UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

. SISTEMA ANTIOXIDANTE ENZIMATICO RENAL
EN LA NEFROTOXICIDAD POR DICROMATO
- DE POTASIO

T E S | S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS (BIOQUIMICAS)

P R E S E N T A
RAYMUNDO CLEMENTE CARBAJAL CANO

FACULTAD
" DE QUIMICA

MEXICO, D F. 2002

TSIS CON |
FALLADE ORIGFN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



La presente investigacion se llevo a cabo en el laboratorio 209 del Departamento de Biologia de la

Facultad de Quimica, UNAM, bajo la ase_sc;ria del Dr. José Pedraza Chaverri.



Este proyecto fue apoyado por CONACYT (25441-M) y DGAPA (IN210201).



INDICE

1. RESUMEN

2. INTRODUCCION ,

2.1 TIPOS Y CARACTERISTICAS DE LAS ERO

2.1.1 Anion superdxido

2.1.2 Radical hidroxilo

2.1.3 Perdxido de hidrégeno

2.1.4 Singulete de oxigeno

2.2 DEFENSAS ANTIOXIDANTES EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

2.2.1 Sistema antioxidante no enzimatico

2.2.2 Sistema antioxidante enzimatico

2.2.2.1 Superdxido dismutasa

2.2.2.2 Catalasa

2.2.2.3 Glutation peroxidasa

2.2.2.4 Peroxirredoxinas

2.3 ESTRUCTURA Y FUNCION RENAL

2.3.1 La nefrona

2.4 INSUFICIENCIA RENAL AGUDA

2.5 DICROMATO DE POTASIO

2.5.1 Necrosis tubular aguda mediada por dicromato de potasio

2.5.2 Participacion de especies reactivas de oxigeno en la nefrotoxicidad
inducida por dicromato de potasio '

2.5.3 Enzimas antioxidantes en la nefrotoxicidad inducida por dicromato
de potasio

3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
4. HIPOTESIS

5 OBJETIVO GENERAL
5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 REACTIVOS

6.2 ANIMALES

6.3 DISENO EXPERIMENTAL

6.4 METODOS

6.4.1 Determinacion de cromo en plasma y en rifion
6.4.2 Evaluacion del daiio renal

6.4.2.1 Evaluacion de la funcion glomerular

6.4.2.2 Evaluacion del dafio tubular

6.4.2.2.1 Evaluacion funcional del dafio en el tiibulo proximal
6.4.2.2.2 Evaluacién estructural del dafio tubular

6.4.3 Valoracion del estrés oxidativo mediante la localizacién inmunohistoquimica

de nitrotirosina
6.4.4 Determinacion de las actividades de las enzimas antioxidantes

26
26
27

27
27

28
28
28
28
29
29
30
30
30
30
31

31
32



6.4.4.1 Actividad de la enzima superoxido dismutasa

6.4.4.2 Actividad de la enzima glutatién peroxidasa

6.4.4.3 Actividad de la enzima glutatién reductasa

6.4.4.4 Actividad de catalasa

6.4.4.5 Actividad de tiorredoxina reductasa

6.4.4.6 Actividad de peroxirredoxinas

6.4.5 Cantidad de proteina de las enzimas antioxidantes

6.4.6 Localizacion inmunohistoquimica de las enzimas antioxidantes
SOD Cu/Zn, SOD Mn y catalasa '

6.7 ANALISIS ESTADISTICO

7. RESULTADOS

7.1 PESO CORPORAL, VOLUMEN URINARIO Y CONCENTRACION
DE CROMO

7.2 CARACTERIZACION DE LA INSUFICIENCIA RENAL AGUDA

7.2.1 Parametros de Ia funcion glomerular

7.2.2 Parametros para evaluar la funcién tubular

7.2.3 Daiio histolégico

7.3 DETERMINACION DEL ESTRES OXIDATIVO

7.4 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

7.4.1 Superdxido dismutasa

7.4.2 Glutation peroxidasa y glutation reductasa

7.4.3 Catalasa

7.4.4 Tiorredoxina reductasa

7.4.5 Peroxirredoxinas

8. DISCUSION

8.1 EVALUACION DE LA FUNCION GLOMERULAR
8.2 EVALUACION DEL DANO TUBULAR

8.3 EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO

8.4 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

9. CONCLUSIONES

10. BIBLIOGRAFIA

32
32
32
33
33
33
33

34

34

35

35
37
37
38
40
42
44
44
48
49

351

52

53
54
55
56
56

59

60



1. RESUMEN

ANTECEDENTES. La insuficiencia renal aguda (IRA) es una enfermedad que se caracteriza por la
disminucién abrupta de la ﬁitracién glomerular y la acumulacién de productos finales del metabolismo.
Existen varios factores que pueden inducir ¢l desarrollo de esta enfermedad, entre los cuales estin
algunos agentes toxicos como el dicromato de potasio. El empleo de este compuesto es utilizado como
modelo experimental para estudiar y comprender la fisiopatologia de la IRA. El dicromato de potasio
es un compuesto altamente oxidante que, una vez dentro del organismo, sufre un proceso de reduccion
de la valencia (VI) a la valencia (IIT). En dicho proceso de reduccion se generan especies reactivas de
oxigeno las cuales se cree estan involucradas en el mecanismo de induccién de la IRA. Sin embargo, en
este modelo experimental, no se han realizado estudios de curso temporal para conocer la respuesta del
sistema de defensa antioxidante enzimatico, ni se conoce si existe alguna asociacién entre los posibles
cambios en las enzimas antioxidantes con las alteraciones funcionales y estructurales del rifion.
OBJETIVO. Estudiar, mediante un seguimiento temporal la actividad de las enzimas antioxidantes
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa y peroxitredoxinas, asi como de las enzimas
glutation reductasa y tiorredoxina reductasa las cuales son las encargadas de reducir al glutation y a la
tiorredoxina.

DISENO EXPERIMENTAL. La IRA se indujo mediante una inyeccion subcutdnea tnica de dicromato
de potasio (15 mg/kg de peso) a ratas de 200-250 g de peso. A las rataé control se les administré
solucidn salina al 0.9%. Los grupos de animales tratados con el toxico y sus respectivos cohtroles se
sacrificaron en los dias 1, 2, 3, 4 y 6 posteriores a la inyeccion del toxico. En los dias de estudio se
determinaron: el peso corporal, el volumen urinario, la cantidad de cromo en plasina y 1ifién, la funcion
glomerular y el dafio tubular, asf como el estrés oxidativo y la actividad de las enzimas antioxidantes.
RESULTADOS. El peso de los animales fue similar en ambos grupos a lo largo del estudio. El
volumen de orina aumento a partir del tercero manteniéndose elevado hasta el sexto dia. Por su parte, el
cromo en el plasma alcanzé su valér méximo en el dia ! disminuyendo gradualmente hasta aicanzar
valores no diferentes al control en el dia 6, mientras que €l cromo en riiién aument6 en el dia 1 para
disminuir paulatinamente hasta el cuarto dia, pero permanecié elevado hasta el final del estudio. En
cuanto a los marcadores de dafio glomerular, la creatinina y el nitrogeno de urea en plasma aumentaron
y la depuracion de creatinina disminuy6 los dias 2-4. Con excepcion del nitrégeno de urea los otros dos
valores no fueron diferentes a los controles en el dia 6. Con respecto al dafio tubular, la actividad de la
enzima glutation peroxidasa plasmatica disminuyé en todos los tiempos estudiados. La excrecion

urinaria de la enzima N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) y de proteinas alcanzé un valor maximo en
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el segundo dia y después disminuy6 hasta valores similares al control al final del estudio. El anélisis

histolégico indicéd que en el segundo dia hubo mayor dafio a nivel de tibulos proximales y a partir del

tercer dia se observd una regeneracion evidente del dafio. Todos los datos anteriores mostraron que si

se indujo la insuficiencia renal aguda. El estudio inmunohistoquimiéo que detecta nitrotirosinas como

marcador de estrés oxidativo, indicdé que el segundo dia, posterior a la inyeccidn del toxico, fue el

tiempo de mayor estrés oxidativo. En cuanto a las enzimas antioxidantes en el rifion, se encontré que la

actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) no se modificé durante el estudio, al igual que la

cantidad de proteina de la isoforma dependiente de cobre y zinc (SODCw/Zn). En cambio, la cantidad

de proteina de la isoforma dependiente de manganeso (SODMn) disminuyé significativamente, pero

s6lo en el sexto dia del estudio. Por su parte, la actividad de la glutation peroxidasa (GPX) disminuy6 a

partir del cuarto dia, mientras que la actividad de la glutatién reductasa (GR) disminuy6 a partir del

segundo dia. En el caso de la catalasa, tanto su actividad como la cantidad de proteina disminuyeron a
partir del segundo dia. Finalmente, la actividad de las peroxirredoxinas no cambid a lo largo del

estudio, mientras que la actividad de la tiorredoxina reductasa (TrxR) solo disminuyo el sexto dia. En

este estudio temporal ninguna de las enzimas antioxidantes estudiadas aumenté a pesar del estrés

oxidativo producido por la inyeccion de dicromato de potasio. A pesar del intenso dafio funcional y

estructural en los tibulos en el dia 1, ninguna de las enzimas antioxidantes se modificé en este tiempo.

En el dia 6, cuando hay una recuperacion estructural y funcional casi total, las enzimas antioxidantes .
catalasa, SODMn, GPX, GR y TrxR permanecen bajas.

CONCLUSIONES. El estrés oxic_iatiyo inducido por el dicromato de potasio no promovié un aumento

de la actividad y/o cantidad de las enzimas antioxidantes estudiadas. Por el contrario, la actividad de la
mayoria de estas enzimas disminuy6 en uno o varios de los dias estudiados. En este modelo -
experimental, la actividad de las enzimas antioxidantes se regula de manera diferencial y no se
encontrd una asociacion entre la actividad de dichas enzimas y el dafio renal. Se requieren mas estudios
para conocer las bases moleculares de la regulacién diferencial de las enzimas antioxidanies en la
insuficiencia renal aguda inducida por dicromato de potasio. Dado que la-actividad de las enzimas
superéxido dismutasa y peroxirredoxinas no cambia en la etapa de regeneracion, es posible que tengan

un papel importante en la regeneracion del dafio.



2. INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas derivadas de la reduccion incompleta del

oxigeno. y son sintetizadas y degradadas por todos los organismos aerébicos; su presencia juega un

papel importante en el sistema inmune (1, 2) y-como mediadoras en la regulacién de la transduccién de

sefiales involucradas en procesos de diferenciacion y crecimiento celular (3). Sin embargo, una

produccién desmedida genera un estado denominado estrés oxidativo, en donde las estructuras

* celulares pueden sufrir dafio por alieraciones en las macromoléculas tales como:

1.

Protefnas.- Al interaccionar las ERO con las proteinas y al producirse la_ oxidacién de los
residuos de aminoacidos, se provocan cambios conformacionales que pueden generar una
disminucién parcial o total en su actividad (4, 5) y hacer que la proteina sea mas susceptible a
agregacién y digestién proteolitica (6). Se ha demostrado que las ERQ reaccionan con los
residuos de prolina, histidina, arginina y cisteina (7, 8).

Lipidos.- Los radicales libres tienen la facultad de sustraer atomos de hidrogeno de acidos
grasos poliirisaturados, provocando la formaciéon de enlaces dieno. Lo anterior induce
alteraciones en la cohesividad de la membrana lipidica, asi como en su organizacién estructural
y como consecuencia pueden desencadenar alteraciones en las proteinas de membrana (6).
Acidos nucleicos.- Las ERO pueden provocar hidroxilaciones de las bases (la timina y la
citosina son las bases mas susceptibles), entrecruzamiento y rompimiento de las cadenas de
ADN. El rompimiento de las cadenas de ADN, el entrecruzamiento ADN-proteinas y la
oxidacion de las bases piricas y pirimidicas son ocasionados por la reaccién con el radical
hidroxilo. Lo anterior puede provocar mutaciones y/o inhibicién de la expresién génica (8, 9).

En el cuadro siguiente se muestran varias fuentes, tanto endogenas como exdgenas capaces de

" generar ERO en las células.

Cuadro 1. Fuentes generadoras de ERO en las células. Fuente (3).

NAD(P)H oxidasa Contaminarites ambientales
Mitocondria Radiacion ionizante
Peroxisomas ' Luz ultravioleta

Citocromo P450 ‘ : Campos eléctricos

Xantina oxidasa ' Citocinas inflamatorias
Ciclooxigenasa

Lipooxigenasa

y-Glutamil transpeptidasa




2.1 TIPOS Y CARACTERISTICAS DE LAS ERO

Se han descrito varios tipos de ERO, entre las que tenemos:
2.1.1 Anidn superdxido (0;7).

El ani6n superdxido es la primera especie reactiva de oxigeno formada durante la reduccién
univalente del oxigeno. Esta molécula se produce por la incorporacién de un electrén a un orbital
antiunion de la molécula de oxigeno y su formula quimica es O,". Existen sistemas enzimaticos
capaces de generar al anién superéxido, tales como el sistema xantina/xantina oxidasa (10), la
lipooxigenasa (11), ciclooxigenasa (12} y la NADPH oxidasa (13), siendo las cadenas transportadoras
de electrones la fuente mas importante de generacion del anién superdxido (3, 8). El anién superdxido
tiene la facultad de interaccionar con otras moléculas, como el peréxido de hidrégeno en presencia de
trazas de algin metal de transicion, para dar lugar a la formacién de compuestos oxidantes mas
potentes como son el singulete de oxigeno y el radical hidroxilo (14). El anién superéxido posee la
facultad de dismutar a peréxido de hidrogeno (15,°16) vy, segin algunos autores, en este proceso de
dismutacién también se puede generar el singulete de oxigeno (17). Las reacciones de dismutacién
consisten en la transferencia de un electrén de una molécula de superdoxido a otra generando una
molécula de peroxido de hidrégeno y una molécula de oxigeno. Se han propuesto tres posibles
reacciones de dismutacion:

1) HO" + HOY® ~ H00 + O
2y HO;" + 0" + H » H,0, + Oy
3) 0;" + 0,7 + 2H" - H0, + Oy
Nota* el radical hidropéroxilo (HO,") es la forma protonada del anién superéxido.
Se ha observado que él proceso de dismutacion ocurre muy rapido a pH 4.8; sin embargo, a pH

fisiol6gico esta reaccion es lenta (18).

