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RESUMEN

ANTECEDENTES. La hemo oxigenasa (HO) cataliza el paso que controla la velocidad de la
degradacion del grupo hemo, produciendo mondxido de carbono, hierro y biliverdina; esta
Gltima es transformada subsecuentemente a bilirrubina por la biliverdina reductasa. Ambas
reacciones son dependientes de NADPH. Se conocen tres isoenzimas genéticamente distintas, HO-
1, HO-2 y HO-3. Las dos dltimas son muy similares entre si (90% de identidad) y con HO-1
tienen una identidad en secuencia de aminoéacidos y de nucledtidos cercana a 43%. La HO-1 es
inducida intensamente por su sustrato, el grupo hemo, y por numerosos estimulos, tales como luz

UV, metales pesados e hiperoxia.

El papel funcional exacto de la induccién de HO-1 en la respuesta al estrés oxidativo no esta
completamente claro. Se considera que la activacién del gen de HO-1 es un mecanismo de
defensa celular adaptativo debido a que esta enzima confiere citoproteccién en varias lineas
celulares asi como en modelos animales bajo estrés oxidativo. Por ejemplo, se ha demostrado que
la sobreexpresion de HO-1 atenda los efectos téxicos del grupo hemo en células endoteliales, y
confiere proteccion renal en la nefrotoxicidad por dicromato de potasio. En el siglo pasado se
observé que la administracién de D-serina induce nefrotoxicidad. Aunque no se sabe con
exactitud cuél es el mecanismo de dafio renal, aunque se ha postulado que el estrés oxidativo
podria estar involucrado. Considerando todo lo anterior, es posible que la HO-1 confiera

proteccién en la insuficiencia renal inducida por D-serina.

HIPOTESIS. Si el estrés oxidativo se encuentra implicado en el la nefrotoxicidad inducida por D-
serina, se esperaria que la HO-1 se exprese después de la administracién de este aminoéacido.
Ademds, se esperaria que la sobreexpresiéon de la HO-1 atente y su inhibicién exacerbe la

nefrotoxicidad por D-serina.

OBJETIVO. Estudiar la expresion y el papel funcional de la HO-1 en la nefrotoxicidad inducida

por D-serina.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. Se trabajé con ratas a las que se administré: i) D-serina e inductor
de HO-1 (SnCly), ii) D-serina, inductor (SnCl,) e inhibidor de HO-1 (mesoporfirina de estafio), iii)
D-serina o iv) L-serina (control), con el fin de evaluar si la sobreexpresién de la HO-1 previene la
insuficiencia renal inducida por D-serina, y si su inhibicién exacerba la insuficiencia renal inducida

por dicho aminoécido.



METODOLOGIA. la cantidad de HO-1 se evalu6 mediante Western blot. Se determinaron
parametros de insuficiencia renal: proteinuria, glucosuria, creatinina en suero, reabsorcién tubular
de agua, actividad de N-acetil-B-glucosaminidasa en orina y nitrégeno de urea en sangre. Ademas,
el dafio oxidativo se evalué mediante la determinacién de lipoperoxidacién y proteinas oxidadas.
También se midié la expresidn y/o actividad de las enzimas antioxidantes catalasa, superéxido

dismutasa, glutation peroxidasa y glutatién reductasa.

RESULTADOS. La administracién de D-serina ocasiona insuficiencia renal, pero no induce la HO-1.
La administracién de SnCl, y/o SnMP no modifica la nefrotoxicidad por D-serina, sugiriendo que
la HO-1 no participa en la nefrotoxicidad inducida por D-serina. Aunado a esto, se encontré que
el estrés oxidativo no parece estar involucrado en la insuficiencia renal inducida por D-serina, ya
que este aminodcido no indujo un aumento en los marcadores de dafio oxidativo estudiados,
como son la lipoperoxidacién y las proteinas oxidadas. Ademas, la actividad y la expresion de las

enzimas antioxidantes estudiadas no se modificaron.

CONCLUSIONES. En las condiciones estudiadas, la HO-1 no tiene un papel citoprotector sobre la
nefrotoxicidad inducida por D-serina, y la insuficiencia renal por D-serina no parece estar asociada

al estrés oxidativo.

PERSPECTIVAS. Investigar respecto al mecanismo de nefrotoxicidad por D-serina si se modifican
los marcadores de estrés oxidativo en tiempos mayores de exposiciéon al aminoacido y si hay

evidencia de estrés nitrosativo.




ANTECEDENTES

1 ESTRES OXIDATIVO
1.1 Definiciéon

Las células de organismos aerobios producen continuamente radicales libres y especies reactivas de
oxigeno (ERO) como parte de sus procesos metabdlicos; estas ERO son neutralizadas por un
elaborado sistema de defensas antioxidantes que consiste en enzimas tales como catalasa.
superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y numerosos antioxidantes no enzimaticos, que

incluyen vitaminas, glutation y flavonoides (Urso y Clarkson, 2003).

El estrés oxidativo es un estado en el que se encuentra alterado el equilibrio de éxido-reduccion
celular, es decir el balance entre prooxidantes y antioxidantes. Este desbalance se produce a causa
de una produccién excesiva de ERO, por deficiencia en los mecanismos antioxidantes, o por

ambas cosas, conduciendo a dafio celular {Evans y Halliwel, 2001).
1.2 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

En la cadena respiratoria mitocondrial, el oxigeno se reduce completamente al aceptar 4
electrones en el complejo citocromo oxidasa, formdndose agua como producto final. La
generacion de ERO ocurre cuando esta reduccién de oxigeno es incompleta (Fig. 1), formandose
principalmente tres especies: anién superéxido (O,*7), perdxido de hidrégeno (H.O») y radical
hidroxilo (OH®). Se considera que aproximadamente el 3% de los electrones provenientes de

NADH, se desvian hacia la formacion de ERO por reducciéon incompleta del oxigeno.

e e e’ e

ool

O, » Oy = HO, » OH - 2H0

l orr |

2H* 2H+

Fig. 1. Reduccién univalente del oxigeno

Las ERO oxidan macromoléculas biolégicas. tales como proteinas, lipidos y acidos nucléicos

(Olinescu y Smith, 2002).



1.2.1 Anién superdxido (O,7)

El anién superdxido se forma cuando el oxigeno gana un electrén. En condiciones fisiolégicas se
produce en bajas concentraciones por el metabolismo celular a partir de la cadena de transporte
de electrones en la mitocondria, en reacciones de la enzima xantina oxidasa o durante los
procesos fagociticos de las células de defensa inmunolégica, a través de un complejo enzimatico

denominado NADPH oxidasa (Fig. 2) (Halliwell y Gutteridge, 1999).

a) 20; + NADPH + H* — 2 O, + NADP+ + 2H*

b) Hipoxantina + O, - Xantina + O,*"
Xantina + O, — Acido Urico + Oy~

Fig. 2. Produccion de O;*” mediante las reacciones catalizadas por a) NADPH oxidasa, y
b) Xantina oxidasa

Esta especie reactiva no ataca directamente al DNA, proteinas o lipidos, pero a niveles elevados
puede movilizar pequefias cantidades de Fe3* desde la ferritina de la siguiente manera (Hatliwell,

2001):
Oy + ferritina (Fe3*), > ferritina (Fe3*)n1 + Fe* + O,

El Oy~ también puede atacar los sitios activos de algunas enzimas que contienen centros Fe-S,

como la aconitasa, causando su inactivacion y liberacidn de Fe?+.
1.2.2 Peréxido de hidrogeno (H.0,)

El H.O; se forma en los organismos durante las reacciones de oxidacién de quinonas, oxidacién
de compuestos que contienen grupos sulfhidrilos y mediante la dismutacién del anién superéxido
por la accién de la enzima superdxido dismutasa (Fig. 3). Sin embargo, la fuente mas importante
de formacion del H;O; en las células es la cadena de transporte de electrones en la mitocondria.
Este compuesto no es un radical libre ya que tiene todos sus electrones apareados, asi que es un
agente oxidante poco reactivo; sin embargo, puede reaccionar con iones como el hierro y el
cobre en la reaccién de Fenton, dando lugar a la formacién del radical hidroxilo (Halliwell,

2007).

02'- + 02'— + 2H* > HzOz + 02

Fig. 3. Formacién de H,O,



1.2.3 Radical hidroxilo (OH")

El radical hidroxilo se produce in vivo por las reacciones de Fenton y Haber-Weiss principalmente
(Fig. 4). Es una molécula muy reactiva y su produccién es critica ya que reacciona con todas las
macromoléculas del organismo: acidos nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Las células no poseen mecanismos antioxidantes que puedan combatirlo, por
lo que tienen como estrategia prevenir su formacion eliminando sus precursores (Oz" y H.O;)
mediante el sistema de defensa antioxidante.

a)  Fe+ H0, — Fe’*+ OH + OH

b) Fe2* + H,O, — Fe*+ OH" + OH

Fei*+ Oy" — Fe?* + O,

HZOZ + Oz'- — OH*" + OH + Oz

Fig. 4. a) Reaccion de Fenton, y b) Reaccion de Haber-Weiss

1.2.4 Otras ERO

Existen otras ERO, entre las que se encuentran el oxigeno singulete ('O.) y el hipoclorito (en su
forma no protonada CIO" o protonada HOCI, también llamado &cido hipocloroso). Este titimo
se forma a partir de H,O; en la reaccién catalizada por la enzima mieloperoxidasa. Por su parte,
el 'O, es una forma excitada de la molécula de oxigeno diatémico, que puede originarse por

transferencia de energia desde otra molécula reactiva (Fig. 5) (Halliwell y Gutteridge, 1999).
a) H,O; + CI" + H* -» HOCI + HO
b) HOCI + H,O; —» '0O; + HCI + HO

Oy +OH » 'O, + OH
Fig. 5. Formacién de a) HOCI por la mieloperoxidasa, y b) singulete de oxigeno.

1.2.5 Grupo hemo: Prooxidante

Ademas de las ERO, en las células también existen moléculas prooxidantes, entre las que se
encuentra el grupo hemo. Este es un complejo de Fe?* con protoporfirina IX, esencial para la
funcién de las células aerobias (Fig. 6). Sirve como grupo prostético de numerosas hemoproteinas
con funciones bioldgicas diversas, tales como hemoglobina y mioglobina (transporte de oxigeno),
citocromos (transferencia de electrones), oxidasas, peroxidasas y catalasas (metabolismo del

oxigeno).



Sus niveles celulares estdn fuertemente controlados, lo cual se logra mediante un fino balance
entre su biosintesis y catabolismo. Los requerimientos de hemo varian significativamente entre los
diferentes tejidos: las mayores velocidades de biosintesis se registran en eritrocitos e higado

(Ponka, 1999).

Cuando se encuentra libre en altas concentraciones, el grupo hemo es un prooxidante lipofilico
que promueve la lipoperoxidacién de las membranas lipidicas y organelos tales como
mitocondrias y nucleo, también desestabiliza el citoesqueleto y proteinas asociadas a membrana,
con lo que compromete la estructura y el transporte (Wagener et al., 2003). Ademas, interfiere
con la actividad de enzimas citosélicas y mitocondriales y activa enzimas proteoliticas y lisosomas.
En experimentos in vitro, se ha demostrado que el grupo hemo es capaz de oxidar al DNA. Por
otra parte, hay observaciones clinicas como prueba de su marcada nefrotoxicidad cuando se

administra en dosis elevadas a pacientes con la enfermedad de las porfirias (Dhar et al., 1978).

Fig. 6. Estructura quimica del grupo hemo

1.3 Mecanismos de defensa antioxidante

Las acciones de las ERO y las moléculas prooxidantes son contrarrestadas /n vivo por un sistema
de defensa antioxidante (Halliwell, 2001). Asi, los organismos aerobios cuentan con sistemas de
defensa que impiden la formacion de ERO, o reaccionan con ellas para convertirlas en especies
menos reactivas. Estos sistemas de defensa se pueden clasificar en dos tipos: antioxidantes
enzimaticos (superdxido dismutasa —SOD-, catalasa —-CAT-, glutatidén peroxidasa —GPx-, glutation
reductasa -GSH-Rx- y hemo oxigenasa -HOI1-, entre otros) y antioxidantes no enzimaticos

(glutation, acido drico, bilirrubina, vitaminas E y C y carotenoides, entre otros).



1.3.1 Antioxidantes enzimaticos
1.3.1.1 Superéxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1)

Es una metaloenzima que lleva a cabo la reacciéon de dismutacion del anion superdxido a oxigeno
y HO; (Fig. 3). La actividad de la SOD es independiente del pH, ademas esta enzima tiene una
alta afinidad por su sustrato, es resistente al calor y a compuestos desnaturalizantes como la urea.
En los mamiferos hay tres isoformas: Mn-SOD, Cu/Zn-SOD y SOD-EC. Las tres se sintetizan en los
ribosomas citoplasmaticos y son productos de genes diferentes. Dos de estas isoformas poseen en
su sitio activo Cu y Zn; una de ellas se localiza en el citosol y la otra es extracelular; la tercera

isoforma tiene en su sitio activo Mn y se localiza en la matriz mitocondrial (Matés et al., 1999).

