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RESUMEN

...
ANTECEDENTES. La hemo oxigenasa (HO) cata Iiza el paso que controla la velocidad de la

degradación del grupo hemo, produciendo monóxido de carbono, hierro y biliverdina ; esta

última es transformada subsecuentemente a bilirrubina por la biliverd ina reductasa. Amba s

reacciones son dependientes de NADPH. Se conocen tre s isoenzimas genéticamente distinta s, HO­

1, HO-2 y HO-3 . Las dos últimas son muy similares entre sí (90% de identidad) y con HO -1

tienen una identidad en secuencia de aminoácidos y de nucleótidos cercana a 43%. La HO-1 es

inducida intensamente por su sustrato, el grupo hemo, y por numerosos estímulos, tales como luz

UV, metales pesados e hiperoxia.

El papel funcional exacto de la inducción de HO-1 en la respuesta al estrés ox idativo no está

completamente claro. Se considera que la activación del gen de HO-1 es un mecanismo' de

defensa celular adaptativo debido a que esta enzima confiere citoprotección en varias líneas

celulares así como en modelos animales bajo estrés oxidativo. Por ejemplo, se ha demostrado que

la sobreexpresión de HO-1 atenúa los efectos tóxicos del grupo hemo en células endoteliales, y

confiere protección renal en la nefrotoxicidad por dicromato de potasio. En el siglo pasado se

observó que la administración de D-serina induce nefrotoxicidad. Aunque no se sabe con

exactitud cuál es el mecanismo de daño renal , aunque se ha postulado que el estrés oxidativo

podría estar involucrado. Considerando todo lo anterior, es pos ible que la HO-1 confiera

protección en la insuficiencia renal inducida por D-serina.

HIPÓTESIS. Si el estrés oxidativo se encuentra implicado en el la nefrotoxicidad inducida por D­

serina, se esperaría que la HO-1 se exprese después de la administración de este aminoácido.

Además, se esperaría que la sobreexpresión de la HO-1 atenúe y su inhibición exacerbe la

nefrotoxicidad por D-serina.

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

por D-serina.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Se trabajó con ratas a las que se administró: i) D-serina e inductor

de HO-1 (SnCb), ii) D-serina, inductor (SnCb) e inhibidor de HO -1 (mesoporfirina de estaño) , iii)

D-serina o iv) L-serina (control) , con el fin de evaluar si la sobreexpresión de la HO-1 previene la

insuficiencia rena l inducida por D-serina, y si su inhibició n exacerba la insuficiencia renal inducida

por dicho aminoácido.



METODOLOGíA. La cantidad de HO-l se evaluó mediante Western blot. Se determinaron

parámetros de insuficiencia renal: proteinuria, glucosuria, creatinina en suero, reabsorción tubular

de agua, actividad de N-acetil-¡3-glucosaminidasa en orina y nitrógeno de urea en sangre. Además.

el daño oxidativo se evaluó mediante la determinación de Iipoperoxidación y proteínas oxidadas.

También se midió la expresión y/o actividad de las enzimas antioxidantes cata lasa, superóxido

dlsrnutasa, glutatión peroxidasa y glutatión reductasa.

RESULTADOS. La administración de D-serina ocasiona insuficiencia renal. pero no induce la HO-l.

La administración de SnCb y/o SnMP no modifica la nefrotoxicidad por D-serina, sugiriendo que

la HO-l no participa en la nefrotoxicidad inducida por D-serina. Aunado a esto, se encontró que

el estrés oxidativo no parece estar involucrado en la insuficiencia renal inducida por Dvserina, ya

que este aminoácido no indujo un aumento en los marcadores de daño oxidativo estudiados,

como son la Iipoperoxidación y las proteínas oxidadas. Además, la actividad y la expresión de las

enzimas antioxidantes estudiadas no se modificaron.

CONCLUSIONES. En las condiciones estudiadas, la HO-l 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 exposición al aminoácido y si hay

evidencia de estrés nitrosativo.
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ANTECEDENTES

E5TRÉS OXIDATIVO

1.1 Definición

Las células de organismos aerobios producen continuamente radicales libres y especies reactivas de

oxígeno (ERO) como parte de sus procesos metabólicos; estas ERO son neutralizadas por un

elaborado sistema de defensas antioxidantes que consiste en enzimas tales como catalasa.

superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y numerosos antioxidantes no enzirnáticos. que

incluyen vitaminas, glutatión y f1avonoides (Urso y Clarkson , 2003).

El estrés oxidativo es un estado en el que se encuentra alterado el equilibrio de óxido-reducción

celular , es decir el balance entre prooxidantes y antioxidantes. Este desbalance se produce a causa

de una producción excesiva de ERO, por deficiencia en los mecanismos antioxidantes, o por

ambas cosas, conduciendo a daño celular (Evans y Halliwel, 2001) .

1.2 Especies reactivas de oxígeno (ERO)

En la cadena respiratoria mitocondrial, el oxígeno se reduce completamente al aceptar 4

electrones en el complejo citocromo oxidasa, formándose agua como producto final. La

generación de ERO ocurre cuando esta reducción de oxígeno es incompleta (Fig. 1), formándose

principalmente tres especies: anión superóxido (02 ' - ) , peróxido de hidrógeno (H20 2) y radical

hidroxilo (OH') . Se considera que aproximadamente el 3% de los electrones provenientes de

NADH, se desvían hacia la formación de ERO por reducción incompleta del oxígeno.

e- e- - -e e

~ ~ ~ ~
O 2 ~ O 2 ' - ~ H20 2 ~ OH' ~ 2H2O

t + tOH-
2H+ 2H+

Fig. 1. Reducción univalente del oxígeno

Las ERO oxidan macromoléculas biológicas. tales como proteínas, Iípidos y ácidos nucléicos

(Olinescu y Smith. 2002) .
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1.2.1 Anión superóxido (02 ' - )

El anión superóxido se forma cuando el oxígeno gana un electrón. En condiciones fisiológicas se

produce en bajas concentraciones por el metabolismo celular a partir de la cadena de transporte

de electrones en la rnitocondria. en reacciones de la enzima xantina oxidasa o durante los

procesos fagocíticos de las células de defensa inmunológica . a través de un complejo enzimático

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

a) 202 + NADPH + H+ ~ 2 O 2' - + NADP++ 2H+

b) Hipoxantina + O 2~ Xantina + O2' ­

Xantina + O 2~ Ácido Úrico + O 2' -

Fig. 2. Producción de O 2 ' - mediante las reaccionescatalizadaspor al NADPH oxidasa, y
b) Xantina oxidasa

Esta especie reactiva no ataca directamente al DNA. proteínas o llpidos, pero a niveles elevados

puede movilizar pequeñas cantidades de Fe3+ desde la ferritina de la siguiente manera (Halliwell.

2001):

• ferritina (Fe3+)n-l + Fe2+ + O 2

El O 2' - también puede atacar los sitios activos de algunas enzimas que contienen centros Fe-S.

como la aconitasa, causando su inactivación y liberación de Fe2+.

1.2.2 Peróxido de hidrógeno (H202)

El H202 se forma en los organismos durante las reacciones de oxidación de quinonas. oxidación

de compuestos que contienen grupos sulfhidrilos y mediante la dismutación del anión superóxido

por la acción de la enzima superóxido dismutasa (Fig. 3). Sin embargo. la fuente más importante

de formación del H202 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. así que es un

agente oxidante poco reactivo; sin embargo. puede reaccionar con iones como el hierro y el

cobre en la reacción de Fenton. dando lugar a la formación del radical hidroxilo (Halliwell .

2001).

Fig. 3. Formación de H202
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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 producción es crítica ya que reacciona con todas las

macromoléculas del organismo: ácidos nucleicos, proteínas. Iípidos y carbohidratos (Halliwell y

Gutteridge, 1999). Las células no poseen mecanismos antioxidantes que puedan combatirlo, por

lo que tienen como estrategia prevenir su formación eliminando sus precursores (02' - y H202)

mediante el sistemade defensa antioxidante.

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

1.2.4 Otras ERO

Existen otras ERO, entre las que se encuentran el oxígeno singulete r02) y el hipoclorito (en su

forma no protonada Cia' o protonada HOCI. también llamado ácido hipocloroso). Este último

se forma a partir de H202 en la reacción catalizada por la enzima mieloperoxidasa. Por su parte.

el '02 es una forma excitada de la molécula de oxígeno diatórnico. que puede originarse por

transferencia de energía desde otra molécula reactiva (Fig. 5) (Halliwell y Gutteridge, 1999).

a) H202 + CI" + H+~ HOCI + H20

b) HOCI + H 20 2 ~ '0 2 + HCI" + H 20

02."- + OH· ~ 10 2 + 'O H
Fig. 5. Formación de a) HCX:I por la mieloperoxidasa, y b) singulete de oxígeno.

1.2.5 Grupo hemo: Prooxidante

Además de las ERO. en las células también existen moléculas prooxidantes, entre las que se

encuentra el grupo hemo. Éste es un complejo de Fe2+ con protoporfirina IX, esencial para la

función de las células aerobias (Fig. 6). Sirve como grupo prostético de numerosas hemoproteínas

con funciones biológicas diversas. tales como hemoglobina y mioglobina (transporte de oxígeno).

citocromos (transferencia de electrones), oxidasas, peroxidasas y catalasas (metabolismo del

oxígeno).
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Sus niveles celulares están fuertemente controlados. lo cual se logra mediante un fino balance

entre su biosíntesis y catabolismo. Los requerimientos de hemo varían significativamente entre los

diferentes tejidos: las mayores velocidades de biosíntesis se registran en eritrocitos e hígado

(Ponka, 1999) .

Cuando se encuentra libre en altas concentraciones, el grupo hemo es un prooxidante Iipofílico

que promueve la Iipoperoxidación de las membranas lipídicas y organelos tales como

mitocondrias y núcleo. también desestabiliza el citoesqueleto y proteínas asociadas a membrana,

con lo que compromete la estructura y el transporte (Wagener et al., 2003). Además. interfiere

con la actividad de enzimas citosólicas y mitocondriales y activa enzimas proteolíticas y Iisosomas.

En experimentos in vitro. se ha demostrado que el grupo hemo es capaz de oxidar al DNA. Por

otra parte. hay observaciones clínicas como prueba de su marcada nefrotoxicidad cuando se

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

O=C
I
OH

Fig.6. Estructura química del grupo hemo

1.3 Mecanismos de defensa antioxidante

Las acciones de las ERO y las moléculas prooxidantes son contrarrestadas in vivo por un sistema

de defensa antioxidante (Halliwell. 2001). Asf, los organismos aerobios cuentan con sistemas de

defensa que impiden la formación de ERO, o reaccionan con ellas para convertirlas en especies

menos reactivas. Estos sistemas de defensa se pueden clasificar en dos tipos: antioxidantes

enzimáticos (superóxido dismutasa -SOD-, catalasa -CAT-, glutatión peroxidasa -GPx-. glutatión

reductasa -GSH-Rx- y hemo oxigenasa -H01-, entre otros) y antioxidantes no enzimáticos

(glutatión. ácido úrico. bilirrubina, vitaminas E y C y carotenoides, entre otros).
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1.3.1 Antioxidantes enzimáticos

1.3.1.1 Superóxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1)

Es una metaloenzima que lleva a cabo la reacción de dismutación del anión super óxido a oxígeno

y H20 2 (Fig. 3). La actividad de la SOD es independiente del pl-í, además esta enzima tiene una

alta afinidad por su sustrato. es resistente al calor y a compuestos desnaturalizantes como la urea.