2.1.2 Radical hidroxilo (OH’).

Este compuesto estid considerado como el oxidante mas potente en los sistemas biol6gicos
debido ra que reacciona con casi todas las moléculas biolégicas (19).

La generacion del radical hidroxilo (OH) ocurre mediante dos vias. La primera denominada
reaccion de Fenton, se caracteriza por la interaccion de metales de transicidn con el perdxido de
hidrégeno (8, 12, 20); asimismo, en esta reaccién el anién superdxido juega un papel importante en el

reciclamiento de los iones metalicos:



Fe*" + H;0; — Fe’™ + OHe +OH
Fe** + 0,7 > Fe?* + 0,
La fuente de metales de transicién puede ser proteinas como la ferritina (21) y los centros
hierro-azufre de algunas proteinas deshidratasas al interaccionar con el anién superéxido (8).
| La segunda via generadora de radicales hidroxilo es la denominada Haber-Weiss donde
" participa el anidén superéxido, sin embargo, esta reaccion en los sistemas bioldgicos es mas lenta que la
reaccién de Fenton (14).
0y + H,0; - 0,+OH + OH®
Se ha visto que la reactividad del radical hidroxilo es superior al resto de las otras especies
reactivas de oxigeno. Es importante mencionar que el radical hidroxilo puede oxidar a estructuras
celulares y/o moléculas organicas que se encuentren alrededor de 20 °A de distancia, generando
perdxidos organicos como en el caso de los acidos grasos insaturados de las membranas celulares (18}
y, con la participacion del oxigeno molecular, se promueve la degradacién de los acidos grasos a

malondialdehido:

—CH,— CHTCFHCH,——CH-"-'CH“-'CH?“CH:

: +CH-
—CH,~ GH = CH = CH,~ CH= CH—CH,— CH=
oMy +0,
~CH,— CH~- gHm CH,~CH= CH—CH,~ CH=
OHJ Oy + RH
—CH,~ CH—CH—CH,;~CH=CH~CH,~CH= +R-
OHg O,H
—CH,— CHO 4+ H,0 + OCH = Gt~ CH = CH—-CH,— CH=
5 +OH-
OCH=CH,~CH Y CH—CH,~CH=
OH +0,
OCH~CH~ CH Y CH~CH,— CH =
HiOf +RH
OCH—CH,~ CHY CH~CH,~CH= -
H ¢ OH
OCH—CH,~CHON H,0+ OCH= CH,~C
Malondialdehido

2.1.3 Perdxido de hidrégeno (H203).

La fuente de produccion del peréxido de hidrégeno lo constituye el anidn superdxido y se lleva
a cabo por su dismutacion, o bien por la accién de la enzima superéxido dismutasa (15, 22). Este
compuesto no es un radical en si debido a que tiene todos sus electrones apareados. El perdxido de
hidr()geno es un agente oxidante y/o reductor débil y por consiguiente es poco reactivo; sin embargo, ¢s
capaz de pfomover la produccién de radicales hidroxilo debido a que tiene.la capacidad de

interaccionar con metales de transicion que tienen actividad redox (23). Ademads, su importancia radica
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en su habilidad de difundir a través de las membranas biologicas, tal como ocurre en las membranas
mitocondriales (24). Es importante mencionar que el peréxido de hidrégeno tiene un papel

trascendental en los procesos de sefializacion intracelulares (8).

2.1.4 Singulete de oxigeno ('02).

Esta molécula de oxigeno se caracteriza por no tener electrones desapareados, por consiguiente
no eé realmente un radical; sin embargo, es muy reactivo sobre todo con los lipidos de membranas
produciendo radicales peroxilo. Es importante mencionar que esta molécula se forma después de la
absorcion de energia cuantica, o bien como resultado de determinadas reacciones quimicas, trayendo
como resultado el salto de un electrén a un orbital superior y formandose un suborbital con un par de
electrones con giros opuestos y un suborbital vacio (14, 17, 18). Esta molécula tiene su origen cuando
se iluminan determinados pigmentos en presencia de oxigeno (25), por ejemplo clorofila, retinal,
flavinas y porfirinas. Es importante mencionar que esta molécula tiende a formarse en grandes
cantidades en tejidos y 6rganos sometidos a radiaciones ionizantes terapéuticas (7).

En el cuadro 2 se muestra la vida media del oxigeno y sus especies reactivas:

Cuadro 2: Vida media de las ERO. Adaptado de (26).

Oxigeno molecular 0, >10°

Anién superdxido 0y” 1X10°®
Radical hidroxilo OH - IX10°
Singulete de oxigeno 0, ‘ l_XIO'6

Las ERO antes mencionadas se encuentran en un rango de concentracién de 1x10™ a 1x10° M
al ser generados por el metabolismo normal y no viajan muy lejos de los sitios de donde se originaron

debido a que su vida media es de unos cuantos microsegundos (27).

2.2 DEFENSAS ANTIOXIDANTES EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Las ERO generadas, ya sea bajo condiciones normales o bien en condiciones de estrés
oxidativo, son capaces de afectar la estructura y funcién de las estructuras celulares como las proteinas,
lipidos y 4cidos nucleicos, lo que puede conducir a dafio y/o a la muerte celular (27). Sin embargo, las
células poseen sistemas defensivos que les permiten controlar la concentracion de las ERO. Estos

sistemas defensivos son de dos tipos: sistemas antioxidantes no enziméticos y enzimaticos.

TESIS CON 1
FALLA DE ORIGEN




2.2.1 Sistema antioxidante no enzimatico.

Se trata de algunos compuestos no proteinicos que poseen la capacidad de interaccionar
directaniente con las especies reactivas de oxigeno; entre estos compuestos estan:
A. Vitamina E (a-tocoferol): se le ha considerado como el antioxidante mas distribuido en los seres
vivos. Debido a que es un compuesto hidrofdbico, se encuentra en las membranas biolégicas. La
vitamina E tiene la capacidad de interrumpir la lipoperoxidacion en su fase de propagacion
reaccionando con los radicales lipoperoxilos y los alcoxilos (3, 23, 28, 29).

a-TocH + LO," = a-Toc*+ LOH
Se ha visto que de ia interaccion con lipoperoxidos se genera un radical a-tocoferilo el

cual es reciclado a o-tocoferol al interaccionar con el 4cido ascérbico. También se ha observado que
este compuesto tiene la capacidad de interaccionar con el singulete de oxigeno y en menor grado con el

radical superéxido, por lo que se piensa que puede proteger a las membranas de la accién oxidativa de
las ERO (23).

B. Vitamina C (dcido ascdrbico): es un compuesto hidrosoluble que se localiza tanto en el citosol de las
células como en los fluidos extracelulares y se caracteriza por su capacidad de aceptar electrones,
puede reaccionar directamente con el anién superéxido (0,™) v el radical hidroxilo (OH *) (3, 30),
trayendo como resultado la formacién del radical ascorbilo, el cual puede ser reciclado a &cido
ascorbico por el sistema reductor tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (31, 32).

Asc + OH *— Asc™ H,O

Asc” + Trxgesy —> Asc + Trx(m
C. Vitamina A (B-caroteno): Es un compuesto iiposoluble el cual se encuentra en las membranas
lipidicas. Su funcion antioxidante consiste en impedir la lipoperoxidacidn al reaccionar principalmente
con el singulete de oxigeno (33) y el radical hidroxilo, la interaccion con estas especies reactivas de
oxigeno generan al radical carotenilo (Car °) el cual, a su vez, puede ser reciclado al interaccionar con
el 4cido ascorbico y/o a-tocoferol (23) ejemplo:

CarH + OH® — Car® + H0

Car® + Asc — CarH + Asc™
D. Glutatién: Al glutation reducido se le ha considerado como un compuesto antioxidante ya que
protege los grupos —SH de las protefnas de la accién oxidante de los radicales libres. Asimismo, el

glutatién tiene la capacidad de reaccionar con una amplia gama de compuestos electrofilicos y
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oxidantes tales como H;O2, Oz-" y OH-. El glutatién reducido neutraliza a los radicales libres al

transferirles un dtomo de hidrégeno (23, 34, 35).

E. Acido trico: A pesar de que es un producto final del metabolismo de las purinas en humanos,
también posee propiedades antioxidantes; sin embargo, se desconoce el procese mediante el cual ejerce
su accién protectora. Algunos reportes sugieren que el dcido vrico forma complejos con metales de

transicion tales como el hierro y cobre cuando interacciona con el ascorbato (36, 37).

2.2.2 Sistema antioxidante enzimadtico. ]

Existen varias enzimas destinadas a convertir fas ERO menos reactivas (anidén superéxido,
peroxido de hidrégeno) en moléculas inocuas, antes de que promuevan la generacion de moléculas mas
reactivas (radical hidroxilo y singulete de oxigeno), capaces de reaccionar y dafiar las estructuras
celulares. Entre las enzimas antioxidantes podemos citar a la superoxido dismutasa, glutatién

peroxidasa, catalasa y peroxirredoxinas.

2.2.2.1 Superoxido dismutasa (SOD): La actividad de esta enzima estd encaminada a catalizar la
dismutacion del anion superéxido y generar HyO,.
Oy + 0 +2H" > H0,+ 0,

Se ha sugerido que la funcion de la enzima superoxido dismutasa es la de evitar la formacion
del sfngulete de oxigeno (17), mientras que otros aufores indican que la actividad de esta enzima estd
encaminada a impedir la inhibicién de las enzimas catalasa y glutation peroxidasa por parte del anién
superéxido (38).

Las isoformas de SOD son metaloenzimas de las cuales se han identificado tres; dos de estas
enzimas poseen Cu y Zn (SODCu/Zn} y su- localizacién es intra y extracelular, la tercera depende de
Mn (SODMn) y su localizacién es intracelular. La isoforma dependiente de Cu y anque se localiza
intracelularmente es una proteina homodimérica con un peso de 32- kDa y se localiza en el citoplasma,
lisosomas, niicleo y, en menor cantidad, en el espacio intermembranal de la mitocondria (39). La
segunda isoforma es homotetramérica, tiene un peso de 135-kDa y se localiza en los fluidos como
plasma y liquido sinovial (40, 41).

El mecanismo catalitico de la SODCu/Zn se basa en el ciclo redox del cation cobre (42, 43):

Cu*t + 0,7 > Cu' + O

Cu" + O, + 2H" = Cu*' + H,0,
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La SODMn es una proteina homotetramérica de 80-kDa que se localiza principalmente en la
matriz mitocondrial (39) y su mecanismo catalitico se basa en ¢l ciclo redox del catién manganeso (44,
45): |
Mn* + 07 & Mn®*t + O,
Mn®* + 0,7 + 2H" — Mn™" + H;0,
Se ha observado que la tasa de dismutacién por actividad de la SOD es 1X10" veces mas rapida

que la dismutacién espontanea (46, 47).

2.2.2.2 Catalasa (CAT): Esta enzima es una ferrohemoproteina tetramérica de aproximadamente 240-
kDa y cataliza la descomposicion del H,O; en agua y oxigeno molecular (48).
H0; + HyOg--mmmimmm o= - 2H,0 + O,

Esta proteina se loc.aliza principalmente en los peroxisomas, pero también se ha encontrado en
el citoplasma y mitocondrias (49). El papel antioxidante de la CAT consiste en disminuir el riesgo de la
formacion del radical hidroxilo por la interaccion del peréxido de hidrégeno con metales de transicion
via reaccién de Fenton (50, 51). Esta enzima es mds eficiente cuando hay relativamente altas
concentraciones de peréxido de hidrégeno en la célula debido a que su Km oscila en el rango
milimolar. Su mecanismo catalitico consiste en dos fases. En la primera fase se lleva a cabo el
rompimiento de una molécula de peroxido de hidrégeno generdndose en el grupo hemo la especie
oxoferrilo con la formacién de una molécula de agua; la segunda fase se caracteriza por la reaccion de
la especie oxoferrilo con otra molécula de perdxido de hidrégeno (52): | |

1)  H0, + Fe* - Fe"'=0 + H,0

2)  Fe"=0 + H,0;, = Fe’* + 0, + H,0

Se ha demostrado que esta enzima une NADPH el cual, segin algunos autores, tiene una
funcién dual, por una parte incrementa su eficiencia, por otra proporciona los electrones necesarios
para avanzar a la fase dos del ciclo catalitico cuando los niveles de peroxido de hidrégeno son bajas
(53, 54).

2.2.2.3 Glutation peroxidasa (GPX): Esta enzima es una proteina tetramérica que cataliza la reduccién
del HyO, vy de hidroperdxidos protegiendo a los componentes celulares del dafio que pudieran generar
estos compuestos oxidantes. La GPX es eficiente en la degradacién de H,O, cuando se encuentra en

concentraciones relativamente altas, debido a que su Km oscila en el rango milimolar. Se han
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identificado hasta ahora cuatro isoformas de GPX. Todas las isoformas de GPX requieren de la

presencia de glutatién reducido para poder ilevar a cabo su funcién catalitica (7).

Isoformas de glutation peroxidasa: ‘

a) Citosélica (cGSH-PX): Esta enzima es una selenoproteina que tiene una gran afinidad por H,0,
y en un menor grado pbr_colesterol e hidroperdxidos de fosfolipidos (55).

b) Plasmatica (plGSH-PX): Es una glicoproteina que, antigénica y estructuralmente, es diferente a
las demds isoformas de GPX reportadas, también es una selenoproteina. Se ha visto que los
tibulos proximales del rifidn son la principal fuente de sintesis de esta isoforma (56, 57). La
funcion de esta proteina no ha sido bien establecida ya que el glutatién se encuentra en bajas
concentraciones en el plasma (0.3 uM) (57).

