna, dondese localiza el principal

daño por cisplatina, puede sugerirse la participación del ONOO· en la nefrotoxicidad

inducida por cisplatina, así como el papel protector del FeTPP5 en la nitración de

proteínas.

Sin embargo, la determinación de proteínas oxidadas no mostró cambios

estadísticamente significativos a pesar de existir una tendencia al aumento de

carbonilos de las proteínas en el grupo que fue administrado con cisplatina. Esta

tendencia se mantiene en el grupo administrado con Cis+FeTPP5. Por otra parte, la

determinación de MDA, un marcador de lipoperoxidación, muestra un aumento

significativo en el grupo administrado con cisplatina el cual no es capaz de ser prevenido

por el FeTPP5. Esto puede deberse a que el ONOO· puede estar participando en el daño
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pero no ser el responsable absoluto de dicho daño, por lo que descomponer el ONOO·

mediante la administración de FeTPPS no resulta suficiente para prevenir el aumento de

MDA.

Esta información es consistente con el hecho de que el FeTPPS, a pesar de

disminuir la formación de 3-NT, no es capaz de prevenir completamente el daño

estructural y funcional, lo cual indica que existen otros factores involucrados en el daño

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

reportado en la literatura la participación del estrés oxidativo como pr incipal

responsable de la toxicidad, lo cual explicaría por qué en algunos casos, provee de

protección parcial.

Por otra parte, existe evidencia para suponer que algunas patologías est én

relacionadas con el aumento de NO', lo cual podría conducir a la formación de ONOO- al

reaccionar con 02'-. Por ejemplo, la alimentación con unadieta suplementada con hier ro al

2.5% en ratas macho de la cepa Wistar disminuye la L-arginina y un aumento de N03­

IN02-. La oclusión de la arteria cerebral media induce un decremento en los niveles de L­

arginina así como un aumento en suero de N03-/N02- en ambos grupos (Gamez et al.,

2003). La disminución de L-arginina puededeberse a un mayor requerimiento de la NOS,

ya que este aminoácido es su sustrato y el aumento de N03-/N02- es la consecuencia de

un aumento en su actividad, ya que son productos del metabolismo final. Otra evidencia

de la alteración de la NOS en estados patológicos se encuentra en un estud io de

obstrucción intestinal en animales de granja que eventualmente después de la

obstrucción 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 órganos,

entre los que se encuentra el riñón (Xilong y Lei, 2004). Esto es un indicador de que bajo

condiciones patológicas 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 síntesis de NO· es ccpnz

de participar en la formación de especies reactivas de nitrógeno, como el ONOO- entre

otras, que resultan citotóxicas.

La contribución del ONOO- al efecto nefrotóxico de la cisplatina en este modelo

experimental podría deberse a un aumento de la actividad de la NOS y para conocer su

papel se hizo un análisis mediante inmunohistoquímica de las 3 isoformas de la Nas para

saber si existían alteraciones en la cantidad de proteína y en el patrón de expresión de

las NOS con la administración de cisplatina que pudieran contribuir al daño mediante un

aumento en la producción de NO·. Este análisis se realizó en corteza renal externa e

interna. Además, se determinó la actividad de las isoformas constitutivas y de 'la

isoforma inducible así como la excreción urinaria de N03-/N02-.

Los resultados de la inmunohistoquímica y su cuantificación muestran un aumento

de las 3 isoformas después de los 3 días de administración 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 protección en el aumento

de ¡NOS y protección 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 regulación inducidas por la administración de cisplatina. En el caso de Jo

nNOS hay muchas vías de regulación entre las que se encuentran algunos de los factores

de trascripción como AP-2 y NF-KB, regulación covalente mediante fosforilaciones por

proteína cinasa A, G o e así como asociación con otras proteínas como la Hsp 90 que

favorece su activación.

En el caso particular de NF-KB, se ha demostrado que la cisplatina es capaz de

inducir su activación promoviendo la fosforilación de la subunidad p65 (Yeh et al., 2004).

La fosforilación de dicha subunidad promueve su translocación a núcleo donde induce la

transcripción de ciertos genes, entre los que se encuentran los de la nNOS. Esto podría

ayudar a explicar el aumento de la nNOS en este modelo. Otra posible explicación para la

70



sobrerregulación de la nNOS involucra a la Hsp 90. En experimentos in vitro se ha

encontrado que el tratamiento con geldanamicina, un inhibidor de la Hsp 90, previene la

activación de la nNOS (Bender et cl., 1999). De tal forma que estas proteínas de choque

térmico juegan un papel importante en la regulación de la enzima, sin embargo, no se

conoce si en riñón ocurren estas interacciones y más aún que puedan tener este efecto.