La SOD no es propiamente una enzima antioxidante, ya que el producto de su actividad es el
H.0O,, que también causa dafio celular. Sin embargo, se le considera como tal ya que la reaccién
que cataliza es solo el primer paso de la cascada enzimética que conduce a la inactivacién de las

ERO. El siguiente paso depende de la enzima catalasa.
1.3.1.2 Catalasa (E.C.1.11.1.6)

La catalasa es la enzima que descompone el H,O, en oxigeno y agua (Fig. 7). Es una
hemoproteina tetramérica con peso molecular de 240 kDa; su vida media en circulacién es
relativamente corta, de 6 a 8 min. Se localiza principalmente en peroxisomas (80%) vy
mitocondria. En mamiferos, la catalasa est4 presente en altas concentraciones en higado y rifién y
en bajos niveles en tejido conectivo (Matés et al, 1999). Ademé&s de la catalasa, la glutation
peroxidasa y la peroxidasa de leucocitos compiten por el H,O, como sustrato, razén por la cual

no hay un aparente efecto dafiino por la deficiencia de la enzima.

H2O; + HO2 —» 2 H,O + O,

Fig. 7. Reaccion catalizada por la catalasa
1.3.1.3 Clutatién peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.9)

Esta enzima cataliza la descomposicién de H;O, o de otros perdxidos orgdnicos mediante la
oxidacién del glutatiéon reducido -GSH- a glutatiéon oxidado -GSSG- (Fig. 8). El GSSG es a su vez
reducido a GSH por medio de la enzima glutatidn reductasa (GSH-Rx) en presencia de NADPH,

formando un ciclo redox impidiendo que se agote la reserva celular de GSH (Matés et al., 1999).



Esta enzima contiene un 4tomo de selenio en su sitio activo y se conocen al menos 4 isoformas

(Kuhn y Borchert, 2002):

o GPx citosolica (¢cGPx, GPx-1): Tetramero de 88 kDa, sélo tiene actividad si se incrementan H,O,
e hidroperéxidos de &cidos grasos: muestra una baja actividad sobre hidroperdxidos de

fosfolipidos.

e GPx de suero (pGPx, GPx-3): Tetramero de 100 kDa, se sintetiza principalmente en el rifion. Se
considera un marcador de dafio al tibulo proximal, ya que su actividad plasmatica disminuye

durante la necrosis tubular aguda.

¢ GPx gastrointestinal (giGPx, GPOx-2): Tetramero de 88 kDa. En roedores se localiza en el tracto
gastrointestinal principalmente, y en el humano se ha encontrado también en higado. Se piensa

que tiene un efecto protector contra los efectos adversos de los hidroperdxidos.

e GPx de fosfolipidos (phGPx, GPx-4): Monémero de 19 kDa. Es una hidroperoxidasa de

fosfolipidos unida a membranas intracelulares y tiene una afinidad menor por GSH.

H2O, + 2GSH — GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH — ROH +GSSG

Fig. 8. Reacciones de la GPx
1.3.1.4 Glutation reductasa (GSH-Rx) (EC 1.6.4.2)

Es una enzima que requiere NADPH para catalizar la conversion de GSSG a GSH (Fig. 9). Esta
enzima es esencial para el ciclo redox del GSH que mantiene los niveles adecuados de GSH, el

cual posee diversas propiedades redox.

GSSG + NADPH + H* —» 2GSH + NADP+

Fig. 9. Reaccién de la GSH-Rx

1.3.2 Antioxidantes no enzimaticos

El sistema de defensa antioxidante también incluye compuestos de bajo peso molecular, que son
sintetizados /n vivo (enddgenos) o bien, se obtienen de los alimentos (exégenos). Algunos de los
que pertenecen al primer grupo son: GSH. acido urico y bilirrubina. En el segundo grupo se

puede contar a las vitaminas E y C, y carotenoides, entre otros (Halliwell y Gutteridge, 1999).



1.3.2.1 Antioxidantes no enzimdticos endogenos

1.3.2.1.1 Glutatién (GSH)

ST,

Fig. 10. Estructura quimica del glutatién

El GSH es un tripéptido (Fig. 10) de écido
glutamico, cisteina y glicina (L-a-glutamil-L-cisteinil-
glicina), es soluble en agua y fue descubierto en
1888. Es una molécula involucrada en mdltiples
procesos y reacciones,

sulfhidrilo libre,

que al poseer un grupo

sirve como antioxidante al ser

susceptible de reaccionar con radicales libres o ERO. Ademas, es cofactor de enzimas como la

GPx. Su produccién es abundante en el rifién (Olinescu y Smith, 2002). El cambio en el cociente

GSH/GSSG se utiliza frecuentemente como marcador de estrés oxidativo.

1.3.2.1.2 Acido drico

OH NUDH
————r——’
)
1
- . § -
Hipoxantina 5 Xantina
o) PE——
OH
Acido trrico OH
HO

Fig. 11. Produccién de acido Urico

1.3.2.1.3 Bilirrubina

COOH COOH
CH CH
P:IVMCHCHMMV
R S v i v L
H HH‘ H

Fig. 12. Estructura quimica de la bilirrubina

El acido urico se produce durante la oxidacién
de hipoxantina y xantina por la enzima xantina
oxidasa (XOD, Fig. 11) (Halliwell y Gutteridge,
1999), estd presente en suero. Se ha demostrado
que aumenta la capacidad antioxidante del
suero y previene la formacién de productos de
lipoperoxidacién durante el ejercicio (Waring et

al., 2003).

La bilirrubina (Fig. 12) es el producto final de
la degradacion del grupo hemo en mamiferos.
Es un compuesto amarillo brillante, insoluble
en agua, capaz de unirse fuertemente a la
albumina. Se ha demostrado /n vifro, que

actia sobre radicales peroxilo y 'Oa. /n vivo,

confiere citoproteccidn en varios modelos asociados con el estrés oxidativo (Dudnik ef a/., 2001).



1.3.2.2 Antioxidantes no enzimaticos exégenos
1.3.2.2.1 Vitamina E (a-tocoferol)

Radical peroxilo Hidroperéxido La vitamina E es un antioxidante liposoluble
cuya funcién principal es mantener |la
integridad estructural de las membranas, al
actuar sobre radicales lipidicos peroxilo e
hidroperoxilo. Se concentra principalmente
en corazén, testiculos e higado. Debido a
que su accion antioxidante radica en donar

sus propios electrones y oxidarse a radical a-

\\ /’ tocoferilo, debe ser regenerado por otros
S

/-’ ‘\\ antioxidantes, tales como glutatiéon vy
J : vitamina C (Fig. 13) (Olinescu y Smith,

Radical vitamina ¢ L-ascorbato
; 2002). Se obtiene al ingerir aceites vegetales

9
G CHOH
Moy ;/OH (algodén, girasol, trigo, cartamo),
b

mantequilla y camarones.
Fig. 13. Ciclo de regeneracién de la Vit. E

1.3.2.2.2 Vitamina C (acido ascorbico)

CH,0H La vitamina C (Fig. 14) es un antioxidante hidrosoluble

HODH que in vitro reacciona directamente con O;*", OH", y

varios peréxidos lipidicos. Se ha encontrado en glandula

o OH pituitaria y en menor concentracién en higado, pancreas

cerebro (Olinescu Smith, 2002); ademas, es la

Fig. 14. Estructura quimica de la Vit. C 4 rebro (Oline Y )
principal defensa antioxidante en plasma. También se ha
encontrado que esta vitamina tiene efectos prooxidantes /in vitro al reducir el Fe’+ a Fe?*, 1o que
posibilita las reacciones tipo Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1999). Se obtiene principalmente de

jugos de citricos, fresa, tomate y brécoli.
1.3.2.2.3 Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de compuestos coloridos (usualmente rojo, amarillo o naranja)
distribuidos ampliamente en tejidos vegetales, por lo que se obtienen de alimentos de origen

vegetal como zanahorias, chabacanos, mangos. calabaza, tomate, papaya y muchos mas.
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Pertenecen a este grupo quimico la luteina, licopeno y B-caroteno (Fig. 15).

Licopeno

M*“Mrw

Luteina

B—ca roteno
s

Zeaxantina H

Wg;rwww

Fig. 15. Estructura quimica de algunos carotenoides

2. Rifién
2.1 Descripcién y estructura

Capsula.

Arteria repal -

Vena renal - - -

Ureter -~

Arteria arcuata

Fig. 16. Diagrama de un riién seccionado
tongitudinalmente, se muestran las estructuras
anatémicas principales.

Los rifiones constituyen un érgano par, se
sitan a cada lado de la columna vertebral y
estdn rodeados de tejido graso, la cdpsula
adiposa renal (Fig. 16). Presentan un borde
externo convexo y un borde interno c¢dncavo.
Este dltimo ostenta un hueco denominado
hilio, por donde entran y salen los vasos
sanguineos. En el lado anterior se localiza la
vena renal que recoge la sangre del rifién, y
en la parte posterior la arteria renal que lleva
la sangre hacia los rifiones. Mas atrds se
localiza el uréter, un tubo que conduce la

orina hacia la vejiga. El hilio nace de una

cavidad mas profunda, el seno renal, donde el uréter se ensancha formando un pequefic saco

denominado pelvis renal (Rhodin, 1971; Tisher y Madsen, 2000).

El rindn se divide macroscoépicamente en dos regiones, la corteza y la médula renal. Ambas

regiones se caracterizan por la presencia de estructuras especificas: en la corteza se ubican los

corpusculos renales (glomérulo + capsula de Bowman) y las porciones contorneadas proximales y

distales de la nefrona. También se encuentran en la corteza las porciones iniciales de los tubos

colectores y una amplia red vascular (Rhodin, 1971; Tisher y Madsen, 2000).

11



Los tubos en la médula forman estructuras cénicas llamadas piramides renales (10-18 por rifién
humano). Cada piramide esta dividida en segmentos denominados médula externa (adyacente a
la corteza; subdividida en bandas externa e interna) y médula interna. La papila, porcién apical
de cada pirdmide, se proyecta hacia uno de los calices menores (representan una extensién de ia
pelvis renal) y, finalmente, hacia los célices mayores y pelvis renal. La médula contiene las
porciones tubulares rectas de la nefrona {(Asa de Henle) y tibulos colectores. Estas estructuras
junto con los vasos rectos (sistema de contracorriente) le dan un aspecto estriado a la médula

renal (Rhodin, 1971; Tisher y Madsen, 2000).

La unidad estructural y funcional del rifién es la

Corteza
Tuhgo ‘Titado . .
st -p(wm,a Tibutn nefrona (Fig. 17). Estd compuesta por un
k - fie CEREKIED

corpUsculo renal que contiene glomérulos,

‘l‘.
( N g\\"}J
Ko dersa . {/ "Z“{;;QJ = ?:%i‘,ﬁnm agregaciones u ovillos de capilares, rodeados

~&
S8 S ./ 1! Topuln por una capa deigada de revestimiento

X ;[ cewna ctatieal ] . i
- e e g endotelial, denominada cdpsula de Bowman y

o f -
Ass de FHarde: ‘i Medula situada en el extremo ciego de los tdbuios
jjmmlo renales. Los tdbulos renales o sistema tubular
; i

3 {,{ j‘ snlectur medular transportan la orina a lo largo de su recorrido
éi Y i;'} hasta los tabulos colectores, que desembocan en
1{5 ‘,‘\‘i f las papilas renales (Rhodin, 1971; Tisher y

L] L. Oandue e
(T SRR S Madcen, 2000).

Fig. 17. Diagrama de la nefrona . )
Los componentes esenciales de la porcién

tubular son: tdbulo proximal (parte contorneada y recta), segmento delgado del asa de Henle,
tubulo distal (parte recta y contorneada) y tbulos colectores (cortical, conector y recto) (Rhodin,

1971: Tisher y Madsen, 2000).
2.2 ERO, enzimas antioxidantes y rifidn

Se sabe que la generacién se ERO ocurre tanto en glomérulo como en tabulos proximales bajo
condiciones basales y como respuesta a varios estimulos (Shah, 1989; Rovin et a/, 1990). El dafio
oxidativo esta implicado en varios modelos de dafio renal, como cisplatina (Agarwal et a/., 1995),

K.Cr,O7 (Barrera et al., 2003), ciclosporina (Galletti et a/, 2005) y glicerol (Nath et al., 1992).

La capacidad del tejido renal para producir ERO se atribuye a la presencia de varias enzimas que

producen especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.



En cuanto a la médula. se ha demostrado que la porcién ascendente del asa de Henle es una

fuente primaria de O,*~ en el rifién (Zou et a/., 2001), ya que expresa los principales componentes
de la NADPH oxidasa (Tojo et al., 1999; Chabrashvili et a/, 2002). Ademés, en este segmento

también se ha detectado actividad de 1a sintasa de 6xido nitrico (Kone, 1999) y la xantina oxidasa

(Pawelczyk et al. 1992), que también producen O,-".

También se ha demostrado la produccion de O, en la corteza renal, pero en menor proporciéon
que la médula. Esto se ha atribuido a que la presencia de la NADPH oxidasa ocurre

principalmente en la médula (Zou ef a/., 2001).