¢) Gastrointestinal (glGSH-PX): Se trata de otra isoforma que se localiza intracelularmente y se
encuentra principalmente en el tracto intestinal, también se ha encontrado en colon e higado.
Esta isoforma. tiene una alta afinidad por hidroperéxidos orgénicos (58), se piensa que su
funcién metabdlica consiste en proteger al organismo de la accidén nociva de hidroperoxidos
organicos ingeridos (59).

Para estas 3 isoformas de glutatién peroxidasa se ha propuesto que el anién selenolato es
oxidado a acido selenénico, el cual, a su vez, es reducido por el glutatién (60):
1) R—Se + Hy0; + GSH - R—Se—OH + H,O + GSe
2) R—S8Se—OH + GSH — R—Se” + GSe + H,0
3) GSe + GSe —» GSSG
d) Fosfolipidos (PIGSH-PX): Esta proteina se encuentra unida a membranas en forma de
monémero y reduce hidroperdxidos de fosfolipidos y colesterol, se ha visto que tiene una menor '
afinidad que las otras isoformas por el glutatién reducido y su activ’idzid se preserva aun en casos de
deficiencia de selenio. Esta isoforma es abundante en testiculos y puede ser regulada por
gonadotropinas (60). Se ha visto que el mecanismo catalitico de esta enzima requiere de la presencia de
dos moléculas de glutatién para poder reducir una molécula del hidroperéxido:
2GSH + ROOH - GSSG+ H;0 +ROH
Las reacciones cataliticas de las isoformas de glutatién peroxidasa generan glutatién oxidado, el
cual es regenerado a glutation reducido por la actividad de Ia enzima glutation reductasa la que, a su
vez, utiliza al NADPH como donador de electroﬁes; de esta manera, se evita la disminucion en 105

niveles del glutation reducido (61) (Figura 1).
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Figura 1: Actividad catalitica de la glutatién peroxidasa y regeneraciéh del glutation oxidado pof la actividad de la
glutatién reductasa.

2.2.2.4 Peroxirredoxinas (Prx): Las Prx son una gran familia de enzimas antioxidantes que son capaces
de reducir directamente a los perdxidos como peréxido de hidrogeno y diferentes alkilhidroperoxidos
(62, 63). Las Prxs son proteinas diméricas de aproxim_adamente 23 kDa que contienen residuos de
cisteina reactivas en su sitio activo (Cys-47 y Cys-170 en las familias I-V de Prx) v son los
responsables de llevar a cabo la reduccién de perdxido de hidrogeno (64). Se han identificado seis
distintas familias de Prx (Prx I-VI) de genes distintos en los tejidos de mamiferos (65). Estas enzimas
(exceptuando a la familia VI) estan acopladas al sistema tiorredoxina/tiorredoxina reductasa que se
encarga de reducir el sitio activo de las peroxiredoxinas una vez que éste se oxida (66). Las Prx forman
parte del sistema redox que, junto con el sistema del glutation (glutation, glutatiéon reductasa,
giutarredoxina y glutatién peroxidasa) controlan el estado redox de los grupos tioles esenciales.

La tiorredoxina reducida es capaz de regenerar la forma reducida de las Prx y la tiorredoxina
reductasa tiene la habilidad de regenerar la forma reducida de la tiorredoxina a expensas del NADPH
(67). Los miembrols de la familia de las Prx que contienen dos residuos de cisteinas conservados (Prx I-
V) tienen a la Trx como un donador inmediato de electrones (62, 63, 66, 67), mientras que en el caso de
la familia VI que contiene un residuo de cisteina conservado; se ha postulado que la ciclofilina A es el
donador de los electrones (65). Se ha visto que las Prx participan en la proteccion de las proteinas y
lipidos al g'ener‘arse un estrés oxidativo, en la proliferacion y diferenciacion celular y en las vias de
sefializacion intracelular que regulan la apoptosis {8, 68, 69).

Se ha observado que las familias de Prx [, I, IV y VI se localizan tanto en el citoplasma como
en el nicleo de las células, mientras que las familias HI y V se localizan preferehtemente en la
mitocondria (70, 71).

El mecanismo catalitico propuesto para las peroxiredoxinas I-V es el siguiente (64):

Cys(47)—SH + Hy0; — Cys(47)—SOH + H,O
Cys(47>—SOH + Cys(170)—SH — Cys(47)—SS—(170)Cys + H,O
Cys(47—SS—(170)Cys + Trx(red) — 2Cys—SH + Trx(ox)
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En la siguiente figura se muestra la via de regeneracion de las Prx del estado oxidado al estado

reducido:

NADPH + HY , Trx-S; Prx~(SHa) H,0,

TrxR
NADP Trx-(SHa) ¥ \ Prx-S; 2H,0

Figura 2: Reaccion enzimatica del sistema tiorredoxina. La tiorredoxina reductasa (TrxR) reduce el sitio activo de la
tiorredoxina (Trx) constituido por dos residucs reducidos de cisteina a expensas de la oxidacién de NADPH. La
tiorredoxina reducida es altamente eficiente para reducir disulfuros en péptidos y proteinas, incluyendo peroxirredoxinas
(Prx) y glutation oxidado (GSSG). Fuente (8).

2.3 ESTRUCTURA Y FUNCION RENAL _

El rifién es un o6rgano que juega un papel central en la regulacion de liquidos y electrolitos, es el
encargado de remover del cuerpo los productos terminales del metabolismo de las células, tales como
urea, Acido drico, creatinina, etc. Por otro lado, el rifibn tiene la capacidad de regular la presion
sanguinea, asi mismo retiene sustancias que son esenciales para la supervivencia de los individuos
(agua, azucares, aminoacidos, proteinas y electrélitos como sodio, potasio, bicarbonato y cloro). Por
consi'guiente, el rifién es un Organo regulador que selectivamente excreta y retiene determinadas

sustancias preservando asi la constancia del medio ambiente interno del organismo (72).

El rifién esta dividido en dos grandes secciones, la corteza y 1a médula (Figura 3). En la corteza
se localizan loé glomérulos los cuales se encargan de la filtracion de la sangre, mientras que los tibulos
estdn en la corteza y en la médula. Los tibulos se encargan de transformar el fluido tubular en orina

mediante diferentes procesos de reabsorcién y secrecion.

. - TRSIS COR
| PALLA DE ORigey

Y- - -Piramides renales

- 'TH
Calices
Arteria arcuata

Figura 3: Diagrama de un corte longitudinal de rifion donde se muestran las estructuras anatomicas principales. Fuente
(73).
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2.3.1 La nefrona.

La nefrona es la unidad funcional del rifién y esta constituida por un glomérulo y un tabulo, el

cual esta subdividido en segmento proximal, asa de Henle, tibulo distal y un ducto colector (Figura 4).

5C

TCP

1

HEDULA |NTERNA ~ —=—————— — MEDULAEXTERRA ——— CORTEZA

Figura 4: Estructura de Ja nefrona y su distribucién en el rifion. TCP = tabulo contorneado proximal; SRTP = segmento
recto del tdbulo proximal; DCC = ducto colector cortical; SC = segmento conector; TCD = tibulo contorneado distal; G =
glomerulo; DCM = ducto colector medular; AH = asa de Henle. Fuente (73).

El glomérulo estd constituido por una red de vasos capilares (los cuales tienen su origen en la
arteriola aferente) la cual esta rodeada de una invaginacion denominada capsula de Bowman; al espacio
que hay entre el conjunto de vasos capilares y la capsula de Bowman se le conoce como espacio de
Bowman, el cual recibe el filtrado glomerular (Figura 5). Los vasos capilares estan constituidos por dos
capas de células (endotel.iales y viscerales) las cuales estin separadas por la membrana basal
glomerular. Las células endoteliales forman la barrera inicial para el paso de metabolitos transportados

en la sangre hacia el espacio de Bowman, debido a que la superficie de estas células estd cargada
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negativamente por la presencia de glucoproteinas polianiénicas tales como las sialoproteinas. Debido a
la presencia de las sialoproteinas, la filtracién es mayor para las sustancias cationicas que para las

neutras y las cargadas negativamente.

o TR A G s AL s

Figura 5: Micrografia de luz de un glomérulo de rata normal y donde se muestran los principales componentes celulares:
M = células mesangiales; E = células endoteliales; V = células epiteliales viscerales; P = células que revisten la capsula de
Bowman; EB = espacio de Bowman. Fuente (73). '

Estructuralmente, las células endoteliales estan fenestradas, el didmetro de cada fenestra o poro |
oscila entre 70 y 100 nm. Las células epiteliales viscerales, también llamadas podocitos, poseen
prolongaciones citopldsmicas que recubren una gran area de la superficie de la membrana basal
glomerular. Asi como las células endoteliales, los podocitos también poseen en su superficie
membranal glucoproteinas polianiénicas. Se cree que la carga negativa en la superficie de las células
endoteliales y viscerales es importante para el mantenimiento de la estructura y funcién de la barrera de |
filtracion.

Otro tipo celular muy importante en el glomérulo lo constituyen las células mesangiales. Estas
células se caracterizan por tener prolongacmnes citopldsmicas que pueden extende1se alrededor del
lumen capilar asi como alrededor de la membrana basal glomerular. El c1top1asma de las células
mesangiales posee un extenso arreglo de microfilamentos, compuestos de actina, o-actinay miosina, el

cual esta encaminado a modular la dilatacién capilar.
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En lo que respecta a los tubulos, la seccion que comienza en él polo del glomérulo se le conoce
como tabulo contorneado prokimal, el cual alcanza una longitud de aproximadamente de 8 mm e'n' ratas
y 14 mm en humanos y su didmetro es de aproximadamente 40 um. Las células epiteliales que
recubren la membrana basal tubular se caracterizan por tener microvellosidades en el lado apical de las
células y se le denomina membrana de borde en cepillo. Las invaginaciones de la membrana de borde
en cepillo incrementan 36 veces la superficie luminar (74). Es en esta seccién de la nefrona donde se
lleva a cabo la reabsorcién de la mayoria de las moléculas indispensables para el organismo (glucosa,
aminoacidos, agua, proteinas de bajo peso molecular, iones como Na®, HCOy, CI, K, Ca®*, PO,
etc) (72, 73). Diversos estudios indican la presencia de un aparato endocitico-lisosomal en la base de
las microvellosidades, el cual estd invelucrado en los prdcesos de reabsorciéon y degradacion de
macromoléculas. Por otro lado, la reabsorcion de metabolitos de bajo peso molecular esta acoplado al
transporte activo del sodio por parte de las ATPasas de sodio-potasio y bombas de sodio las cuales se
encuentran en la parte basolateral de las células. Es importante sefialar que en los tubulos proximales se
sintetiza la mayor parte de la enzima glutatiébn peroxidasa plasmdtica circulante, enzima que es

utilizada como marcador de dafio a esta estructura de la nefrona (75).

2.4 INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA)

La IRA es una enfermedad que se caracteriza por una disminucién abrupta de la filtracién
glomerular, lo que da. por resultado la acumulacién en el organismo de productos finales del
metabolismo, como por ejemplo los compuestos nitrogenados tales como urea y creatinina. La
insuficiencia renal aguda es particularmente asintomatica y se detecta cuando a individuos se les realiza
un perfil bioquimico, detectandose un incremento en los niveles de nitrogeno de urea y creatinina en
plasma. Una caracteristica frecuente de esta enfermedad la constituye la oliguria.

La IRA se divide en tres fases:

1) Fase de iniciacién: es el periodo donde ¢l dafio al parénquima renal empieza a evolucionar y
puede durar horas o dias.

2) Fase de mantentmiento: es el periodo donde ¢l dafio al parénquima renal estd ya establecido, la
tasa de eliminacién de orina generalmente es la mas baja en este periodo. Una oliguria severa,
asi como una prolongada fase de mantenimiento estdn asociadas con una recuperacion lenta.

3) Fase de recuperacion: es el periodo donde los individuos recobran la funcidn renal a través de
procesos de réparacién y regeneracion del tejido.renal.

Los cambios morfoldgicos en la IRA se dividen en tres fases: la primera se caracteriza por una

disminucién de las 4reas apicales y laterales de las células y Ja membrana en borde en cepillo puede
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disminuir y desaparecer, desprenderse de la superficie apical, o bien, puede internalizarse y aparecer en
vacuolas. La segunda fase se caracteriza por la muerte de las células y/o descamamiento de las mismas,
las cuales se acumulan en el lumen de los tibulos promoviendo obstruccion de los mismos. La tercera
fase se caracteriza porque las células sobrevivientes proliferan rapidamente y su aspecto es aplanado ¢
hipercromatico (73). .

La IRA puede producirse como consecuencta de una alteracion, ya sea en el proceso de
uitrafiltracion de la sangre que liega a los glomérulos, en los procesos de reabsorcién y secrecion (que
finaliza con la conduccion de la orina por las vias urinarias hacia el exterior), o bien, por insuficiencia
en la perfusiéﬁ renal. Es ‘importante mencionar que la necrosis tubular aguda (NTA) es la causa mas
comun que origina una IRA. La NTA generalmente es causada por isquemia o diferentes agentes como
antibidticos, anestésicos, medios de contraste, venenos, inmunosupresores, solventes orgénicos vy
metales pesados (76—79). La NTA se caracteriza por la generacién de una serie de alteraciones
estructurales y moleculares de las células tubulares, tales como aparicién de especies'reactivas de
oxigeno (80, 81), pérdida del borde en cepillo, disminucién o desapaﬁcién de los procesos de absorcién
y excrecién, aparicidn de hipoxia, incremento de calcio citosélico, disfuncién mitocondrial, descenso
en los niveles de ATP y ADP, aumento de AMP, acidosis intracelular y abultamiento de las células
epiteliales, que, junto con restos necréticos de estas células, contribuye a la obstruccién tubular (73,
76).