Lo que si se ha descrito, es la presencia en riñón de 2 isoformas de la Hsp 90, la a y la 13

las cuales se expresan abundantemente en corteza y medula renal (Ramirez et ol., 2004).

Sin embargo, la actividad de las isoformas constitutivas no mostró cambios significativos.

Una posible explicación para la nNOS consiste en que existen mecanismos de regulación

covalente, por ejemplo, PKC, reeponsable de regular la actividad de la nNOS y lo hace en

forma negativa. Esta proteína cinasa se activa en respuesta al aumento de Caz.

citoplasmático. El cual puede ocurrir cuando el descenso de ATP es acentuado, entonces

se produce la salida de iones Caz. de la mitocondria al citoplasma. Uno de los mecanismos

de daño celular inducido por cisplatina, involucra precisamente la disminución de ATP que

como consecuencia podría aumentar la actividad de PKC y finalmente la inactivación de la

nNOS.

Por otra parte, a pesar de que la nNOS tiene funciones definidas en riñón su papel

resulta controversial en algunos modelos, por ejemplo en ratas con diabetes mellitus

inducida por medio de la administración de estreptozotocina, las alteraciones

hemodinámicas en riñón pueden ser normalizadas por la inhibición de la nNOS uti lizando

un inhibidor específico, la S-metil-L-tiocitrulina en ratas uninefrectomizadas. Lo anterior

sugiere que la inhibición de la nNOS puede tener un papel benéfico (Komers et al., 2004).

Lo anterior puede deberse a que la producción 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 tóxicas para las células.

Además, existen numerosos reportes que muestran el aumento biomarcadores de estrés
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nitrosativo, entre los que se encuentran la formación de 3-NT (DeRubert is et al., 2004;

Jerums et 01.,2003; Forbes et 01.,2003; Onozato et 01.,2002).

. Sin embargo, el comportamiento de la nNOS no sólo es tejido específico , sino que

no responde de igual forma aún en modelos similares. Por ejemplo, en un modelo de

nefropatía diabética, la administración de insulina normaliza los cambios inducidos en

ratas Munich-Wistar con diabetes mellitus, entre los que se encuentran la disminución en

la sobreexpresión de la eNOS. Sin embargo, en este modelo de nefropatía diabética no

hay alteración en el patrón de expresión de la nNOS (Li et al., 2004) a diferencia de los

reportes de Komers et al., (2004).

Los mecanismos de regulación de la nNOS son tejido específicos y es poco lo que

se ha descrito en riñón. Además, 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 regulación implican un gran número de

eventos y existen varios reportes en los que hay evidencia de su inducción en riñón , por

ejemplo mediante lipopolisacácido (Liaudet et al., 1997), interleucinc-Iü en células

mesangiales (Kunz et al., 1996), isquemia renal aguda (Komurai et 01.,2003), hipertensión

(Kumar et al., 2005), diabetes (Fan et al., 2004), entre otras. Pero los mecanismos de

forma más precisa, involucran la estabilidad del mensajero, traducción y degradación, así

como otros en los que intervienen el sustrato y cofactores. Las citocinas como la IL-lO y

el factor de necrosis tumoral (TNF) incrementan la transcripción de iNOS. La inducción

de esta isoforma permite la síntesis de grandes cantidades de NO' que podría alterar la

fisiología renal (Caglikulekci et al., 2004). Se ha informado también que el uso de

SC68376, un compuesto que inhibe a p38MAPK, induce la expresión de iNOS por IL-l~ 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 expresión de iNOS

estimulada por lipopolisacárido en células de glia o no tiene influencia sobre la expresión

de iNOS en células DLD-1 en humano (Da Silva et 01.,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 riñón se expresan todas las isoformas descritas de p38MAPK (Lui

et al., 2004), lo cual sugiere un estudio muy detallado de p38MAPK en la inducción de la

iNOS para conocer su participación en la nefrotoxicidad por cisplatina.

Otros estudios muestran que el AMPc inhibe el incremento de proteína y mRNA de

la iNOS inducido por lipopolisacárido en células gliales, sin embargo, en macrófcigos,

favorece la producción de NO' y un aumento en los niveles de proteína sin aumento en los

niveles de mRNA (Won et al., 2004). El aumento en los niveles de proteína esta asociado

a la disminución de la degradación de la ¡NOS ya que hay inhibición del sistema de

ubiquitinación.