En los mamíferos hay tres iso fo rmas: Mn-SOD . Cu/Zn·SOD y SOD-EC. Las tres se sintetizan en los

ribosomas cito plasmáticos 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 et.. 1999).

La SOD no es propiamente una enz ima antioxidante. ya que el producto de su actividad es el

H20 2• que también causa daño celular. Sin embargo. se le considera como ta l ya que la reacción

que cataliza es solo el primer paso de la cascada enz imática que conduce a la inactivación de las

ERO. El siguiente paso depende de la enzima cata lasa.

1.3.1.2 Catalasa (E.C.1.11.1.6)

La catalasa es la enzima que descompone el H20 2 en oxígeno yagua (Fig. 7). Es una

hemoproteína tetramérica con peso molecular de 240 kDa: su vida media en circulación es

relativamente corta. de 6 a 8 mino Se localiza principalmente en peroxisornas (80%) y

mitocondria. En mamíferos. la catalasa está presente en altas concentraciones en hígado y riñón y

en bajos niveles en tejido conectivo (Matés et al.. 1999). Además de la catalasa, la glutatión

peroxidasa y la peroxidasa de leucocitos compiten por el H20 2 como sustrato. razón por la cual

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

H20 2 + H20 2 ~ 2 H20 + O 2

Fig. 7. Reaccióncatalizada por la catalasa

1.3.1.3 Glutatión peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.9)

Esta enzima cata liza la descomposición de H20 2 o de otros peróxidos orgánicos mediante la

oxidación del glutatión reducido -GSH- a glutatión oxidado -GSSG· (Fig. 8). El GSSG es a su vez

reducido a GSH por medio de la enzima glutatión reductasa (GSH-Rx) en presencia de NADPH.

formando un ciclo redox impidiendo que se agote la reserva celular de GSH (Matés et el : 1999).
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Esta enzima contiene un átomo de selenio en su sitio activo y se conocen al menos 4 isoformas

(Kuhn y Borchert, 2002) :

• GPx citosólica (cGPx. GPx-1): Tetrámero de 88 kDa. sólo tiene actividad si se incrementan H20 2

e hidroperóxidos de ácidos grasos: muestra una baja actividad sobre hidroperóxidos de

fosfolípidos .

• GPx de suero (pGPx. GPx-3): Tetrámero de toO kDa. se sintetiza principalmente en el riñón. Se

considera un marcador de daño al túbulo proximal. ya que su actividad plasmática disminuye

durante la necrosis tubular aguda.

• GPx gastrointestinal (giGPx. GPOx-2): Tetrámero de 88 kDa. En roedores se localiza en el tracto

gastrointestinal principalmente. y en el humano se ha encontrado también en hígado. Se piensa

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

• GPx de fosfolípidos (phGPx. GPx-4): Monómero de 19 kDa. Es una hidroperoxidasa de

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

H20 2 + 2GSH ~ GSSG + 2H 20
ROOH + 2GSH ~ ROH +GSSG

Fig. 8. Reacciones de la GPx

1.3.1.4 Glutatión reductasa (GSH-Rx) (Ee 1.6.4.2)

Es una enzima que requiere NADPH para catalizar la conversión 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. Reacción de la GSH-Rx

1.3.2 Antioxidantes no enzimáticos

El sistema de defensa antioxidante también incluye compuestos de bajo peso molecular. que son

sintetizados in vivo (endógenos) o bien. se obtienen de los alimentos (exógenos) . Algunos de los

que pertenecen al primer grupo son: GSH. ácido úrico y bilirrubina. En el segundo grupo se

puede contar a las vitaminas Ey C. y carotenoides, entre otros (Halliwell y Gutteridge. 1999) .
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o O+H ~vt
O~~~ ~

NH7 O

Fig. 10.Estructura químicadel glutatión

1.3.2.1 Antioxidantes no enzimáticos endógenos

1.3.2.1.1 Glu tatión (GSH)

El GSH es un tripéptido (Fig. 10) de ácido

glut árnico. cisteína y glicina (L-a-glutamil-L-cistein il­

glicina). es solub le en agua y fue descubierto en

1888. Es una molécula involucrada en mú lt iples

procesos y reacciones. que al poseer un grupo

sulfhidrilo libre . sirve como antioxidante al ser

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

GPx. Su producción es abundante en el riñón (Olinescu y Srnlth, 2002). El cambio en el cociente

GSH/GSSG se utiliza frecuentemente como marcador de estrésoxidativo.

1.3.2.1.2 Ácido úrico

OH NAD' NAO~

COY;.v-J
Hipoxantina ! Xantina

koo-------~~-i
Ácido úrico (bOH

HO

Fig. 11. Producciónde ácido úrico

1.3.2.1.3 Bilirrubina

El ácido úrico se produce durante la oxidación

de hipoxantina y xantina por la enzima xantina

oxidasa (XOD. Fig. 11) (Halliwell y Gutteridge.

1999). está presente en suero. Se ha demostrado

que aumenta la capacidad antioxidante del

suero y previene la formación de productos de

Iipoperoxidación durante el ejercicio (Waring et

st., 2003).

Fig. 12. Estructura química de la bilirrub ina

La bilirrubina (Fig. 12) es el producto final de

la degradación del grupo hemo en mamíferos.

Es un compuesto amarillo brillante, insoluble

en agua. capaz de unirse fuertemente a la

albúmina. Se ha demostrado in vitro. que

actúa sobre radicales peroxilo y 10 2. In vivo.

confiere citoprotección en varios modelos asociados con el estrésoxidativo (Dudnik et al.. 2001).
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1.3.2.2 Antioxidantes no enzimáticos exógenos

1.3.2.2.1 Vitamina E (a -tocoferol)

Fig.13. Ciclode regeneración de la Vito E

cártamo),trigo ,girasol ,

mantequilla y camarones.

(algodón,

La vitamina E es un antioxidante Iiposoluble

cuya función principal es mantener la

integridad estructural de las membranas, al

actuar sobre radicales Iipídicos peroxilo e

hidroperoxilo. Se concentra principalmente

en corazón. testículos e hígado. Debido a

que su acción antioxidante radica en donar

sus propios electrones y oxidarse a radical a ­

tocoferilo, debe ser regenerado por otros

antioxidantes, tales como glutatión y

vitamina C (Fig. 13) (Olinescu y Smith,

2002). Se obtiene al ingerir aceites vegetales

Radical a -tocoferil

Hidroperóxido

o -tocoferol
~;
\ /
\ ',>---0""/
( "\

Radicalvitamina C Lascorbeto

HOXH:~
O·

Radical peroxilo

1.3.2.2.2 Vitamina C (ácido ascórbico)

Fig. 14. Estructura química de la Vito C

La vitamina C (Fig. 14) es un antioxidante hidrosoluble

que in vitro reacciona directamente con O 2' - , OH', Y

varios peróxidos Iipídicos. Se ha encontrado en glándula

pituitaria y en menor concentración en hígado, páncreas

y cerebro (Olinescu y Smith, 2002): además, es la

principal defensa antioxidante en plasma. También se ha

encontrado que esta vitamina tiene efectos prooxidantes in vitro al reducir el FeJ + a Fe2+. lo que

posibilita las reacciones tipo Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1999). Se obtiene principalmente de

jugos de cítricos, fresa, tomate y brócoli.

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 más.
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Pertenecen a este grupo químico la luteína, licopeno y p-caroteno (Fig. 15).

' Arteria arcuata

Fig. 16. Diagrama de un riñón seccionado
longitudinalmente, se muestran las estructuras

anatómicas principales.

Fig. 15. Estructura química de algunos carotenoides

2. Riñón

2.1 Descripción y estructura

Los riñones constituyen un órgano par, se

sitúan a cada lado de la columna vertebral y

están rodeados de tejido graso, la cápsula

adiposa renal (Fig. 16). Presentan un borde

externo convexo y un borde interno cóncavo.

Este último ostenta un hueco denominado

hilio, por donde entran y salen los vasos

sanguíneos. En el lado anterior se localiza la

vena renal que recoge la sangre del riñó n, y

en la parte posterior la arteria renal que lleva

la sangre hacia los riñones. Más atrás se

localiza el uréter, un tubo que conduce la

orina hacia la vejiga . El hilio nace de una

cavidad más profunda, el seno renal , donde el uréter se ensancha formando un pequeño saco

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

El riñón se div ide macroscópicamente en dos regiones, la corteza y la médula renal. Ambas

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

corpúsculos renales (glomérulo + cápsula 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).
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Los tubos en la médula forman estructuras cónicas llamadas pirámides renales (10-18 por riñón

humano). Cada pirámide está dividida en segmentos denominados médula externa (adyacente a

la corteza; subdividida en bandas externa e interna) y médula interna. La papila. porción apica l

de cada pirámide. se proyecta hacia uno de los cálices menores (representan una extensión de la

pelvis renal) y. finalmente, hacia los cálices mayores y pelvis renal. La médula con tiene las

porciones tubulares rectas de la nefrona (Asa de Henle) y túbulos colectores. Estas estructuras

junto con los vasos rectos (sistema de contracorriente) le dan un aspecto estr iado a la médula

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

La unidad estructural y funcional del riñón es la

nefrona (Fig. 17). Está compuesta por un

corpúsculo renal que contiene glom érulos,

agregaciones u ovillos de capilares, rodeados

por una capa delgada de revestimiento

endotelial, denominada cápsula de Bowman y

situada en el extremo ciego de los tú bulos

renales. Los túbulos renales o sistema tubular

transportan la orina a lo largo de su recorrido

hasta los túbulos colectores, que desembocan en

las papilas renales (Rhodin, 1971; Tisher y

Madsen, 2000).

Fig.17. Diagrama de la nefrona
Los componentes esenciales de la porción

tubular son: túbulo proximal (parte contorneada y recta), segmento delgado del asa de Henle,

túbulo distal (parte recta y contorneada) y túbulos colectores (cortical, conector y recto) (Rhodin,

1971; Tisher y Madsen, 2000).

2.2 ERO, enzimas antioxidantes y riñón

Se sabe que la generación se ERO ocurre tanto en glomérulo como en túbulos proximales bajo

condiciones basales y como respuesta a varios estímulos (Shah, 1989; Rovin et el., 1990). El daño

oxidativo está implicado en varios modelos de daño rena l, como cisplatina (Agarwal et el; 1995),

K2Cr20 7 (Barrera et st., 2003), ciclosporina (Galletti et st., 2005) y glicerol (Nath et el; 1992).

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

producen especies reactivas de oxígeno y nitrógeno.
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En cuanto a la médula , se ha demostrado que la porción ascendente del asa de Henle es una

fuente primaria de O2 ' - en el riñón (Zou et st., 2001). ya que expresa los principales componentes

de la NADPH oxidasa (Tojo et al.. 1999; Chabrashvili et al.• 2002) . Además. en este segmento

también se ha detectado actividad de la sintasa de óxido nítrico (Kone, 1999) y la xantina oxidasa

(Pawelczyk et al. 1992). que también producen O2 ' - .

También se ha demostrado la producción de O 2 ' - en la corteza renal . pero en menor proporción

que la médula. Esto se ha atr ibuido a que la presencia de la NADPH oxidasa ocurre

principalmente en la médula (Zou et al.. 2001).

