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Resumen  

El glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor excitador del Sistema Nervioso 
Central (SNC), además está implicado en diversas vías metabólicas como precursor 
energético y para su ingreso a la célula son necesarios sistemas de transporte. Los 
transportadores de aminoácidos excitadores (EAATs) han sido bien caracterizados en SNC, 
pero poco estudiados en sistemas periféricos, en los cuales se conoce que EAAT3 es el 
más abundante. En los riñones, se ha descrito la presencia de EAAT3 y su ausencia se ha 
relacionado con la disminución de la reabsorción renal de los aminoácidos negativos (Glu y 
Asp). 

El Fluoruro (F-) es considerado un contaminante ambiental cuyo origen puede ser 
antropogénico o natural. La ruta principal de exposición es el consumo de agua contaminada 
como consecuencia de la disolución de minerales presentes en el subsuelo. Estudios 
epidemiológicos y experimentales confirman que la exposición al F- genera efectos nocivos 
para la salud, tanto en huesos y dientes como en órganos blandos, como hígado, páncreas, 
cerebro y riñones.  

En este contexto, dado que EAAT3 es indispensable para el ingreso de Glu a la célula 
renal y que el F- causa daño sobre este órgano, el objetivo de este trabajo fue evaluar el 
efecto de la exposición al F- sobre la función del transportador EAAT3 en células del túbulo 
proximal de riñón LLC-PK1. 

Realizamos exposiciones agudas a concentraciones micromolares de F- para evaluar 
el efecto en la función del transportador EAAT3 mediante la captura de [3H]-D-Aspartato. La 
exposición a concentraciones de 10, 50, 100 o 500 μM de F- aumenta la actividad del 
transportador de una manera dependiente de la dosis. La mayor actividad se muestra a los 
30 minutos después de la exposición. Los ensayos en ausencia de sodio y el uso de la 
herramienta farmacológica DHK (inhibidor específico del transportador EAAT2) muestran 
que la actividad de transporte es dependiente de sodio e independiente de EAAT2. El 
análisis de la cinética de transporte en las células expuestas a F- mostró un aumento del 
72.6 % en Vmax.  

Si bien se desconoce el mecanismo exacto por el cual el F- modifica la actividad de 
transporte de Glu en el riñón, los presentes resultados sugieren que uno de los mecanismos 
de la nefrotoxicidad de este ion podría estar asociada a modificaciones en la densidad de 
EAAT3 en la membrana plasmática y por lo tanto representar un blanco terapéutico para 
este contaminante ambiental.  
 
Palabras clave: Glutamato, Transportador de Aminoácidos Excitadores 3 (EAAT3), 
Fluoruro (F-), Riñón.  
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Abstract 

Glutamate (Glu) is the main excitatory neurotransmitter of Central Nervous System 

(CNS). It is also involved in various metabolic pathways as an energy precursor. It is 

dependent of transport systems for its entry into the cell. Excitatory amino acid transporters 

(EAATs) have been well characterized in the CNS, but less studied in peripheral systems, 

where the EAAT3 is known to be the most abundant. In the kidney, the presence of EAAT3 

has been described and its absence has been related to the decrease in renal reabsorption 

of negatively charged amino acids (Glu and Asp). 

Fluoride (F-) is considered an environmental pollutant of natural or anthropogenic 

origin. The main route of exposure is the consumption of contaminated water as a result of 

the dissolution of minerals present in the subsoil. Epidemiological and experimental studies 

confirm that exposure to fluoride generates harmful health effects, both in bones and teeth 

and in soft organs, such as the liver, pancreas, brain and kidneys. 

In this context, since EAAT3 is essential for the entry of Glu into the renal cells and 

that F- causes damage to this organ, the aim of this work was to evaluate the effect of F- 

exposure on the function and protein levels of the EAAT3 glutamate transporter in LLC-PK1 

renal proximal tubule cells. 