Estudios recientes sugieren que las especies reactivas de oxigeno juegan un papel importante en
el desarrollo de esta enfermedad (24, 72, 82, 83); por ejémplo, en la NTA se ha visto que la geheracic’m
de las ERO puede inducir la sintesis de compuestos vasoconstrictores como por ejemplo la endotelina-
‘1. Esto puede incrementar la resistencia arteriolar o bien promover la contraccién del mesangio, lo que
trae como consecuencia una disminucion en el proceso de filtracion glomerular (84). La induccién de
vasoconstrictores por las ERO ha sido reportada en varios modelos de NTA inducida por factores
toxicos como ciclosporina, glicerol, cisplatino y gentamicina (85). Por otro lado, se ha visto que las
ERO son capaces de generar la peroxidacién de los lipidos de membrana alterando la fluidez
membranal. También pueden modificar la estructura y, por consiguiente, la actividad de proteinas
debido a alteraciones en los residuos de aminoacidos como es el caso de la oxidacién de grupos
sulfidrilos. Por ejemplo, al generarse un estrés oxidativo con FeCl; en membranas parcialmente
purificadas provenientes de médula externa de rifién de cerdo, la ATP-asa de sodio/potasio mostr6 una
disminucidén en su actividad y un incremento en la formacion de sulfidrilos y hubo un incremento en la

peroxidacion de las membranas lipidicas (86). Por otro lado, se ha observado que las ERO son capaces
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de desestabilizar las proteinas del citoesqueleto asi como a las integrinas, las cuales facilitan la unién a
la matriz extracelular (87).

Debido a que se ha encontrado que las ERQO se generan en los modelos de IRA por NTA, se han
llevado a cabo estudios con el propésito de dilucidar el grado de participacion de estas en la generacion
del dafio en esta enfermedad. Por ejemplo, estudios realizados en modelos experimentales de IRA por
NTA, en donde se ha visto que al suministrarse compuestos antioxidantes, como es el caso del piruvato
(compuesto que tiene la capacidad de degradar perdxido de hidrogeno mediante una reaccion de
descarboxilacion), a animales con IRA inducida por t-butilhidroperéxido, la alteracion en la actividad
de proteinas de membrana como la ATPasa de sodio/potasio es significativamente menor que en
aguellos animales expuestos Gnicamente al agente oxidante (88). Otros compuestos antioxidantes como
la riboflavina son capaces de disminuir los efectos nefrotdxicos causados por el cromato (89). En el
modelo de IRA inducida por gentamicina se ha visto que la adicién de ajo en la dieta de ratas tratadas,
el cual posee propiedades antioxidantes intrinsecas, reduce el dafio en los tdbulos proximales en’
comparacion con las tratadas con gentamicina unicamente (90).

Por otro lado, se ha visto que en modelos de JRA, hay modificaciones en la cantidad y actividad
de algunas enzimas antioxidantes. Por ejemplo, en el modelo de isquemia reperfusién, las enzimas
antioxidantes CAT, GPX y SOD disminuyen su actividad, cantidad de proteina y niveles de ARNm,
por lo que se sugiere que las ERO juegan un papel importante en la-regulacion de la expresion del
sistema enzimatico renal (91). También se ha observado en el modelo de isquemia la disminucién en
actividad de las enzimas SOD y GPX (92, 93). Por otro lado,‘ en el modelo de IRA por gentamicina se
observd una disminucion en la actividad de las enzimas CAT, SOD y GPX (90, 94). En estudios
realizados in vitro empleando células renales de embrion de humano, estas fueron sometidas a un estrés
oxidativo inducido con cisplatino y se observé que las células que sobreexpresaron a la enzima SOD

fueron menos sensibles que aquellas que no fueron transfectadas (95).

2.5 DICROMATO DE POTASIO

El dicromato de potasio es un compuesto cuya formula quimica es KoCr, 07, es altamente
corrosivo y es capaz de provocar ulceraciones en la piel, destruccion de las membranas de la mucosa
nasal, etc. Sin embargo, a pesar de su aIta peligrosidad, es ampliamente utilizado en la industria
fotografica, calzado, pintura, eléctrica, etc. (96).

El dicromato de potasio en solucién se disocia generando por un lado iones K y por otro iones
cromato o dicromato, siendo el pH un factor importante en la generacion de uno u otro tipo de i6n; si la

solucion es 4cida se favorece la formacion de anién dicromato y por otro lado, st la solucion es bésica
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se forma el anién cromato. Tanto en el anién dicromato como en el cromato, el catidn metalico central

tiene un estado de valencia (VI), (Figura 6).

(a) anién cromato CrO, 2 {b) anién dicromato Cr,0,2-

Figura 6: Estructura molecular de los jones cromato y dicromato. Fuente: (97).

En condiciones fisiolégicas, el dicromato de potasio se disocia en iones potasio y cromato
(CrO4>); este ﬁltihlo tiene la capacidad de atravesar las membranas celulares con relativa facilidad por
accion de un sistema de transporte anidnico para fosfatos y sulfatos (98, 100). También se ha observado
que la vida media del Cr(VI) en plasma es de 39 horas (99). Se ha visto que uno de los principales

érganos afectados por este compuesto es el rifién, provocando en este 6rgano NTA (79, 100-104).

2.5.1 Necrosis tubular aguda mediada por dicromato de potasio.

Se ha demostrado que al administrar dicromato de potasio a ratas en dosis tnicas de 20 mg/kg
de peso, este tdxico es cépaz de provocar alteraciones al rifién, afectando particularmente a las células
del tﬁbulo proximal, ocasionando en estas células la pérdida de la membrana de borde en cepillo;
ademds, provoca que las células se hinchen reduciendo el lumen tubular.(IOO, 101, 105), también
induce glicosuria, proteinuria y poliuria (106). Se ha observado que en el rifién, el contenido de este
nefrotéxico alcanza un valor maximo a las 6 horas de exposicion y ‘después declina a la mitad del valor
maximo a las 48 horas (que es el tiempo donde se observa el mayof dafio estructural) (107).

El dicromato de potasio, de una manera ﬁo muy clara, afecta a los transportadores de glucosa
en la membrana de borde en cepillo (108). Asimismo, la presencia en orina de proteinas caracteristicas

de las células del tubulo proximal es un indicativo de alteraciones en las membranas plasméticas de
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estas células. Entre estas proteinas podemos citar a la N-acetil-beta-D-glucosaminidasa (105),
glutamina transaminasa, y-glutamiltransferasa, fosfatasa alcalina y leucina aminopeptidasa (109).

Por otro lado, en otros estudios se demostrod que la aplicacion de una dosis Unica de dicromato
de potasio (15 mg/kg) a ratas, indujo un aumento en los niveles de urea en sangre (NUS) y de
creatinina. Asimismo, con ayuda del microscopio electrénico, se determiné que las células epiteliales
del tubulo proximal presentaron un aumento en el nimero de vacuolas y lisosomas, y se observé que
las mitocondrias presentaban alteraciones estructurales en las crestas (105). |

Con el analisis- de rayos X se detectd en las células del tibulo proximal la presencia de Cr(VI)
en vacuolas autoliticas, caracterizadas por la presencia de la enzima fosfatasa 4cida. Este tipo de
vacuolas no se observan en las células normales, no asi en las células dafiadas donde se les puede
observar a menudo (96). Por su parte, Sharma et.al (110) demostraron que el dicromzito de potasio es
capaz de provocar, ademds de necrosis tubular, hemdlisis intravascular, la cual puede acelerar el

proceso de necrosis y por lo tanto agravar la insuficiencia renal.

2.5.2 Participacién de las especies reactivas de oxigeno en la nefrotoxicidad inducida por dicromato de
potasio, |

Se ha visto que los aniones cromato una vez que penetran en las células, son reducidos por
enzimas como la citocromo P450 y por moléculas reductoras como el glutatién y el acido ascérbico,
generandose intermediarios reactivos de cromo asf como algunos radicales (100). En los intermediarios
de cromo reactivos generados, el catién metalico central (Cr) adquiere diferentes estados de valencia y
entre los més comunes tenemos al Cr(V), Cr(IV) y Cr(III) (111, 112, 102). Se ha establecido que el
Cr(V1) (anién cromato) es mas téxico que el Cr(IIl), por ejemplo, se demostré que en rifién, a una dosis
de 20 mg/kg de peso solamente la forma hexavalente fue capaz de causar lipoperoxidacion en el rifion
(113-115). En algunos estudios realizados en el rifién se detecté la presencia de lipoperdxidos, tales
como el malondialdehido (116) (compuesto generado por la oxidacién de las membranas celulares), lo
cual sugirié que el dafio ocasionado por el dicromato de potasio a este 6rgano fue provocado por ERO.
Lo anterior ha sido apoyado por una serie de experimentos en los cuales al administrar compuestos
antioxidantes tales como melatonina (116), vitamina E y vitamina C, el grado de lipoperoxidacion en el
rifién, asi como los r_1iveles de urea en la sangre disminuyeron (117, 118).

Se han llevado a cabo estudios en los cuales se ha tratado de dilucidar el mecanismo mediante el
cual el dicromato de potasio puede generar a las ERO, en especial al radical hidroxilo. Se ‘ha

demostrado que, en preséncia de GPX y de NADPH, el Cr(VI) se reduce a Cr(V) (Cr(02)4>) generando
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radicales hidroxilo (119, 120). Otros estudios indican que el Ce(VI) puede interaccionar con grupos
tioles como por ejemplo el del glutation (107, 114, 121-123), produciéndose el intermediario Cr(V):
Cr(VI) + GSH —» Cr(V) + GS
el cual es capaz de reducir al oxigeno molebular generando un anién superéxido (124):
Cr(V) + 03 » Cr(VD) + 027
el que a su vez es reducido por la accion de la enzima SOD, o bien por ¢l proceso de dismutacion se
produce peréxido de hidrdgeno, que al interaccionar con el Cr(V) mediante una reaccion tipo Fenton se
produce la ruptura de la molécula de peréxido de hidrégeno generandose el radical hidroxilo (102, 125,
126):
Cr(V) + HoO, —» OH™ + Cr(VI) + OH

Algunos estudios in vitro sugieren que de la reaccidn anterior puede generarse, ademas de
radicales hidroxilo, singulete de oxigeno con la participacion de algunas moléculas de agua (127, 128).
También se ha observado que en el proceso de generacién de anidén sﬁperc’)xido, los niveles de 6xido
nitrico disminuyen como consecuencia de la interaccidon del anién superéxido con el 6xido nitrico para
dar como resultado la formacion de peroxinitrito (129). |

Xie y Zhuang (120) observaron que, en cultivos celulares, la generacion de radicales hidroxilo
en células tratadas con Cr(VI) estd involucrada en el dafio de la membrana plasmatica y de los
organelos como las mitocondrias, donde se promueve la disipacion del potencial de membrana, lo que
trae como consecuencia su disfuncion. |

En animales expuestos al efeéto nocivo del cromato, se ha observado que el Cr(V) induce una
disminucién de los niveles de glutatién y de glutation reductasa. Se ha postulado que los posibles sitios
de feduccién del Cr(VI) son los microsomas y las mitocondrias con la participaciéon de HpO,, dcido
ascorbico y GSH. También se ha observado que al reaccionar el anién cromato con el glutation se
puede formar Cr(I1I), sin embargo, se ha detér’fninado que este compuesto es inocuo (114).

Ahora bien, los radicales hidroxilo generados son capaces de altcrar las membranas de las
células y de los organelos, debido a que pueden reaccionar directamente con los fosfolipidos oxidando
los 4cidos grasos poliinsaturados y, por consiguiente, generando lipoperéxidos (130; 131). Tomando en
consideracién la capacidad del dicromato de potasio de provocar alteraciones en la funcién renal y dar
origen a la IRA, principalmente por la accién nociva de las ERO generadas en el proceso de reduccion
de este compuesto, la exposicién de animales de laboratorio a este nefrotoxico ha sido empleado como

modelo experiméntal para estudiar la fisiopatologia de esta enfermedad (132, 133).
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2.5.3 Enzimas antioxidantes en la nefrotoxicidad inducida por dicromato de potasio.

El comportamiento del sistema enzimatico antioxidante en la nefrotoxicidad inducida por el
dicromato de potasio se ha explorado muy poco. El unico estudio realizado al respecto indica que
enzimas antioxidantes tales como la CAT, GPX y SOD son susceptibles de ser modificadas en su
actividad. En el estudio realizado por Sengupta et al. {134) se encontrd que a dosis de 1500 mg/kg por
dia de dicromato de potasio via intragdstrica, hay una disminucién abrupta en la actividad de las
enzimas antes mencionadas. Sin embargo, al llevar a cabo el mismo experimento, pero con dosis de
300 mg/kg por dia, se observé un ligero aumento en la actividad de dichas enzimas. Sin embargo, en

este estudio no se demostrd Ia induccion de la IRA.

3. JﬁSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las ERO participan de manera importante en el desarrollo de la IRA en humanos y en modelos
expefimentaleé.‘ El t;atamiento de ratas con dicromato de potasio es un modelo experimental usado para
estudiar la fisiopatologia de esta enfermedad en donde hay evidencias de que la generacion de ERO
pafticipa en el dafio renal. Sin embargo no se han realizado estudios sistematicos para valorar la posible
participacion del sistema antioxidante enzimatico en la fisiopatologia de esta enfermedad. Por gjemplo
no se conoce como responden las enzimas SOD, GPX, GR, CAT, TRx y las Prx, ni se sabe si esta
respuesta es homogénea’entre ¢éstas enzimas' antioxidantes y si sus posibles alteraciones guardan
relacién con las alteraciones funcionales y estructurales caracteristicas de la IRA por dicromato de

potasio.
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4. HIPOTESIS

Es probable que el estrés oxidativo generado por dicromato de potasio induzca un aumento de la
actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPX, GR, TRx y Prx en la corteza renal de ratas

tratadas con este compuesto con el propésito de contrarrestar dicho dafio.

4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar en un curso temporal la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPX, GR,

TRx y Prx en la corteza renal de ratas con IRA inducida por dicromato de potasio.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

En un estudio crondlégico de ratas control y tratadas con dicromato de potasio evaluar:
1) El grado de IRA. |

2) El estrés oxidativo.