En cuanto a las enzimas antioxidantes. se ha demostrado que la expresión de MnSOD . Cu/Zn­

SOD y catalasa es menor en glomérulo que en túbulos proximales y túbulo intersticial de rata, en

cuanto a GPx no se encontró diferencia (Gwinner et al. 1998). Esto fue consistente con los

reportes en otros mamíferos. en los que se encontró mayor expresión de SOD. catalasa y GPx en

túbulos proximales que en glorn érulos, donde la expresión de estas enzimas fue escasa o nula

(revisado en Muse et et.. 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.e. 1.14.99.3)

La hemo oxigenasa cata liza el primer paso de la degradación del grupo hemo en una reacción

que requiere O 2 y NADPH. Y sus productos son monóxido de carbono (CO). Fe2+ y biliverdina

(Cable et al. 1997). Esta última se convierte después en bilirrubina por acción de la enzima

biliverdina reductasa, en una reacción 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 (Scapagnin i

et al. 2002).

Se han reportado tres isoformas de HO. denominadas HO-l. HO -2 y HO-3 y codificadas por tres

genes diferentes : HO-l es la isoforma inducible que inicialmente se identificó como una proteína

de choque térmico de 32 kDa. HO-2 es cata litica y estructuralmente distinta a HO -l y es

constitutiva. HO-3 se parece más a HO-2 que a HO-l . tiene baja actividad enzimática y podría

estar invo lucrada en la unión o la detección del grupo hemo (Immenschuh y Ramadori, 2000).

13



- -- - --- - - - - - - ---

Fe 2+ + CO +-rj~ /Í 2 N~ADP++ 3H
2

0
y~ 2 NADPH +3 O

2

N N "---7 F,,/+ ~ 'lo

_ N N

~ ~ ~~ Hemo oxigenasa

o
Grupo hemo Biliverdina

Fig. 18. Reacción 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 descubrió una isoforma de la HO, denominada

hemo oxigenasa-1 (Fig. 19), que se induce como respuesta al

grupo hemo, algunas metaloporfirinas, medicamentos,

metales y estímulos que producen estrés. como radiación UV.

agentes quimicos e hipertermia (Morse y Choi, 2002; Cable

et al., 1997) . Además de su papel en el catabolismo del grupo

hemo, la HO -1 pertenece a un grupo de protelnas

denominadas proteínas de choque térmico o estrés. La

sobrerregulación de muchas de estas proteínas, incluyendo a

la HO-1 se debe a la activación transcr ipcional (slntesis de

ARNm) en respuesta a estimulos extracelulares, usualmente

asociados a daño celular (Ryter y Tyrrel , 1997) . La transcripción de HO-l 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 daño oxidativo (Takahashi et al., 2004).

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

sistemas de cultivo (Cable et si: 1997) . Muchos de los estímulos que inducen la expresión de HO ­

1 son prooxidantes. y se han encontrado evidencias acerca del efecto cito protector de HO-1 en

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

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

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

En varias patologías en las que se ha implicado al estrés oxidativo, se ha reportado la inducción

de la HO-1 (Tabla 1). Además . se han encontrado evidencias que indican que la sobreexpresión de

la HO-1 provee de efecto citoprotector en va rios modelos in vitro e in vivo. en los que también

está 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 acompañó de concentraciones muy altas de

grupo hemo (490 IJM, 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 deposición de hierro en

riñón e hígado, hepatomegalia , asplenia , anemia hemolítica, proteinuria. hematuria y producción

excesiva de glóbulos blancos y plaquetas (Yachie et st., 1999).

Por su parte, los ratones deficientes en HO-1 presentan hepatomegalia, anemia, deposición de

hierro (hígado y riñón) , mayor Iipoperoxidación y mayor concentración de proteínas ox idadas

(hígado y riñón) que los ratones normales. En conjunto, estos datos apoyan que la HO-1 es una

enzima con un importante papel protector contra el estrés ox idativo (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 ca 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; Baraflano et al., 2002; Grosser et st.,

2004) .

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

Los niveles basales de HO-1 en el riñón son relat ivamente bajos. Sin embargo. la HO-1 se induce

en varios modelos de nefrotoxiddad, como el modelo de rabdomiolisis en ratas (Nath et st.,

1992). nefritis nefrotóxica (Vogt et sl.. 1996) . nefrotoxicidad por cisplatina (Agarwal et et., 1995),

y daño renal inducido por angiotensina 11 (Haugen et al.• 2000), en los que la inducción de HO-1

ocurre predominantemente en los túbulos proximales. La expresión de HO-1 también se ha

reportado en la insuficiencia renal humana, como la que se presenta en pacientes con

hemoglobinuria nocturna paroxística (Nath et al.. 2001). en que la inducció n de la HO -1 también

ocurre principalmente en el túbulo pro ximal.
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d Ha 1·f ···i> i··· ·· ·I ··s'···a a í st ern as bi o l ózico s en donde se encontró mavor cantidad e -
Tejido donde se

Sistema biológico Modelo encontró inducción Referencia
de HO-l

Células hepáticas
Hipertensión Hígado Makino et al .. 2001

humanas

Ratas Diabetes Hígado Cosso et al.• 2001

Ratas Isquemia cerebral Hipocampo Matsuoka et al .• 1999

Cerebro humano
Parkinson Sustancia nigra Schipper et ei .. 1998

postmortem

Ratas Traumatismo cerebral Corteza cerebral Fukuda et st ., 1996

Ratas Luz visible intensa Ret ina Kutty et al .• 1995
.. .... . . .-.... ' ...............'....... ~..'..... .. ....... .·.·.···.·· . · ·.· .···.·. · · .·.·. · .··N.·.· . ·~ .

.........~.......... .,

.Cerebro humano
Alzheimer

Hipocampo y corteza
Schipper et et., 1995

postmortem temporal
....... ... ..... .............. ............. . ....... ... ...........................................

•Sangre humana SIDA
Monocitos y

Levere et el., 1993
macrófagos

·T a b ia 11. Modelos asociados con el estrés oxidativo donde la sobreexpresión de
Ha 1- ha mostrado efecto orotector

Modelo Efecto de la HO-t Referencia

Nefrotoxicidad por K2Cr207
Previene parcialmente la proteinuria y la

nitración de proteínas. Previene el Barrera et al.• 2003
(ratas)

aumento de BUN y creatinina .
.... .

Nefrotoxicidad por
Previene la fibrosis tú bulo-intersticial Rezzani et sl., 2005

ciclosporina (ratas)
l · I

Previene el aumento de SGOT en suero y
I/R en hígado (ratas) la expresión de la casp asa-S, aumenta la Wang et al.• 2005

expresión de BcI-2

Toxicidad por etanol Previene la muerte celular. el incremento
Liu et al .• 2004

(hepatocitos) de MDA y la disminución de GSH.
.. . . I

Toxicidad por beta-

amiloide y H202 (células Previene la muerte celular Le et el., 1999

SN56)

Toxicidad por glutamato y Prev iene la muerte celular y disminuye la
Chen et al .• 2000

H202 (NGC) formación de ERO

Abreviaturas. I/R: lsquernla-reperfusl ón. NGC : Neuronas granulares del cerebelo. SGOT: Transarnlnasa
glutámico oxalacética. MDA: Malondialdehldo . GSH : Glutati6n reducido . ERO: Especies reactivas de
oxígeno.
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El uso de inductores e inhibidores de la HO-1 en diferentes modelos de nefrotoxicidad. ha

sugerido que la expresión tubular de HO -1 tiene un efecto citoprotector. Esto se ha observado

tanto en modelos de insuficiencia renal aguda donde se da la liberación de grupo hemo (Nath et

al.. 1992). como en aquellos donde este grupo no está implicado (Agarwal et al., 1995) . Dichas

observaciones se han corroborado por estudios en ratones carentes de HO-1 (Nath et al.. 2000) .

Por ejemplo, en la nefropatía tóxica inducida por cisplatina. un modelo de insuficiencia renal

aguda que no depende directamente de la liberación de hemoproteínas en el riñón. la HO -1 se

induce dentro de las 6 primeras horas de la administración de dsplatina, antes de que se detecte

daño en la función renal (AgarwaI et al.. 1995). En ese tiempo. se observó aumento en los niveles

de grupo hemo libre. sugiriendo que cuando éste se libera por la desestabilización de

hemoproteínas microsomales puede servir como estímulo para la inducción de HO-1 en este

modelo (Agarwal et al.• 1995).

3.2 Inducción e inhibició n de HO -1 por agentes químicos

Algunas metaloporfirinas afectan la expresión de la HO-1. La protoporfirina de cobalto (CoPP.

Fig. 20a) es un inductor; la protoporfirina de estaño (SnPP. Fig. 20b) Y mesoporfirina de zinc

(ZnMP. Fig. 20c) son inhibidores de la HO-1. Estos compuestos se han utilizado para evidenciar la

participación de la HO-1 en modelos de diferentes patologías. En la tabla 11I se enlistan algunos

trabajos y el efecto detectado.

al

Hooe

Hooe

bl

soco

uooc

HO

o
OH

Fig. 20 . Estructura química de al CoPP. b) ZnPPy el SnMP.

Un compuesto químico que no es una porflrina , pero se sabe que induce potentemente la HO-1

en riñón en una forma altamente específica es el cloruro de estaño: SnCb (Kappas y Ma ines.

1976) . Este compuesto se ha usado en varios estudios; por ejemplo, en un modelo de

isquemia/reperfusión se encontró que el pretratamiento con SnCb contrarresta la disfunción renal.

al tiempo que produce una elevación marcada del mRNA renal de HO-1 (Toda et st., 2002).
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Tabla 111 Uso de metaloporfirinas que inducen o inhiben la HO -1

Modelo Porfirina Dosis
Efecto de la(s)

Referencia
metaloporfirina(s)

Células Ju rkat
CoPP sOmM

Disminuye la apoptosis
Choi et al.. 2004

E6-1 mediada po r Fas.
._- -- . - ._ ~ -- _._- -~......- -

CoPP 0.5 mg/Kg pc i.p.
La CoPP previene el
aumento de células

Diabetes (ratas) endote liales circulantes y el Quan et el.,
2004

SnMP 100 rnmol/Kg i.v . aumento de O 2 ' - en aorta.
La SnMP bloquea este efecto

Hipertensión
Disminuye la presión arterial

Abraham et al .
(ratas) CoPP 50 mg/Kg pc i.p , y la concentración de 20- 2002

HETE en tejido rena l.
-

CoPP 5 mg/kg s.c,
La CoPP previene el

aumento de miocitos y

Isquemia
células endoteliales Katori et al..

cardiaca (ratas)
apoptóticas en corazón.

2002
ZnPP 1.5 mg/kg i.v. Aumenta la expresión de

BcI·2 y Bag-1. La ZnPP
bloquea este efecto.

Isquemia CoPP 5 mg/kg i.p. Previene el aumento de
Amers i et al .

hepática (ratas)
SGOT en suero. La ZnPP

1999ZnPP 20 mg/kg i.p. bloquea este efecto.

Abreviaturas. 20-HETE: Compuesto vasoconstrictor derivado del ácido araquidónico. SGOT:
Transaminasa glutámico oxalacética.