En cuanto a las enzimas antioxidantes, se ha demostrado que la expresion de MnSOD, Cu/Zn-
SOD y catalasa es menor en glomérulo que en tubulos proximales y tibulo intersticial de rata, en
cuanto a GPx no se encontré diferencia (Gwinner et al, 1998). Esto fue consistente con los
reportes en otros mamiferos, en los que se encontré mayor expresién de SOD, catalasa y GPx en
tubulos proximales que en glomérulos, donde la expresién de estas enzimas fue escasa o nula
(revisado en Muse et al,, 1994). Lo anterior sugiriere que el glomérulo es el principal blanco para
el ataque de las ERO, ya que la menor actividad de enzimas antioxidantes confiere una mayor

susceptibilidad del glomérulo hacia el estrés oxidativo.
3 HEMO OXIGENASA (HO) (E.C. 1.14.99.3)

La hemo oxigenasa cataliza el primer paso de la degradacién del grupo hemo en una reaccién
que requiere O, y NADPH, y sus productos son monodxido de carbono (CO), Fe?* y biliverdina
(Cable et al, 1997). Esta ultima se convierte después en bilirrubina por accién de la enzima
biliverdina reductasa, en una reaccién que también depende de NADPH (Fig. 18). Los
subproductos de la actividad de HO tienen un papel importante en las funciones celulares, lo cual
puede explicar la presencia de las isoformas de HO en varios tejidos y tipos celulares (Scapagnini

et al, 2002).

Se han reportado tres isoformas de HO, denominadas HO-1, HO-2 y HO-3 y codificadas por tres
genes diferentes: HO-1 es la isoforma inducible que inicialmente se identificé como una proteina
de choque térmico de 32 kDa. HO-2 es catalitica y estructuralmente distinta a HO-1 y es
constitutiva. HO-3 se parece mas a HO-2 que a HO-1, tiene baja actividad enzimaética y podria

estar involucrada en la unién o la deteccion del grupo hemo (Immenschub y Ramadori, 2000).



2 NADPH +3 O,

Fezr + CO +
2 NADP* + 3H,0

A\

Coow

GCrupo hemo

— RNH
\» / H \
"
N W=
Hemo oxigenasa /—// sk 2
o 5 o

Biliverdina

Fig. 18. Reaccién que cataliza la HO.

3.1 Hemo oxigenasa-1 (HO-1)

Fig. 19. Estructura cristalina de
la HO-1 humana en complejo
con su sustrato el grupo hemo.

En 1980 se descubrié una isoforma de la HO, denominada
hemo oxigenasa-1 (Fig. 19}, que se induce como respuesta al
grupo hemo, algunas metaloporfirinas, medicamentos,
metales y estimulos que producen estrés, como radiacién UV,
agentes quimicos e hipertermia (Morse y Choi, 2002; Cable
et al., 1997). Ademaés de su papel en el catabolismo del grupo
hemo, la HO-1 pertenece a un grupo de proteinas
denominadas proteinas de choque térmico o estrés. La
sobrerregulacién de muchas de estas protefnas, incluyendo a
la HO-1 se debe a la activacién transcripcional (sintesis de

ARNmM) en respuesta a estifmulos extracelulares, usualmente

asociados a dafio celular (Ryter y Tyrrel, 1997). La transcripcién de HO-1 es promovida por los

factores AP-1, AP-2 y NF-kB, y se ha sugerido que juega un papel citoprotector en modelos

relacionados con el dafio oxidativo (Takahashi et al., 2004).

Se han estudiado los mecanismos reguladores para esta enzima en una gran variedad de tejidos y

sisternas de cultivo (Cable et al., 1997). Muchos de los estimulos que inducen la expresién de HO-

1 son prooxidantes, y se han encontrado evidencias acerca del efecto citoprotector de HO-1 en

varios modelos in vitro e in vivo (Kanakiriya y Nath, 2001). La deteccién de esta isoforma se ha

usado como evidencia de estrés oxidativo, y ademds se ha sugerido que el estado antioxidante de

organismos vivos puede modular sus niveles (Yachie ef al., 1999).
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3.1.1 Estrés oxidativo y HO-1

En varias patologfas en las que se ha implicado al estrés oxidativo, se ha reportado la induccién
de la HO-1 (Tabla I). Ademas, se han encontrado evidencias que indican que la sobreexpresién de
la HO-1 provee de efecto citoprotector en varios modelos in vitro e in vivo, en los que también
esta involucrado el estrés oxidativo (Tabla 11). Por otra parte, la ausencia de HO-1 en un paciente
con deficiencia total de HO-1 pero no de HO-2, se acompafid de concentraciones muy altas de
grupo hemo (490 uM, normalmente no detectable o <1) y bajas de bilirrubina (~0.3 mg/dL,
normal 0.2-1.3) en suero. Otras complicaciones de este paciente fueron deposicién de hierro en
riidn e higado, hepatomegalia, asplenia, anemia hemolitica, proteinuria, hematuria y produccién

excesiva de glébulos blancos y plaquetas (Yachie et a/., 1999).

Por su parte, los ratones deficientes en HO-1 presentan hepatomegalia, anemia, deposicién de
hierro (higado vy rifion), mayor lipoperoxidacién y mayor concentracién de proteinas oxidadas
(higado y rifién) que los ratones normales. En conjunto, estos datos apoyan que la HO-1 es una

enzima con un importante papel protector contra el estrés oxidativo (Poss y Tonegawa, 1997).

Tratando de establecer el mecanismo por el cual la HO-1 presenta el efecto protector, varios
grupos han encontrado que el CO puede mediar en gran medida las acciones protectoras de la
HO-1 (Galbraith, 1999). También hay datos que indican efectos protectores mediados por
ferritina, biliverdina y bilirrubina (Tomaro y Batlle, 2002; Barafiano et al, 2002; Grosser et al.,
2004).

3.1.2 Papel de la expresién de 1la HO-1 en la insuficiencia renal

Los niveles basales de HO-1 en el rifidn son relativamente bajos. Sin embargo, la HO-1 se induce
en varios modelos de nefrotoxicidad, como el modelo de rabdomiolisis en ratas (Nath et a/.,
1992), nefritis nefrotéxica (Vogt et al.. 1996). nefrotoxicidad por cisplatina (Agarwal et a/., 1995),
y dafio renal inducido por angiotensina Il (Haugen et a/., 2000), en los que la induccién de HO-1
ocurre predominantemente en los tibulos proximales. La expresion de HO-1 también se ha
reportado en la insuficiencia renal humana, como la que se presenta en pacientes con
hemoglobinuria nocturna paroxistica (Nath et a/., 2001), en que la induccién de la HO-1 también

ocurre principalmente en el tibulo proximal.
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Tabla i Sistemas bioisaioss e e eni rémgyorcantldadde W&

Tejido donde se

Sistema bioldgico Modelo encontré induccién Referencia
de HO-1
Células hepati
Jias hepaticas Hipertension Higado Makino ef al., 2001
humanas
Ratas Diabetes Higado Cosso et al., 2001
Ratas Isquemia cerebral Hipocampo Matsuoka et a/., 1999

Cerebro humano

postmortem

Ratas

‘Ratas
-Cerebro humano

postmortem

‘Sangre humana

Traumatismo cerebral

Luz visible intensa

Parkinson Sustancia nigra

Corteza cerebral

Retina

Hipocampo y corteza
temporal

Monocitos y
macréfagos

Alzheimer

Schipper et a/., 1998 .
Fukuda et a/., 1996
Kutty et a/., 1995

Schipper et al., 1995

Levere et al., 1993

éTabié"'I'I'; ‘Modelos asociados con el estrés oxidativo donde la sobreexpresién de'
fHO-I ha mostrado efecto protector 5

Modelo

Efecto de la HO-1

Referencia

Nefrotoxicidad por K;Cr, O+

(ratas)

efrotoxicidad por

iciclosporina (ratas)

EI/R en higado (ratas)

.:Toxicidad por etanol
(hepatocitos)

Toxicidad por beta-
amiloide y H;O; (células
SN36)

‘Toxicidad por glutamato y

H20; (NGQ)

Previene parcialmente la proteinuriay la
nitracion de proteinas. Previene el
aumento de BUN vy creatinina.

Previene la fibrosis tabulo-intersticial

la expresién de la caspasa-3, aumenta la
expresion de Bcl-2

Previene la muerte celular, el incremento
de MDA y la disminucién de GSH,
Previene la muerte celular
Previene la muerte celular y disminuye la
formacién de ERO

Previene el aumento de SGOT en suero y

Barrera et a/., 2003

Rezzani et a/., 2005

Wang et a/., 2005

Liu et al., 2004

Le et al., 1999

Chen et al., 2000

:Abreviaturas. 1/R: lIsquemia-reperfusion. NGC: Neuronas granulares del cerebelo. SGOT: Transaminasa:

Sglutémico oxalacética.
loxigeno.

MDA: Malondialdehido. GSH: Glutatién reducido. ERO: Especies reactivas de?
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El uso de inductores e inhibidores de la HO-1 en diferentes modelos de nefrotoxicidad, ha
sugerido que la expresién tubular de HO-1 tiene un efecto citoprotector. Esto se ha observado
tanto en modelos de insuficiencia renal aguda donde se da la liberacion de grupo hemo (Nath et
al., 1992), como en aquellos donde este grupo no esta implicado (Agarwal et a/.. 1995). Dichas
observaciones se han corroborado por estudios en ratones carentes de HO-1 (Nath et a/., 2000).
Por ejemplo, en la nefropatia toxica inducida por cisplatina, un modelo de insuficiencia renal
aguda que no depende directamente de la liberacion de hemoproteinas en el rifidn, la HO-1 se
induce dentro de las 6 primeras horas de la administracion de cisplatina, antes de que se detecte
dafio en la funcién renal (Agarwal et a/., 1995). En ese tiempo, se observé aumento en |os niveles
de grupo hemo libre, sugiriendo que cuando éste se libera por la desestabilizacion de
hemoproteinas microsomales puede servir como estimulo para la induccién de HO-1 en este

modelo {(Agarwal et al,, 1995).
3.2 Induccidn e inhibicién de HO-1 por agentes quimicos

Algunas metaloporfirinas afectan la expresién de la HO-1. La protoporfirina de cobalto {(CoPP,
Fig. 20a) es un inductor; la protoporfirina de estafio (SnPP, Fig. 20b) y mesoporfirina de zinc
{ZnMP, Fig. 20c¢) son inhibidores de la HO-1. Estos compuestos se han utilizado para evidenciar la
participacién de la HO-1 en modelos de diferentes patologias. En la tabla lll se enlistan algunos

trabajos y el efecto detectado.

HOOC )] HOOC ' HO

HOOC HOOC

Fig. 20. Estructura quimica de a) CoPP, b) ZnPP y c) SnMP.

Un compuesto quimico que no es una porfirina, pero se sabe que induce potentemente la HO-1
en riiidn en una forma altamente especifica es el cloruro de estafio: SnCl; (Kappas y Maines,
1976). Este compuesto se ha usado en varios estudios;: por ejemplo, en un modelo de
isquemia/reperfusion se encontré que el pretratamiento con SnCl, contrarresta la disfuncién renal,

al tiempo que produce una elevacién marcada del mRNA renal de HO-1 (Toda et al, 2002).
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Tabla lll. Uso de metaloporfirinas que inducen o inhiben la HO-1

Modelo Porfirina Dosis Efecto de I?(S) Referencia
metaloporfirina(s)
cé ) _— .
élulas Jurkat CoPP 50 mM Dlsmlnl.Jye la apoptosis Choi et al., 2004
E6-1 mediada por Fas.
. La CoPP previene el
CoPP | 0.5 mg/Kg pci.p. aumento de células y
Diabetes (ratas) endoteliales circulantes y el Qu;r(w)g;a "
SnMP [ 100 mmol/Kg i.v. | aumento de O,'~ en aorta.
La SnMP bloquea este efecto
- L Disminuye la presion arterial
Hipert .
lp(iatzr:;'on CoPP | 50 mg/Kg pci.p. y la concentracién de 20- Abrag%ncw)zet al.
HETE en tejido renal.
La CoPP previene el
CoPP 5 mg/kg s.c. aumento de miocitos y
Isquemia célula's endoteliales Katori et 4.,
: apoptdéticas en corazén.
cardiaca (ratas) . 2002
2nPp 1.5 mg/kg i.v. Aumenta la expresion de
Bcl-2 y Bag-1. La ZnPP
bloquea este efecto.
i CoPP 5 mg/kg i.p. Previene el aumento de .
he I;(t]ilcl:ral:tas) SGOT en suero. La ZnPP Ame]rgﬂggr al.
P ZnPP 20 mg/kg i.p. bloquea este efecto.

Abreviaturas. 20-HETE: Compuesto vasoconstrictor derivado del 4cido araquidénico. SGOT:
Transaminasa glutamico oxalacética.