3) La actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPX GR, TRx y Prx en la corteza renal.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 REACTIVOS

Los siguientes reactivos se 6btuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., EUA): tritén X-
100, xantina, xantina oxidasa, nitroazul de tetrazolio (NBT), dietilditiocarbamato (DDC), bolsas de
didlisis, NADPH, glutatién reductasa, glutation reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG), p-
nitrofenil-B-D-glucosaminido, P-nitrofenol, reactivo de Ellman (DTNB), tioredoxina, tioredoxina
reductasa, reactivo de folin,leupeptina, pepstatina, aprotinina, azul de bromofenol, glicina, archilamida,
N,N’-metileno-bis-acrilamida, tris-HCI, glicerol, mercaptoetanol, persulfato de amonio, temed, 3,3"-
diaminobencidina, albimina sérica bovina y el anticuerpo anti-Trx. El peréxido de hidrégeno y el
tartrato de sodio se obtuvieron de Mallinckrodt Chemicals Co. (Paris, Kentucky). La aurotioglucosa y |
el acido nitrico de alta pureza se obtuvieron de Fluka Chemie. Para la medicion del nitrogeno de urea
en plasma asi como de creatinina se utilizaron estuches comerciales de la casa Spinreact. El anticuerpo
anti-catalasa se obtuvo de Calbiochem (San. Diego CA., EUA). Los anticuerpos‘ anti-SODCuZn y anti-
SODMn se obtuvieron dle StressGen Biotechnologies Co. (Canad4). El anticuerpo anti-nitrotirosina se
obtuvo de Upstate cell signaling research (Charlotesville, VA. EUA). El anticuerpo secundario anti-
conejo y el sistema avidina peroxidasa se obtuvo de Vector Laboratories (Burlingame, CA. EUA). Los
siguientes reactivos fueron obtenidos de JT Baker: KHyPOQu NayHPOs; EDTANa;, (NH4)SOs,
CuClL.2H,0, Na,CO5 y HNO;. Para el revelado de las bandas del Western blot se utilizé un estuche de

quimioluminiscencia de Amersham Life Science (Buckinhanshire, England).

6.2 ANIMALES
Para la realizacion de este proyecto, se emplearon ratas macho Wistar de 200-250 gramos de

peso las cuales se obtuvieron y se mantuvieron en el bioterio de fa Facultad de Quimica UNAM-
HARLAN.

6.3 DISENO EXPERIMENTAL

La insuficiencia renal aguda se indujo con una inyeccion uUnica subcutdnea de dicromato de
potasio a una dosis de 15 mg/kg de peso. A los grupos control se les aplicé una inyeccioén subcutanea
de solucidn salina (NaCl 0.9%) (101). Las fatas se colocaron en cajas metabolicas para la recoleccion
de orina de 24 horas. El acceso a agua y alimento fue libre en el caso de los grupos tratados con
~ dicromato de potasio, y para los grupos controles el alimento suministrado fue el mismo que el
consumido por las ratas tratadas con dicromato de potasio correspondientes. Los ahimales controles y

tratados con dicromato de potasio se sacrificaron alosdias 1,2, 3,4 y 6.
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6.4 METODOS
6.4.1 Determinacion de cromo en plasma y en rifion.. _

Para la determinacién de cromo, los rifiones se secaron a una temperatura de 100°C hasta
alcanzar un peso constante y posteriormente se sometieron a digestion organica de la siguiente manera:
El rifidén combleto se coloco en frascos de teflon de 50 ml y se agregaron 4 ml de 4cido nitrico de alta
pureza y 2 ml de peréxido de hidrégeno. La digestién se realiz6 en un digestor de microondas (modelo

mis 1200 mega de Milestone, Microwave, Laboratory Systems) con el siguiente programa que es una

modificacion del original recomendado por el manual del equipo:

Potencia 250 walts 0 watis 250 watts 400 watts 400 watts

Tiempo ~ 1min 1 min 8 min 5 min 5 min

La solucion obtenida se aforé a 10 ml con agua destilada y posteriormente se gnardé en
recipientes de polietileno. Para la determinacién de cromo en plasma no se requirié del proceso de
digestion.

La determinacion de cromo de las muestras preparadas de rifién y de plasma de ratas controles y
tratadas con dicromato de potasio se llevo a cabo por espectrometria de absorcién atémica, empleando
para ello un equipo de horno de grafito Perkin/Elmer 3100 HGA-600 con automuestreador AS-60 y
recirculador de agua. Las muestras digeridas, asi como el plasma se diluyeron en agua destilada'y '
desionizada. Se procedid a realizar una mezcla, la cual consistié en 20 pl de muestra diluida, 5 ul de
nitrato de magnesio al 5% y 5 pl del modificador de matriz. Se colocd la mezcla en tubos

polirrecubiertos de plataforma. El programa utilizado para la lectura de las muestras fue el siguiente:

1 120 10 50 300
2 1650 1 30 300
3 20 1 15 300
4 2500 0 5 0

5 2600 1 5 _ 300

YRGS CON 29
FALLA DE ORIGEN




La deteccién de cromo se determiné a una longitud de onda de 357 nm y a una abertura de haz de Iuz
de 0.7 nm. Esta determinacién se realizé en el laboratorio de la Doctora Liliana Saldivar del

Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica de la UNAM.

6.4.2 Evaluacién del dafio renal.
6.4.2.1 Evaluacion de la funcion glomerular.

Para la medicién del nitrégeno de urea en plasma se empleé un estuche comercial el cual se
basa en la hidrélisis de la urea, presente en la mﬁestra, a amqnio y COZ por medio de la ureasa. En Ia
reaccion el a-cetoglutarato es convertido a L-glutamato por la accidn de la glutamato deshidrogenasa,
la cual emplea como cofactor al NADH presente en el medio y al amonio producido por la ureasa. Los
niveles de NADH se midieron espectrofotométricamente a 340 nm, la disminucién de NADH es
inversamente proporcional a los niveles de urea. Los datos se expresaron como nitrdgeno de urea/dL de
plasma.

| La creatinina presente en plasma y en orina se determiné por medio de la reaccién de Jaffé. Este
procedimiento se basa en que la creatinina forma un complejo con el picrato (2, 4, 6 trinitrofenol) en un
medio alcalino, el producto formado absorbe a 520 nm, por consiguiente la absorbencia del complejo

es directamente proporcional a la concentracién de creatinina.

6.4.2.2) Evaluacion del dafio tubular.

6.4.2.2.1) Evaluacion funcional del dafio en el tibulo proximal.

a) La actividad en orina de la enzima NAG fue medida como marcador de dafio, tomando en
consideracién que esta enzima se encuentra en los lisosomas de las células de los tiibulos contorneados
proximales y cuando estas células se dafian la enzima se vierte al lumen tubular para después aparecer
en la orina. El método utilizado se basa en el empleo de p-ritrofenil N-acetil-beta-glucosaminido como
sustrato de la enzima, de la reaccién se libera el compuesto p-nitrofenol, el cual se midié
espectrofotométricamente a 450 nm (105, 135). | |
b) La cantidad de proteinas en orina se determiné por un método turbidimétrico mediante el empleo de
acido tricloroacético (90). Cuando hay dafio en las células de los tibulos contorneados proximales
disminuye la reabsorcion de proteinaé y estas por consiguiente aparecen en la orina (90).

¢) La actividad de la GPX plasmatica se determiné utilizando el mismo método que se emplea para
determinar la actividad de la glutatiéon peroxidasa citosélica, solo que en este caso se utilizaron 0.1 ml
de plasma diluido previamente, eh una proporcién de 1:8 en lugar del homogenizado de rifién (90).
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Esta enzima es sintetizada casi exclusivamente en las células de los tibulos contorneados proximales
(57, 75) y por consiguiente cuando estas células se dafian, disminuye la capacidad para sintetizarla, lo

que trae como consecuencia que su concentracion en el plasma disminuya.

6.4.2.2.2 Evaluacidn estructural del dafio tubular.

Se obtuvieron muestras de rifién para el analisis histolégico. Las muestras se fijaron en 1 m] de
formaldehido al 10% en amortiguador PBS, posteriormente se deshidrataron en alcohol absoluto (tres
horas) para después pasarlas a xilol (tres horas) y finalmente los tejidos se sumergieron en parafina a
60°C (tres horas), al término de este procedimiento las muestras de rifion se colocaron en moldes con
parafina liquida para la obtencion de bloques sélidos. Se realizaron cortes de 4 micras y se montaron en
portaobjetos  (preparaciones histoldgicas) destinados, por un lado, para la tincidn con
cosina/hematoxilina (H&E) para la determinacion del dafio generado por el dicromato de potasio, o
bien para la realizacion de la técnica de inmunohistoquimica.

La cuantificacién del dafio se realizd empleando un analizador de imdgenes Leica Qwin
(Cambridge, England). De cada grupo experimental se analizaron un promedio de 700 ttbulos,
procediendo posteriormente a obtener los porcentajes de tibulos sanos, daftados (parciales y/o totales)

y en regeneracion.

6.4.3 Valoracion del estrés oxidativo mediante la localizacidon inmunchistoquimica de nitrotirosina.,
Para la determinacion del estrés oxidativo en la corteza renal se procedié a realizar cortes de cuatro
micras de los rifiones en bloques de parafina, los cuales se montaron en portaobjetos recubiertos con 3-
“aminopropiltrietoxisilano, procediendo a desparafinar, hidratar, inhibir a la peroxidasa enddgena con
una solucién de perdxido de hidrdégeno (15 ml) y metanol (85 ml), para después incubar toda la noche
empleando para ello un anticuerpo anti-nitrotirosina diluido 1:400 en albliumina al 1% en PBS. Este
anticuerpo reconoce residuos de nitrotirosinas generadas por un exceso en la produccion de
peroxinitritos, el cual a su vez es generado por un exceso de anién superdxido y 6xido nitrico. Para la
deteccion antigeno-anticuerpo se empled un anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo (Vec;astain)
diluido 1:500 en albimina al 1% en PBS, incubdndose 1 hora, posteriormente se incubaron con el
sistema avidina-peroxidasa por | hora, finalmente se realizo el proceso de revelado incubando las
muestras con una solucién de diaminobenzidina (2.7 mM) y peréxido de hidrégeno (353 mM) en PBS.
La especificidad de la inmunotincién se determiné con el empleo de albimina al 1% en PBS en lugar
del anticuerpo primario. En estos controles negativos no se observé tincion. Todas las incubaciones

realizadas se llevaron a cabo a temperatura ambiente.
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Después de la inmunotincién, las preparaciones histologicas se contrastaron con la solucidn de
hematoxilina de Harris. Las fotomicrografias mostradas son representativas de cada grupo de animales

tratados con dicromato de potasio.

6.4.4 Determinacion de las actividades de las enzimas antioxidantes.

Para la determinacién de las actividades enzimaticas se procedio a homégenizar los tejidos en
una proporcion de 1:10 (peso/volumen) en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 y tritén x-100 al 1%.
Las actividades de las enzimas se expresaron por miligramo de proteina. La concentracion de proteina

en las muestras se midi6 por el método de Lowry et al.

6.4.4.1 Actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD).

La determinacion de SOD total se llevo a cabo aplicando ¢l método de azul de nitrotetrazolio
(NBT) (136). El método se basa en que la enzima SOD disminuye la reduccién del NBT por iones
superdxido generados por el sistema xantina/xantina oxidasa. El NBT reducido se leyé a 560 nm. Los
datos se expresaron como U de SOD/mg de proteina. Una unidad de SOD estd definida como la

cantidad de SOD necesaria para inhibir la reduccion del NBT en un 50%.

6.4.4.2 Actividad de la enzima glutatién peroxidasa (GPX).

La actividad enzimatica de la glutation peroxidasa se llevd a cabo mediante el método de Paglia
y Valentine (137). Este método se basa en la oxidacién del NADPH exdgeno por la enzima glutatién
reductasa la cual regenera al glutation reducido que es el sustraio de la glutation peroxidasa. Se mide la
disminucién de Ja absorbancia a 340 nm cada minuto en un periodo de 5 minutos. Los datos se

expresaron en U/mg de proteina, una unidad se define como la cantidad de la enzima que oxida 1 pmol

de NADPH/min.

6.4.4.3 Actividad de la enzima glutation reducfasa (GR).

Para la determinacidén de la enzima GR se llevo a cabo el método descrito por Carlberg y
.Mannervik (138). Este método se basa en la oxidacion del NADPH por la enzima GR, la cual reduce al
glutation oxidado exdgeno. Se mide la disminucién de la absorbencia a 340 nm' cada minuto en un
periodo de 3 minutos. Los datos se expresaron en U/mg de proteinél, una unidad se define como la

cantidad de enzima que oxida 1pmol de NADPH/min.

32



6.4.4.4 Actividad de catalasa (CAT).

| Para la determinacion de la actividad catalitica de esta enzima, se empled el método de Aebi
(49), el cual se basa en la descomposicién del peroxido de hidrégeno por la CAT. La actividad
catalitica de esta enzima se siguié durante un periodo de 30 segundos, a una longitud de 240 nm, que es
el lapso de tiempo en que la descomposicion del peréxido de hidrogeno sigue una cinética de primer

orden, La actividad se expres6 como constante de velocidad A/mg proteina.

6.4.4.5) Actividad de tiorredoxina reductasa (TrxR).

Para la deferminacién de la actividad reductora de la Ter se llevé a cabo el método descrito en
Hill et al. (139). Se procedio a realizar homogenados de corteza renal en amortiguador PBS (100 mM
pH 7.5), el cual se dividié en dos porciones. A la porcion 1 (40 pl) se agregaron 10 pl de una solucién
12.75 mM de aurotioglucosa (en amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7) incubandose por espacio de
10 minutos con el objeto de inhibir la actividad de la TrxR. A la porcion 2 (40 ul) se agregaron 10 ul
de amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7. Tanto a la porcién 1 como a la 2 se les agregaron 750 ul de
la siguiente mezcla de reaccion: NADPH (0.5 mM) y DTNB. (reactivo de Ellman) (2 mM) en
amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7. La reaccién se ley6 a 412 nm durante 4 minutos. La actividad

se expresd en nanomoles de DTNB reducido/mg de proteina.