4 NEFROTOXIClDAD INDUCIDA POR D-SERINA

4.1 Descripción y estructura qulmica de la D-serina

H CHOH....... I 2
e

~..' \.
H N~ COH2 2

Fig. 21. Estructura química
de la D-serina

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

un D-aminoácido de fórmula qulmica C3H7N03• Es un agonista

endógeno del sitio de glicina del NMDAr (receptor N-metil-D­

aspartato) (Dunlop y Neidle. 1997). Este aminoácido se ha

encontrado en altas concentraciones en cerebro. y en menor

cantidad en tejidos periféricos como higado y riñón (Wang y

Zhu, 2003). Además. es un compuesto nefrotóxico (Hashimoto

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

La disfunción en la neurotransmisión mediada por el NMDAr y la disminución de la

concentración de D-serina en sangre se han implicado en la fisiopatología de la esquizofrenia. Por

lo tanto. en los últimos años se han estud iado los efectos de diferentes coagonistas del NMDAr

como glicina. D-serina y D-cicloserina en pacientes esquizofrénicos. La administración de D-serina

como adyuvante a algunos antipsicóticos convencionales como sulplrida , haloperidol, risperidona

y pipotiazina (Tsai el al.• 1998) y atípicos como risperidona y olanzapina (Heresco-Levy el el:

200S}Jha mejorado en gran medida los síntomas de la esquizofrenia. aunque no ocurrió lo mismo

cuando la D-serina se administró en combinación con dozapina (Tsai el st.. 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-aminoácidos (Fig. 23) presente en el epitelio del túbulo

proximal renal (Dunlop y Neldle, 1997).

4.2.1 Serina racemasa (SR)

La SR es una enzima dependiente de piridoxal-S-fosfato. y cata liza la racemización de L-serina a

D-serina. mientras que no se ha demostrado que tenga actividad sobre otros aminoácidos

(Wolosker el el; 1999). Hace algunos años. se clonó la serina racemasa de ratón (Wolosker el al.•

1999) y la de humano (de Miranda el al.• 2000). encontrándose entre ellas una identidad de

88%. La SR está formada por 339 aminoácidos 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.

L-Serine
(S)-(+)-Serine

SR

D-Serine
(R)-( -)-Serine

Fig. 22. Racemización de L-serina a Dvserina. catalizada por la serina
racemasa
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4.2.2 Oxidasa de D-aminoácidos (ODA)

La ODA (Ee 1.4.3.3) es una f1avoenzima peroxisomal que cataliza a pH fisiológico la oxidación

estereoespecífica de D-aminoácidos neutros. tales como D-serina. D-prolina y D-alanina a su

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

Esta reacción se puede dividir en tres etapas: 1) Semi-reacción reductiva. 2) Semi-reacción

oxidativa en la que el FADH es reoxidado por oxígeno molecular. produciéndose H202• y 3) el

iminoácido formado en el paso anterior sufre una hidrólisis espontánea a amonio y el a-cetoácido

correspondiente (Pollegioni et et.. 2004). Se ha demostrado que la mayor actividad de la ODA se

encuentra en el riñón. y su menor actividad se encuentra en hígado y sistema nervioso central

(Van den Munckhof. 1996).

1.

2.

3.

R-CH(NH2)-COOH + ODA-FAD

ODA-FADH2 + O 2

R-C(=NH)-COOH + H20

---~) R-C(=NH)-COOH +ODA-FADH2

----~) R-eO-COOH + NH3

ODA

R-CO-COOH

Fig. 23. Reacción catalizada por la oxidasa de D-aminoácidos

4.2 Daño renal inducido por D-serina

En 1942 se reportó por primera vez el efecto nefrotóxico de la D-serina, al encontrar que la

administración intragástrica de 1 g/Kg de este aminoácido en ratas provocó anorexia . albuminuria.

palidez de las patas y hemorragias bajo las uñas (Fishman y Artorn , 1942) . Después se describió

que la misma dosis provocó aumento del volumen urinario y de la concentración en orina de

fosfatasa alcalina. leucina aminopeptidasa y deshidrogenasa láctica. No se detectó actividad de

succinato deshidrogenasa en orina (Raab et al.. 1969).
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Al investigar qué estructura renal se dañaba por la administración de D-serina. se encontró que

este aminoácido genera necros is de la porción recta del túbulo proximal en el riñón de las ratas

(Wachste in. 1947) evento que se acompa ñó de diuresis. protelnuria, glucosuria y aminoaciduria .

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

La observación de cortes transversales de riñón permitió establecer la ausencia de daño estructural

durante las primeras 6 horas después de administrar 750 mg/Kg i.p. del aminoácido. A las 7

horas . se encontró necrosis en corteza renal . mayor en corteza interna que en externa. localizada

en la porción recta del túbulo proximal. Los cambios ultraestructurales detectados fueron la

dispersión de polisomas a ribosomas libres. aparición de vesículas y encogimiento celular. A las 8

horas entre el 80% y el 90% de las células se encontraron necróticas, y a las 24 horas se alcanzó

el daño máximo. Las ratas a las que se administró L-serina no presentaron ninguna de estas

alteraciones. Al administrar SOO mg/Kg i.p. de D-serina se observaron los mismos cambios

descritos para la dosis menor del aminoácido. sólo que más tempranos. encontrando necróticas

del SO% al 90% de las células a las 4 horas de administrar D-serina. Para ambas dos is. a los 2 días

se observó regeneración del tejido. que fue completa 6 días después de administrar D-serina

(Ganote et al.• 1974).

Para determinar si la configuración molecular de la D-serina se relacionaba con sus efectos tóxicos.

se estudió el efecto de isómeros con estructura similar a la Dvserlna, sólo el ácido

diaminopropiónico resultó nefrotóxico. Una explicación dada a esta observación es que las

características de carga y estructura facilitan la entrada a la célula de estos compuestos. lo que

alteraría las propiedades osmóticas y electroquímicas de la célula. Otra explicación es que la D­

serine se intercambie por bases naturales como la fosfatidilserina. cambiando la configuración e

integridad de las membranas (Kaltenbach et al.• 1979).

Desde 1984 se encontró 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 determinó la presencia

en el túbulo proximal de un transportador con baja estereoespecificidad. el cual es mediador de

la reabsorción de la D-serina y su estereoisómero (Silbernagl et el; 1999).

La administración de 700 mg/Kg i.v. de D-serina marcada radiactivamente permitió establecer que

este aminoácido se distribuye en todos los tejidos . concentrándose pr incipalmente en el área

cortico-medular del riñón. donde la marca rad iactiva se aprecia aún 24 horas después.
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Esto sugiere que la reabsorción exhaustiva de D-serina en los túbulos proximales estaría

relacionada con la nefrotoxicidad de este aminoácido (Imai et el; 1998).

En pacientes con disfunción renal, se han encontrado concentraciones mayores de D-serina que en

el suero de voluntarios sanos (Brückner y Hausch, 1993), y se ha planteado que existe una

correlación positiva entre la concentración de D-serina y D-aspartato con la concentración de

creatinina en suero de pacientes con disfunción renal (Nagata et el: 1987: Brückner y Hausch,

1993). Un efecto más de la D-serina en el riñón, es que su administración subcutánea incrementó

el número y tamaño de los tumores tubulares que desarrollaron las ratas tratadas con N-etil-N­

hidroxietilnitrosamina (Hiasa et st., 1984).

Hasta ahora no se sabe cuál es el mecanismo por el que la D-serina produce el daño renal.

4.3 Estrés oxidativo y nefrotoxicidad inducida por D-serina

la D-serina es reabsorbida en la porción recta del túbulo proximal (Silbernagl et st., 1999). donde

la ODA la metaboliza. Como esta reacción genera H202 (Fig. 21), se ha sugerido que el estrés

oxidativo podrfa contribuir al mecanismo de nefrotoxicidad en este modelo de daño renal. sin

embargo dicho mecanismo aún permanece sin estudiar. El único reporte donde se involucra la

participación del estrés oxidativo en la nefrotoxicidad de la D-serina menciona que ésta se

acompaña de depleción de GSH y excreción de aminoácidos. efectos que se previnieron al

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

Se sabe que la D-serina es un aminoácido nefrotóxico pero no se conoce aún cuál es el mecan ismo

por el que induce daño. y aunque se ha postulado que el estrés oxidativo pudiera estar

involucrado. no se ha comprobado. Por otra parte. se sabe que la expres ión de la HO -] es una

respuesta celular al estrés ox idativo. pero no se ha estudiado si la expresión de la HO- ] tiene

algún papel funcional en la nefrotoxicidad por D-serina.

HIPÓTESIS

Si el estrés oxidativo se encuentra implicado en la insuficiencia renal inducida por D-serina. se

esperarla que la HO-] se exprese después de la administración de este aminoácido. Además. se

esperarla que la sobreexpresión de la HO-t atenúe y su inhibición exacerbe la nefrotoxicidad por

Dvserlna.

OBJETIVOS

- Objetivo general:

Estudiar la expresión y el papel funcional de la HO-t en la nefrotoxicidad inducida por D·ser ina.

- Objetivos particulares:

i) Estudiar si el estrés oxidativo está implicado en la insuficiencia renal inducida por D·

serina,

ii) Estudiar la expresión de la HO-t en riñón. después de la administración de D-serina.

iil) Establecer si la sobreexpresión de HO-] atenúa la insuficiencia renal inducida por D·

serina, y

iv) Establecer si la inhibición de HO-] exacerba la insuficiencia renal inducida por D-serina.
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MATERIALES YMÉTODOS

1. Reactivos y equipo

La D-serina. la l-serlna , el p-nitrofenil-N -acetil-J3-glucosaminido. la xantina o xldasa, la xantina , el

nitroazul de tetrazolio (NBT). el diet ildiocarbamato (DDC). el glutatión reducido, la glutati ón

reductasa, el NADPH, el ácido 5,S-ditiobjs-2 nitro benzoico (DTNB), la leupeptina, la pepstatina,

la acrilamida, la bisacrilamida, la dinitrofenil hidracina, la 2-vinilpiridina (2-VP) y el sulfato de

estreptomicina se compraron en Sigma Chemical Co . (St Louis MO, EUA). El SnCb se compró 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. Canadá) y para detectar catalasa en Calbiochem (San Diego . CA, EUA). Para la detección por

western blot se usó un estuche de quimioluminiscencia de Amersham Biosciences

(Buckinghamshire , Inglaterra). Se utilizó un homogenizador tipo politrón Brinkman, una

centrifuga de mesa no refrigerada lEC HN -SII, una microcentrifuga y una ultracentrífuga

refrigeradas Beckman, un espectrofotómetro Beckman, un autoanalizador Bayer RAlOOO, cámaras

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 metabólicas con ciclos

artificiales de luz/oscuridad de 12h (6:00 - 18:00 h), con alimentación yagua ad líbítum.

2.1 Tratamiento de los animales y obtención de muestras

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

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

Esquema 1: Se estudió 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 Y15 h: D-serina. dosi s 400 mg/Kg i.p. (n=3 por tiempo)
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Los animales se sacrificaron por decapitación 3. 6. 9. 12 Y 15 horas después de administrado el

aminoácido. Las ratas control se sacrificaron 15 horas después de administrar L-serina. De cada

an imal se extrajeron los dos riñones. se rebanaron en cortes transversa les y se congelaron

O 3 6 9 12 15 24 t(h)

I I I I I I )

f
t

1 1 1 1 ID-serjna
400 mg/Kg i.p. Sacrificio

En cada tiempo. n=3 y se utilizaron 3 ratas control a lasque se administró L-serina.

Fig. 24. Curso temporal del daño por 400 mg/Kg de D-serina

inmediatamente con nitrógeno líquido. También se recolectó sangre para separar el suero.

Esquema 2: Se estudió 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-Chaverrí. Datos no publicados)

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

iii) grupo 3: SnCb. dosis 100 mg/Kg í.p, (Barrera el el; 2003) + D-serina. dosis 400 mg/Kg i.p,

ív) grupo 4: SnCb. dosis 100 mg/Kg l.p, + SnMP. dosis 15 mg/Kg l.p. (Wang el el; 2001) + D­

serina, 400 mg/Kg i.p,

-12 -3 O 24
I I I I ) t (h)

l t l lSnMP
15 mg/Kg i.p,

SnCb D-serina Sacrificio
100 mg/Kg i.p, 400 mg/Kg i.p .