We performed acute treatments of micromolar concentrations of F- to evaluate the 
function EAAT3 through [3H]-D-Aspartate uptake. Exposure to 10, 50, 100 or 500 μM F- 
concentrations, increases the activity of the transporter, observed by the modification of [3H]-
D-Aspartate uptake, in a dose-dependent manner. The peak of activity is present after 30 
minutes post-exposure. As expected, experiments in the absence of sodium and the use of 
the EAAT2 specific transporter blocker, dihydrokainate (DHK) demonstrate that the transport 
activity is sodium dependent and independent of EAAT2. The analysis of transport kinetics 
in cells exposed to F-, showed an increase of 72 % in Vmax associated with a decrease in 
affinity of the EAAT3 transporter.  

Although the exact mechanism by which F- modifies the glutamate transport activity 
in the kidney is unknown, the present results suggest that the nephrotoxicity of this ion could 
be associated with modifications in the density of EAAT3 in the plasma membrane, which 
may represent a therapeutic target for this environmental pollutant. 

 
Keywords: Glutamate, Excitatory Amino Acid Transporter 3 (EAAT3), Fluoride (F-), 
Kidney. 
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1. Introducción  

1.1 Glutamato 

El glutamato (Glu) es el principal aminoácido excitador, activa una amplia variedad de 

cascadas de transducción de señales en el SNC.  Además, participa en diversas vías 

metabólicas como: en el metabolismo energético, en la desintoxicación del amoníaco y la 

síntesis de proteínas (Bianchi y cols., 2014). 

El ácido glutámico o su forma iónica, Glu es el aminoácido más abundante de la naturaleza, 

forma parte estructural de numerosas proteínas animales y vegetales. Como se indica 

Figura 1, este aminoácido no esencial es sintetizado a través de metabolitos intermediarios 

del ciclo del Ciclo de Krebs también llamado ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) y en el 

catabolismo de proteínas derivado de reacciones de desaminación y de cetoácidos 

intermediarios del TCA (alfacetoglutarato, oxalacetato, piruvato) (Pradera, 2016; Pérez y 

Noriega, 2019). 

 

Figura 1. Síntesis de aminoácidos no esenciales 
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Además, los esqueletos carbonados del Glu pueden ser oxidados en el TCA y generar 

energía en forma de ATP y el nitrógeno remanente se utiliza en el ciclo de la urea (Figura 

2). 

 

 

 

 

 

En el enterocito, el Glu además de participar como precursor de aminoácidos y a nivel 

metabólico, es precursor citosólico en el para la síntesis de glutatión (GSH), un antioxidante 

celular (Figura 3); en el hígado, es liberado a la circulación portal para ser metabolizado a 

α-cetoglutarato mediante la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) para posteriormente 

transformarse en malato, un metabolito intermediario de la gluconeogénesis.  

 

Figura 2. Catabolismo de proteínas 
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Por otra parte, en el riñón, participa en la regulación del equilibrio ácido/básico (Ver sección 

1.3.3) 

1.1.1 Importancia del Glu como transportador de grupos amino 

 

En la mayoría de los aminoácidos, el grupo amino procede del Glu mediante una reacción 

de transaminación. El Glu se sintetiza a partir de NH4
+ y α-cetoglutarato, metabolito del ciclo 

del ácido cítrico, en una reacción de aminación directa catalizada por GDH. 

NH4
++ α-cetoglutarato + NADPH + H+ ↔ Glu + NADP+ + H2O 

Figura 3. Biosíntesis de Glutatión 

GDH 
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Mediante la glutamina sintetasa (GS) se realiza una segunda reacción de aminación sobre 

el Glu obteniendo la glutamina. 

Glu + NH4
+ + ATP → Gln + ADP + Pi + H+ 

Esta reacción es muy importante ya que la glutamina (Gln) sintetizada es uno de los 

principales sustratos empleados por las transaminasas o aminotransferasas, fungiendo 

como donante de nitrógeno en los mamíferos (King, 2016). 