Otro mecanismo de regulación involucra modificaciones postrancripcionales de la

iNOS mediante enzimas con actividad de tirosina cinasa y fosfatasas. Por ejemplo, el

vanadato, un inhibidor general de tirosina fosfatasas, es usado para potenciar la

actividad de tirosin cinasas. El tratamiento con vanadato en macrófagos resulta en un

incremento en la actividad de la iNOS (Pan et 01., 1996). Lo anterior sugiere que existen

modificcciones covalentes mediadas por tirosina cinasas que pueden estar favorec iendo

la actividad de la iNOS y en consecuencia el aumento de NO'.

Lo anterior, nuevamente manifiesta la complejidad de la regulación de una enzima,

además es claro que cada tejido cuenta con mecanismos diferentes incluso, para una

misma enzima cuando esta se expresa en diferentes tipos celulares. Para conocer más a

fondo el mecanismo exacto por medio del cual el FeTPPS previene el aumento en la

cantidad de proteína y mRNA en este modelo experimental se requiere de estudios

adicionales.

La forma activa de la eNOS es dimérica con un átomo de zinc tetracoordinado a 4

tioles, 2 por cada monómero de 135 Kda. La oxidación del centro zinc-tiol de este dímero

conduce a una disociación de los dímeros que se traduce en producción de 02'- que podría

favorecer la formación de ONOO-. Existen reportes que apoyan que uno de los
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mecanismos por los cuales se oxida este centro involucra precisamente al ONOO- (Zou et

01.,2004). Además se ha demostrado que la inactivación de la forma dimérica de la eNOS

resulta en la disminución de sus efectos como vasodilatador y antitrombótico de las

prostaciclinas así como un incremento en su nitración (Zou et 01.,2004). Es posible que en

este modelo las prostaciclinas no sean las únicas moléculas nitradas y lo anterior en

general puede contribuir a la explicación del aumento del aumento de nitración de

proteínas en la nefrotoxicidad inducida por cisplatina así como al aumento en la cantidad

de eNOS sin incremento en su actividad debido a la disociación del dímero e incluso

propone a la enzima como fuente indirecta de ONOO-.

En estudios realizados en células endoteliales aorticas de bovino se demostró que

la adición de HzOz causa un aumento en la producción de NO· dosis-dependiente. A

bajas concentraciones de HzOz «50 fJM) este efecto puede prevenirse con la adición de

quelantes de calcio. Interesantemente, altas concentraciones de HzOz (>100 fJM) en

presencia de quelantes de calcio no son suficientes para inhibir la producción de NO·.

Además, este mismo grupo de colaboradores demostró que la producción de NO·

inducida por HzOz involucra la activación inicial de ERK1/2 y posteriormente de Akt (Coi

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 fosforilación que pudieran conducir a la activación de la enzima. Otra posibilidad

consiste en que ERK1/2 mediante fosforilaciones promueva la disociación de la eNOS con

lacaveolina-l, esta última ejerce un efecto inhibitorio sobre la eNOS al mantenerse

unidas. Por otra parte, Akt es responsable de la fosforilación en la serina 1179 de la

eNOS y de su consecuente activación (Coi et al., 2003). Existe otros estudios en los que

se demuestra que la exposición prolongada a 50 fJM de HzOz de células endoteliales

aórticas de porcino induce una depleción en los cofactores como FMN incctivcndo

completamente a la eNOS (Jaimes et 01.,2001). Los estudios anteriores pueden ayudar a

explicar el aumento en la cantidad de proteína de las Nas en la nefrotoxicicidad
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inducida por cisplatina. Específicamente en el caso de la eNOS podría pensarse entonces,

que el efecto de ciertas ERO' s, como el HzOz a bajas concentraciones es la inducción de

la eNOS y que a medida que aumenta la concentración de esta especie la inducción llega a

ser independiente incluso de la presencia de calcio, pero una exposición pro longada

llevaría finalmente a su inactivación.