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

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

aminoácido correspondiente . Las muestras reco lectadas fueron orina. suero y riñón .
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Esquema 3: Finalmente. se estud ió el papel de la HO -l en la insuficien cia rena l produ cida por 800

mg/Kg de D-serina (Fig. 26). Se utilizaron 18 rat as para formar los siguiente s grupos (n = 6) :

i) grupo 1: l-serina (control) , dos is 800 mg/Kg l.p.

ii ) grupo 2: D-serina . dosis 800 mg/Kg i.p. (Silbernagl et st., 1997)

iii) grupo 3: SnCb. dosis 100 mg/Kg i.p . + D-serina. dosis 800 mg/Kg i.p.

-12 O 24

I I I ) t (h)

t t 1
SnCb D-ser ina Sacrificio

100 mg/Kg i.p, 800 mg/Kg i.p.

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

También en este caso los animales se sacrificaron por decapitación 24 ho ras despué s de

administra r el aminoácido correspondiente. Las muest ras reco lectadas fueron orina . suero y riñó n.

Las determinaciones una vez obtenidas las muestras fueron:

I Obtención de muestras I

I I
Evaluación de I Evaluació n de HO-l I Evaluación de

daño renal da ño o xidativo y
siste ma

I
I~ I

antiox idante
I Western blot

Glomerular Tubula r
~ Lipoperoxidación

(MDA)
~ Oxidación de

~ BUN
proteínas (carbonilos)

~ Prote inuria"
~ Creatinina ~ Glucosuria"
~ Depuración de ~ Actividad de NAG" ~ Catalasa

creatinina" ~ Reabsorción tubular ~ SOD total
de al!ua* ~ GSH-Rx

~ GPx
~ GSHeq

" Sólo se determinó en ratas de las que se obt uvieron muestras de orina
Nitró eno d AG(esquema 2 Y 3). Abreviatu ras. BUN g e urea en sangre. N

N-acetil-p-glucosaminidasa. MDA Malondialdehfdo . GSHeq Equivalentes
de glutatió n.
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2.2 Tratamiento de las muestras

Orina: La orina recolectada se centrifugó a 3.000 x g por 10 min a temperatura ambiente. El

sobrenadante se separó en alícuotas de -1 mi. se congeló y se almacenó a -7SoC hasta su análisis.

Suero: La sangre recolectada de las ratas al momento de su sacrificio se dejó coagular (-30 min).

Después de centrifugar a 3,000 x g por 10 min a temperatura ambiente, se separó el suero en

alícuotas de - 300 fll que se congelaron y se mantuvieron a -7SoC hasta su análisis.

Homogenados para medir actividad enzimática y proteínas oxidadas. De cortes transve rsales

congelados de riñón completo se separó la cantidad de tejido suficiente para preparar

homogenados 1:10 (p/v) en amortiguador de fosfatos SO mM. pH 7.4. tritón x-lOO 1%. Este

homogenado se centrifugó a lS.000 x g por 1 h a 4°C y se separó el sobrenadante. Se determinó

la concentración de proteína por el método de Lowry.

Homogenados para westem blot. Se prepararon de la misma forma que los homogenados para

medir actividad enzimática pero la dilución del tejido fue 1:S (p/v). El amortiguador de fosfatos

contenía además de tritón. inhibidores de proteasas (Ieupeptina S flg/ml y pepstatina 7 ug/rnl)

y EDTA 1 mM. Se determinó la concentración de proteína por el método de Lowry.

Microsomas para westem blot de HO-t. Se prepararon homogenados de riñón diluido l:S (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 centrifugó nuevamente a 12.000 x g por 20 min a 4°C. Finalmente . el

sobrenadante se centrifugó una vez más a lS0.000 x g por 1 hora a 4°C. Esta vez se desechó el

sobrenadante y el botón se resuspendió en amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.4 con MgCh

2 mM. Se determinó la concentración de proteína por el método de Lowry.

Homogenados para medir concentración de GSH total y GSSG. Se prepararon homogenados de

riñón diluidos 1:10 (p/v) con ácido S-sulfosalicílico al S% . Se centrifugaron a 3.000 x g por 10 min

a 4°C y se separó el sobrenadante. donde se determinó la concent ración de GSH total. Para medir

sólo la concentración de GSSG. se llevó a cabo la de rivatización del sobrenadante. Para esto . el

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

3.1 Evaluación de insuficiencia renal

3.1.1 Disfunción glomerular

3.1.1.1 Nitrógeno de urea en sangre (BUN)

La concentración de urea en sangre se determinó mediante un ensayo colorimétrico utilizando un

estuche comercial (Spinreact. cat # 1001325). Este ensayo es una adaptación de la reacción

propuesta por Jung et al. (1975. Fig. 27). que consiste en la formación en medio ácido de un

complejo colorido ortoftaldehído-urea que absorbe a 510 nm:

((CHO

CHO

NH20-<
NH2

+

CCZ> 'o
Ortoftaldehído Urea Complejo de ortottaleldehldo-urea

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

Para calcular BUN. se toma en cuenta que en cada molécula de urea hay dos átomos de

nitrógeno. Como el peso molecular de cada molécula de urea es de 60 y el peso molecular del

nitrógeno es 14, la concentración de urea en sangre se divide entre 2.14 (60/14) . La concentración

de BUN se expresó en mg/dL

3.1.1.2 Creatinina y depuración de creatinina

La creatinina presente en el suero y orina se determinó mediante un ensayo colorimétrico con un

estuche comercial (Bayer, cat # B014569-01) en un autoanalizador. Este ensayo se conoce como

reacción de Jaffé (Fig. 28). que consiste en la formación en medio alcalino de un complejo

colorido picrato-creatinina que absorbe a 492 nm:

Creatinina Ácido pícrico

Fig. 28. Reacción de Jaffé.

Complejo picrato-creatinina
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La depuración de creatinina se calculó tomando en cuenta el volumen urinario de 24 horas,

utilizando la siguiente fórmula :

D
" d. . . Creatinina en orina *volumen urinario en 24h

epuraclOn e creatmma = ---- - ---- ---------
Creatinina en suero *1440

La concentración de creatinina se expresó en rng/dl, el volumen urinario en mI. El número 1440

es la cantidad de min en 24 horas. Así. la depuración de creatinina se expresó en rnl/rnin,

3.1.2 Disfunción tubular

3.1.2.1 Proteinuria

La concentración de proteínas totales excretadas por la orina sedeterminó por turbidez a 420 nm

después de su precipitación con ácido tric1oroacético (TCA) al 12.5%. Se utilizó un blanco por

cada muestra (al que se agregó solución salina en lugar de TCA). Los resultados de las

absorbencias se interpolaron en una curva patrón de albúmina sérica bovina (ASB) entre 0.04 y

0.8 mg/ml. Tomando en cuenta el volumen urinario de 24 horas, el resultado se expresó como

mg de proteína/24 h.

3.1.2.2 Glucosuria

La cantidad de glucosa en orina se determinó mediante un ensayo colorimétrico empleando un

estuche comercial (Spinreact cat # 1001190). Este ensayo se basa en la reacción de Trinder (Fig.

29) , donde la glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidación de glucosa a ácido glucónico

formando H20 2. Después. este último se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxígeno.

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

GOD
----.. H 20 2 + Ácido gluconico

POD
----. Quinona + H 20

Fig. 29 . Reacción de Trinder .

Tomando en cuenta el volumen urinario de 24 horas, la concentración de glucosa se expresó en

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

La actividad de NAG se determinó mediante el ensayo de conversión de p-nitrofenil-N-acetil-p­

glucosamínido en N-acetil-D-glucosa y p-nitrofenol (Fig. 30) . Este último compuesto en pH ácido

se encuentra protonado y es incoloro. y en medio alcalino pasa a su forma aniónica . presenta

color y absorbe a 405 nm:

NAG

37". pH 4.4

1I00{q1'C oo--Q--NO'
11 -.

HO

NHCOCH,

.°2°. 0( " + '''0-0-"''
HO

NHC OCH,

p-nitrofeni-N-acetil-~-D­

glucosaminido
N-acetil-D-glucosa p-nitrofenol

incoloro colorido

Fig. 30. Ensayopara determinar la actividad de NAG.

Por cada muestra se utilizó un blanco de reacción. Los resultados de las absorbencias se

interpolaron en una curva patrón de p-nitrofenol entre" 5 y 175 nM. Tomando en cuenta el

volumen urinario de 24 horas. el resultado se expresó como unidades de NAG/24 h. La unidad

de NAG se define como la cantidad de enzima que libera 1 urnol de p-nitrofenol/min bajo las

condiciones del ensayo.

3.1.2.4 Reabsorción tubular de agua

Para estimar este parámetro de insuficiencia renal se utilizó la concentración urinaria y plasmática

de creatinina (Pedraza-Chaverrí el st., 1992) :

. creatinina en orina
Re absorcion tubular de agua =---- - - - - ­

creatinina en plasma

Por lo tanto. la reabsorción tubular de agua se expresa en forma adimensional.
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3.2 Evaluación de la HO-1

Con los homogenados preparados para western blot se realizó electroforesis SDS-PAGE cargando

50 ¡tg de proteína por pozo. posteriormente la proteína contenida en el gel se transfirió a una

membrana de nitrocelulosa. La membrana se bloqueó durante 1 hora con leche descremada al

5% en amortiguador salino de fosfatos. Después. se incubó 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 incubó durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpo

anticonejo acoplado a peroxidasa de rábano (NA-934. Amersham) . diluido 1:3.000. Se utilizó un

sistema de detección quimioluminiscente (Fig. 31). Para eliminar el exceso de anticuerpo se

realizaron lavados con amortiguador salino de fosfatos.

Anti-lgG de conejo unido a
peroxidasa de rábano

HO-1 Anti-HO-1
(Obtenido en conejo)

Fig. 31.Detección de la HO-1 por western blot.

3.3 Evaluación de daño oxidativo y sistema antioxidante

3.3.1 Lipoperoxidación

La Iipoperoxidación se determinó mediante un método colorimétrico (Gerard-Monnier et al..

1998) que se basa en la detección del complejo colorido malondialdehldo-1-metil-2-fenilindol que

absorbe a 586 nrn, formado al reaccionar malondialdehído con l-metil-2-fenilindol en medio

ácido (Fig. 32):

o o

H AAH

Malondialdehido 1-meliI2-fenilindol

45'C~~ "" '"- 1 1 11.&
1h h

N Ph Ph N
I I

CH, CH,

Comp lejo colorido

Fig. 32. Reacción para formar un producto colorido a partir de MDA.
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Por cada muestra se utilizó un blanco de reacción. Los resultados de las absorbencias se

interpolaron en una curva patrón de tetrametoxipropano entre 0.2 y 4 11M. El resultado se

expresó como nmol MDNmg proteína.

3.3.2 Proteínas oxidadas

Para determinar la cantidad de proteínas oxidadas se utilizó un método colorimétrico (Reznick et

sl., 1994) que se basa en la reaetividad de los grupos carbonilo con la 2,4-dinitrofenilhidrazina

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

~NO:NÜo!I +
¿. NHNH2

DNPH Grupo carbonilo en
proteínas Complejo proteína-hidrazona

Fig.33. Reacción para detectar la cantidad de proteínas oxidadas.