1.2 Transportadores de membrana 

El movimiento de casi todos los solutos a través de la membrana plasmática está mediado 

por proteínas transportadoras de membrana, conformadas por canales/bombas que son 

capaces de transportar selectivamente moléculas, fármacos o sustancias tóxicas (Sabater-

Tobella, 2018).  

1.2.1 Sistemas de transporte de Glu  

1.2.1.1 Transportador xCT 

El transportador xCT, codificado por el gen SLC7A11, es un intercambiador de cistina / Glu 

independiente de Na+ descrito en células de cerebro, duodeno y riñón (Burdo y cols., 2006; 

Chase y cols., 2001; Pow, 2001). Como se muestra en la Figura 4, la incorporación de 

cistina a través de xCT es resultado del trabajo sinérgico con transportadores de la familia 

de los transportadores de aminoácidos excitadores (EAATs), los cuales después de 

internalizar Glu proporcionan el aminoácido indispensable para el co-transporte de la cistina 

a razón de 1:1 (Bannai, 1984), una vez internalizada, es reducida a cisteína (Cys), sustrato 

limitante de la velocidad para la síntesis del antioxidante GSH (Lu, 2008; McBean, 2012). 

De acuerdo con Chase y colaboradores, el estrés oxidante, desencadena la traslocación del 

transportador xCT a la membrana plasmática y reduce su tasa de internalización después 

de 10 minutos de exposición a isoflurano y la sobre-expresión membranal fue persistente 

hasta normalizar las concentraciones de GSH intracelular (Chase y cols., 2019). 

 

GS 
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Figura 4. Estequiometría del transportador xCT y su actividad sinérgica con 

transportadores de aminoácidos excitadores para la síntesis de GSH 

 

1.2.1.2 Transportadores de Aminoácidos Excitadores 

La remoción del Glu del espacio extracelular se lleva a cabo a través de una familia de 

transportadores conocidos como transportadores de aminoácidos excitadores (EAATs). A 

la fecha, se conocen 5 subtipos de estos transportadores: GLAST/EAAT1, GLT-1/EAAT2, 

EAAC1/EAAT3, EAAT4 y EAAT5 (Kanai y Hediger, 1998; López-Bayghen y Ortega, 2010; 

Pines y cols., 1992; Storck y cols., 2006). En la Tabla 1 se muestran algunas 

características de los transportadores de Glu como el subtipo de transportador y el gen por 

el que es codificado su distribución y el tipo celular en el que se encuentran mayormente 

expresadas. 
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Tabla 1. Generalidades de los transportadores de Glu 

Subtipo Gen Distribución Tipo 
celular 

Familia de 
transportador 

Transporte 

EAAT1 
(GLAST) 

SLC1A3 SNC 
Tejidos 

periféricos 
 

Glía  
 
 
 
 

SLC1 

 
 
 
 
 

Co-transporte 
EAAT2 
(GLT1) 

SLC1A2 SNC 
Placenta 

 

Glía 

EAAT3 
(EAAC1) 

SLC1A1 SNC 
Tejidos 

periféricos 
 

Neuronas 

EAAT4 SLC1A6 Cerebelo 
 

Neuronas 

EAAT5 SLC1A7 Retina Neuronas, 
Glía 

Modificado de Bjørn-Yoshimoto & Underhill, 2016. 

Los cinco subtipos de transportadores se denominan transportadores de Glu de alta afinidad 

por su constante Km que oscila entre 40 y 100 μM y son capaces de transportar ácido L-

Glutámico, ácido L-Aspártico y ácido D-Aspártico y D-Cisteína. Los EAATs son 

glicoproteínas membranales de aproximadamente 60 kDa que se organizan formando 

oligómeros (Arriza y cols., 1994).  

La estequiometría de este transporte es: una molécula de Glu es transportada al citoplasma 

junto con dos iones Na+, mientras que un ion K+ es liberado fuera de la célula (Camacho y 

Massieu, 2006). De esta manera, el K+ es esencial para el transporte y el Na+ es necesario 

para la unión del Glu con el transportador. Esta estequiometría permite generar un gradiente 

de concentración de hasta un millón de veces a través de la membrana lo que proporciona 

la fuerza impulsora energética para transportar Glu contra su gradiente electroquímico 

(Zerangue y Kavanaugh, 1996). 