6.4.4.6) Actividad de peroxirredoxinas (Prx).

- Para la determinacion de la actividad antioxidante de las peroxirredoxinas, se llevé a cabo el
método directo descrito en Chae et al. (63), el cual se basa en el hecho de que la reduccién del H,0,
por peroxirredoxirias {Prx) esta acoplada a la‘ oxidacion de NADPH via tiorredoxina (Trx) y
tiorredoxina reductasa (TrxR). Brevemente, el método utiliza una mezcla de NADPH 250 pM,
tiorredoxina reductasa 20 nM, tiorredoxina 2 pM y 0.5 mM de H,O,. La reaccion se inicia por la
adicion de una fuénte de Prx (homogenado de corteza renal) .y se mide la disminucién de la
absorbencia a una DO de 340 nm cada minuto en un periodo de 5 minutos. Los resultados se
expresaron como U/mg de proteina, donde una unidad esta definida como la cantidad de enzima que

oxida 1 umol de NADPH/minuto.

6.4.5) Cantidad de proteina de las enzimas antioxidantes.
~ Para la determinacion por Western blot de la cantidad de proteina de las enzimas, se empled el

siguiente procedimiento:
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Se homogenizaron 100 mg de corteza renal en 300 pl de amortiguador de fosfatos 50 mM, pH
7.4, conteniendo, en una concentracién final los siguientés inhibidores de proteasas: leupeptina 5
pg/ml, pepstatina 7 pug/ml, aprotinina 5 pg/ml y EDTA 1 mM. De los homogenados se procedid a
medir el contenido de proteinas por el método de Lowry et al. Las proteinas se desnaturalizaron a 95°C
por 1 minuto en el siguiente amortiguador: Tris 50 mM, pH 6.8, 2% de SDS, 10% de glicerel, 3% de
mercéptoetanol y 0.1% de azul de bromofenol. La separacién de proteinas se realizé a 100 V en geles
de poliacrilamida al 12% con un gel de apilamiento al 5% de poliacrilamida y sumergidos en
amortiguador de corrida SDS-Tris glicina. Las proteinas fueron transferidaé a 400 mA por dos horas a
membranas de nitrocelulosa (HybondTM ECL™ nitrocellulose membrana, Amersham, Buckighamshire,
UK) en presencia de un amortiguador delTris-glicina-SDS, metanol con las siguiente concentraciones
25, 192, 3.5 mM y 20% respectivamente. Se llevé a cabo el procedimiento recomendado por
Amersham ECL Western Blotting Protocols para la ilnmunodetecci(’)n. Brevemente, las membranas se
bloquearon con leche al 5% por 1 hora a temperatura ambiente. La incubacioén con los anticuerpos
anti-catalasa y anti-SODCuZn y anti-SODMn (diluidos 1:1000) por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente las membranas se incubaron con ¢l anticuerpo secundario acoplado a una peroxidasa
(diluido 1:5000) por una hora a temperatura ambiente. Las bandas se revelaron con peliculas Kodak
con el empleo de las soluciones ECL. Posteriormente el revelado se sometié a un analisis

densitométrico con el programa Adobe PhotoDeLuxe.

6.4.6 Localizacion inmunohistoquimica de las enzimas antioxidantes SODCu/Zn y SODMn, catalasa.
Para llevar a cabo la técnica inmunohistoquimicas para localizar las enzimas antioxidantes, se

utilizo el procedimiento empleado en la localizacidn de la nitrotirosina. Las diluciones realizadas a los

anticuerpos primarios para detectar SODCu/Zn y SODMn fueron 1:250 y 1:500 respectivamente, para

los anticuerpos anti-catalasa y anti-tiorredoxina la dilucién realizada fue de 1:500.

6.4.7 Analisis estadistico.
Los datos se analizaron por una ANOVA de dos vias usando el programa Graph Pad Prism. Los

valores de p<0.05 se consideraron significativos. Los datos estin expresados como media + E.E.M
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7. RESULTADOS
7.1 PESO CORPORAL, VOLUMEN URINARIO Y CONCENTRACION DE CROMO.

- En la Figura 1 se presenta el peso corporal de las ratas a lo largo del estudio. Se observa que no

existen diferencias entre los grupos control y tratados a cada tiempo de estudio.

PESO CORPORAL

250 .
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225+ —&- KZC |'207
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Figura 1. Peso de ratas controles y tratadas con dicromato de potasio. Cada punto es un promedio de 5-8
determinaciones. : .

Por otro lado, al llevar a cabo el monitoreo diario del volumen urinario, se observé que los
animales expuestos a dicromato de potasio presentaron un cuadro de poliuria a partir del tercer dia de

tratamiento, observando una ligera tendencia a disminuir al final del estudio (Figura 2).
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Figura 2. Efecto del dicromato de potasio sobre el volumen urinario. Cada punto es un promedio de 5-7 determinaciones

para controles y de 21-23 para trataddas con dicromato de potasio.

La concentracién de cromo disminuyd considerablemente en el plasma a lo largo del estudio

hasta valores no diferentes del control en el dia 6 (Figura 3). Por su parte, los niveles de cromo en el

rifién disminuyeron de manera paulatina hasta el cuarto dia, manteniéndose elevados hasta el final del

estudio (Figura 3).

CONCENTRACION DE CROMO
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Figura 3. Concentracién de cromo en plasma y en rifién en ratas control y en ratas tratadas con dicromato de potasio. El
cromo se determind por espectrometria de absorcion atémica con horno de grafito. Cada punto es un promedio de 5-9

determinaciones para el caso de cromo en plasma y para el cromo en el rifién es de 5.
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7.2 CARACTERIZACION DE LA INSUFICIENCIA RENAL AGUDA.

7.2.1) Parametros de funcion glomerular,

En las Figuras 4-6 se presentan los parametros de furici()n glomerular. Se observa que la
creatinina en plasma presenta un aumento maximo en el segundo dia, manteniéndose hasta al cuarto
dia, para después disminuir de manera considerable en el sexto dia a valores no diferentes del control
(Figura 4). Por su parte, la depuracion de creatinina disminuy6 del dia 2 al dia 4 (Figura 5). En el caso
del nitrégeno de urea en sangre se alcanzaron los niveles maés altos al tercer y cuarto dia para después

disminuir en el sexto dia (Figura 6). Sin embargo su concentracién sigui6 siendo significativamente

elevada.
CREATININA EN PLASMA
“T -O~ Control
P<0.00t P<0.001 on ro
P<0f001 KszzO-T
1
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T) 4 -
g 1
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0 T ‘ T T T 1 1
0 i 2 3 4 5 6
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Figura 4. Niveles de creatinina en ratas control y tratadas con dicromato de potasio. Cada punto es un promedic de 5-16
-determinaciones.
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Figura 5. Efecto del dicromato de potasio sobre la depuracién de creatinina. Cada punto es un promedio de 5-16
determinaciones. '
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Figura 6. Efecto del dicromato de potasio sobre la concentracion del nitrégeno de urea en sangre. Cada punto es un
promedio de 5-22 determinaciones.

7.2.2 Parametros para evaluar la funcidn tubular,

En las figuras 7-9 se presentan los parametros de funcién tubular. La actividad de la enzima
NAG alcanza su valor mas alto al segundo dia, para después disminuir progresivamente hasta alcanzar
valores normales al final del estudio (Figura 7). Por su parte, la presencia de proteinas en orina se
incremento dréasticamente en el primer dia de tratamiento, alcanzando su punto més alto al segundo dia,

para después disminuir paulatinamente hasta el final del estudio (Figura 8). En lo que se refiere a la
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actividad de la enzima glutatién peroxidasa plasmatica, ésta alcanzd sus niveles minimos al segundo

‘dx’a, permaneciendo constantes hasta el final del estudio (Figura 9).
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Figura 7. Actividad de la enzima lisosomal NAG en orina de ratas control y tratadas con dicromato de potasio. Cada

punto es un promedio de 4-19 determinaciones.
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Figura 8. Excrecion de proteinas en orina en ratas control y tratadas con dicromato de potasio. Cada punto es un

promedic de 5-49 determinaciones.
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Figura 9. Efecto del dicromato de potasio sobre la actividad de la glutation peroxidasa plasmatica. Cada punto es un
promedio de 5-12 determinaciones.

7.2.3 Daiio histologico.

En la figura 10 se muestran imagenes histoldgicas representativas del dafio morfologico en la
corteza renal producido por la administracién de dicromato de potasio. En la Figura 10a se muestra la
estructura histolégica de un animal del grupo control. Un dia después de la administracién de
dicromato de potasio, existe vacuolacién de la mayoria de las cclulas que revisten los tubulos
contorneados proximales (flechas), y el epitelio de los tibulos distales y glomerulares no muestran
alteraciones (Figura 10b). Dos dias después de la administracién de dicromato de potasio, se observa
que el epitelio de los tibulos contorneados proximales presentan necrosis extensa caracterizada por
acidefilia y fragmentacion citopladsmica, asi como condensacion y disolucién nuclear (flechas) (Figura
10c). Tres dias después de la administracién de dicromato de potasio, las células necréticas de la
mayoria de los tibulos contorneados proximales ocupan' la totalidad de los limenes (asteriscos);
algunos tubulos contorneados proximales muestran actividad regenerativa caracterizada por células con
nucleos grandes e hipercromaticos con citoplasma escaso y basofilo (flechas) (Figura 10d). Al cuarto
dia de la administracién de dicromato de potasio, fa mayoria de los tibulos contorneados proximales
muestran células en regeneracion atn con detritus celulares acumulados en sus limenes (flechas)
(Figura 10e). Por ultimo, seis dias después de la administraciéon de dicromato de potasio, casi la
totalidad de los tubulos contorneados proximales han sido reconstituidos por células regenerativas en
estadio moderadamente avanzado de maduracion y algunos tibulos muestran escasos detritus en sus

lamenes (Figura 10f).
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Figura 10: Imagenes histologicas representativas donde se muestran las caracteristicas del dafio generado por el
dicromato de potasio en los dias I, 2, 3,4y 6 (a, b, ¢, d, e v £, respectivamente). La figura 10a muesira la corteza renat de
una rata sin tratamiento (control). En la figura 10b se observa la presencia de vacuolas en las células dafiadas (flechas). En
las figuras 10c-¢ se observa la presencia de tibulos hialinos (asteriscos) asi como de tibulos en proceso de regeneracion
flechas (figuras 10c-f). H&E. (a-) 200x.

En la tabla 1 y figura 11 se presentan datos cuantitativos de los grupos tratados con dicromato
de potasio y en donde se observa que en el primer dia de exposicion, aproximadamente un 52% del
total de tibulos proximales presentaron dafio. Al segundo dia de exposicion, el dafio fue mayor y por
consiguiente el porcentaje de tibulos dafiados se increment6 a un 62%, asimismo el analisis histologico
revelo que el porcentaje de tubulos en proceso de regeneracién fue de aproximadamente un 10%. En
relacion al tercer dia de exposicion al toxico, se observo que el porcentaje de tiibulos en regeneracion
se increment$ hasta en un 35%, mientras que el porcentaje de tdbulos dafiados disminuy6 hasta un
43%. En lo que respecta al cuarto dia de exposicidn al toxico, el porcentaje de tibulos en regeneracion
se incremento hasta un 50%, mientras que ¢l de tibulos dafiados disminuy6 hasta en un 28%, también
se observo que ¢l nimero de tObulos hialinos comenzo a disminuir, Finalmente en el sexto dia de
exposicion al dicromato de potasio, el proceso de regeneracion se encontrd en un estado avanzado,
caracterizado por la disminucion en el porcentaje de tubulos dafiados (10%), asi como el incremento en

tubulos en regeneracion fue de aproximadamente 75%.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN 4




Tabla 1: Porcentaje de tibulos normales, en regeneracion y dafiados en toda la corteza renal en las ratas tratadas con
dicromato de potasio (15 mg/Kg, s.c.).

Tiempo |% tabulos|% tubulos en|% tdbulos|# tibulos |# ratas
Dias dafiados regeneracion | normales
1 52 0 48 708 5
2 62 10 . 28 657 5
3 43 35 22 883 5
4 28 . 50 22 837 S
6 110 75 15 1057 7
PORCENTAJE DE TUBULOS DANADOS
'Y EN REGENERACION
100- ‘
—ill- Regeneracion

—k— Dafiados

Figura 11. Porcentaje de tibulos en regeneracién y dafiados de ratas tratadas con dicromato de potasio a lo largo del
periodo de estudio. El andlisis se realizé empleando un analizador Leika Qwin. Cada punto es un promedio de 5 6 7
preparaciones histoldgicas por grupe de ratas expuestas a dicromato de potasio.

7.3 DETERMINACION DEL ESTRES OXIDATIVO

La determinacién del estrés oxidativo se llevé a cabo con la deteccion de residuos de
nitrotirosina en proteinas, empleando para ello un anticuerpo que reconoce estos residuos de
aminoacidos modificados. En la figura 12 se muestran imagenes histolégicas representativas de la
corteza renal de animales tratados con dicromato de potasio y sometidos a técnicas
inmunohistogquimicas para la deteccion de nitrotirosina. En la figura 12a se muestra un rifién de rata sin
tratamiento, el cual no muestra inmunotincién. Un dia después de la administracion de dicromato de
potaéio, la mayoria de las células vacuoladas que revisten a los tibulos contorneados proximales
muestran inmunorreactividad positiva caracterizada por una coloracidon café claro (flechas) (figura

12b). Dos dias después de la administracion del dicromato de potasio, se observé una intensa
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inmunorreactividad citoplasmica en las células necréticas que revisten los tubulos contorneados
proximales (figura 12¢). En relacién al tercer dia después de la administracion del dicromato de
potasio, la inmunorreactividad para nitrotirosina se encuentra exclusivamente en las células necréticas
epiteliales de algunos tubulos contorneados proximales (flechas); las células epiteliales en
regeneracion son negativas (cabeza de flechas) (figura 12d). Al cuarto dia postratamiento, la mayoria
de las células que revisten los tibulos contorneados proximales son células en regeneracion sin
inmunorreactividad a la nitrotirosina (flechas) (figura 12e). Al sexto dia posterior al tratamiento con
dicromato de potasio, se observa que algunos tibulos contorneados proximales que estan revestidos por

células regeneradas muestran ligera tincion positiva (flechas), mientras que otras son totalmente

negativas (cabeza de flechas) (figura 12f).