El contenido de carbonilos se calculó utilizando el coeficiente de extinción molar del DNPH

(22.000 M·lcm·I). Para cada muestra se utilizó un blanco sin DNPH en que además se evaluó el

contenido de proteína interpolando el valor de su absorbencia a 280 nm en una curva patrón de

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

3.3.4 Western blot de Mn-SOD. Cu/Zn-SOD y catalasa

La cantidad de Mn-SOD. Cu/Zn-SOD y cata lasa por western blot se realizó de la misma forma que

para la HO-!. Se utilizaron anticuerpos primarios producidos en conejo: i) anti-MnSOD (SOD-m.

StressGen) diluido 1:5.000. ii) anti Cu/Zn-SOD (SOD-101. StressGen) diluido 1:8.000. y iii) anti­

catalasa (219010. Calbiochem) diluido 1:400. El anticuerpo anticonejo acoplado a peroxidasa de

rábano (NA-934. Amersham) se utilizó diluido 1:5.000 en todos estos casos.

La cuantificación se realizó mediante un software de densitometría (Sigma Scan Pro 4.0. San

Rafael. EUA) y los resultados se expresaron como porcentaje de área marcada. cons iderando

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

La actividad de la SOD total se midió según lo de scrito anteriormente (Oberley y Spitz, 1984),

mediante la reducción de nitroazul de tetrazolio (NBT) a formazán, que absorbe a 560 nm. Esta

reducción la lleva a cabo el anión superóxido generado mediante el sistema xantina-xantina

oxidasa (Fig. 34) . La SOD presente en la muestra al catalizar la dismutación del anión superóxido,

evita que éste reaccione con el N BT. con lo que es menor la formación de formazán .