Los EAATs presentan una topografía de 8-10 hélices transmembrana (TM) con 

terminaciones N y C intracelulares (Grunewald y Kanner, 1995; Grunewald y Kanner, 

2000; Seal y cols., 2000; Slotboom y cols., 1999; Yernool y cols., 2003). La proteína se 

cristalizó como un homotrímero (Gendreau y cols., 2004; Grewer y cols., 2005). El 

transportador se puede dividir en subdominios funcionales, con TM1, -2, -4 y -5 como 
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dominio de andamiaje relativamente estático, mientras que TM3, -6, -8 y horquilla 1 (HP1) y 

horquilla 2 (HP2) son parte del dominio de transporte (Figura 5). 

La secuencia de aminoácidos entre los residuos 390 y 413, que se localiza en el exón 7, 

está muy conservada dentro de la familia de los transportadores glutamatérgicos (Slotboom 

y cols., 1999), y es esencial para la actividad del transportador, participando probablemente 

en la unión con el ion Na+. En los subtipos EAAT1, 2 y 3 se han descrito varios lugares de 

glicosilación, que se localizan extracelularmente entre los segmentos TM3 y 4 (Seal y 

Amara, 1999). Además, el subtipo EAAT3 tiene un tercer lugar de glicosilación entre TM1 y 

2 (Kanai y Hediger, 1998). 

 

 

Figura 5. Estructura de los EAATs. A) Estructura de cristalina vista desde el espacio 
extracelular B) Estructura de cristalina vista desde el plano de la membrana; la parte superior 
es extracelular. C) Topología de EAATs. Las hélices transmembrana, así como las horquillas 
están numeradas; HP1 corresponde al dominio de andamiaje y HP2 al dominio de 
transporte; los dominios N y C terminal son intracelulares. Las estructuras propuestas 
incluyen secuencias consenso para la fosforilación intracelular por PKA y PKC, así como 
sitios de glicosilación extracelulares que pueden ser factores clave para la regulación del 
transporte. 

 

1.2.1.2.1 Transportador EAAT3  

El Transportador de Aminoácidos Excitadores 3 (EAAT3) de humano, consta de 525 

aminoácidos, un peso molecular de 57.2 kDa y 92 % de identidad de secuencia de 

aminoácidos con la secuencia de transportador de conejo denominada EAAC1 (Excitatory 

Amino Acid Carrier 1), 66% de homología con GLAST y el 61% con GLT-1 (Malandro y 

Kilberg, 1996) y 92.6 % de identidad de secuencia de aminoácidos EAAC1 con la del 

transportador de cerdo salvaje “Sus scrofa” (NCBI, BLAST). 

A C B 

Sitios de 

unión a PKC 

Sitios de 

fosforilación 
NH2 

COOH 
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A diferencia de otros transportadores pertenecientes a la familia EAAT, la expresión de 

EAAT3/EAAC1 es principalmente intracelular; solo una pequeña parte de los 

transportadores están en la membrana plasmática, mientras que la mayoría está asociada 

con vesículas citoplásmicas. 

EAAT3 es ampliamente expresado en el encéfalo y localizado principalmente en el soma y 

las dendritas (Hu y cols., 2018; Kanai y Hediger, 1998; Rothstein y cols., 1994; 

Shashidharan y cols., 1997). 

1.2.2 Importancia de los transportadores de aminoácidos fuera del sistema nervioso 

central  

Mientras que la distribución de los diferentes EAATs en el SNC ahora se conoce en gran 

medida, pocos estudios han sido publicados sobre la distribución de transportadores 

glutamatérgicos en órganos periféricos. Fuera del cerebro, EAAT3 parece ser el principal 

transportador de Glu y Asp en muchos tipos de células. Por ejemplo, en las células del 

músculo esquelético, es responsable de mantener los niveles de Glu intracelular libre (Li y 

cols., 2015), en la placenta, participa en una lanzadera Glu/Gln fetal-placentaria que 

suministra nitrógeno al feto (Matthews y cols., 1998; Velaz-Faircloth y cols., 1996) en el 

riñón, participa en la reabsorción de Glu (Kanai y Hediger, 1998). 