4 NEFROTOXICIDAD INDUCIDA POR D-SERINA

4.1 Descripcién y estructura quimica de la D-serina

La D-serina, cuya estructura quimica se muestra en la Fig. 21, es

H CHZGH un D-aminoécido de férmula quimica C3H7NOs. Es un agonista

A/
C

N

N\
H,NS  COuH

Fig. 21. Estructura quimica
de la D-serina

endogeno del sitio de glicina del NMDAr (receptor N-metil-D-
aspartato) (Duniop y Neidle, 1997). Este aminodcido se ha
encontrado en altas concentraciones en cerebro, y en menor
cantidad en tejidos periféricos como higado y rifion (Wang y
Zhu, 2003). Ademas, es un compuesto nefrotéoxico (Hashimoto

y Oka, 1997).
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4.1.1 Uso terapéutico de la D-serina

La disfuncion en la neurotransmision mediada por el NMDAr y la disminucién de la
concentraciéon de D-serina en sangre se han implicado en la fisiopatologia de la esquizofrenia. Por
lo tanto, en los Gltimos afios se han estudiado los efectos de diferentes coagonistas del NMDAr
como glicina, D-serina y D-cicloserina en pacientes esquizofrénicos. La administracion de D-serina
como adyuvante a algunos antipsicoticos convencionales como sutpirida. haloperidol, risperidona
y pipotiazina (Tsai et a/., 1998) y atipicos como risperidona y olanzapina (Heresco-Levy ef al.,
2005),ha mejorado en gran medida los sintomas de la esquizofrenia, aunque no ocurrié lo mismo
cuando la D-serina se administré en combinacion con clozapina (Tsai et al, 1999). Estos estudios

se han realizado utilizando pacientes de diferentes regiones del mundo.
4.2 Metabolismo de la D-serina

La D-serina se sintetiza principalmente en cerebro a partir de L-serina por la serina racemasa (Fig.
22), y se degrada por la oxidasa de D-aminoécidos (Fig. 23} presente en el epitelio del tabulo

proximal renal (Dunlop y Neidle, 1997).
4.2.1 Serina racemasa (SR)

La SR es una enzima dependiente de piridoxal-5-fosfato, y cataliza la racemizacién de L-serina a
D-serina, mientras que no se ha demostrado que tenga actividad sobre otros aminoacidos
{(Wolosker et al., 1999). Hace algunos afios, se cloné la serina racemasa de ratén (Wolosker et al.,
1999) y la de humano (de Miranda et al., 2000), encontrandose entre ellas una identidad de
88%. La SR est4 formada por 339 aminoécidos y su peso molecular es de 36.3 kDa; el gen de la

SR de humano posee 7 exones y se localiza en el cromosoma 17.

COOH COOH
HN +H SR > H+mg
CH;0H CH,OH
L-Serine D-Serine
(S)-(+)-Serine (R)-(-)-Sermne

Fig. 22. Racemizacién de L-serina a D-serina, catalizada por la serina
racemasa
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4.2.2 Oxidasa de D-aminoéacidos (ODA)

La ODA (EC 1.4.3.3) es una flavoenzima peroxisomal que cataliza a pH fisiolégico la oxidacion
esterecespecifica de D-aminodcidos neutros, tales como D-serina, D-prolina y D-alanina a su

correspondiente a-cetoacido (Pilone, 2000). En la Fig. 23 se encuentra dicha reaccion.

Esta reaccion se puede dividir en tres etapas: 1) Semi-reaccion reductiva, 2) Semi-reacciéon
oxidativa en la que el FADH es reoxidado por oxigeno molecular, produciéndose H.Oa, vy 3) el
iminodcido formado en el paso anterior sufre una hidrélisis espontanea a amonio y el a-cetoacido
correspondiente (Pollegioni et al., 2004). Se ha demostrado que la mayor actividad de la ODA se
encuentra en el rifién, y su menor actividad se encuentra en higado y sistema nervioso central

{(Van den Munckhof, 1996).

1. R-CH(NH;)-COOH + ODA-FAD —— > R-C(=NH)-COCH + ODA-FADH,

2. ODA-FADH; + O, ———» ODA-FAD + H,0;
3. R-C(=NH)-COOH + H;0 ———» R-CO-COOH + NH;,
ODA
R-CH(NH,)-COOH »  R-CO-COOH
0. rﬁ H. O,

Fig. 23. Reaccién catalizada por la oxidasa de D-aminoécidos

4.2 Dafio renal inducido por D-serina

En 1942 se reporté por primera vez el efecto nefrotdxico de la D-serina, al encontrar que la
administracion intragéstrica de 1 g/Kg de este aminoécido en ratas provocd anorexia, albuminuria,
palidez de las patas y hemorragias bajo las ufias (Fishman y Artom, 1942). Después se describid
que la misma dosis provocd aumento de! volumen urinario y de la concentracién en orina de
fosfatasa alcalina, leucina aminopeptidasa y deshidrogenasa lactica. No se detecté actividad de

succinato deshidrogenasa en orina (Raab et a/., 1969).
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Al investigar qué estructura renal se dafiaba por la administracién de D-serina. se encontré que
este aminodcido genera necrosis de la porcién recta del tibulo proximal en el riidén de las ratas
(Wachstein, 1947) evento que se acompafié de diuresis, proteinuria, glucosuria y aminoaciduria.

Dosis comparables de L-serina no resultaron nefrotéxicas (Carone y Ganote, 1975).

La observacién de cortes transversales de riidn permitio establecer la ausencia de dafio estructural
durante las primeras 6 horas después de administrar 750 mg/Kg i.p. del aminoéacido. A las 7
horas, se encontré necrosis en corteza renal, mayor en corteza interna que en externa, localizada
en la porcién recta del tabulo proximal. Los cambios ultraestructurales detectados fueron la
dispersién de polisomas a ribosomas libres, aparicién de vesiculas y encogimiento celular. A las 8
horas entre el 80% y el 90% de las células se encontraron necréticas, y a las 24 horas se alcanzd
el dafio miximo. Las ratas a las que se administr6 L-serina no presentaron ninguna de estas
alteraciones. Al administrar 800 mg/Kg i.p. de D-serina se observaron los mismos cambios
descritos para la dosis menor del amino4cido, sélo que mds tempranos, encontrando necrdticas
del 80% al 90% de las células a las 4 horas de administrar D-serina. Para ambas dosis, a los 2 dias
se observé regeneracion del tejido, que fue completa 6 dias después de administrar D-serina

(Ganote et al., 1974).

Para determinar si la configuracién molecular de fa D-serina se relacionaba con sus efectos téxicos,
se estudi6 el efecto de isébmeros con estructura similar a la D-serina, s6lo el &cido
diaminopropiénico resulté nefrotéxico. Una explicacién dada a esta observaciéon es que las
caracteristicas de carga y estructura facilitan la entrada a la célula de estos compuestos, lo que
alteraria las propiedades osméticas y electroquimicas de la célula. Otra exb|icacic’>n es que la D-
serine se intercambie por bases naturales como la fosfatidilserina, cambiando la configuracién e

integridad de las membranas (Kaltenbach et af., 1979).

Desde 1984 se encontré evidencia de que la D-serina y la L-serina se reabsorben por el mismo
sistema de transporte (Kragh-Hansen y Sheikh, 1984). Posteriormente, se determiné la presencia
en el tabulo proximal de un transportador con baja estereoespecificidad, el cual es mediador de

la reabsorcién de la D-serina y su estereoisdémero (Silbernagl et al., 1999).

La administracién de 700 mg/Kg i.v. de D-serina marcada radiactivamente permitio establecer que
este aminoacido se distribuye en todos los tejidos, concentrdndose principalmente en el érea

cortico-medular del riidn, donde la marca radiactiva se aprecia aun 24 horas después.
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Esto sugiere que la reabsorcién exhaustiva de D-serina en los tubulos proximales estarfa

relacionada con la nefrotoxicidad de este aminoacido (Imai et a/., 1998).

En pacientes con disfuncién renal, se han encontrado concentraciones mayores de D-serina que en
el suero de voluntarios sanos (Brickner y Hausch, 1993), y se ha planteado que existe una
correlacion positiva entre la concentracién de D-serina y D-aspartato con la concentracion de
creatinina en suero de pacientes con disfuncién renal (Nagata et al, 1987; Brickner y Hausch,
1993). Un efecto mas de la D-serina en el rifién, es que su administracién subcutédnea incremento
el namero y tamafio de los tumores tubulares que desarrollaron las ratas tratadas con N-etil-N-

hidroxietilnitrosamina (Hiasa et a/., 1984).
Hasta ahora no se sabe cuél es el mecanismo por el que la D-serina produce el dafio renal.
4.3 Estrés oxidativo y nefrotoxicidad inducida por D-serina

La D-serina es reabsorbida en la porcién recta del tabulo proximal (Silbernagl et a/., 1999), donde
la ODA la metaboliza. Como esta reaccién genera H,O, (Fig. 21), se ha sugerido que el estrés
oxidativo podria contribuir al mecanismo de nefrotoxicidad en este modelo de dafio renal, sin
embargo dicho mecanismo adn permanece sin estudiar. El anico reporte donde se involucra la
participacién del estrés oxidativo en la nefrotoxicidad de la D-serina menciona que ésta se
acompafia de deplecién de GSH y excreciéon de aminodcidos, efectos qué se previnieron al

administrar GSH a las ratas (Silbernagl et al., 1997).
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JUSTIFICACION

Se sabe que la D-serina es un aminodcido nefrotéxico pero no se conoce aun cuél es el mecanismo
por el que induce dafio, y aunque se ha postulado que el estrés oxidativo pudiera estar
involucrado, no se ha comprobado. Por otra parte, se sabe que la expresiéon de la HO-1 es una
respuesta celular al estrés oxidativo, pero no se ha estudiado si la expresion de la HO-1 tiene

algin papel funcional en la nefrotoxicidad por D-serina.
HIPOTESIS

Si el estrés oxidativo se encuentra implicado en la insuficiencia renal inducida por D-serina, se
esperaria que la HO-1 se exprese después de la administracién de este aminoédcido. Ademas, se
esperaria que la sobreexpresién de la HO-1 atente y su inhibicién exacerbe la nefrotoxicidad por

D-serina.
OBJETIVOS

- Objetivo general:
Estudiar la expresién y el papel funcional de la HO-1 en la nefrotoxicidad inducida por D-serina.

- Objetivos particulares:

i) Estudiar si el estrés oxidativo esta implicado en la insuficiencia renal inducida por D-
serina,

ii) Estudiar la expresion de la HO-1 en rifién, después de la administracion de D-serina.

iii) Establecer si la sobreexpresién de HO-1 atenua la insuficiencia renal inducida por D-
serina, y

iv) Establecer si la inhibicion de HO-1 exacerba la insuficiencia renal inducida por D-serina.
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MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos y equipo

La D-serina, la L-serina, el p-nitrofenil-N-acetil-B-glucosaminido. la xantina oxidasa, la xantina, el
nitroazul de tetrazolio (NBT), el dietildiocarbamato (DDC). el glutatién reducido, la giutatién
reductasa, el NADPH, el acido 5,5-ditiobis-2 nitro benzoico (DTNB), la leupeptina, la pepstatina,
la acrilamida, la bisacrilamida, la dinitrofenil hidracina, la 2-vinilpiridina (2-VP) y el suifato de
estreptomicina se compraron en Sigma Chemical Co. (St Louis MO, EUA). El SnCl; se comprd en
JT Baker (México). La SnMP se obtuvo en Frontier Scientific (Logan, UT, EUA). Los anticuerpos
que se utilizaron para detectar HO-1, Mn-SOD y Cu/Zn-SOD se compraron en StressGen (Victoria,
BC, Canada) y para detectar catalasa en Calbiochem (San Diego, CA, EUA). Para la deteccién por
western blot se usé un estuche de quimioluminiscencia de Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, Inglaterra). Se utilizé un homogenizador tipo politrén Brinkman, una
centrifuga de mesa no refrigerada IEC HN-SII, una microcentrifuga y una ultracentrifuga
refrigeradas Beckman, un espectrofotébmetro Beckman, un autoanalizador Bayer RA1000, cdmaras

de electroforesis y de transferencia Hoefer.
2. Animales y estrategia experimental

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de 180-200 g de peso (Harlan Teklad,
México), que se mantuvieron durante todo el tratamiento en cajas metabolicas con ciclos

artificiales de luz/oscuridad de 12h (6:00 — 18:00 h), con alimentacién y agué ad libitum.
2.1 Tratamiento de los animales y obtencién de muestras

En nuestro laboratorio se comprobd que la dosis de 400 mg/Kg de D-serina es nefrotdxica y no

induce pérdida de peso 24 horas después, por lo que se eligié dicha dosis para iniciar este trabajo.