Xantina oxidase
o ~

HN;Y~):: .
~~~ Acido úrico

-
Nitroazul de tetrazolio

Formazán
A. = 560 nm

Fig. 34. Sistema de reacciones que permiten medir la activ idad de SOD.

Por cada muestra se utilizó un blanco con agua en lugar de xantina ox idasa. Los resultados se

expresaron como unidades de SOD/mg de proteína. La unidad de SOD se define como la

cantidad de enzima que inhibe en un 50% la reducción del NBT bajo las condiciones del ensayo.

3.3.6 Actividad enzimática de catalasa

Se basa en la disminución de la absorbencia del H202 a 240 nm, lo cual ocurre debido a la acción

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 reacción de primer orden (k) como la unidad

de actividad de la cata lasa. y queda definida de acuerdo con la fórmula:

k = ~ * 2 .3 lag Al donde Al y A2 son las absorbencias de H20 2 en los tiempos tI y t2, y t es

1 A2 el intervalo de tiempo medido.

El resultado se expresó como Jdmg de proteína.
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3.3.7 Actividad enzimática de GSH-Rx

Para medir la actividad de la GSH-Rx se siguió el método de Carlberg y Mannervick (1975), en el

cual se mide a 340 nm la disminución de la cantidad de NADPH al ser consumido por la

conversión de GSSG a GSH en la reacción catalizada por la GSH-Rx (Fig. 35) presente en la

muestra :

2GSH

GSSG

NADP+ + H+

NADPH

A 340 nm

Fig. 35. Reacción que cata liza la GSH-Rx.

Los resultados se expresaron como unidades de GSH-Rxlmg de proteina. La unidad de GSH-Rx se

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

3.3 .8 Actividad enzimática de GPx

La actividad de la GPx se mide de manera indirecta por una reacción acoplada con la GSH-Rx

(Lawrence y Burk, 1976). Se basa en la disminución de la absorbencia a 340 nm debido a la

reducción de la cantidad de NADPH. La GPx al reducir H20 2 consume GSH y genera GSSG, el

cual es convertido de nuevo en GSH por la GSH-Rx. proceso que consume NADPH (Fig. 36) .

2 GSH

GSSG

GSH
reductasa

NADP+ + H+

NADPH
A 340 nm

I

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

La determinación de equivalentes de glutatión (GSHeq) y GSSG se basa en la detección a 412 nm

de la especie producida por la ruptura (por GSH-Rx) del compuesto formado en la reacción de

GSH con DTNB (Fig. 37), según lo ya descrito (Griffith, 1980). Para medir la concentración de

GSH total se usó riñón homogenado en ácido 5-sulfosalicílico y para medir GSSG. se usó

homogenado derivatizado con 2-VP. La velocidad de reacción es proporcional a la concentración

de GSH. Para calcular la concentración de GSH se utilizó una curva patrón construida con la

velocidad de reacción de soluciones de GSH de 0-8 ¡.1M. Para calcular la de GSSG se utilizó una

curva construida con la velocidad de reacción de soluciones de GSSG de 0-4 ¡.1M.

A.

1IOz.
8.

~ GSH-Rx ct ~~..
+

's

~'C
(:: "A. = 412

o

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

La cantidad de GSH se obtuvo por diferencia entre GSHeq y GSSG, según la fórmula:

GSH = GSHeq - 2GSSG

La concentración de glutatión se expresó como urnol/g de tejido.
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3.3.10 Producción de nitritos y nitratos .

La cantidad de óxido nítrico (ON") producido se estimó mediante la cuantificación de sus

metabolitas estables. los nitritos (N02' ) y nitratos (NOf). usando la reacción de Griess (Fig. 38)

(Green el sl. , 1982). La determinación consistió en incubar una muestra de orina con la bacteria

Eschericñi« colia 372C por 60 minoCon esto, la enzima nitrato reductasa de la bacteria reduce lo s

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

nitritos al hacerlos reaccionar con ácido sulfanílico y N-naftiletilendiamina. y se interpo ló la

absorbencia a 543 nm en una curva estándar de nitrito de sodio . El resultado se expresó como

NOdNOf .

Nitrato reductasa
N0 3' + NADPH + W N0 2' + NADPW + W

H NSOo-~ N+ = N2 3

Ácido sulfanilico

H2NS03O-N -N-g~-NH~ NH
2

r¡ ~
Azocompuesto
A = 540 nm -

Fig. 38. Reacción de Griess.

4. Análisis estadístico

Los datos están expresados como media ± error estándar 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 múltiples 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.

Evaluación de insuficiencia renal. La disfunción glomerular se determinó mediante la evaluación

de BUN y creatinina en suero (Fig. 39) . Ambos marcadores presentaron la misma respuesta al

aumentar respecto al tiempo. La concentración de BUN fue significativamente diferente 15 horas

después de la administración 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 sólo a las 24 horas . cuando su concentración llegó a ser -6 veces

mayor respecto al control.

N itrógeno de u rea en sangre

t-serlna 3h 6h 9h 12h 15h 24h

O-se r ina

Creatinina en suero

24h15h12h9h6h

•••••••••••••••• ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••·····,·············.. ··y/i········nyl
u

..........••."." ::' " : " : : '" : . ;-:: ' .

11 .
3hI-serlna

o

...J

~
E

O-ser ina

Fig. 39. Parámetros de función rena l. esquema 1. *p < 0 .001 vs L-serina. Valores : X:t EcM.
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Expresión de la HO-1. La expresión de HO-1 se determinó por western blot (Fig. 40), en ningún

tiempo se detectó 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.

A

l-serina

B

D-serina 3-24 h

Control de carga de ~-actina:

Control Control 3h 6h 9h 12h 15h 24h Estándar
HO-l

Fig. 40. Expresión de HO-1 en riñ6n evaluada por Western blot en el esquema 1. A) Riñ6n total, B)
Microsomas.

Marcadores de daño oxidativo. Se determinó la concentración de malondialdehído y la de

proteínas oxidadas (Fig. 41). La respuesta de ambos marcadores fue similar, ya que no se encontró

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

Enzimas antioxidantes. Para evaluar los posibles cambios en el sistema antioxidante enzimático, se

determinó la expresión de las enzimas antioxidantes catalasa, Mn-SOD y Cu/Zn-SOD mediante

western blot (Fig. 42) . No se encontró diferencia significativa entre los grupos tratados con D­

serina y su control para ninguna de estas enzimas.
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Malondialdeh ído

2.0

ca
e....
Q) 1.504-0
O
Lo
O-
DO 1.0
E
::::
O
E 0.5
c:

0.0

L-serina 3h 6h 9h 12h 15h 24h

D-serina

Proteínas oxidadas

5

cac:.... 4Q)
04-0o
Lo
O- 3
bO
E

2<,

'O
E
c:

o

L-serina 3h 6h 9h 12h 15h 24h

D-serina

Fig. 41. Parámetros de daño oxidat ivo en el esquema 1. No hay diferencia
significativa de ninguno de los grupos con respecto al control. Valores: ;¡ ± EEM.

Además se midió la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa, SOD total, GSH-Rx y GPx

(Tabla IV). Tampoco se detectaron cambios significativos en la actividad enzimática de ninguna

de las enzimas.
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Cata lasa

% de área

Cu/Zn-SOD

% de área

Mn-SOD

% de área

~actina

L-serina 3h 6h 9h 12h

D-serina

15h 24h

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

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

Catalasa* SOD total** GPx**

CT 0.6± 0.011 13.86 ± 1.5 0.045 ± 0.005
3h 0.6 ± 0.014 15.39 ± 0.9 0.048 ± 0.005
6h 0.6 ± 0.016 16.08 ± 1.2 0.048 ± 0.004
9h 0.6 ± 0.010 14.78 ± 1.4 0.044 ± 0.002
12h 0.6 ± 0.009 16.28 ± 0.7 0.046 ± 0.003
15h 0.5 ± 0.010 17.02 ±0.4 0.046 ± 0.003

24h 0.4 ± 0.013 14.95 ± 1.7 0.042 ± 0.004
* k/mg protelna. ** U/mg protelna. Valores: x± EEM.

GSH-Rx**

0.073 ± 0.002
0.081 ± 0.006
0.080 ± 0.007
0.073 ±0.007
0.075 ± 0.002
0.074 ± 0.009

0.066 ± 0.002

Contenido de GSH. Del sistema antioxidante no enzimático se evaluó la concentración de GSHeq

y GSSG. con lo que se calculó GSH. GSH/GSSG y (GSHtot/GSH)*loo (Tabla V). En ninguno de

estos parámetros es significativa la diferencia ent re el grupo control y los tratados con D-serina.

Tabla V. Contenido de glutatión

GSH eq* GSSG*

CT 5.4 ± 0.2 0.29 ± 0.07
3h 4.6 ± 0.3 0.29 ± 0.02
6h 5.8 ± 0.4 0.32 ± 0.02
9h 3.2 ± 0.6 0.30 ± 0.01
12h 3.3 ± 0.6 0.33 ± 0.03
15h 3.8 ± 0.9 0.25 ± 0.04
24h 4.1 ± 0.4 0.25 ± 0.02

* ).1fTlol/g tejido. Valores: x± EEM.

GSH*

4.8 ± 0.2
4.0 ± 0.3
5.2 ± 0.9
2.6 ± 0.6
2.6 ± 0.6
3.3 ± 0.9
3.6 ± 0.4

GSH/GSSG

17.7 ± 3.5
14.3 ± 1.2
16.3 ± 2.2
8.7 ± 1.5
9.7 ± 3.7
13.3 ± 2.2
14.8 ± 2.4

(GSHeq/GSH)*100

89.1 ± 2.1
87.4 ± 1.0
88.6 ± 1.5
80.4 ± 3.3
79.1 ± 5.5
86.1 ± 2.5
87.1 ± 1.5
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Según estos datos. se comprobó que la D-serina induce insuficiencia renal. pero no se encontró

que se encuentre acompañada de la expresión de la HO-l ni de alteraciones en el sistema

antioxidante del riñón.

Esquema 2: Nefrotoxicidad por D-serina. dosis 400 mg/Kg.

Insuficiencia renal. En este esquema la insuficiencia renal se determinó mediante la evaluación de

BUN. creatinina en suero y depuración de creatinina como marcadores de disfunción glomerular

(Fig. 43). Además. con la evaluación de proteinuria, glucosuria. actividad de NAG en orina y

reabsorción tubular de agua como marcadores de disfunción tubular (Fig. 44).

En el grupo de ratas tratadas con D-serina la concentración de BUN aumentó significativamente

-3 veces y la de creatinina en suero -4 veces. y la depuración de creatinina disminuyó

significativamente -10 veces indicando insuficiencia renal a nivel glomerular. La administración

del inductor y/o el inhibidor de HO-l no modificó la insuficiencia renal.

100

25

O

Nitrógeno de urea en sangre

t-seríne D-serina SnCI2 SnCI2+SnMP

D·serina

Depuradon de creatinina

Cretinina en suero

l-serina D-serina SnCI2 SnCI2+SnMP

D-serina

e
'E
<,

E

l-serina D-serina SnCI2 SnCI2+SnMP

D·serina

Fig. 43. Parámetros de función glomerular
en el esquema 2. * p<O.OOl vs L-serina.
Valores: ;¡ ± EEM.
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Asimismo. la disfunción tubula r inducida por D-serina se reflejó en el aumento de la proteinuria

de -3.5 veces. la excreción de glucosa en grandes cant idades por orina. el aumento de -18 en la

actividad de NAG en orina y la disminución de -27 veces en la reabsorción tubular de agua. En

todos los casos. la presencia del inductor y/o inhibidor de HO-l no modificó la disfunción

tubular.

Proteínas en orina Glucosa en orina
75

60

s:
'11" 45

~
E 30

L-serina D-serina SnCI2 SnCI2+SnMP
L-serina D-serlna SnCI2 SnC~+SnMP

D-serina D-serina

Actividad de NAG en orina Reabsorción tubular de agua

. ::.~: .. :'~ ~' : .. :. _ . . ; : lit •

. / . , ....... .o

100

300

200

L-serina D-serina SnCI2 SnCI2+SnMP

D-ser ina

L-serina D-serina SnCI2 SnCI2+SnMP

D-serina

Fig. 44. Parámetros de función tubular del esquema 2. " p < 0 .05. "" p < 0.001 y " "" p < 0.01 vs L·
serina Valores: ;¡ ± EEM.

Expresión de la HO-lo En los grupos control y D-serina no se detectó la expresión de la HO-l . en

cambio . sí se encontró en los grupos administrados con SnCb. con lo que se comprobó la

inducción de la HO-l por SnCb pero no por D o L-serina (Fig. 45). La administración de SnMP no

afectó la cantidad de HO-!.
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Riñón total

¡D-serina + + +
¡SnCI2 + +
¡SnMP +
¡Std HO-1 +

Fig. 45. Expresión de HO-1 en riñón evaluada por Western blot en el esquema 2.

Marcadores de daño oxidativo. Se determinó la concentración de malondialdehído y la de

proteínas oxidadas (Fig. 46) . La respuesta de ambos marcadores es congruente, ya que no se

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

Además. la administración del inductor y/o inhibidor no modificó significativamente la cantidad

de MDA o proteínas oxidadas respecto al controlo D-serina. A pesar de esto, la concentración de

proteínas oxidadas del grupo tratado con inductor e inhibidor de HO-1 sí es mayor y

significativamente diferente a la del grupo tratado sólo con inductor.

2.5....o...
C. 2.0
l)()

E<- 1.5

O
~ 1.0

O
E 0.5e

0 .0

Malondialdehfdo

L-serina D-serina SnCI2 SnCI2+SnMP

D-serina

Protefnas oxidadas
....o 6...
C.
l)()5

E
<,o 4

g 3 IC>n .·;g,:.;
.c...
"' 2u

O
E
e O

L-serina D-serina SnCI2 SnCl2+SnMP

D-serina

Fig. 46. Parámetros de daño oxidativo en el esquema 2. No hay diferenciasignificativa de ninguno de los
grupos con respecto al control. " p<O.05 vs SnCb.Valores: x :t EEM.

Enzimas antioxidantes. La expresión de Mn-SOD y Cu/Zn-SOD (Fig. 47) no sufrió cambio

significativo en ninguno de los grupos. La expresión de catalasa disminuyó en los grupos tratados

con SnCb y SnCb + SnMP. En cuanto a la actividad enzimática de cata lasa, SOD total. GSH-Rx y

GPx (fabla VI), no se detectó 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 sí mostraron una disminución

significativa en la actividad de cata lasa. Además. el grupo tratado con inductor e inhibidor

también mostró una actividad menor de GPx.

Catalasa ~

O/o de área 100 91±8.2 68±4.4

Cu/Zn-SOD~

% de área

Mn-SOD ~

% de área

f3-actina~

LJ U U U
l-serina D-serina SnCI2 SnCI 2+SnMP

D-serina

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

Tabla VI. Actividad de enzimas ant ioxidantes en el esquema 2.

Catalasa * SOD total** GPx** GSH-Rx**
L-serina 0.6± 0.04 13.5± 0.8 0.05± 0.006 0.07± 0.003
D-serina 0.4± 0.02 15.0± 1.8 0.04± 0.004 0.07± 0.002

SnCb+D-serina 0.4± 0.03" 8.9± 1.4' 0.04± 0.001 0.06± 0.003

SnCb+SnMP+D-serina 0.3± 0.03'" 12.6± 1.3 0.02± 0.005" 0.07± 0.004
* k/mg proteína. ** U/mg proteína. Valores: x ± EEM."'p<O.Ol y " p<O.OS vs control. ' p<O.OS vs D·
serina

Estos datos indican que la disfunción renal inducida por D-serina es tanto glomerular como

tubular. y no se modifica con el tratamiento de inducción y/o inhibición de la HO-1. Además. la

D-serina tampoco modificó la expresión y actividad de enzimas antioxidantes. pero el tratamiento

con inductor y/o inhibidor sí disminuye la actividad de las enzimas que metabolizan el H20 2 •

Como no se encontró evidencia de daño oxidativo en los datos reunidos hasta este punto. se

decid ió evaluar los parámetros de daño oxidativo en ratas a las que se les administró una dosis

mayor de D-serina (800 mg/Kg).
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Esquema 3: Nefrotoxicidad por O-serina, dosis 800 mg/Kg.

Insuficiencia renal. Se determinó con los mismos marcado res que en el esquema 2, es decir,

evaluación de BUN, creatinina en suero, depuración de creatinina (disfunción tubular glomerular,

Fig. 48), proteinuria, glucosuria y actividad de NAG en orina, además se calculó la reabsorción

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

Nitrógeno de urea en sangre Creatinina en suero

l-serina D-serina SnC\2+D·serina

...J
iJ
t;o
E

l-serina D-serina SnC\2+D-serina

e
E
~

E

Depuración de creatinina

Fig. 48. Parámetros de función glomerular
en el esquema 3. * p<O.Oül vs I-serina. y
#p<O.Ol vs D-serina. Valores: x± EEM.

l -serina D-serina SnCI2+D-serina

Al igual que en el esquema 2, la administración de D-serina provocó disfunción glomerular

significativa confirmado por los tres marcadores evaluados, y la administración de inductor de

HG-! no disminuyó la disfunción, incluso uno de los marcadores (BUN) indicó que se exacerba.

Respecto a la disfunción tubular, se obtuvo en general la misma respuesta , a excepción de que en

este caso uno de los marcadores (proteinuria) indica que la disfunción disminuye al administrar el