En 1992, Kanai y colaboradores fueron pioneros en identificar mRNA de EAAC1 en tejidos 

periféricos de conejo, más recientemente un estudio realizado por Hu en 2018 muestra la 

expresión de altos niveles de proteína EAAT3 en los bordes del cepillo tanto del intestino 

delgado distal como de los túbulos proximales renales. 

1.2.3 Mecanismos de regulación de los EAATs 

Los transportadores de Glu se encuentran altamente regulados a distintos niveles, tales 

como la transcripción, maduración y estabilización de su mRNA, modificaciones 

postraduccionales y fosforilación de proteínas accesorias que modulan el tráfico de los 

transportadores hacia y desde la membrana plasmática (Bjørn-Yoshimoto y Underhill, 

2016; Martinez-Lozada y Robinson, 2016). 
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1.2.3.1 Mecanismos de regulación traduccional 

El proceso de traducción en las células eucariontes está dividido en tres etapas: inicio, 

elongación y terminación. Se consideran al inicio y la elongación como puntos de regulación 

del control traduccional (López-Bayghen y Ortega, 2010). 

El inicio de la traducción es regulado por dos vías, la primera de ellas es mediante la 

fosforilación del factor 2 eucariótico del inicio de la traducción (eIF2α) (Proud, 2005), donde 

la fosforilación de esta subunidad impide su reciclaje al bloquear el intercambio de Guanosín 

difosfato (GDP) por Guanosín trifosato (GTP) inhibiendo la síntesis de proteínas al impedir 

la formación del complejo ternario tRNA iniciador cargado con metionina - Guanosín 

trifosfato - Factor de iniciación de la traducción eucariota 2 (tRNAimet- GTP- eIF2). La 

fosforilación de eIF2α es llevada a cabo por una familia de cuatro cinasas, proteína cinasa 

R (PKR), cinasa tipo PKR del retículo endoplásmico (PERK), cinasa de control general no 

reprimible 2 (GCN2) e inhibidor regulado por hemo (HRI), las cuales son activadas en 

respuesta a diversos estímulos estresantes (Donnelly y Samali, 2013; Proud, 2005). 

Flores-Méndez en 2013 realizó un estudio en el cual expuso a células gliales de Bergmann 

a ligandos glutamatérgicos, evidenciando un aumento en la fosforilación de eIF2α 

dependiente del tiempo y la dosis. La segunda vía de regulación es mediante la fosforilación 

de factor de iniciación de la traducción 4E (eIF4E) también llamado proteína de unión 4E 

(4E-BPs), un complejo trimérico conformado por 4E-BP1, 4E-BP2 y 4E-BP3 regulado por la 

activación del complejo sensible a rapamicina (mTORC1). La fosforilación 4E-BP mediada 

por mTORC1 interrumpe la interacción inhibitoria de este factor permitiendo la formación de 

eIEF4 promoviendo el inicio de la síntesis proteica (Telleman, 2015; So y cols., 2016).  

Por otra parte, el control de la traducción puede presentarse también durante el proceso de 

la elongación de la cadena polipeptídica. Esto ocurre mediante la fosforilación del factor de 

elongación 2 (eEF2) (Barrera y Ortega, 2008; Horman y cols., 2002). Este factor está 

involucrado en la traslocación del peptidil-tRNA del sitio aminoacil al sitio peptidil del 

ribosoma. La cinasa involucrada es la del factor eucariótico de elongación (eEF2K), la cual 

es dependiente de calcio/calmodulina (Ca2+/CaM). Esta enzima es regulada a su vez por 

mTORC1, que la fosforila cerca del sitio de unión de CaM inhibiendo su función cuando es 

fosforilada por la proteína cinasa A (PKA), por la proteína ribosomal S6 cinasa de 70 kDa 