Se ha demostrado in vivo que la expresión de eNOS en neuronas es inducida por

factores como hipoxia con la susbsecuente activación del complejo II de la cadena de

transporte de electrones y canales de calcio (Henrich et al., 2004) mientras que la

hipoxia intermitente durante el sueño de ratas no induce cambios de la eNOS en cor-teza

cerebral (Li et al., 2004). Otros factores como el estrés oxidativo inducido por HzOz

prolonga la vida media del mRNA de la eNOS (Drummond et al., 2000). La Hsp 90 parece

facilitar la interacción calcio-calmodulina y de esta forma favorecer la síntesis de NO·

(García-Cardena et al., 1998). Sin embargo, si estas proteínas no interactúan de forma

apropiada, la reacción catolizada por la eNOS produce Oz· - y HzOz y en consecuencia

podría formarse ONOO- (Pritchard et 01.,2001). Se ha demostrado que la proteína cinasa

activada por AMP en músculo 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 riñón. Por otra parte, el estrés oxidativo inducido por

hiperglicemia in vitro no induce cambios en la eNOS (Ulker et al., 2004).

En otros estudios, realizados en ardillas durante hibernación, se encontró una

disminución tanto de la eNOS en glomérulo como en los niveles de mRNA y de actividad

en riñón (Sandovici et al., 2004). Posiblemente este comportamiento de la eNOS sirva

para reducir la ultrafiltración durante la hibernación. Sin embargo, no se encontraron

alteraciones en la expresión de nNOS y ¡NOS (Sandovici et cl., 2004). Esto sustenta la

idea de que los mecanismos de regulación de la eNOS son complejos y están sujetos a

múltiples variables.
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Lo anterior sustenta la idea de que los mecanismos de regulación de la eNOS, al

igual que la nNOS e iNOS son no sólo complejos, sino también tejido específicos.

Todas las interacciones que regulan la nNOS, ¡NOS y eNOS podrían ayudar a

comprender el mecanismo por el cual la cisplatina induce un aumento en las 3 isoformas

en riñón. Sin embargo, se requiere de un mayor número de estudios para su

entendimiento debido a la complejidad en los mecanismos de regulación, de tal forma que

la sobrerregulación de las isoformas de la NaS puede deberse, al menos en parte, a las

alteraciones inducidas por el estrés oxidativo y nitrosativo, por lo que la disminución del

estrés nitrosativo debida a la administración de feTPPS, previene en algunos casos el

aumento de las 3 isoformas de la NaS así como de su respectivo mRNA. El hallazgo de

aumento de la NaS es relevante debido a que este podría ser otro de los mecanismos de

nefrotoxicidad inducida por cisplatina, ademásdel estrés oxidativo y nitrosativo.

A pesar del aumento de proteína y mRNA, la actividad de las 3 isoformas no se

altera. Sin embargo, la excreción urinaria de N03-/NOz- es nula en el grupo administrado

con cisplatina. Esto indicaría que no hay un aumento en la producción de NO' pero el que

se esta generando en forma constitutiva no se esta convirtiendo a sus productos f inales,

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

nitración de proteínas.
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9. CONCLUSIONES

KID El feTPPS disminuye la nefrotoxicidad inducida por cisplatina sugiriendo que el

ONOO está involucrado en la nefrotoxicidad por cisplatina.

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

no es metabolizado de forma normal hasta N03-/NOz-.

10. PERSPECTIVAS

KID Investigar los mecanismos involucrados en la sobreregulación de las isoformas

constitutivas de la NOS en este modelo experimental.

KID Explorar las posibles fuentes de anión superóxido que pudieran contribuir a la

síntesis de ONOO·, entre ellas, la NADPH oxidasa.
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Abstract
Background: Oxidative stress is involved in cisplatin-nephrotoxieity. However. it has not
eompleteJy established jf reactive nitrogen species and nitrosative stress are involved in this
experimental model. The purpose of th is work was to study the role of peroxynitrite. a reactive
nitrogen spede, in cisplatin-nephrotoxicity using the eompound S. IO.IS.20-tetrakís (4­
sulfonatophenyl) porphyrinato iron (11I) (FeTPPS). a soluble eomplex able to metabolize
peroxynitrite.

Results: In rats treated with cisplatin(a single intraperitoneal dose of 7.S mglkgbody weight). renal
nitrosative stress was made evident by the inerease in 3-nitrotyrosine on day 3. In addition .
cisplatin-indueed nephrotoxicity was evident by me histological damage of proximal tubular eells
and by me inerease in (a) serum ereatinine. (b) blood urea nitrogen . and (e) urinary exeretion of
N-aeetyl-p-D-glueosaminidase and total protein. Cisplatin-indueed nitrosative stress and
nephrotoxicity were attenuated by FeTPPS-treatment (1S mglkg body weight, intraperitoneaJly .
every 12 hours for 3 days).

Concluslons: Nitrosative stress is involved in cisplatin-indueed nephrotoxicity in rats . Our data
suggest that peroxynitrite is involved. at least in part, in cisplatin-indueed nephrotoxicity and
protein nitration .