Esquema 1: Se estudié el curso temporal de la nefrotoxicidad por D-serina (Fig. 24). para lo que

se utilizaron 18 ratas que formaron los siguientes grupos:
i) grupo control: L-serina, dosis 400 mg/Kg i.p. (n=3)

ii) grupos 3, 6, 9, 12 y 15 h: D-serina. dosis 400 mg/Kg i.p. (n=3 por tiempo)
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Los animales se sacrificaron por decapitacion 3, 6, 9, 12 y 15 horas después de administrado el
aminoacido. Las ratas control se sacrificaron 15 horas después de administrar L-serina. De cada

animal se extrajeron los dos rifiones, se rebanaron en cortes transversales y se congelaron

0 3 6 9 12 15 24 t (h)
| | | | | | | >
I “ I I [ x “
D-serina .
400 mg/Kg i.p. Sacrificio

En cada tiempo, n=3 y se utilizaron 3 ratas control a las que se administré L-serina.
Fig. 24. Curso temporal del dafio por 400 mg/Kg de D-serina

inmediatamente con nitrégeno liquido. También se recolectd sangre para separar el suero.

Esquema 2: Se estudié el papel de la HO-1 en la insuficiencia renal producida por 400 mg/Kg de

D-serina (Fig. 25). Se utilizaron 24 ratas para formar los siguientes grupos (n==6):

i) grupo 1: L-serina (control), dosis 400 mg/Kg i.p. (Pedraza-Chaverri. Datos no publicados)

ii) grupo 2: D-serina, dosis 400 mg/Kg i.p.

iii) grupo 3: SnCl,, dosis 100 mg/Kg i.p. (Barrera et a/., 2003) + D-serina, dosis 400 mg/Kg i.p.
iv) grupo 4: $nCl,, dosis 100 mg/Kg i.p. + SnMP, dosis 15 mg/Kg i.p. (Wang et al., 2001) + D-
serina, 400 mg/Kg i.p.

-12 -3 0 24
| | | Ly t@y
SnMP
15 mg/Kg i.p.
SnCl, D-serina Sacrificio
100 mg/Kg i.p. 400 mg/Kg i.p.

Fig. 25. Papel de la HO-1 en el dafio inducido por 400 mg/Kg de D-serina.

En este caso todos los animales se sacrificaron por decapitacidn 24 horas después de administrar el

aminodcido correspondiente. Las muestras recolectadas fueron orina, suero y rifién.
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Esquema 3: Finalmente, se estudio el papel de la HO-1 en la insuficiencia renal producida por 800

mg/Kg de D-serina (Fig. 26). Se utilizaron 18 ratas para formar los siguientes grupos (n=6):

i) grupo 1: L-serina (control), dosis 800 mg/Kg i.p.
ii) grupo 2: D-serina, dosis 800 mg/Kg i.p. (Silbernagl et a/., 1997)
iii) grupo 3: $nCl,, dosis 100 mg/Kg i.p. + D-serina, dosis 800 mg/Kg i.p.

-12 0 24
I | L)
$nCl; D-serina Sacrificio
100 mg/Kg i.p. 800 mg/Kg i.p.

Fig. 26. Papel de la HO-1 en el dafo inducido por 800 mg/Kg de D-serina.

También en este caso los animales se sacrificaron por decapitaciéon 24 horas después de

administrar el amino4cido correspondiente. Las muestras recolectadas fueron orina, suero y rifién.

Las determinaciones una vez obtenidas las muestras fueron:

Obtencion de muestras

Evaluacién de Evaluacién de HO-1 Evaluaciéon de
dafio renal dafio oxidativo y
| ] sistema
| | J Western blot antioxidante
Glomerular Tubular ] .
J lipoperoxidacién
(MDA)
1 ¥ Oxidacién de
proteinas (carbonilos)
v BUN Vv Proteinuria®
v Creatinina v Glucosuria*
v Depuraciéon de J Actividad de NAG* J Catalasa
creatinina* J  Reabsorcién tubular J SOD total
de agua* v GSH-Rx
4 GPx
J CSHeq
* S6lo se determind en ratas de las que se obtuvieron muestras de orina

(esquema 2 y 3). Abreviaturas: BUN Nitroégeno de urea en sangre, NAG
N-acetil-B-glucosaminidasa, MDA Malondialdehido. GSHeqg Equivalentes
de glutation.
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2.2 Tratamiento de las muestras

Orina: La orina recolectada se centrifugé a 3,000 x g por 10 min a temperatura ambiente. Ei

sobrenadante se separé en alicuotas de ~1 ml, se congel6 y se almacend a -75°C hasta su anélisis.

Suero: La sangre recolectada de las ratas al momento de su sacrificio se dejé coagular (~30 min).
Después de centrifugar a 3,000 x g por 10 min a temperatura ambiente, se separé el suero en

alicuotas de ~ 300 pl que se congelaron y se mantuvieron a -75°C hasta su anélisis.

Homogenados para medir actividad enzimética y proteinas oxidadas. De cortes transversales
congelados de rifidn completo se separd la cantidad de tejido suficiente para preparar
homogenados 1:10 (p/v) en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.4, tritdn x-100 1%. Este
homogenado se centrifugd a 15,000 x g por 1 h a 4°C y se separ6 el sobrenadante. Se determiné

la concentracién de proteina por el método de Lowry.

Homogenados para western blot. Se prepararon de la misma forma que los homogenados para
medir actividad enzimética pero la diludén del tejido fue 1:5 (p/v). El amortiguador de fosfatos
contenia ademads de tritén, inhibidores de proteasas (leupeptina 5 pg/ml y pepstatina 7 pg/ml)
y EDTA 1 mM. Se determiné la concentracion de proteina por el método de Lowry.

Microsomas para western blot de HO-1. Se prepararon homogenados de rifién diluido 1:5 (p/v)
con amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7.4. Se centrifugaron a 3,000 x g por 10 min a 4°C, el
sobrenadante se centrifugd nuevamente a 12,000 x g por 20 min a 4°C. Finalmente, el
sobrenadante se centrifugd una vez mds a 150,000 x g por 1 hora a 4°C. Esta vez se deseché el
sobrenadante y el botdn se resuspendié en amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.4 con MgCl,

2 mM. Se determiné la concentracién de proteina por el método de Lowry.

Homogenados para medir concentracion de GSH total y GSSG. Se prepararon homogenados de
rifién diluidos 1:10 (p/v) con acido 5-sulfosalicilico al 5%. Se centrifugaron a 3,000 x g por 10 min
a 4°C y se separ6 el sobrenadante, donde se determiné la concentracion de GSH total. Para medir
s6lo la concentracion de GSSG, se llevd a cabo la derivatizacién del sobrenadante. Para esto. el

sobrenadante se neutralizé con NaOH y se incub6 con 2-VP durante 1 h a temperatura ambiente.
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3. Determinaciones

3.1 BEvaluacion de insuficiencia renal

3.1.1 Disfuncién glomerular

3.1.1.1 Nitrégeno de urea en sangre (BUN)

La concentracidon de urea en sangre se determiné mediante un ensayo colorimétrico utilizando un
estuche comercial (Spinreact, cat # 1001325). Este ensayo es una adaptacién de la reaccién
propuesta por Jung et al. (1975, Fig. 27), que consiste en la formacién en medio acido de un

complejo colorido ortoftaldehido-urea que absorbe a 510 nm:

CHO NH; ~y 7 -
QL ol Qe — Qe
CHO NH, HT =N N

Crtoftaldehido Urea Complejo de ortoftalaldehido-urea

Fig. 27. Reaccién propuesta por Jung et al. (1975)

Para calcular BUN, se toma en cuenta que en cada molécula de urea hay dos &tomos de
nitrégeno. Como el peso molecular de cada molécula de urea es de 60 y el peso molecular del
nitrégeno es 14, la concentracidn de urea en sangre se divide entre 2.14 (60/14). La concentracién

de BUN se expresé en mg/dL.
3.1.1.2 Creatinina y depuracién de creatinina

La creatinina presente en el suero y orina se determiné mediante un ensayo colorimétrico con un
estuche comercial (Bayer, cat # BO14569-01) en un autoanalizador. Este ensayo se conoce como
reaccion de Jaffé (Fig. 28), que consiste en la formacion en medio alcalino de un complejo

colorido picrato-creatinina que absorbe a 492 nm:

H3C— />: NOZ
O + HO
OH
NH

NO, N
Creatinina Acido picrico N

Complejo picrato-creatinina
Fig. 28. Reaccion de Jaffé.
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La depuracion de creatinina se calculé tomando en cuenta el volumen urinario de 24 horas,

utilizando la siguiente férmula:

-, . Creatinina en orina * volumen urinario en 24h
Depuracion de creatining= ———————— — - —
Creatinina en suero *1440

La concentracién de creatinina se expresé en mg/dL, el volumen urinario en ml. El namero 1440

es la cantidad de min en 24 horas. Asi, la depuracién de creatinina se expresé en ml/min.
3.1.2 Disfuncién tubular
3.1.2.1 Proteinuria

La concentracién de proteinas totales excretadas por la orina se determiné por turbidez a 420 nm
después de su precipitacién con acido tricloroacético (TCA) al 12.5%. Se utilizé un blanco por
cada muestra (al que se agregd solucién salina en lugar de TCA). Los resultados de las
absorbencias se interpolaron en una curva patrén de albimina sérica bovina (ASB) entre 0.04 y
0.8 mg/ml. Tomando en cuenta e{ volumen urinario de 24 horas, el resultado se expresé como

mg de proteina/24 h.
3.1.2.2 Glucosuria

La cantidad de glucosa en orina se determin® mediante un ensayo colorimétrico empleando un
estuche comercial (Spinreact cat # 1001190). Este ensayo se basa en la reaccion de Trinder (Fig.
29), donde la glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a &cido glucdnico
formando H,O.. Después, este Ultimo se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno,

fenol-ampirona en presencia de peroxidasa (POD). La quinona resultante absorbe a 505 nm:

GOD .
-D-Glucosa + O, + H,O —* H,0, + Acido gluconico

POD
H,O, + Fenol + Ampirona ——* Quinona + H,O
Fig. 29. Reaccion de Trinder.

Tomando en cuenta el volumen urinario de 24 horas, la concentracién de glucosa se expresé en

mg/24h.
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3.1.2.3 Actividad de N-acetil-glucosaminidasa (NAG) en orina

La actividad de NAG se determiné mediante el ensayo de conversién de p-nitrofenil-N-acetil-p-
glucosaminido en N-acetil-D-glucosa y p-nitrofenol (Fig. 30). Este ultimo compuesto en pH acido
se encuentra protonado y es incoloro, y en medio alcalino pasa a su forma anionica, presenta

color y absorbe a 405 nm:

HOH,;C HOH,C
o NO;
o} NAG on o, OH
H — . .
HO NO,
HO

NHCOCH, NHCOCH,

p-nitrofeni-N-acetil-$-D- N-acetil-D-glucosa p-nitrofenol
glucosaminido

+HOONOZ —> 0 NO,
OH-

incoloro colorido

Fig. 30. Ensayo para determinar la actividad de NAG.

Por cada muestra se utilizdé un blanco de reaccién. Los resultados de las absorbencias se
interpolaron en una curva patrén de p-nitrofenol entre 5 y 175 nM. Tomando en cuenta el
volumen urinario de 24 horas, el resultado se expresd como unidades de NAG/24 h. La unidad
de NAG se define como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de p-nitrofenol/min bajo las

condiciones del ensayo.
3.1.2.4 Reabsorcion tubular de agua

Para estimar este parametro de insuficiencia renal se utilizé la concentracidn urinaria y plasmaética

de creatinina (Pedraza-Chaverri et al., 1992):

creatinina en orina

Reabsorcion tubular de agua = —
creatinina en plasma

Por lo tanto. la reabsorcién tubular de agua se expresa en forma adimensional.

30



3.2 Evaluacion de la HO-1

Con los homogenados preparados para western blot se realizé electroforesis SDS-PAGE cargando
50 ug de proteina por pozo, posteriormente la proteina contenida en el gel se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa. La membrana se bloque6 durante 1 hora con leche descremada al
5% en amortiguador salino de fosfatos. Después, se incubé durante 12 horas a 4°C con
anticuerpo policlonal anti-HO-1 (SPA-895, StressGen) producido en conejo, diluido 1:2,000.
Posteriormente, la membrana se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpo
anticonejo acoplado a peroxidasa de rabano (NA-934, Amersham), diluido 1:3,000. Se utilizé un
sistema de deteccidn quimioluminiscente (Fig. 31). Para eliminar el exceso de anticuerpo se

realizaron lavados con amortiguador salino de fosfatos.

Anti-IgG de conejo unido a
peroxidasa de rabano

HO-1 Anti-HO-1

(Obtenido en conejo)

Fig. 31. Deteccién de la HO-1 por western blot.
3.3 Evaluacién de dafio oxidativo y sistema antioxidante
3.3.1 Lipoperoxidacién

La lipoperoxidacién se determiné mediante un método colorimétrico (Gerard-Monnier et al.,
1998) que se basa en la deteccién del compiejo colorido malondialdehido-1-metil-2-fenilindol que
absorbe a 586 nm, formado al reaccionar malondialdehido con 1-metil-2-fenilindol en medio

acido (Fig. 32):

Ph Ph
HJ 3

Malondialdehido 1-metii2-fenilindol Complejo colorido
Fig. 32. Reaccién para formar un producto colorido a partir de MDA.
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Por cada muestra se utilizd un blanco de reaccién. Los resultados de las absorbencias se
interpolaron en una curva patrén de tetrametoxipropano entre 0.2 y 4 uM. El resultado se

expresé como nmol MDA/mg proteina.