inductor de la HG-!.
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Actividad de NAG en orina Reabsorción tubular de agua

t-serína D·serina SnCI;¡+o-serina t-serina o-serina SnCI;¡+o-serina

Fig.49. Parámetrosde función tubular del esquema 3. * P < 0.001. **p < O.OI y ***p < O.OS vs I-serina.
#p<O.OOI vs D·serina** p < y*** p < Valores: x ± EEM.

Expresión de la HO-l. No se detectó la presencia de esta enzima en el grupo control ni el de D­

serina. en cambio. la presencia de la enzima si se encontró en el grupo administrado con SnCb.

con lo que se comprobó una vez más la inducción de la HO -1 por SnCb pero no por D o L-serina

(Fig.50).

Daño oxidativo. Se midió la concentración de malondialdehido y proteinas oxidadas (Fig. 51). no

encontrándose diferencia significativa entre el grupo tratado con D-serina respecto al grupo

control. Además. la administración del inductor de HO-1 tampoco modificó la respuesta.

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

significativo en ninguno de los grupos.
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Riñón total

l3-actina

i L-serina +
i " 'D=~~'~i~'~" " " " " " " "" " " " " " " : " " " ' " : :; :; :

f · ·~~t~·~d~~···H6=i"· · · · · ·· · · · · · ·I· · ·· ·· · · ·· · ··· · · · · ···~ T" ~ · · · · ·· · · · · · · ·· ·· · · · ·~· · · · · · ·· ·· · · · · · · · · · · I· · ··¡· ·j
:•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••J.•••••••••••••••••••••••••••••••••••••.•••.•.:.•••••••••••••••••••••.••••••••••••••••••.••• •••••••••••••••••••••••••••••••.•••••••••••• ••••••••••:

Fi~. 50 . Exoresión de HO-l en riñón evaluada Dar Western blot en el esouema 3.
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Fig.51. Parámetros de daño oxidativo en el esquema 3. No hay diferencia significativa de ninguno de los
grupos con respecto al control. Valores: i :t EEM.

En cuanto a la actividad enzimática de las enzimas antioxidantes catalasa, 500 total. G5H-Rx y

GPx (Tabla VII). sólo se detectó una disminución significativa en la actividad de catalasa.

Tabla VII. Activ idad de enzimas antioxidantes en el esquema 3.

Catalasa'" 500 tota l"'''' GPx"'''' . G5H-Rx"''''

L-serina O.6:t0.07 lS.2 :t1.3 O.044:t0,()Q4

O-ser ina O.4:tO.OS' 16.0:t 1.2 0.045 :t0.OO3

5nCb+0-serina 0.4:t0.06' IS.8:t 1.3 0.042:t0.OO7

0.OS6:t O.OO7

O.060:t O.OOS

0 .061:t0.OO4

.. k/mg proteína. .... U/mg proteína. Valores: i :t EEM. ·p< O.OOI vs l-serina.

Con esto. se confirmó que la administración de O-serina p rovoca insuficiencia rena l que no se

modifica al administra r inducto r de la HO-1. La insu ficiencia tampo co parece estar acompa ñada

de daño o xidativo. ni de modificación del sistema antioxidante en el riñón. ya que el único

componente antioxidante que disminuye su act iv idad es la catalasa, enzima encargada de

descomponer H202•
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Catalasa - -

% de área

Cu/ZnSOD --

% de área

MnSOD - -

% de área

l3-actina --

LlJ LU LlJ
L-serina D-serina SnCI2+D-serlna

Fig.52. Expresión de catalasa, Cu/Zn-SOD y Mn-SOD evaluada mediante westem blot en el esquema 3.

Como hasta este momento no se encontró indicio de daño oxidativo, nos preguntamos si el

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

posibilidad se determinó la excreción 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 excreción urinaria de nitritos y nitratos es

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

provocó cambios en el metabolismo del ON', sugiriendo que el estrés nitrosativo podrla estar

participando en la nefrotoxicidad por D-serina.

Excreción urinaria de nitratos y nitritos

c:::

~
o
E
e

L-serina D-serina

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

48



DISCUSIÓN

En 105 últimos años se demostró que la D-serina es un agonista endógeno del sitio de glicina en el

NMDAr. Dado que este receptor y la disminución en los niveles de D-serina se han implicado en

la patofisiología de la esquizofrenia. se ha estudiado el papel terapéutico de la D-serina en

pacientes esquizofrénicos. Así. se ha encontrado que 105 síntomas de la esquizofrenia disminuyen

en personas sometidas a tratamiento con antipsicóticos más D-serina (Tsai et sl; 1998; Heresco­

Levy et el; 2005). Por tanto. la D-serina se perfila como una estrategia terapéutica para pacientes

esquizofrénicos . Sin embargo. un efecto bien conocido de este D-aminoácido es su nefrotoxicidad

(Carone y Canote, 1975; Carone et al.• 1985; Silbernagl et al.• 1997; Silbernagl et st., 1999).

A pesar de que la nefrotoxicidad inducida por D-serina es un efecto conocido desde hace más de

medio siglo. aún no se conoce el mecanismo por el que este D-aminoácido produce daño. Se sabe

que la administración de D-serina. pero no la de I-serina, en roedores provoca pérdida de peso .

incremento del volumen urinario. proteínuria, glucosuria y aminoaciduria dentro de las primeras

horas. efectos que remiten a los 6 días (Carone y Ganote. 1975; Carone et el; 1985). La

ocurrencia de estos efectos coincide con la necros is que se ha encontrado mediante el análisis

histológico de la porción recta del túbulo proximal. En el túbulo proximal se determinó la

presencia de un transportador con baja estereoespecificidad. el cual es mediador de la reabsorción

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

Una vez que la D-serina entra en la porción recta del túbulo proximal. es metabolizada por la

ODA. reacción en donde se produce H20 2 (Pilone, 2000). Al ser este compuesto una ERO. y

sustrato de la reacción de Fenton. su producción ha llevado a suponer que el estrés oxidativo

podría estar involucrado en el mecanismo de la nefrotoxicidad por D-serina. Esta suposición se

apoya en el hecho de que el estrés oxidativo está involucrado en el mecanismo de otros

compuestos nefrot óxicos, como son cisplatina (Somani et et; 1995; Matsushima et el : 1998).

K2Cr20 7(Bagchi et st., 1995; Liu y Shl, 2001), ciclosporina A (Serino et al.• 1994; Haberland et al.,

1997) y gentamicina (Walker et el , 1999; Cuzzocrea et st., 2002). entre otros.

Sin embargo. hasta la fecha sólo un trabajo publ icado como resumen sugiere la participación del

estrés oxidativo posterior a la administración de D-serina. En dicho trabajo se indica que la D­

serina provoca una depleción de glutatión y arninoadduria, efectos que se previn ieron al

coadministrar glutat ión reducido (Silbernagl et al.. 1997).
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Vale la pena mencionar que dicho reporte no ofrece comparación estad ística. y tampoco

menciona marcadores de daño oxidativo a macromoléculas.

Por lo tanto. es necesario reunir mayor evidencia para demostrar si el estrés oxidativo está

implicado en la nefroto xicidad de la D-serina. además de investigar si estrategia! de protección

útiles en otros modelos de nefrotoxicidad (como la inducción de HO-1) atenúan la nefrotoxicidad

por D-serina.

Por otra parte. la HO-1 es una enzima de 32 kDa que cataliza la degradación del grupo hemo a

CO. Fe2+ y biliverdina. y esta última se convierte a bilirrubina por la biliverdina reductasa . La HO­

1 se induce por una gran variedad de estímulos prooxidantes. tales como el grupo herno , la

radiación UV. los metales pesados, la hiperoxia y diversos compuestos nefrotóxicos asociados con

el estrés oxidativo. Por ejemplo. cisplatina (Agarwal et et., 1995). ~Cr207 (Barrera et el; 2003),

ciclosporina (Galletti et el; 2005) y glicerol (Nath et al.• 1992). En estos modelos, además. la

sobreexpresión de la HO-1 tiene un efecto citoprotector. En la nefrotoxicidad por gentamicina,

también se induce la HO-1 (Agarwal et et. , 1995), pero no se ha comprobado si su sobreexpresión

tiene un papel protector.

Para determinar si el estrés oxidativo participa en un modelo, se buscan evidencias de oxidación

de Ilpidos, proteínas y ADN. Adicionalmente, en diferentes modelos . la expresión de la HO-1

también se ha utilizado ampliamente como un marcador de estrés oxidativo (Miwa et al.• 2004;

Van et el; 2005). Tomando en cuenta todo lo anterior. el objetivo del presente trabajo fue

estudiar tanto el papel de la HO-1 como estrategia de prevención. como la participación 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 única de 400 mg/Kg, encontramos que la administración de D-serina, provocó el

aumento, con respecto al tiempo. de las concentraciones de creatinina en suero y BUN. lo cual

indica que la insuficiencia renal se presentó en forma progresiva dentro de las 24 horas

posteriores a la administración de D-serina. Sin embargo, no se detectó la expresión de HO-1 en

el grupo control ni en ninguno de los tiempos estudiados. tampoco hubo cambio significativo en

los niveles de MDA y proteínas oxidadas. Respecto a la actividad de enzimas antioxidantes, no se

detectó cambio significativo en ninguno de los tiempos estudiados. Contrario a lo reportado por

Silbernagl y col. (1997), la administración de D-serina no se acompañó por depleción 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. depuración de creatinina.

actividad de NAG en orina y reabsorción tubular de agua. también apuntaron en el sentido de

que la D-serina. pero no la l-serina, causó nefrotoxicidad. Se estudiaron otros dos grupos en este

esquema para determinar el papel de la Ha-1 en la nefrotoxicidad inducida por D-serina. Los

grupos se trataron con i) inductor (SnCb) de Ha-1 e ii) inductor más inhibidor (SnCb + SnMP) de

la enzima. además ambos grupos se trataron también con D-serina. Se comprobó por western

blot que la Ha-1 se expresó en estos dos grupos. y no en el grupo donde se administró sólo D­

serina ni en el grupo con L-serina.

La insuficiencia renal de los grupos tratados con SnCb y SnCb + SnMP fue estadísticamente igual al

del grupo con D-serina. es decir. ni la preinducción ni la inhibición de Ha-1 modificó la

nefrotoxicidad inducida por el D-aminoácido. En cuanto a los marcadores de daño oxidatlvo, no

se detectó diferencia significativa entre ninguno de los cuatro grupos al cuantificar MDA. Al

cuantificar proteínas oxidadas. tampoco se encontró diferencia significativa entre los grupos

problema y el grupo control a pesar de que los grupos de SnCb y SnCb + SnMP más D-serina son

diferentes entre sI. La expresión de enzimas antioxidantes no se afectó 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 cata lasa.

GPx y SaD de los grupos tratados con SnCb y SnCb + SnMP más D-serina respecto al control. Los

mecanismos de estos cambios no están claros y se requieren experimentos adicionales para

dilucidarlos.

Tomando en cuenta que no se encontró evidencia de daño oxidativo en Ilpidos y proteínas y

menos aún la inducción de Ha-l. que también se utiliza como marcador de estrés oxidatlvo,

nuestros datos sugieren que el estrés oxidativo no está involucrado en la nefrotoxicidad inducida

por D-serina. Este resultado es interesante debido a que como se mencionó antes. en los modelos

de nefrotoxicidad más estudiados. el estrés oxidativo juega un papel importante y generalmente

la inducción de Ha-1 ha tenido un papel protector.

En varios de los trabajos reportados. la insuficiencia renal por D-serina se provocó mediante una

dosis única de 800 mg/Kg de D-serina (Silbernagl et et., 1997; Silbernagl et et., 1999).
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Como en nuestro laboratorio se comprobó que dos is menores también son nefrotóxicas y que

una dosis de 400 mg/Kg no induce pérdida de peso 24 horas después, se eligió dicha dosis para

iniciar este trabajo. Dado que los resultados indicaro n la ausencia de estrés oxidativo y de la

expresión de HO-l con esa dosis de D-serina . se decidió estudiar el efecto de una dosis mayor

(800 mg/Kg) sobre 105 marcadores de estrés oxidativo. Al mismo tiempo, se estud ió el papel de la

HO-l en la insuficiencia renal inducida por la dos is alta de D-serina.

Inicialmente, se evaluaron los marcadores de disfunción rena l BUN, creatinina en suero ,

depuración de creatinina. protelnuria, glucosur ia, actividad de NAG en orina y se calculó la

reabsorción tubular de agua . Todos estos marcadores fueron consistentes al ind icar que la L-serina

no provocó insuficiencia renal , pero si la D-serina. En cuanto al SnCb, cinco de los siete

marcadores indicaron que este compuesto no previene la insuficiencia renal inducida por D-serina.

De los dos marcadores restantes uno indicó protección y el otro indicó aumento de disfunción.

Por tanto. el conjunto de datos señalan que la preinducción de la HO-l no previne la insuficiencia

renal inducida por D-serina.

Respecto a los marcadores de daño oxidativo, no se encontraron diferencias en la concentración

de MDA ni de proteínas oxidadas en ninguno de los tres grupos tratados. Además, la D-serina no

indujo cambios en la expresión y actividad de enzimas ant ioxidantes, con excepción de la

cata lasa. La D-serina disminuyó su actividad pero no modificó su expresión. En conjunto, todos

105 datos obtenidos en este trabajo sugieren que el estrés oxidativo no está implicado y la HO-l

no tiene un papel protector en la nefrotoxicidad por D-serina, al menos en las condiciones

estudiadas.

Como no se encontró indicio de daño oxidatlvo, surgió la pregunta de si el estrés nitrosativo

estaría relacionado con la nefrotoxocidad por D-serina. Para explorar esta posibilidad se

determinó la excreción 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 excreción de nitritos y

nitratos en el grupo tratado con D-serina (400 mg/Kg) resultó menor que en sus respectivos

controles. La disminución de la producción de nitritos y nitratos puede ser consecuencia de una

disminución de la producción de ON', posiblemente como consecuencia de una disminución de

la actividad de las sintasas de ON', o también puede deberse a que el ON ' se esté metabolizando

a especies reactivas de nitrógeno las cuales pueden estar nitrando proteínas. Esto abre la

posíbilidad a que el estrés nitrosativo participe en la nefrotoxicidad por Dvserina, y deja como

perspectivas la determinación de marcadores de estrés nitrosativo, como proteínas nitradas.
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CONCLUSIONES

,¡' La administración de D-serina no induce la expres ión de la HO -1.

,¡' La inducción de la HO-l no atenúa la nefrotoxicidad por D-serina.

,¡' La inhibición de la HO-l no exacerba la nefrotoxicidad inducida por D-serina.

,¡' La administración de D-serina no modifica marcadores de daño oxidativo (MDA y proteínas

oxidadas).

,¡' La D-serina no afecta significativamente la cantidad de proteína ni la actividad de las enzimas

antioxidantes SOD total. GPx y GSH-Rx. Tampoco modifica la cantidad de proteína pero si la

actividad de la enzima antioxidante catalasa.

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

PERSPECTIVAS

Estudiar respecto al mecanismo de nefrotoxicidad por D-serina:

¿Se modifican los marcadores de estrés oxidativo en tiempos mayores de exposición al

aminoácido?

Si no hay evidencia de estrés oxidativo, ¿la hay de estrés nitrosativo?

¿Cómo se encuentra la nitración de proteínas? ¿y la actividad de las sintasas de ON'?
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