(p70s6k) y la proteína ribosomal S6 cinasa 1 de 90 kDa (p90 RSK1) (Proud, 2007). 
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En 2012, Ramírez-Islas reportó que la exposición a F- en células gliales de Bergmann reduce 

la síntesis de proteínas debido a la fosforilación del factor de elongación 2 (eEF2); este 

efecto es dependiente de la concentración de F- a concentraciones que no comprometen la 

viabilidad celular. En 2014, Flores-Méndez confirmó que la disminución en la síntesis de 

proteínas es el resultado de un decremento en la fase de elongación de la traducción, 

mediada por un aumento de la fosforilación del fosforilación de eEF2. Estos resultados 

demuestran que las células gliales son blanco de toxicidad de F-. 

1.2.3.2 Modificaciones post-traduccionales 

Mientras que la transcripción del DNA y los eventos de expresión de proteínas requieren 

horas para reflejar los efectos sobre la actividad del transportador, las modificaciones 

postraduccionales pueden ocurrir en minutos. Es probable que una combinación de todos 

estos mecanismos de regulación sea esencial para una eficiente actividad de captura de 

Glu  (Olivares-Bañuelos y cols., 2019). 

Por otra parte, la fosforilación de los transportadores o de algunas proteínas accesorias es 

un evento que está implicado en la modulación del tráfico de dichos transportadores (Guillet 

y cols., 2005). 

Un estudio realizado por Davis en 1998 demuestra que EAAC1 se inserta en la membrana 

plasmática de las células del glioma C6 después de la activación de la proteína cinasa C 

(PKC). Posteriormente, en 2003, González obtuvo evidencia que PCKα regula la 

redistribución de EAAC1, mientras que la proteína cinasa ε (PKCε) regula la eficiencia 

catalítica de EAAC1. Estas observaciones indican que la activación de la PKC aumenta la 

captura mediada por EAAC1 al aumentar el número de moléculas transportadoras 

presentes en la membrana celular y / o al alterar la eficiencia catalítica del transportador. 

Además el dibutiril adenosín monofosfato cíclico (dbAMPc), que es un análogo no 

metabolizable del adenosín monofosfato cíclico (AMPc), aumenta el transporte de Glu en 

cultivos de astrocitos cuando se realizan exposiciones largas (Hertz y cols., 1978), 

incrementa los niveles de mRNA y  proteína de EAAT1 a través de la vía de señalización de 

AMPc, en un efecto bloqueado por inhibidores de PKA dependiente de AMPc (Schlag y 

cols., 1997). 
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Existen dos tipos de modificaciones postraduccionales de los transportadores de Glu que 

pueden modular su funcionalidad: la fosforilación y la glicosilación. La fosforilación del 

subtipo EAAT2 a través de PKC aumenta la capacidad de transporte, caracterizado por un 

aumento en la Vmax y ausencia de variación en la Km (Casado y cols., 1993). Sin embargo, 

la fosforilación del subtipo EAAT1 a través de PKC inhibe la actividad del transportador 

(Conradt y cols., Stoffel, 1995). El sitio de fosforilación se encuentra en el residuo serina 

113 de EAAT2. 

Debido a la importancia que tienen estos transportadores para la captura de Glu, y este a 

su vez como regulador metabólico, la regulación de EAAC1/EAAT3 podría ser un blanco 

potencial para la acción de compuestos nefrotóxicos tales como el F-. 

1.3 Sistema renal  

Para mantener la homeostasis, el riñón lleva a cabo tres procesos básicos: la filtración 

glomerular, la reabsorción tubular, y la secreción tubular. La reabsorción tubular consiste en 

el transporte de sustancias de lumen tubular al torrente sanguíneo, las sustancias 

reabsorbidas son agua, iones (Na+, K+, Ca2+, Mg2+, Cl-), metabolitos (glucosa y aminoácidos) 

algunos productos de desecho (urea y ácido úrico) (Rhoades y Bell, 2009).  