3.3.2 Proteinas oxidadas

Para determinar la cantidad de proteinas oxidadas se utilizé6 un método colorimétrico (Reznick et
al., 1994) que se basa en la reactividad de los grupos carbonilo con la 2,4-dinitrofenilhidrazina

{DNPH) para formar un complejo proteina-hidrazona que absorbe a 370 nm (Fig. 33):

OGN NG, R QN NG,
v+ o=¢{ A
NHNH, R -HO N—N=C
i =
DNPH Grupo carbontilo en
proteinas Complejo proteina-hidrazona

Fig. 33. Reacci6én para detectar la cantidad de protelnas oxidadas.

El contenido de carbonilos se calculé utilizando el coeficiente de extincion molar del DNPH
(22,000 Mcm!). Para cada muestra se utiliz6 un blanco sin DNPH en que ademas se evalud el
contenido de proteina interpolando el valor de su absorbencia a 280 nm en una curva patrén de

ASB entre 0.25 y 2 mg/ml. El resultado se expresé como nmol de carbonilos/mg de proteina.

3.3.4 Western blot de Mn-SOD, Cu/Zn-SOD vy catalasa

La cantidad de Mn-SOD, Cu/Zn-SOD vy catalasa por western blot se realizé de la misma forma que
para {a HO-1. Se utilizaron anticuerpos primarios producidos en conejo: i) anti-MnSOD (SOD-111,
StressGen) diluido 1:5,000, ii) anti Cu/Zn-SOD (SOD-101, StressGen) diluido 1:8.000, v iii) anti-
catalasa (219010, Calbiochem) diluido 1:400. El anticuerpo anticonejo acoplado a peroxidasa de

rdbano (NA-934, Amersham) se utilizé diluido 1:5,000 en todos estos casos.

La cuantificacion se realizd mediante un software de densitometria {Sigma Scan Pro 4.0. San
Rafael. EUA) y los resultados se expresaron como porcentaje de drea marcada, considerando

100% el promedio de las muestras correspondientes a los grupos control.
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3.3.5 Adtividad enzimética de SOD total

La actividad de la SOD total se midi6 segln lo descrito anteriormente (Oberley y Spitz, 1984),
mediante la reduccién de nitroazul de tetrazolio (NBT) a formazan, que absorbe a 560 nm. Esta
reduccion la lleva a cabo el anion superdxido generado mediante el sistema xantina-xantina
oxidasa (Fig. 34). La SOD presente en la muestra al catalizar la dismutacién del anién superéxido,

evita que éste reaccione con el NBT, con lo que es menor la formacién de formazan.

0
RN » Xantina oxidasa HN ﬁ
Xantina oJ\ J\N - )\ o
: H / \ ﬂ W Acido Grico
20, 10,
SOD (muestra) ’/
IH,0,
\4
O ] -
ML
Nitroazul de tetrazolio kF:r?éa(;inm

Fig. 34. Sisterna de reacciones que permiten medir la actividad de SOD.

Por cada muestra se utilizé un blanco con agua en lugar de xantina oxidasa. Los resultados se
expresaron como unidades de SOD/mg de proteina. La unidad de SOD se define como la

cantidad de enzima que inhibe en un 50% la reduccion del NBT bajo las condiciones del ensayo.
3.3.6 Actividad enzimatica de catalasa

Se basa en la disminucién de la absorbencia del H,O, a 240 nm, lo cual ocurre debido a la accién
de la catalasa presente en la muestra de acuerdo a un método ya descrito (Aebi, 1984). De
acuerdo con este método, se utiliza la constante de reaccién de primer orden (k) como la unidad

de actividad de la catalasa, y queda definida de acuerdo con la férmula:

‘ 1, 2.3log 4, donde A, y A; son las absorbencias de H,O; en los tiempos ti y t2, y t es
o A, el intervalo de tiempo medido.

El resultado se expresé como &/mg de proteina.
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3.3.7 Actividad enzimatica de GSH-Rx

Para medir la actividad de la GSH-Rx se siguié el método de Carlberg y Mannervick (1975), en el
cual se mide a 340 nm la disminucién de la cantidad de NADPH al ser consumido por la
conversion de GSSG a GSH en la reaccién catalizada por la GSH-Rx (Fig. 35) presente en la

muestra:

2 GSH NADP+ + H*
GSH -Rx
GSSG NADPH
A 340 nm

Fig. 35. Reaccién que cataliza la GSH-Rx.

Los resultados se expresaron como unidades de GSH-Rx/mg de protefna. La unidad de GSH-Rx se

define como la oxidacién de 1 umol de NADPH por min bajo las condiciones del ensayo.

3.3.8 Actividad enzimética de GPx

La actividad de la GPx se mide de manera indirecta por una reaccién acoplada con la GSH-Rx
(Lawrence y Burk, 1976). Se basa en la disminucién de la absorbencia a 340 nm debido a la
reduccion de la cantidad de NADPH. La GPx al reducir H;O; consume GSH y genera GSSG, el
cual es convertido de nuevo en GSH por la GSH-Rx, proceso que consume NADPH (Fig. 36).

H,O,
2GSH NADP* + H*
GPx GSH
reductasa
GSSG NADPH
2 H;b A 340 nm

Fig. 36. Papel de la HO-1 en el dafio inducido por 800 mg/Kg de D-serina.
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3.3.9 Determinacién de GSHeq y GSSG

La determinacion de equivalentes de glutation (GSHeq) y GSSG se basa en la deteccion a 412 nm
de la especie producida por la ruptura (por GSH-Rx) del compuesto formado en la reaccién de
GSH con DTNB (Fig. 37), segln lo ya descrito (Griffith, 1980). Para medir la concentracién de
GSH total se usé rifidn homogenado en acido 5-sulfosalicilico y para medir GSSG, se usd
homogenado derivatizado con 2-VP. La velocidad de reaccién es proporcional a la concentracién
de GSH. Para calcular la concentracién de GSH se utilizé una curva patrén construida con la
velocidad de reaccidn de soluciones de GSH de 0-8 pM. Para calcular la de GSSG se utilizo una

curva construida con la velocidad de reaccion de soluciones de GSSG de 0-4 pM.

A.
Noz NO
/S 7% DOH
ON - '
3 oo

H : s

N . [

\6 Hﬁ% " A =412
Y
o N
[+}

w02

B.
Ho .
GOSH-Rx . o
3 _ +
\
Ha s
. = 412
1)

Fig. 37. Reacciones que llevan a la formacion de un compuesto colorido a partir de GSH y DTNB.

La cantidad de GSH se obtuvo por diferencia entre GSHeq y GSSG, segun la férmula:

GSH = GSHeq -2GSSG

La concentracién de glutation se expresé como pmol/g de tejido.
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3.3.10 Produccién de nitritos y nitratos.

La cantidad de 6xido nitrico (ON*) producido se estimé mediante la cuantificacién de sus

metabolitos estables, los nitritos (NOy) y nitratos {NOjy), usando la reaccién de Griess (Fig. 38)

(Creen et al, 1982). La determinacién consistié en incubar una muestra de orina con la bacteria

Escherichia cofia 37°C por 60 min. Con esto, la enzima nitrato reductasa de la bacteria reduce los

nitratos presentes en la muestra, generando nitritos. Finalmente, se determind la cantidad de

nitritos al hacerlos reaccionar con acido sulfanilico y N-naftiletilendiamina, y se interpold la

absorbencia a 543 nm en una curva estindar de nitrito de sodio. El resuitado se expresé como

NO,/NO;s.

Nitrato reductasa

NO, + NADPH + H* NO, + NADPH* + H*

NO,
HS%@ NH, — . H,NSO, -@ N* =N

Acido sulfanilico l

NH/_\
H2N303 @ NN _NHR NH, - O NH2
Azocompuesto Q O N-naftiletilendiamina

A =540 nm

Fig. 38. Reaccién de Criess.

4. Anélisis estadistico

Los datos estadn expresados como media * error estdndar de la media (EEM). Se analizaron con el

programa Prism 3.0 (Graph Pad, San Diego. CA, USA) usando la prueba de ANOVA seguida de la

prueba de Dunnett (Esquema 1) o la de comparaciones multiples de Bonferroni (Esquemas 2 y 3).

Las diferencias se consideraron significativas a valores de p<0.05.
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RESULTADOS

Esquema 1: Curso temporal de la nefrotoxicidad por D-serina, dosis 400 mg/Kg.

Evaluacién de insuficiencia renal. La disfuncién glomerular se determiné mediante la evaluacion
de BUN vy creatinina en suero (Fig. 39). Ambos marcadores presentaron la misma respuesta al
aumentar respecto al tiempo. La concentracion de BUN fue significativamente diferente 15 horas
después de la administracién de D-serina, al ser ~2 veces mayor respecto al control, y a las 24
horas cuando el aumento fue de ~4 veces. Por su parte, la creatinina en suero fue
significativamente diferente séio a las 24 horas, cuando su concentracién tlegd a ser ~6 veces

mayor respecto al control.

Nitrégeno de urea en sangre

L-serina 3h 6h Sh 12h 15h 24h

D-serina

Creatinina en suero

J :
2
. i :
> -
£ 1- G
0- ) i i i
L-serina 3h 6h 9h 12h 15h 24h
D-serina

Fig. 39. Par&metros de funcién renal, esquema 1. *p< 0.001 vs L-serina. Valores: X + EEM.
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Expresion de la HO-1. La expresion de HO-1 se determiné por western blot (Fig. 40). en ningan
tiempo se detectd la presencia de esta enzima, ni en el grupo control, ni en ninguno de los grupos
administrados con D-serina. El mismo resultado se obtuvo tanto en homogenado total como en

microsomas.

Estandar

D-serina 3-24 h HO-1

L-serina

Estdndar

L-serina D-serina 3-24 h HO-1

Control de carga de B-actina:

Control  Control 3h 6h 9h 12h 15h 24h Estandar

HO-1
Fig. 40. Expresién de HO-1 en rindn evaluada por Western blot en el esquema 1. A) Rifnén total, B)
Microsomas.

Marcadores de dafio oxidativo. Se determind la concentracién de malondialdehido y la de
proteinas oxidadas (Fig. 41). La respuesta de ambos marcadores fue similar, ya que no se encontrd

diferencia significativa entre los grupos tratados con D-serina y el grupo control.

Enzimas antioxidantes. Para evaluar los posibles cambios en el sistema antioxidante enzimatico. se
determind la expresion de las enzimas antioxidantes catalasa, Mn-SOD y Cu/Zn-SOD mediante
western blot (Fig. 42). No se encontré diferencia significativa entre los grupos tratados con D-

serina y su control para ninguna de estas enzimas.
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Malondialdehido

2.07

1.54

1.04

0.54

nmol/mg proteina

O.OJ5

L-serina  3h 6h Sh 12h 15h 24h

D-serina

Proteinas oxidadas

nmol/mg proteina

L-serina  3h 6h Sh 12h 15h 24h

D-serina

Fig. 41. Par&metros de dafio oxidativo en el esquema 1. No hay diferencia
significativa de ninguno de los grupos con respecto al control. Valores: X + EEM.

Ademaés se midid la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa, SOD total, GSH-Rx y GPx
(Tabla 1V). Tampoco se detectaron cambios significativos en la actividad enzimdtica de ninguna

de las enzimas.
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Catalasa =

% de area IOO 98+8.2 | 95+4.4 [ 97+3.0 | 98+2.5 [105*2.2 93.312.3;
Cu/;n-SOD e : > ¢—A¥f’my - V/% e 7 @W ?”9 ! - s
: % de area .100 ‘ 105+2.1 | 107%2.1 . 101£1.6 | 110=1.1 | 9355 |
Mn-SOD =y ;
| % de &rea 100 97+3.5 | 95£2.0 |93.5+1.5|105+4.9 [99.7+3.5| 9422.6 I
B-actina —— F e

Fig. 42. Expresion de catalasa, Cu/Zn-SOD y Mn-SOD evaluada mediante western blot en el esquema 1.

L-serina 3h 6h Sh

15h

24h

D-serina

Tabla IV. Actividad de enzimas antioxidantes en el esquema 1.

Catalasa* SOD total** GPx** GSH-Rx**
cT 0.6+ 0.011 13.86 = 1.5 0.045 + 0.005 0.073 + 0.002
3h 0.6 = 0.014 15.39 = 0.9 0.048 = 0.005 0.081 + 0.006
6h 0.6 = 0.016 16.08 = 1.2 0.048 + 0.004 0.080 + 0.007
Sh 0.6 = 0.010 14.78 £ 1.4 0.044 = 0.002 0.073 +£0.007
12h 0.6 = 0.009 16.28 = 0.7 0.046 = 0.003 0.075 = 0.002
15h 0.5 = 0.010 17.02 £0.4 0.046 = 0.003 0.074 = 0.009
24h 0.4 = 0.013 14.95 + 1.7 0.042 = 0.004 0.066 = 0.002

* k/mg protelna, ** U/mg protelna. Valores: x = EEM.