Background .
Cisplatin (cis-dichlorodiammine-platinum 11) is an effec­
tive antineoplastic agent in the treatment of various solid
tumours (1) including caneers of the ova l)'. testis, bladder,
head, neck, lung, cervix, and endometrium 12(. Neverthe­
less, its full clin ical utili ry is lim iled due to sorne adverse
side effeas including acul e renal failure. The maj or site of
renal injury is the S3 segrnent of the proximal tubule,
located in the outer stripe of the outer medulla of the kid­
ney [1(. The production of reactiv e oxygen spe cies (ROS)

and oxidative stress in kidney have been implicated in th e
pathogenesis of cisplatin-induced renal injury (3). It has
been shown that superoxide anion (02~) [4(, hydrogen
peroxide (H 20 2) (51. and hydroxyl radical ("OH) (6( are
involved in cisplatin-induced nephrotoxiciry, In add ition,
it ha s been found that ren al lipid percxidation IS.71 is
increased and glutathione is decreased [81 in this experi­
mental model. The involvement of oxidative stress is furo
the r supported by the fact that the antioxídants melatonin
191 and vitarnins e an d E [5.1O(prevent cispla tin-induced
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Table 1: Body weight and urinary vcfume in the 4 groups ofrats
studíed on day 3.

Values are mean :t SEM. n = 6. Groups with different leceer are
signiflQndy differen, (P < 0.05).

Body weigh' (g) 235 ± S' 21S ± ~b 238 ± 3' 231 ±~,

Urin.ry volume 5.7 ± lA' 7.~ ± 0.8' 3.5 ± 1.1' 7.~ ± 1.6'
(mUHh)

oftotal protein (4.6 times) and N-acetyl-p-O-glucosamin­
idase (NAG) (9 .6 times) (Fig lA and 2B). The in crease in
both parameters was prevented by FelPPS in Cis+FeTPPS
group (Fig 2) . Serum creatínine, BUN, and urinary acre­
tion of total protein and NAG were similar in Ct and
FelPPS groups (Figs I and 2) .

FeTPPS Cis+ FeTl'PSCisC,

Immunahlrtochemlcal localization of3-nltro-L-tyrosine (3­
NT)
A strong 3-NT immunostaining was observed in the
straight portien of the proximal convoluted tubules
located in the inner area of the kidney conex of cisplatin­
treated rats (Fig 5B). Interestingly, in the Cis+FeTPPS
group, FelPPS adrninistration 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) .

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

'which affected 87 ± 4% of their surface area [Fig 3B). The
dsplatin toxic activity was higher in the straight ponion of
proximal convoluted tubules 10catOO in the inner area of
the kidney cortex where more than 90% of the epithelial
surface suffered damage (Fig 4B). lnterestingly, FeTPPS
administration panially decreased the damaged area from
87 ± 4 to 44 ± 6% (p < 0.0001) in proximal convoluted
tubules (Fig 3D) and from 93 ± 2 to 68 ± ID (p < 0.0001)
in the straight portien (Fig 4D). The administration of
FelPPS 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.

nephrotoxidty. lnterestingly, overexpression ofheme oxy­
genase-I ameliorates [111 and heme oxygenase-I defi­
ciency [121 aggravates renal damage induced by cisplatin,
supponing additionally the involvement of oxidant stress
in th ís experimental model.

In this work, we studied ifONOO' is involved in the neph­
rotoxidty induced by dsplatin by using 5, I O,15,20-tet­
rakis (4-sulfonatophenyl) porphyrinato iron (111)
(FelPPS). This compound is a water-soluble Fe (111) por­
phyrin complex that catalyzes rapid isomerization of
ONOO' to nitrare (NO]') under physiologically relevant
conditions (pH 7.4, 37'C) [281. The cytoprotecnve
actions of FelPPS have been characterlzed [291.

Results
80dy we/ght and urinary vo/ume
Body weight decreased 8.5% in cisplatin (Cis) group on
day 3 and FelPPS tended to prevent this decrease in
Cis+FelPPS group, however there was no significative dif­
ference between Cis and Cis+FelPPS groups. Body weight
was similar in control (Ct), FelPPS, and Cis+FelPPS
groups. Urinary volume was not significative difference
among the four groups along the study and on day of sac­
rifice [Table 1) .