Adicionalmente, este sistema regula la presión arterial, la producción de hormonas y 

participa en el equilibrio ácido-base (Guyton y Hall, 2011; Henry y cols., 2007). 

1.3.1 Anatomía del riñón 

Los riñones son dos órganos retroperitoneales situados en la parte posterior del abdomen. 

Posee dos capas básicas, la corteza (región externa) y la médula (región interna). La 

granularidad de la corteza se debe a la presencia de glomérulos y a un gran número de 

estructuras epiteliales contorneadas en forma de túbulos. La médula carece de glomérulos 

y consta de túbulos dispuestos y vasos sanguíneos (Boron y Boulpaep, 2017). 

1.3.1.1 Nefrona: Unidad funcional del riñón  

La unidad funcional del riñón es la nefrona (Figura 6), cada riñón humano contiene 

aproximadamente de 800 000 a 1 200 000 nefronas. Cada nefrona consta de un glomérulo 

y un túbulo. El glomérulo es un conglomerado de vasos sanguíneos a partir del cual se 

origina el filtrado plasmático. El túbulo es una estructura epitelial que consta de numerosas 

subdivisiones que convierten el filtrado en orina. Estas dos estructuras, vascular y epitelial, 
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se unen en el extremo del epitelio del túbulo que recibe el nombre de cápsula de Bowman, 

donde el filtrado pasa desde el sistema vascular al sistema tubular (Boron y Boulpaep, 

2017, Guyton y Hall 2011). 

El resto de la nefrona consta de subdivisiones del túbulo. Los elementos epiteliales de la 

nefrona son la cápsula de Bowman, el túbulo proximal, la rama descendente fina y 

ascendente fina del asa de Henle, la rama ascendente gruesa del asa de Henle, el túbulo 

contorneado distal y el túbulo de conexión. Las nefronas superficiales tienen asas cortas 

que se extienden hasta el límite entre la médula interna y la externa. Las nefronas 

yuxtamedulares son las encargadas de la producción de orina concentrada, tienen asas 

largas que se extienden hasta la punta de la médula (Boron y Boulpaep, 2017). 

 

Figura 6. Estructura de la nefrona 
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1.3.1.2 Túbulo contorneado proximal  

Las células epiteliales del túbulo proximal constituyen la primera porción del túbulo renal y 

es donde se inicia la reabsorción tienen gran actividad metabólica por lo que constan de 

abundantes mitocondrias que sostienen procesos de transporte activo (Casarett y Doulls´s, 

2008), Consta de 3 segmentos: S1 (contorneado), S2 (recto) y S3 (unión con el asa de 

Henle). Este borde en cepillo es abundante en S1 y va disminuyendo a lo largo del túbulo 

proximal (Guyton y Hall 2011). 

En su parte apical (luminal), las células del túbulo proximal poseen microvellosidades muy 

desarrolladas denominadas borde en cepillo, con lo cual aumenta su superficie de contacto 

(Figura 7), permitiendo reabsorber la mayor cantidad del líquido filtrado y devolverlo a 

circulación, de no ser así, el riñón excretaría el 100 % del volumen de plasma sanguíneo en 

menos de media hora. La mayor parte de la reabsorción del filtrado glomerular tiene lugar 

en el túbulo proximal, que reabsorbe, NaHCO3, nutrimentos (glucosa y aminoácidos), iones 

divalentes (Ca2+, HPO4
−2 y SO4

−2), iones monovalentes (≈ 70 % de Na+, la mayor parte de 

K+) y agua (Boron y Boulpaep, 2017) Además, el túbulo proximal es un sitio importante de 

gluconeogénesis y como órgano endocrino, libera eritropoyetina y renina a la circulación 

sistémica dando lugar a una gran cantidad de hormonas localmente activas, como 

dopamina, endotelina, renina, angiotensina II, entre otras (Curthoys y Orson, 2014). 