Contenido de GSH. Del sistema antioxidante no enzimatico se evalué la concentracién de GSHeq

y GSSG, con lo que se calculd GSH, GSH/GSSG y (CSHtot/GSH)*100 (Tabla V). En ninguno de

estos pardmetros es significativa la diferencia entre el grupo control y los tratados con D-serina.

Tabla V. Contenido de glutation

GSH eg* GSSG* GSH* GSH/GSSG (GSHeq/GSH)*100
cT 5402 0.29 + 0.07 48 +0.2 17.7 £ 3.5 89.1 = 2.1
3h 46 + 0.3 0.29 * 0.02 40=*03 143 1.2 87.4 =10
6h 58=+04 0.32 = 0.02 5209 16.3 = 2.2 88.6 = 1.5
Sh 32+06 0.30 = 0.01 2.6 0.6 8715 80.4 + 3.3
12h 3.3 +£06 0.33 £ 0.03 2.6 06 9.7 * 3.7 791+ 55
15h 3.8+x09 0.25 * 0.04 3.3+x09 13.3 x2.2 86.1 + 2.5
24h 4.1+ 04 0.25 + 0.02 3.6 + 0.4 148+ 24 87.1 1.5

* umol/g tejido. Valores: x + EEM.
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Segun estos datos, se comprobd que la D-serina induce insuficiencia renal, pero no se encontro
que se encuentre acompafiada de la expresion de la HO-1 ni de alteraciones en el sistema

antioxidante del rifién.
Esquema 2: Nefrotoxicidad por D-serina, dosis 400 mg/Kg.

Insuficiencia renal. En este esquema la insuficiencia renal se determiné mediante la evaluacién de
BUN. creatinina en suero y depuracién de creatinina como marcadores de disfuncién glomerular
(Fig. 43). Ademds, con la evaluacién de proteinuria, glucosuria, actividad de NAG en orina y

reabsorcién tubular de agua como marcadores de disfuncién tubular (Fig. 44).

En el grupo de ratas tratadas con D-serina la concentracién de BUN aumentd significativamente
~3 veces y la de creatinina en suero ~4 veces, y la depuracién de creatinina disminuyé
significativamente ~10 veces indicando insuficiencia renal a nivel glomerular. La administracién

del inductor y/o el inhibidor de HO-1 no modificé la insuficiencia renal.

Nitrégeno de urea en sangre Cretinina en suero

wof T
a 75
RS
®
£ 50+

251

ol
L-serina D-serina  SnCl; SnCl,+SnMP L-serina D-serina  $nCl, SnCl,+5nMP
D-serina D-serina
Depuracion de creatinina
1.5"
[ Fig. 43. Parametros de funcidn glomerular
en el esquema 2. * p<0.001 vs L-serina.

£ 107 Valores: x + EEM.
E
>
E

0.5

0.0-

L-serina  D-serina  $nCl, $nCl,+SnMP

D-serina
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Asimismo, la disfuncién tubular inducida por D-serina se reflejé en el aumento de la proteinuria
de ~3.5 veces, la excrecién de glucosa en grandes cantidades por orina, el aumento de ~18 en la
actividad de NAG en orina y la disminucion de ~27 veces en la reabsorcion tubular de agua. En

todos los casos, la presencia del inductor y/o inhibidor de HO-1 no modificé la disfuncién

tubular.
Protefnas en orina Glucosa en orina
75+
604 oy o 407 i ik
£ L 304
< <
% 45+ Q
bo
E 304 £ 20
15 107
o+ 0’ :
L-serina  D-serina  $nCl;  SnCly+SnMP L-serina  D-serina  SnCly  SnCl+SnMP
D-serina D-serina
Actividad de NAG en orina Reabsorcién tubular de agua
6 iags 400+
oA
5 dr s
3001
L 4
<
NEL 200+
2
2..
100
‘l_
- & *xk "k
0- o od | opme SRS  ES—
L-serina D-serina  SnCi; SnCl,+SnMP L-serina D-serina  $nCl, SnCly+SnMP
D-serina D-serina

Fig. 44. Pardmetros de funcién tubular del esquema 2. * p < 0.05, ** p < 0.001y *** p < 0.01 vs L-
serina Valores: X = EEM.

Expresién de la HO-1. En los grupos control y D-serina no se detecto la expresion de la HO-1, en
cambio, si se encontré en los grupos administrados con SnCly, con lo que se comprobé la
induccién de la HO-1 por $nCl, pero no por D o L-serina (Fig. 45). La administracion de SnMP no
afectd la cantidad de HO-1.
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Rindn total

B-actina

L-serina

D-serina 3 + +

snCl, - 5 -~ i +
SnMP

$td HO-1 ) . —

P+ )+ 1+

Fig. 45. Expresién de HO-1 en rifidn evaluada por Western blot en el esquema 2.

Marcadores de dafio oxidativo. Se determind la concentracién de malondialdehido y la de
protefnas oxidadas (Fig. 46). La respuesta de ambos marcadores es congruente, ya que no se
encontré diferencia significativa entre los grupos tratados con D-serina y el grupo control.
Ademas, la administracién del inductor y/o inhibidor no modificé significativamente la cantidad
de MDA o protefnas oxidadas respecto al control o D-serina. A pesar de esto, la concentracién de
proteinas oxidadas del grupo tratado con inductor e inhibidor de HO-1 si es mayor y

significativamente diferente a la del grupo tratado sélo con inductor.

Malondialdehfido Protefnas oxidadas
5o
g sl
a g 57
£ 3 4
2 =
5 5 51
= o ]
° o 29
v
£ -
c O 14
£
3 0_
L-serina  D-serina  SnCl;  SnCl+SnMP L-serina D-serina  SnCl, SnCl,+SnMP
D-serina D-serina

Fig. 46. Parametros de dafio oxidativo en el esquema 2. No hay diferencia significativa de ninguno de los
grupos con respecto al control. * p<0.05 vs SnCl,. Valores: X = EEM.

Enzimas antioxidantes. La expresion de Mn-SOD y Cu/Zn-SOD (Fig. 47) no sufrié cambio
significativo en ninguno de los grupos. La expresién de catalasa disminuy6 en los grupos tratados
con SnCl, y SnCl, + SnMP. En cuanto a la actividad enzimética de catalasa, SOD total, GSH-Rx y

GPx (Tabla Vi). no se detecté cambio significativo entre el grupo de D-serina y el control.
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En cambio, los grupos tratados con inductor y/o inhibidor si mostraron una disminucién
significativa en la actividad de catalasa. Ademds, el grupo tratado con inductor e inhibidor

también mostré una actividad menor de GPx.

Catalasa ——>

% de &area 100 91x8.2 68+4.4 60x+5.9

Cu/Zn-SOD ——

% de &area 100 115x7.0 90x5.9 98+5.6

Mn-SOD —>

% de &rea 100 99.7+x4.5 94+5.9 93=x1.4

B-actina ——

(N W S N N

L-serina D-serina SnCl,  SnCl,+SnMP

D-serina

Fig. 47. Expresion de catalasa, Cu/ZnSOD y MnSOD evaluada mediante western blot en el esquema 2.

Tabla VI. Actividad de enzimas antioxidantes en el esquema 2.

Catalasa*® SOD total** GPx** GSH-Rx**
L-serina 0.6+ 0.04 13.5+ 0.8 0.05+ 0.006  0.07x 0.003
D-serina 0.4+ 0.02 15.0+ 1.8 0.04+ 0.004  0.07% 0.002
" $nCly+D-serina 0.4+ 0.03# 8.9+ 1.4* 0.04+ 0.001 0.06+ 0.003
SNClh+SnMP+D-serina | 0.3+ 0.034+ 12.6x 1.3 0.02+ 0.005#  0.07+ 0.004

* k/mg proteina, ** U/mg proteina. Valores: X + EEM. #¥p<0.01 y #p<0.05 vs control. *p<0.05 vs D-
serina

Estos datos indican que la disfuncién renal inducida por D-serina es tanto glomerular como
tubular, y no se modifica con el tratamiento de induccién y/o inhibicién de la HO-1. Ademés, la
D-serina tampoco modificé la expresion y actividad de enzimas antioxidantes, pero el tratamiento

con inductor y/o inhibidor sf disminuye la actividad de las enzimas que metabolizan el H,O..

Como no se encontré evidencia de dafio oxidativo en los datos reunidos hasta este punto, se
decidié evaluar los pardmetros de dafio oxidativo en ratas a las que se les administré una dosis
mayor de D-serina (800 mg/Kg).
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Esquema 3: Nefrotoxicidad por D-serina, dosis 800 mg/Kg.

Insuficiencia renal. Se determiné con los mismos marcadores que en el esquema 2, es dedir,
evaluacién de BUN, creatinina en suero, depuracién de creatinina (disfuncién tubular glomerular,
Fig. 48), proteinuria, glucosuria y actividad de NAG en orina, ademas se calculé la reabsorcion

tubular de agua (disfuncién tubular, Fig. 49).

Nitrégeno de urea en sangre Creatinina en suero
1254 4
; * ¥
*
100
3_
3 5 ]
=€ O
® ® o
E o E “}
14
0
L-serina D-serina  SnCL+D-serina L-serina D-serina  SnCh+D-serina

Depuracién de creatinina

Fig. 48. Par&metros de funcién glomerular
en el esquema 3. * p<0.001 vs L-serina, y
#p<0.01 vs D-serina. Valores: X = EEM.

L-serina D-serina  SnCl,+D-serina

Al igual que en el esquema 2, la administracion de D-serina provocé disfuncién glomerular
significativa confirmado por los tres marcadores evaluados, y la administracion de inductor de
HO-1 no disminuyé la disfuncién, incluso uno de los marcadores (BUN) indic6 que se exacerba.
Respecto a la disfuncion tubular, se obtuvo en general la misma respuesta, a excepcién de que en
este caso uno de los marcadores (proteinuria) indica que la disfuncién disminuye al administrar el

inductor de la HO-1.
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Proteinas en orina Glucosa en orina

mg/24h

L-serina D-serina  SnCh+D-serina L-serina D-serina  SnCly+D-serina

Actividad de NAG en orina Reabsorcién tubular de agua

U/24h

o

ok =

L-serina D-serina  $SnCl,+D-serina L-serina D-serina  SnCly+D-serina

Fig. 49. Parametros de funcién tubular del esquema 3. * p < 0.001, **p<0.01y ***p<0.05 vs L-serina,
#p<0.001 vs D-serina ** p < y *** p < Valores: x + EEM.

Expresiéon de la HO-1. No se detectd la presencia de esta enzima en el grupo co_ntrol ni el de D-
serina, en cambio, la presencia de la enzima si se encontré en el grupo administrado con $nCl,
con lo que se comprobd una vez més la induccién de la HO-1 por SnCl; pero no por D o L-serina
(Fig. 50).

Dafio oxidativo. Se midi6 la concentracién de malondialdehido y proteinas oxidadas (Fig. 51), no
encontrdndose diferencia significativa entre el grupo tratado con D-serina respecto al grupo

control. Ademas, la administracion de!l inductor de HO-1 tampoco modificé la respuesta.

Enzimas antioxidantes. La cantidad de catalasa, Mn-SOD y Cu/Zn-SOD (Fig. 52) no sufrié cambio

significativo en ninguno de los grupos.
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Rifén total

B-actina PR

L-serina + - _ -

D-serina - 4+
SncCl, - -
Estandar HO-1 - - - 4+

Fig. 50. Exoresién de HO-1 en rifdn evaluada por Western blot en el esauema 3.
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Fig. 51. Parametros de dafio oxidativo en el esquema 3. No hay diferencia significativa de ninguno de los
grupos con respecto al control. Valores: x + EEM.

En cuanto a la actividad enzimAtica de las enzimas antioxidantes catalasa, SOD total, GSH-Rx y

GPx (Tabla VIi), s6lo se detecté una disminucién significativa en la actividad de catalasa.

Tabla VII. Actividad de enzimas antioxidantes en el esquema 3.

Catalasa* SOD total** GPx** - GSH-Rx**
L-serina 0.6+0.07 15.2%1.3 0.044+0.004 0.056+0.007
D-serina 0.4+0.05* 16.0+1.2 0.045+0.003 0.060x0.005
SnCl+D-serina 0.4+0.06* 15.8+1.3 0.042+0.007 0.061x0.004

* k/mg proteina, ** U/mg proteina. Valores: X £ EEM. p<0.001 vs L-serina.

Con esto, se confirmd que la administracion de D-serina provoca insuficiencia renal que no se
modifica al administrar inductor de la HO-1. La insuficiencia tampoco parece estar acompafada
de dafio oxidativo, ni de modificacién del sistema antioxidante en el rifién, ya que el Gnico
componente antioxidante que disminuye su actividad es la catalasa, enzima encargada de
descomponer H;O,.
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Fig. 52. Expresiéon de catalasa, Cu/Zn-SOD y Mn-SOD evaluada mediante western blot en el esquema 3.