On the other hand, the role of reactive nitrogen species
(RNS) and nitrosative stress has been less explored in ds­
platin-induced nephrotoxicity. In this context, it has been
studied the role of nitrie oxide ('NO) and nitrie oxide syn­
thase (NOS) (13-191 . It has been found that the renal con­
tent of total nitrate/nitrite is increased in cisplatin-treated
rats [18,191 suggesting that 'NO production is enhanced
in these animals. Furthermore, the inhibition of NOS by
L-NAME[141 or by aminoguanidine [131 decreased renal
damage induced by cisplatin, suggesting that 'NO is play­
ing a toxie role in this experimental model. However, it is
unlmown ifperoxynitrite (ONOO'), a RNS that is gener­
atoo by the reaction of 'NO and O2' ' , 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
pathogenesís of many diseases [20-25] . ONOO' can react
wilh different biomolecules induding amino acids such
as cysteine, meth íonine, tryptophan, and ryrosine leading
to changes in protein structure and function [261. ONOO'
has been shown to cause lipid peroxidation, chemical
deavage of ONA. and reduction in cellular defenses by
oxidation of thiol pools (271.

Markers ofg/omerular and tubular damage
Serum creatinine increased 4 .9 times and blood urea
nitrogen (BUN) increased 5.5 times in Cis group corn­
pared to control one (Fig 1). FeTPPS prevented panially
the increase in serum creatinine and BUN levels in
Cis+FelPPS group. Cisplatin íncreased urinary excretion

Discussion
Cisplatin in an effective chemotherapeutie agent for a
wide variety of tumors, nevertheless, nephrotoxicity is the
major complication of thís antineoplasie treatmem (11.
The mechanism by which císplatín causes renal damage is
unclear, however, it has been postulated that oxidative
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Figure I
(A) Serum creatinine and (B) BUN on day J in tite four
groups of rats studied. Ct: control group. Cis: osplatin group ;
FeTPPS:5,1O,IS,20-tetrakis(4-sulfonatophenyl) porphyrinato
iron (111) group , and Cis+FeTPPS:cisplatin+S,1 O,IS.20-tet­
rakis(4'-sulfonatophenyl) porphyrinato Iron (111) group. Data
are mean ± SEM. n = 6. •p < 0.00 I vs, Cl; bp < 0.00 I vs. Ce.
ep < 0.05 vs Cis (Panel A); .p < 0.00 I vs. Cl; bf' < 0.00 I vs.
Ce. cp < 0.00 I vs Cis (Panel B).Serum creatinine and BUN
increased in cisplatingroup and FeTPPS prevented tltese
increases in tite Cis+FeTPPSgroup .

stress is involved in this process [2,3,13,301. The protec­
tive effeet of overexpression of Mn-SOD [41 or the in vivo
administration of sorne antioxidants such as vitamins e
and E [5,10), melatonin [91. orselenium [31 J in dsplatin­
induced nephrotoxicity as well as the proteetive effect of
tiron (a cell permeable O 2. ' scavenger), pyruvate an d
catalase (H 202 scavengers), and dimethylthiourea and
thiourea (·OH scavengers) in renal proximal tubular ep i­
thelial cells (LLC-PKI cells) treated with cisplatin also
strongly support the role ofROS in cisplatin renal toxicíty
[301·

Figure 2
Urinary excretion of (A) total protein and (B) NAG on day J
in tite four groups of rats stud ied. Data are mean ± SEM. n =
5-6. ap< 0.00 I vs. Ce. bp< 0.05 vs. Cis. Cisplatin-treated rats
increased urinary excretion of total protein and NAG and
tltese increases were prevented by FeTPPS administration in
Cis+FeTPPSgroup .