Figural2: Inmunohistoquimica de nitrotirosina en rifion de rata control y de ratas expuestas a dicromato de potasio 1, 2,
3,4y 6 dias (b, c, d ey £, respectivamente).
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7.4 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

7.4.1) Superdxido dismutasa.

En las figura 13 se muestra la actividad de la enzima antioxidante SOD total (la suma de las
actividades de las isoformas de SODCw/Zn y SODMn), la cual no se modificé significativamente a lo

largo del estudio, aunque hubo una ligera tendencia a disminuir hacia el final.

ACTIVIDAD DE SOD TOTAL
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Figura 13. Actividad de SOD total en corteza renal de ratas control y tratadas con dicromato de potasio. Cada punto es un
promedio de 5-22 determinaciones. (P=NS) '

En lo que respecta a la cantidad de la enzima SOD, el Western blot realizado para cada una de
las isoformas indica que, para SODCuZn no hay cambios durante el periodo de estudio (Figura 14 y
15), mientras que para la isoforma SODMn se observa una leve disminucion en el dia 6 (Figura 16) la

cual es significativa de acuerdo con el analisis estadistico de los datos densitométricos (Figura 17).

CT 1 CT

BLiiin

2 CT 3 CT 4 CT 6

Figura 14: Imagen representativa de 4 Western blot -de SODCuZn realizados, donde 1, 2, 3, 4 y 6 corresponden a los
dias de tratamiento con dicromato de potasio y CT a su correspondiente control.
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Figura 15: Analisis densitométrico del Western blot de SODCuZn. Cada punto es un promedio de 4 determinaciones.
{P=NS)

CT 1 CT 2 €T 2 CT 4 CT &

Figura 16: Imagen representativa de 4 Western blot de SODMn realizados, donde 1,2, 3,4 y 6 correspenden a log dlas
de tratamiento con dicromato de potasio y CT a su correspondiente control.
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Figura 17: Analisis densitométrico del Western blot de SODMn. Cada punto es un promedio de 4 determinaciones.
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Para determinar la distribucion de la enzima en la corteza renal durante el periodo de estudio, se
procedié a realizar dos estudios inmunohistoquimicos, empleando anticuerpos que reconocen a las
isoformas de la enzima: SODCu/Zn y SODMn,

En la figura 14 se observan imagenes representativas de la deteccion por inmunchistoquimica
de la enzima SODCu/Zn en la corteza renal de ratas normales y tratadas con dicromato de potasio. El
rifion de rata normal muestra inmunorreactividad especificamente en el epitelio que reviste a los
tabulos contorneados proximales (figura 18a). Los tibulos contorneados proximales en animales
después del primer dia de tratamiento con dicromato de potasio muestran inmunorreactividad positiva
atn en células que muestran vacuolacion extensa (figura 18b). Después del segundo y tercer dia de
tratamiento existe lesion extensa en los tObulos contorneados proximales, caracterizados por y ruptura
de membranas apicales; incluso en células con este grado de lesidon hay inmunorreactividad positiva
{flechas). En el tercer y cuario dia, algunos tibulos muestran actividad regenerativa del epitelio con
inmunotincion para la enzima SODCu/Zn (cabeza de flechas), por su lado, los restos necrdticos
también presentan inmunoreactividad (figuras 18d-e). Finalmente, al sexto dia donde el tejido esta

completamente regenerado se observd inmunotincion para la enzima SODCu/Zn (cabeza de flechas)

Figura 18: Inmunchistoguimica de CuZnSOD en rifion de rata control y de ratas expuestas a dicromato de potasio 1, 2,
3, 4, 6 dias (b, ¢, d, ¢ v f respectivamente).
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En relacion a la isoforma de SODMn, se observé un comportamiento similar a la isoforma
dependiente de Cu/Zn, donde la presencia de la enzima no disminuye a pesar del dafio. La figura 19a
muestra la corteza renal de una rata control sin tratamiento, en donde los tGbulos contorneados
proximales muestran intensa inmunotincion de aspecto granular y localizada especificamente en la base
de las células. El primer dia posterior a la administracién del toxico, el epitelio tubular muestra
vacuolacion citoplasmica pero con conservacion de la inmunorreaccion para SODMn (Figura 19b). En
lo que respecta al segundo y tercer dia posteriores a la administracion del dicromato de potasio (Figura
19¢-d), existen multiples tibulos revestidos de células con lesién avanzada manifestada por
vacuolacion extrema y/o por células necroticas desprendidas y ubicadas en el lumen de los tibulos. En
ambos tipos de células se mantiene la inmunorreactividad para SODMn (flechas), algunos tibulos
estan ya revestidos por células regeneradas las cuales muestran también inmunorreactividad. Al cuarto
dia la mayoria de los tdbulos revestidos por células regeneradas muestran intensa inmunotincion
(flechas), en lo que respecta a las células necréticas, éstas también muestran intensa
inmunorreactividad (cabezas de flechas). Finalmente en el sexto dia, casi la totalidad de los tibulos
contorneados proximales han sido regenerados y las células epiteliales tienen intensa

inmunorreactividad a SODMn. No se observaron cambios en la inmunotincion para esta isoforma.
i _ o . _

Figura 19: Inmunohistoquimica de SODMn en rifion de rata control y de ratas expuestas a dicromato d®potasio 1, 2, 3, 4

v 6 dias (b, ¢, d, ¢y f respectivamente). _
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7.4.2 Glutatién peroxidasa y glutatiéon reductasa.

La actividad de la enzima glutatién peroxidasa citosélica disminuyé significativamente despugs

del cuarto dia (Figura 20).
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Figura 20. Actividad de glutation peroxidasa citosélica en corteza renal. Cada punto es un promedio de 5-22

determinaciones.

En relacion a ia actividad de la enzima glutation reductasa, se observé una disminucion gradual

significativa a partir del segundo dia posterior al tratamiento hasta el final del tratamiento (Figura 21).
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Figura 21: Actividad de glutation reductasa en corteza renal. Cada punto es un promedio de 3-6 determinaciones.
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7.4.3 Catalasa.

La actividad de la enzima catalasa disminuy6 a partir del segundo dia, alcanzando un valor

minimo al final del estudio (Figura 22).

ACTIVIDAD DE CATALASA
0.4+
—O- Control
£ -8 KCr 07
‘T 0.3
o o—90
a
o 0.2
°
o
E
€ 0.1 p<0.001
p<0.001
p<Q.001
00 T T T [} T T
0 1 2 3 4 5 6

Dias

Figura 22. Actividad de catalasa en corteza renal. Cada punto es un promedio de 6-22 determinaciones.

En lo que respecta a la cantidad de la enzima catalasa medida por Western blot, se observa que

la cantidad de proteina disminuye a partir del segundo dia hasta el final del estudio (figura 23). El

andlisis estadistico de los datos densitométricos indica que la catalasa disminuye a partir del dia 2
(Figura 24).

(T 1 CT 2 CT 3 CT 4CT 6

B

Figura 23: imagen representativa de 4Western blot de catalasa realizados, donde CT= control y 1,2,3,4 y 6 corresponden
a los dias de tratamiento con dicromato de potasio. '
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Figura 24: Analisis densitométrico del Western blot de catalasa. Cada punto es un promedio de 4 determinaciones.

Al llevar a cabo el estudio inmunohistoquimico de catalasa se observé que el rifién de ratas
controles muestran inmunorreactividad intensa para esta enzima, 'especiﬁcarnente en la base de las
células epiteliales que conforman los tubulos contorneados proximales (flechas) (Figura 25a). Los
tubulos contormeados distales son practicamente negativos (cabeza de flecha). Los tibulos
contorneados proximales mantienen la inmunorreactividad positiva para la enzima catalasa después del
primer dia de la administracion del toxico, en coexistencia con manifestaciones de dafio celular
‘evidenciada por vacuolacion extensa del citoplasma (Figura 25b). En los dias 2 y 3 posteriores a la
administracién del toxico, pocos tubulos contorneados proximales muestran inmunorreactividad para
catalasa (flechas) (Figura 25¢-d): En los dias 4 y 6 la mayoria de los tabulos contorneados proximales
se han regenerado totalmente; sin embargo, la inmunorreactividad a catalasa, en las células

regenerativas, es casi nula.
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Figura 25: Inmunohistoquimica de catalasa en rifién de rata control y de ratas expuestas a dicromato de potasio 1, 2, 3, 4
y 6 dias (b, ¢, d, ¢ y { respectivamente).

7.4.4 Tiorredoxina reductasa.
En la figura 22 se muestra la actividad de tiorredoxina reductasa y en donde se aprecia que su

actividad disminuye significativamente solo en el sexto dia con respecto a su control.
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Figura 22. Actividad de tiorredoxina reductasa en corteza renal. Cada punto es un promedio de 3-5 determinaciones.
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7.4.5 Peroxirredoxinas.
Finalmente, en la figura 23 se muestra la . actividad de las enzimas antioxidantes

peroxirredoxinas, en donde se observa que la actividad de estas enzimas no se modifica

signiﬁbativamente a lo largo del estudio.
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Figura 23: Actividad de peroxirredoxinas en corteza renal. Cada punto es un promedio de 3-5 determinaciones. (P= NS)
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8. DISCUSION

La IRA es un sindrome que se caracteriza por una disminucién de la filtracién glomerular, Este
sindrome generalmente se debe a la NTA, el cual se caracteriza por un dafio se\l/ero a las células
epiteliales de los tubulos proximales, ya sea por factores como isquemia o bien por la accidn nociva de
nefrotoxinas. Se ha visto que estos factores promueven una disminucién en la permeabilidad de los
capilares glomerulares, flujo retrégrado del filtrado glomerular, obstruccion tubular y vasoconstriccion
intrarrenal. Tanto la isquémia como las nefrotoxinas pueden inducir necrosis y'descatnacic’)n de las
células epiteliales de los tiibulos proximales obstruyendo el lumen de fos mismes. Tal obstruccidn
provoca un incremento de presion en la region afectada del tibulo y por consiguiente se genera un flujo
retrogrado caracterizado por la salida del filtrado glomerular hacia el exterior de los tibulos, tal como
ocurre en el modelo de isquemia y reperfusion (24). Es probable que esta misma situacién pueda
presentarse en nuestro modelo de IRA por dicromato de potasio, debido a que se logrd inducir necrosis
y obstruccién tubular identificada por la presencia de tibulos hialinos (Figura 10). Es importénte
sefialar que en los primeros dias de establecerse la IRA normalmente se presenta un cuadro oligurico
(73) ocasionado por la disminucién en la filtracion glomerular; sin embargo, en algunos casos el

* volumen de orina excretado no varia (140) como se observd en este estudio. En el primer y segundo dia
de exposicion al toxico (con obstruccidn tubular notoria) el volumen de orina eliminado no varid, sin
embargo, en el tercer y cuarto dia (con obstruccién tubular importante y con claros procesos
regenerativos) se observo un aumento signiﬁcatifro en ¢l volumen de orina. Lo anterior sugiere que, en
los primeros dos dias del estudio el grado de obstruccién de los limenes tubulares no fue severo, lo que
permitié una eliminacién normal de orina; mientras que a partir del tercer dia, probablemente por la
accién de la presion hidraulica generada al interior de los tibulos se promovid la remocién de los
detritus celulares lo que trajo como consecuencia un mayor flujo de orina. Por otro lado, el analisis
histolégico indicé que del tercer al sexto dia del estudio, la mayoria de los tibulos contorneados
proximales mostraron una gran actividad regenerativa, en donde se observaron células inmaduras y, a
juzgar por el volumen de orina excretado por estas ratas, lo anterior sugiere que a estos tiempos del
estudio las nuevas células atin no reabsorben el agua como una célula normal. |

En alusién a la mayor concentracién de cromo en el rifi6n detectada en el primer dia posterior a
la administracion del t()xico,.ésta pudiera deberse al proceso de reabsorcidén de las células de los
tibulos contorneados proximales, ya que de acuerdo con estudios realizados (96, 143), es eh este

segmento de la nefrona donde se acumula, particularmente en las vacuolas de estas células (96). La
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disminucién de cromo detectada en el tercer y cuarto dia, muy probablemente se debié a la eliminacion
de las células necréticas a través de la orina, ya que se ha reportado que los iones cromato, una vez que
son introducidos a las células por un sistemna de transporte anidnico para fosfatos y sulfatos (98, 100),
el i6n metalico es reducido hasta la valencia tres, el cual ya no tiene la capacidad de salir de la éélula
salvo en situaciones donde las células enfrentan procesos necroticos. Tomando en cuenta gue en el
presente estudio las células de los tibulos contorneados proximales sufrieron necrosis extensa en los
primeros dos dias y'que a partir del tercer dia se observo la eliminacién de los restos necréticos, es de
pensarse que junto con los detritus también se eliminé el cromo asimilado por estas .células. Sin
embargo, la presencia del metal en el rifion se mantuvo constante a partir del cuarto dia (el cual fue
practicamente la mitad del valor alcanzado en el inicio del estudio), probablemente por la

incorporacidn y retencién del cromo en el resto del tejido renal que no presenté necrosis.