Como hasta este momento no se encontré indicio de dafio oxidativo, nos preguntamos si el

estrés nitrosativo estarfa involucrado en la nefrotoxicidad por D-serina. Para explorar esta

posibilidad se determiné la excrecién urinaria de nitritos y nitratos, los metabolitos finales del

ON". Se utilizaron muestras de orina de los animales tratados con 400 mg/Kg de D-serina y sus

respectivos controles (Fig. 53). Interesantemente, la excrecién urinaria de nitritos y nitratos es

significativamente menor en el grupo tratado con D-serina, lo cual indica que este aminoacido

provocé cambios en el metabolismo del ON*, sugiriendo que el estrés nitrosativo podria estar

participando en

nmol/min

Fig. 53. Excrecién urinaria de nitritos y nitratos al administrar 400 mg/Kg del aminoacido indicado.

la nefrotoxicidad por D-serina.
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DISCUSION

En los dltimos afios se demostré que la D-serina es un agonista endégeno del sitio de glicina en el
NMDAr. Dado que este receptor y la disminucién en los niveles de D-serina se han implicado en
la patofisiologia de la esquizofrenia, se ha estudiado el papel terapéutico de la D-serina en
pacientes esquizofrénicos. Asi, se ha encontrado que los sintomas de la esquizofrenia disminuyen
en personas sometidas a tratamiento con antipsicéticos mas D-serina (Tsai et al, 1998; Heresco-
Levy et al., 2005). Por tanto, la D-serina se perfila como una estrategia terapéutica para pacientes
esquizofrénicos. Sin embargo, un efecto bien conocido de este D-aminoécido es su nefrotoxicidad

(Carone y Ganote, 1975; Carone et al., 1985; Silbernagl et al., 1997; Silbernagl et al., 1999).

A pesar de que la nefrotoxicidad inducida por D-serina es un efecto conocido desde hace mas de
medio siglo, atin no se conoce el mecanismo por el que este D-aminoacido produce dafio. Se sabe
que la administracién de D-serina, pero no la de L-serina, en roedores provoca pérdida de peso,
incremento del volumen urinario, proteinuria, glucosuria y aminoaciduria dentro de las primeras
horas, efectos que remiten a los 6 dias (Carone y Ganote, 1975; Carone et al, 1985). La
ocurrencia de estos efectos coincide con la necrosis que se ha encontrado mediante el andlisis
histolégico de la porcién recta del tdbulo proximal. En el tabulo proximal se determind la
presencia de un transportador con baja estereoespecificidad, el cual es mediador de la reabsorcién

de la D-serina (Silbernagl et al., 1999).

Una vez que la D-serina entra en la porcién recta del tabulo proximal, es metabolizada por la
ODA, reaccién en donde se produce H,O, (Pilone, 2000). Al ser este compuesto una ERO, y
sustrato de la reaccién de Fenton, su produccién ha llevado a suponer que el estrés oxidativo
podria estar involucrado en el mecanismo de la nefrotoxicidad por D-serina. Esta suposicién se
apoya en el hecho de que el estrés oxidativo estd involucrado en el mecanismo de otros
compuestos nefrotdxicos, como son cisplatina (Somani et al, 1995; Matsushima et al, 1998),
K2Cr,O7 (Bagchi et al., 1995; Liu y Shi, 2001), ciclosporina A (Serino et al., 1994; Haberland et al.,
1997) y gentamicina (Walker et al., 1999; Cuzzocrea et al., 2002), entre otros.

Sin embargo, hasta la fecha s6lo un trabajo publicado como resumen sugiere la participacién del
estrés oxidativo posterior a la administracién de D-serina. En dicho trabajo se indica que la D-
serina provoca una deplecién de glutation y aminoaciduria, efectos que se previnieron al

coadministrar glutatiéon reducido (Silbernagl et al., 1997).
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Vale la pena mencionar que dicho reporte no ofrece comparacién estadistica, y tampoco

menciona marcadores de dafio oxidativo a macromoléculas.

Por lo tanto, es necesario reunir mayor evidencia para demostrar si el estrés oxidativo esta
implicado en la nefrotoxicidad de la D-serina, ademas de investigar si estrategias de proteccion
Gtiles en otros modelos de nefrotoxicidad (como la induccién de HO-1) atendan la nefrotoxicidad

por D-serina.

Por otra parte, la HO-1 es una enzima de 32 kDa que cataliza la degradacién del grupo hemo a
CO, Fe?* y biliverdina, y esta Gltima se convierte a bilirrubina por la biliverdina reductasa. La HO-
1 se induce por una gran variedad de estimulos prooxidantes, tales como el grupo hemo, la
radiacién UV, los metales pesados, la hiperoxia y diversos compuestos nefrotéxicos asociados con
el estrés oxidativo. Por ejemplo, cisplatina (Agarwal et al., 1995), Ko.Cr.O; (Barrera et al., 2003),
ciclosporina (Galletti et al, 2005) y glicerol (Nath et al, 1992). En estos modelos, ademads, la
sobreexpresién de la HO-1 tiene un efecto citoprotector. En la nefrotoxicidad por gentamicina,
también se induce la HO-1 (Agarwal et al., 1995), pero no se ha comprobado si su sobreexpresién

tiene un papel protector.

Para determinar si el estrés oxidativo participa en un modelo, se buscan evidencias de oxidacién
de lipidos, proteinas y ADN. Adicionalmente, en diferentes modelos, la expresion de la HO-1
también se ha utilizado ampliamente como un marcador de estrés oxidativo (Miwa et al, 2004;
Yan et al, 2005). Tomando en cuenta todo lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
estudiar tanto el papel de la HO-1 como estrategia de prevencién, como la participacién del

estrés oxidativo en la nefrotoxicidad inducida por D-serina.

Al estudiar dentro de las primeras 24 horas el curso temporal de la nefrotoxicidad por D-serina
con una dosis Gnica de 400 mg/Kg, encontramos que la administracién de D-serina, provocé el
aumento, con respecto al tiempo, de las concentraciones de creatinina en suero y BUN, lo cual
indica que la insuficiencia renal se presentd en forma progresiva dentro de las 24 horas
posteriores a la administracién de D-serina. Sin embargo, no se detectd la expresién de HO-1 en
el grupo control ni en ninguno de los tiempos estudiados, tampoco hubo cambio significativo en
los niveles de MDA y proteinas oxidadas. Respecto a la actividad de enzimas antioxidantes, no se
detecté cambio significativo en ninguno de los tiempos estudiados. Contrario a lo reportado por

Silbernagl y col. (1997), la administracién de D-serina no se acompafié por depleciéon de GSH.
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Cuando se administraron 400 mg/Kg de D-serina, la insuficiencia renal evaluada mediante
proteinuria y glucosuria a las 24 horas es consistente con datos reportados previamente (Carone y

Ganote, 1975). El grupo control fue tratado con la misma dosis de L-serina.

El resto de los marcadores de insuficiencia renal: BUN, creatinina, depuracién de creatinina,
actividad de NAG en orina y reabsorcion tubular de agua, también apuntaron en el sentido de
que la D-serina, pero no la L-serina, causé nefrotoxicidad. Se estudiaron otros dos grupos en este
esquema para determinar el papel de la HO-1 en la nefrotoxicidad inducida por D-serina. Los
grupos se trataron con i) inductor (SnCl;) de HO-1 e ii) inductor mas inhibidor (SnCl.+ SnMP) de
la enzima, ademas ambos grupos se trataron también con D-serina. Se comprobé por western
blot que la HO-1 se expresé en estos dos grupos, y no en el grupo donde se administré sélo D-

serina ni en el grupo con L-serina.

La insuficiencia renal de los grupos tratados con SnCl, y SnCl, + SnMP fue estadisticamente igual al
del grupo con D-serina, es decir, ni la preinduccién ni la inhibicion de HO-1 modificé la
nefrotoxicidad inducida por el D-aminoécido. En cuanto a los marcadores de dafio oxidativo, no
se detecté diferencia significativa entre ninguno de los cuatro grupos al cuantificar MDA. Al
cuantificar proteinas oxidadas, tampoco se encontré diferencia significativa entre los grupos
problema y el grupo control a pesar de que los grupos de SnCl, y SnCl; + SnMP més D-serina son
diferentes entre si. La expresion de enzimas antioxidantes no se afecté en ninguno de los grupos.
La actividad de todas las enzimas antioxidantes que se evaluaron es la misma entre el grupo D-
serina y el grupo L-serina. También se encontraron algunas diferencias en la actividad de catalasa,
GPx y SOD de los grupos tratados con SnCl, y SnCl, + SnMP més D-serina respecto al control. Los
mecanismos de estos cambios no estdn claros y se requieren experimentos adicionales para

dilucidarlos.

Tomando en cuenta que no se encontré evidencia de dafio oxidativo en lipidos y proteinas y
menos aun la induccién de HO-1, que también se utiliza como marcador de estrés oxidativo,
nuestros datos sugieren que el estrés oxidativo no esta involucrado en la nefrotoxicidad inducida
por D-serina. Este resultado es interesante debido a que como se mencioné antes, en los modelos
de nefrotoxicidad més estudiados, el estrés oxidativo juega un papel importante y generalmente

la induccién de HO-1 ha tenido un papel protector.

En varios de los trabajos reportados, la insuficiencia renal por D-serina se provocé mediante una
dosis tnica de 800 mg/Kg de D-serina (Silbernagl et al., 1997; Silbernagl et al., 1999).
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Como en nuestro laboratorio se comprobd que dosis menores también son nefrotéxicas y que
una dosis de 400 mg/Kg no induce pérdida de peso 24 horas después, se eligié dicha dosis para
iniciar este trabajo. Dado que los resultados indicaron la ausencia de estrés oxidativo y de la
expresion de HO-1 con esa dosis de D-serina, se decidié estudiar el efecto de una dosis mayor
(800 mg/Kg) sobre los marcadores de estrés oxidativo. Al mismo tiempo, se estudié el papel de la

HO-1 en la insuficiencia renal inducida por la dosis alta de D-serina.

Inicialmente, se evaluaron los marcadores de disfuncién renal BUN, creatinina en suero,
depuracion de creatinina, proteinuria, glucosuria, actividad de NAG en orina y se calculd la
reabsorcién tubular de agua. Todos estos marcadores fueron consistentes al indicar que la L-serina
no provocd insuficiencia renal, pero si la D-serina. En cuanto al $nCl;, cinco de los siete
marcadores indicaron que este compuesto no previene la insuficiencia renal inducida por D-serina.
De los dos marcadores restantes uno indicé proteccién y el otro indicé aumento de disfuncion.
Por tanto, el conjimto de datos sefialan que la preinduccién de la HO-1 no previnc la insuficiencia

renal inducida por D-serina.

Respecto a los marcadores de dafio oxidativo, no se encontraron diferencias en la concentracién
de MDA ni de proteinas oxidadas en ninguno de los tres grupos tratados. Ademds, la D-serina no
indujo cambios en la expresién y actividad de enzimas antioxidantes, con excepcién de la
catalasa. La D-serina disminuyé su actividad pero no modificé su expresién. En conjunto, todos
los datos obtenidos en este trabajo sugieren que el estrés oxidativo no esta implicado y la HO-1
no tiene un papel protector en la nefrotoxicidad por D-serina, al menos en las condiciones

estudiadas.

Como no se encontré indicio de dafio oxidativo, surgié la pregunta de si el estrés nitrosativo
estaria relacionado con la nefrotoxocidad por D-serina. Para explorar esta posibilidad se
determind la excrecién de los metabolitos finales del ON* en orina de los animales tratados con
400 mg/Kg de D-serina y sus respectivos controles. Interesantemente, la excrecién de nitritos y
nitratos en el grupo tratado con D-serina (400 mg/Kg) resulté menor que en sus respectivos
controles. La disminucién de la produccién de nitritos y nitratos puede ser consecuencia de una
disminucién de la produccién de ON*, posiblemente como consecuencia de una disminucién de
la actividad de las sintasas de ON*, o también puede deberse a que el ON" se esté metabolizando
a especies reactivas de nitrégeno las cuales pueden estar nitrando proteinas. Esto abre la
posibilidad a que el estrés nitrosativo participe en la nefrotoxicidad por D-serina, y deja como

perspectivas la determinacién de marcadores de estrés nitrosativo, como proteinas nitradas.
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CONCLUSIONES

La administracién de D-serina no induce la expresién de la HO-1.
La induccién de la HO-1 no atenta la nefrotoxicidad por D-serina.

La inhibicién de la HO-1 no exacerba la nefrotoxicidad inducida por D-serina.

L

La administracién de D-serina no modifica marcadores de dafio oxidativo (MDA y proteinas
oxidadas).

v" La D-serina no afecta significativamente la cantidad de proteina ni la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD total, GPx y GSH-Rx. Tampoco modifica la cantidad de proteina pero si la
actividad de la enzima antioxidante catalasa.

V' El estrés oxidativo parece no estar involucrado en la nefrotoxicidad inducida por D-serina.

PERSPECTIVAS

Estudiar respecto al mecanismo de nefrotoxicidad por D-serina:

iSe modifican los marcadores de estrés oxidativo en tiempos mayores de exposicion al

aminoacido?
Si no hay evidencia de estrés oxidativo, ¢la hay de estrés nitrosativo?

¢Cémo se encuentra la nitracién de proteinas? ¢Y la actividad de las sintasas de ON*?
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