In contrastthe role of ·NO and RNS in cisplatin-ind uced
nephrotoxicity has not been completely established. It has
been shown that the renal content of nítrate/nitrite is
increased in císplat ín-treated rats suggesting that ·NO is
increased in these animals (18,191. In faet it has been
shown that renal NOS activity is increased in cisplatin­
treated rats (141. In addition, the following two experi­
ments suggest a toxic ro le of ·NO on cisplatin-induced
renaltoxicity: (a) arninoguanidine, an inh ib ito r ofinduc­
ib le NOS. decreased nephrotoxicity and prevented kidney
lip id perox idat ion and reduct ion of antioxidant enzym es
induced by cisplatin (131. and (b) the adm inistration of
N(G)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME). an inhibi­
IOr of NOS, reduced renal and gastrointestinal toxicity
along with a significant inhibition in lipid peroxidation
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Figure 3
Representative histological abnormalities in the external cortical kidney area after three days of esplatin administration and
thelr partial prevention by FeTPPS.(A) Normal kidney histology from control rae. (8) After three days of dsplatin administra­
don, many cortical convoluted tubules are reviste<!by necrotic epithelial cells (arrows) or vacuolated swell cells (arrow heads),
gIomeruli do not show apparent damage. (C) FeTPPS administration does not produce histological kidney abnormalities. (O)
Theadministration of FeTPPS partially prevents the cytotoxic damage induced by cisplatin; arrows indicate middle cellular Yac­
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
thelr partíal prevention by FeTPPS. (A) Normal kidney histology from control rato (8) After three days of cisplatin administra­
don , the straight portion of many cortical tubules are revisted by necrotic cells (arrows). (C) FeTPPSadministration does not
produce histological abnormalities. (O) The administration of FeTPPS partially prevents the eytotoxic damage induced by dspl­
atin; arrows indicate tubules with focal necrotic cells.
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Figure S
Nitrotyrosine (3-NT) expression detennined by immunohistochemistry in che inner part of che corticallddney after chree days
of dsplatin administration and its partial prevention by FeTPPS. (A) There is no 3-NT immunostaining in che Iddney of control
rato (B) In contrasto chree day. after cisplatin admin istration chere ís a strong 3-NT expression in che necrotic cells from che
straight portion of che proximal convoluted tubules (arrows). (C) FeTPPS administration does not induce 3-NT expression.
(O) The adm inistration of FeTPPS strongly decreases 3-NT expression induced by cisplatin-treatrnent (Cis+FeTPPS group) .
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induced by cisplatin [14J . In contrasto Mansour et al. [151
and U el al. [161 have found that L-NAME administration
resulted in no protectíon and Saad el al. [171 found that
this NOS inhibitor aggravates cisplatin-induced renal dys­
functíon. These data may suggest that °NO is not playing
a toxic role in cisplatin-induced nephrotoxicity. The aboye
mentioned disagreement justify the performance of addi­
tional experiments to clarify the role of NOS and °NO in
cisplatín-induced nephrotoxicity.

On the other hand, °NO is able to react with O 2 o.to pro­
duce ONOO·. which is a powerful oxidant more, react ive
than its precursors, and has been implicated in an íncreas­
ing list of diseases: hyperlipidemia (32). A1zheimer [20).
acute renal ischemia [25J, neurotoxidty induced by meth­
amphetamine 1331. and diabetes (23) . The ONOO'
decomposition catalyst FeTPPS is a water-soluble Fe (1lI)
porphyrin complex able to block ONOO' toxicity [28,29(
and to protea against toxic insults in several experimental
models. In focal cerebral ischemia-reperfusion in rats,
massive production ofoNO and O2°. results in continuous
formation of ONOO' even several hours after ischernia­
reperfusion insult (34( . Significant reduction of 3-NT in
brain sections and prominent neuroprotection was
observed by FeTPPS (30 mgfkg) [341. In a model of seps is
induced by injeaion of endotoxín (10 mgfkg) in rats ,
FeTPPS prevented the accumulation of ONOO' as meas­
ured by plasma rhodamine fluorescence and heart 3-NT
staining [351. Interestíngly, FeTPPS improved endotoxin­
induced myocardial contractíle dysfunctíon, which was
associated with reduced degradation of nuclear factor
kappa B inhibitory protein l-kappa-B, plasma TNF-alpha
levels, and microvascular endothelial cell-leukocyte acti­
vation [35(.

In this work it was found that FeTPPS partíally prevented
the increase in BUN and serum creatinine (markers of
glomeruIar damage) and urinary excretion of NAG and
total protein [markers of tubular damage) induced by ds­
platin-treatrnent. The increase in urinary NAG and total
protein excretion could be assodated with necrosis of the
proximal convoluted tubules, the primary site of drug
accumulation [11. FeTPPS prevented these alterations
induced by dsplatin. This may be secondary to the ability
ofFeTPPS to catalyze the decomposition ofONOO'which
could be responsible, at least in pan, 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-nephrotoxidty. It is known that another RNS such as
N20. , HONOO, °N02 [36). and nitryl chloride (N02CI)

[371. are involved in protein n ítration. Nitryl chloride is
formed by the reaction of N02' and HOCI-derived mye­
loperoxidase [371.

hllp:Jlwww.biomedcenlra1.com/1471-221 0/4/20

Studies in animals have established tha t tubular injury
plays a central role in the reduction of glomerular
filtration rate in acute tubular necrosis.Two ma jor tubular
ab normalities could be involved in the decrease in
glomerular fucntion in cisplatin-treated rats : obstructíon
and backleak of glomerular filtra te. 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 [381
which induce mesangial cells contraction, altering the fil­
tration surface area and modifying the ultrafiltration coef­
ficient , factors that decrease the glomerular fíltrarion rate .
In addition our data suggest that ONOO' may also be
involved in the glomerular alterations in dsplatin-treated
rats .