8.1 EVALUACION DE LA FUNCION GLOMERULAR

El aumento en los niveles de creatinina y NUS inducido por el dicromato de potasio concuerda
con trabajos anteriores (101, 105). Se sabe que el dicromato de potasio es capaz de inducir una serie de
alteraciones que provocan una necrosis en las células de los tibulos proximales (110); asimismo los
restos necréticos generados contribuyen a la obstruccion del flujo tubular. Lo anterior trac como
consecuencia la aparicidn del flujo retrégrado y, por consiguiente, un aumento de la presion hidraulica
en la capsula de Bowman Io que disminuye la filtracién de la sangre en los glomérulos. Todo esto trae
como consecuencia que aumente la concentracion de productos finales del metabolismo, incluyendo
urea ¥y creatinina. En este estudio se observo que entre el primer y segundo dias las células presentaron
abultamiento y aparicién de un gran niimero de vacuolas, lo cual concuerda con estudios previos (96,
101, 105), pero ademas se observé rompimiento de membranas, vaciado del contenido citoplasmico y
descamacion de células. Esto condujo a que un gran nimero de tibulos presentaran obstruccién tubular
(principalmente en el segundo, tercer y cuarto dfa), induciendo una disminucién en los procesos de
filtracion de la sangre y por consiguiente un aumento en los niveles de urea y creatinina principalmente
entre el segundo y tercer dia de exposicién a dicromato de potasio. En el sexto dia, la insuficiencia
renal disminuy¢ claramente evidenciada por una disminucion en estos dos parametros.

A pesar de que se ha demostrado que las ERO son capaces de provocar alteraciones en los
glomérulos (142), como por e¢jemplo induccién de la contraccion de las células mesangiales (tipo
celular que intervienen en la modulacién de la filtracién de la sangre en los glomérulos), las imagenes
obtenidas de cortes histologicos de las ratas tratadas con dicromato de potasio obtenidos en este

estudio, asi como en otros trabajos realizados (105), revelan que el dicromato de potasio no indujo
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modificaciones en la estructura de los glomérulos. Sin embargo, no se descarta que a nivel molecular

existan alteraciones en estas células que induzcan una disminucién de la filtracion glomerular.

8.2 EVALUACION DEL DANO TUBULAR

Por otro lado, en este estudio se observo que el dicromato de potaéio es capaz de provocar un
aumento en la excrecion de proteinas en la orina, alcanzando su valor mas alto en el segundo dia, lo
que coincide con lo informado en la literatura (79, 101). Esta proteinuria se explica por el hecho de que
las células dafiadas (en su mayoria necréticas) del tabulo proximal pierden la capacidad de reabsorber a
las proteinas que logran filtrarse a través del glomérulo. Ademds, las células necrdticas también
contribuyen con una descarga de proteinas intracelulares, las cuales se vierten al fluido tubular, como
es el caso de la enzima NAG. Esto trac como consecuencia un aumento extra en la excrecién de
proteinas en la orina, tal como se observa en el segundo dia de exposicion al nefrotdxico, que fue el
tiempo donde se observé el grado mds alto de necrosis, de acuerdo a los datos de histologia realizados,
asi como de actividad de la enzima NAG en la orina. '

Otro pardmetro analizado para evaluar el dafio tubular fue la actividad de la enzima GPX
plasmatica, la cual es una proteina-que se sintetiza principalmente en los tibulos proximales de las
nefronas (75), por lo que, alteraciones graves en los tubulos proximales, como es el caso de una
necrosis tubular, trae como resultado una disminucion en la sintesis de esta enzima y por consiguiente
una disminucién de esta proteina en el plasma. Al observarse una disminucién en la actividad de la
enzima durante el periodo de estudio, se pusieron en evidencia las alteraciones en las células de tubulos
proximales provocadas por la accidn toxica del dicromato de potasio (lo cual se confirma con el
andlisis histologico donde se muestra que un altisimo porcentaje de estas células ya presentan dafio en
el segundo dia). Sin embargo, el analisis histoldgico indica que la respuesta de la nefrona no se hace
esperar y en las zonas dafiadas la regeneracion celular comienza a llevarse a cabo de manera evidente
en el tercer dia, siendo muy notorio este proceso en el cuarto y sexto dias (Tabla 1 y figura 11). Ahora
bien, la baja actividad de la GPX plasmatica en los dltimos dias del estudio pudiera tomarse como una
evidencia de que las células, en el proceso de regeneracion, no llevan a cabo todos los procesos
metabolicos que caracterizan a una célula normal de tibulo proximal.

El aumento de productos finales del metabolismo como creatinina y urea en la sangre, asi como
la excrecion de proteinas en la orina en .los animales expuestos a dicromato de potasio, junto con las
evidencias histolégicas, indican claramente que las células del tibulo proximal sufrieron una necrosis

extensa que condujo a la IRA.
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8.3 EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO _

La interaccién de las especies reactivas de oxigeno con las estructuras celulares genera
determinados productos, algunos de los cuales son tomados como indicadores de estrés oxidativo.
Entre estos productos tenemos por ejemplo al malondialdehido, el cual se genera en el proceso de
lipoperoxidacidén (.144), los grupos carbonilos (145) y la formacion de nitrotirosinas en el caso de la
oxidacién de proteinas (23). Tomando en consideracion que estudios previos indican que en el proceso
de reduccion de los iones cromato en las células se generan especies reactivas de oxigeno (102, 107,
125, 126), asi como también dé-peroxinitritos (129), compuestos responsables de la generacién de |
nitrotirosinas en las proteinas, en el presente estudio se procedié a determinar el estrés oxidativo
generado en este modelo de IRA mediante un estudio inmunohistoquimico, empleando para ello un
anticuerpo que reconoce residuos de nitrotirosina en las proteinas. Los resultados obtenidos indicaron
que, en el segundo dia después de la administracidén del dicromato, de potasio se observéd la mayor-
inmunotincién lo que indica que a este tiempo de tratamiento con el téxico, el estrés oxidativo
generado fue el mas alto que en el resto de los tiempos estudiados. Este pico de estrés oxidativo, en el
segundo dia, coincide con el pico de mayor dafio celular observado por histologia y sugiere fuertemente

que el estrés oxidativo participa en el dafio celular en este modelo experimental.

8.4 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Al estudiarse la actividad de la SOD total en la corteza renal de ratas tratadas con dicromato de
'pbtasio, se encontrd que su actividad no cambia significativamente a pesar de observarse una gran
destruccion de las células de los tibulos contorneados proximales en los primeros dos dias después de
haberse administrado el téxico. Es importante resaltar que los estudios inmunohistoquimicos llevados a
cabo para detectar a las isoformas SODCu/Zn y SODMn en la corteza renal (Figura;ﬁ 14 y 15),
revelaron una marcada inmunorreactividad para ambas isoenzimas en las células necrosadas y en los
detritus acumulados en los limenes tubulares generados en los primeros dias del tratamiento, también
hubo una marcada inmunoreactividad en las células inmaduras del epitelio de los tdbulos en
fegeneraci()n de la corteza renal en los dias posteriores, lo que sugiere que en la fase. de regeneracién
del dafio existe una gran actividad transcripcional para estas isoformas. La presencia de las isoenzimas
en los detritus celulares sugiere que estas proteinas son relativamente resistentes a la actividad de las
proteasas que se activan en todo proceso necrético. De lo anterior, se deduce que la retencién de las
isoenzimas en los restos necrdticos, asi como su sintesis en estadios témpranos del desarrollo de las
células que regeneraron las areas dafiadas de los tubulos, contribuyeron a que la cantidad y actividad de

la enzima no disminuyera a lo largo del periodo del estudio. En el modelo de isquemia y reperfusion,

56



donde se ha demostrado el papel de las ERO en el daiio, se han encontrado resultados diferentes a los
encontrados en el presente trabajo. En dicho modelo (91, 93, 146, 147) se encontrd una disminucién
signiﬁcé.tiva en la actividad de la SOD total en los primeros dias posteriores a la isquemia y
reperfusion, para después registrar una recuperacion de su actividad. Sin embargo, no se han llevado a
cabo estudios inmunohistoquimicos para detectar las isoformas de SOD en este modelo a los tiempos
de 24 y 48 horas (tiempos donde se ha medido la actividad de la enzima) para determinar su ubicacién
en el tejido dafiado. Lo anterior pudiera dar una idea de la distribucion de las isoformas a estos tiempos
estudiados. '

En el caso de la actividad de la enzima GPX, se observé que en los dias de mayor necrosis en
los tubulos proximales no fue significativamente diferente. a la de sus respectivos controles. Sin
embargo, en los siguientes dias donde se observé la regeneracién de los titbulos dafiados, la actividad
de esta enzima disminuyd gradual pero significativamente. Lo anterior sugiere, en primer lugar, que las
células sometidas al estrés oxidativo dejaron de sintetizar la enzima durante el tiempo de mayor estrés y
muy probablemente con Ja remocion de los festos necrdticos (por la accion de la presion ejercida por el
fluido tubular) pudiese removerse a la enzima de la corteza renal; en segundo lugar, estos resultados
sugieren que las éélulas inmaduras no son capaces de sintetizar la enzima en cantidades suficientes para
recobrar los niveles normales. El comportamiento en la actividad de la GPX encontrado en este estudio
fue similar al encontrado en el modelo de isquemia reperfusion (91) en donde, ademas, encontraron una
disminucién en los niveles del ARNm, por lo que en ese modelo se piensa que'lar tasa de sintesis versus
degradacion de la proteina disminuye. En el presente estudio no se midieron los niveles de ARNm para
esta proteina, pero tomando en consideracion la necrosis extensa detectada en los primeros dias, es muy
probable que su sintesis también disminuya.Por otro lado, al detectar una disminucion significativa a
partir del segundo dia de la enzima glutation reductasa, se especula que la tasa de reduccién del
glutation oxidado (GSSG) esté disminuida.

En lo que respecta a la enzima catalasa, la disminucion en su actividad a lo largo del periodo de |
estudio se debid a la disminucidén de la proteina, determinada tanto por Western blot como por la
inmunohistoquimica realizada en los cortes renales. Con el Western blot, se observé una disminucién
de la proteina a partir del segundo dia {confirmado por el andlisis densitométrico, figura 20), tiempo
que se caracterizé por una mayor necrosis y acumulacién de detritus en los limenes tubulares, por lo
que la disminucién en la proteina pudiera deberse a eventos proteoliticos. Por otro lado, el estudio
inmunohistoquimico realizada (Figura 21} revelé que la inmunorreactividad para esta enzima
desaparecié conforme las células dafiadas, asi como los detritus alojados en los limenes de los tubulos

contorneados proximales, fueron eliminados, 1o que también pudiese contribuir a la eliminacién de la
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“enzima del tejido renal afectado. Asimismo, se observo que en los tubulos en regeneracion, las células
inmaduras no presentaron inmunorreactividad para la enzima catalasa, lo que sugiere que estas células
son incapaces de sintetizar a esta enzima. EI comportamiento en la actividad de la catalasa observado
en este estudio, también se ha visto en el modelo de IRA inducida por isquemia reperfusién (80, 91, 93)
en donde se han encontrado que tanto la actividad, como los niveles de la enzima y del ARNm estan
disminuidos.

Finalmente en lo que respecta a las familias de enzimas peroxiredoxinas (Prx), a pesar de que
por medio de estudios inmunohistoquimicos se ha demostrado su presencia en toda la estructura de la
nefrona (71), no se han llevado a cabo estudios para determinar su comportamiento en los modelos de
IRA. Los resultados obtenidos indicaron que su actividad no se modifica significativamente en los
tiempos estudiados. La presencia de la proteina en las células en proliferacién pudiera tener un papel
importante en este proceso, ya que se ha visto que estas enzimas también participan en la regulacion de
sefiales de transduccién de algunos factores como NFxB y AP-1, los cuales intervienen en el
crecimiento y proliferacion celular (3, 68). La importancia de las Prx en la proliferacion radica en que
estas enzimas son capaces de modular la presencia de perdxido de hidrogeno intracelular, el cual se ha
visto que se incrementa en células que son estimuladas por factores de crecimiento, citocinas y
hormonas (3). De acuerdo con algunos autores, el peréxido de hidrégéno es capaz de estirﬁular la
proliferacion celular en células de musculo liso (148), fibroblastos (149) y células endoteliales de aorta
(150). Para tener una mejor vision de la actividad de las Pfx, se estudio la actividad de la enzima
tiorredoxina reductasa, la cual se encarga de regenerar a la tiorredoxina (proteina que regenera el estado
reducido de las Prx) y se observo que su actividad tampoco se alterd significativamente a lo largo del
periodo de estudio, con excepcidn del dia 6. Lo anterior sugiere que la actividad de las Prx no se
modifica por alteraciones en su sistema reductor.

| Es importante menoionar que en nuesiro modelo de IRA, la presencia de la enzima SOD pudiera
tener un papel importante en la diferenciacién de las células inmaduras de los tibulos proximales
dafiados, ya qu.e estudios realizados in vitro indican que el peréxido de hidrégeno generado por esta
enzima es capaz de inducir la expresion de marcadores de diferenciacion como son: a-actina, calponina
y miosina SM1 y SM2 en células vasculares de musculo liso (151).

Por otro lado, la disminucidén en la actividad de la enzima CAT pudiera contribuir a la
proliferacion celular de las células de los tibulos proximales, ya que se ha observado que al someter
células en cuitivo a una fuente generadora de perdxido de hidrdgeno estas proliferan, pero al adicionar

en el medio a la enzima catalasa, la proliferacion cesa (150); también se ha visto en otros estudios in
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vitro que la adicion de esta enzima en cultivos celulares se bloguea la diferenciacion celular (152,153).
Lo anterior sugiere que el peréxido de hidrogeno puede actuar como mediador de las sefiales

intracelulares que conllevan a la proliferacién y diferenciacion celular.

9. CONCLUSIONES
En el modelo de insuficiencia renal aguda inducida por dicromato de potasio:
1)  El estrés oxidativo no promovié un aumento de la actividad y/o cantidad de las enzimas

antioxidantes estudiadas.

2) Hay una regulacién diferencial en la actividad de las enzimas antioxidantes.

’

3) No hay una asociacion entre el dafio estructural y funcional con la actividad de las enzimas

antioxidantes.

4)  Se requieren mas estudios para conocer las bases moleculares de la regulacion diferencial de

las enzimas antioxidantes en la insuficiencia renal aguda inducida por dicromato de potasio.

5) Dado que la actividad de las enzimas superéxido dismutasa y peroxirredoxinas no cambia en la’

etapa de regeneracion, es posible que tengan un papel importante en la regeneracién del dafio.
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