The increase in renal ONOO' induced by cisplatin ma y be
secondary to the increase in °NO and O 2°. production. In
fact, there are evidences of the renal increase in °NO pro­
duaion in dsplatin nephrotoxidty [18,191 and O 2°. gen­
eration in dsplann-treated U.C-PK1 cells [301. The O/·
increase in cisplatin-nephrotoxicity ma y be simply cense­
quence of the mitochondrial dysfunction [39) and the
decre ase in superoxide dismutase activity [51.

Conclusions
Nitrosative stress is involved in cisplatin-induced nephro­
toxicity in rats , The ameliorative effect of FeTPPS on
cisplatin-induced nephrotoxidty 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
Reagenu
Cisplatin (catalogue # P-4394) was from Sigma-A1drich
(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
rad ish peroxidase antibodies (Catalogue # SAB·300) were
purchased fro m Stressgen [Victoria BC. Canada). Corn­
mercial kits to measure creatinine and urea were from
Spinreact [Girona, Spain). AH other chemicals were rea­
gent grade and commerdally available.

Experimental desIgn
Male Wistar rats (Harlan Teklad, Mexico City, Mexico) in i­
tiall y weighing 200-250 g were used. Experimental wo rk
was approved by DGAPA (IN227103) and followed the
gu ide lines of Norm a Oficial Mexicana (NOM-ECOL-087­
1995) . AH 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) er, injected intraperitoneally [i.p.] with
isotonic saline solution; (2) Cis, treated with a single dose
ofcisplatin (7.5 mgfKgb.w.ji.p.) [401; (3) FeTPPS, treated
with FeTPPS (15 mgfkgfLp./12 h) [321 for 3 days; and (4)
Cis+FeTPPS, treated with Cis and with FeTPPS. During the
study rats were maimained with a 12-h light:dark cyde in
stainless steel metabol íc cages to collect urine. On day 3,
the animals were saaificed 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 conex samples
for histological and immunohistochemical studies.

Marlcen of¡lomeru/or and tubular damafe
The rnarkers of glomerular darnage, creatinine and urea,
were measured using commercial kits . BUN was obtained
by correcting the urea value by a 2.14 factor 141[. As mark­
ers of tubular damage, we measured urinary excretion of
NAG and total protein. NAG activity was measured using
p-nitrophenyl-N-acetyl-13-D-glucosaminide as substrate
and total protein was measured by a turbidimetric
method [421.

Hlrto/o¡lcal analysls
Thin slices ofkidney tissue with conex and medulla were
fixed by immersion in buffered forrnalin (pH 7.4), dehy­
drated and embedded in paraffin (43). Sections of 3 urn
were stained with hematoxilin and eosin. The histological
profile of twenty proximal tubules randomly selectedper
rat (6 rats per experimental group) was recorded using a
Leica Qwin Image Analyzer (Cambridge, England). The
percenrage of tubular area with histopathological altera­
tions like swelling, cytoplasmic vacuolization, desquarna­
tion or necrosis was obtained. The percentage ofdamaged
area ofCis and Cis+FeTPPS groups was compared.

Immunohlstochemlcalloca/lzatlon of3-nitro-L-tyroslne (3-

NTJ
Por immunohístochemistry, 3 um seetions were deparaff­
íned with xylol and rehydrated with ethanol. Endogenous
peroxidase was quenchedjinhibited with 4.5% H20 2 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 ovemight with
a 1:700 dilution of anti-3-NT antibody. After extensive
washing with phosphate buffer saline, the seetions were
incubated with al :1000 dilution of a peroxidase conju­
gated ami-rabbit Ig antibody for 1 h, and finally incubated
with hydrogen peroxide-diaminobenzidine for lOs. Sec­
tions were counterstained with hematoxilin and observed
under Iight microscopy. AH 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 1431.

Stat/stles
Results are expressed as the mean ± SEM. Data were ana­
lyzed by one-way ANOVA foHowed by Bonferroni's rnul­
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 :5

0.05 was considered statistically significant.
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