 

 

Figura 7. Túbulo contorneado proximal 
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1.3.2 Transportadores de iones en el riñón  

Existen dos clases de transportadores activos secundarios presentes en riñón: los 

cotransportadores (o simportadores) y los intercambiadores (o antiportadores). Los 

cotransportadores desplazan tanto al soluto impulsor (cuyo gradiente proporciona la 

energía) y el soluto impulsado (el que va en contra de gradiente) en el mismo sentido. Los 

antiportadores desplazan a ambos solutos en sentido opuesto (Boron y Boulpaep, 2017). 

1.3.2.1 Cotransportadores de solutos orgánicos impulsados por Na+ 

En el túbulo proximal y el intestino delgado existen varios cotransportadores de Na+ 

funcionalmente similares, pero estructuralmente distintos. Los transportadores de 

aminoácidos impulsados por Na+ pertenecen a las familias SLC6 y SLC38.  

1.3.2.1.1 Cotransportadores de Na+/HCO3
- 

Los cotransportadores de Na+/HCO3
- (NBC) pertenecen a la familia SLC4 y son 

transportadores ácido-base. En las membranas basolaterales de algunas células epiteliales, 

los NBC electrógenos (NBCe1/e2) actúan con una estequiometria Na+: HCO3- de 1:3 (Figura 

8A) y están encargados de mediar la absorción de HCO3
- a la sangre. En la mayoría de las 

células, estos mismos dos transportadores actúan con una estequiometria de 1:2 y median 

la entrada electrógena de HCO3
- (Figura 8B). Por último, los NBC electroneutros (NBCn1/n2) 

actúan con una estequiometria Na+: HCO3
- de 1:1 (Figura 8C) y también median la entrada 

de HCO3
-. En estos dos últimos casos, el gradiente electroquímico de Na+ impulsa la 

acumulación contra gradiente de HCO3
-, importante para la secreción epitelial de HCO3

- y 

para la regulación del pH intracelular (Boron y Boulpaep, 2017). 
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Figura 8. Cotransportadores NBC 

 

1.3.2.2 Cotransportadores impulsados por H+  

Aunque la mayoría de los cotransportadores conocidos en las células animales están 

impulsados por la entrada de Na+, algunos son impulsados por la entrada de gradiente de 

H+.  

1.3.2.2.1 Intercambiador de Na+/H+ 

Los intercambiadores de Na+/H+ (NHE) pertenecientes a la familia SLC9, median el 

intercambio 1:1 de Na+ extracelular por H+ intracelular a través de la membrana plasmática 

(Figura 9). El NHE es ubicuo por lo que prácticamente todas las células del cuerpo poseen 

en su membrana plasmática uno o más de los nueve NHE conocidos, está presente en 

células no epiteliales y en las membranas basolaterales de los epitelios. Gracias a la acción 

de los NHE, el gradiente electroquímico entrante de Na+ impulsa la expulsión contra 

gradiente de H+ desde la célula y eleva el pH intracelular (Boron y Boulpaep, 2017). 

Además de H+, NHE3 también transporta directamente NH4
+ formado en la célula a la luz 

tubular. (Curthoys y Moe, 2014). 

 
Figura 9. Intercambiador de Na+/H+ 

A B C 
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1.3.3 Regulación renal del equilibrio ácido-base 

Los riñones intervienen regulando el equilibrio ácido-base (Figura 10) mediante el ajuste de 

la cantidad de HCO3
− que se excreta o es reabsorbido. La reabsorción de HCO3

− es 

equivalente a la excreción de H+ libre. Todo el HCO3
− en el suero se filtra a medida que pasa 

a través del glomérulo, la reabsorción de HCO3
− se realiza principalmente en el túbulo 

proximal (TP). El H2O dentro de la célula tubular distal se disocia en H+ e hidroxilo (OH−); en 

presencia de anhidrasa carbónica, el OH− se combina con CO2 formando HCO3
−, que 

regresa al capilar peritubular, mientras que el H+ se secreta hacia la luz tubular y se une con 

el HCO3
− filtrado libremente formando CO2 y H2O, que también se reabsorben (Lewis, 

2018).  

En el metabolismo de las proteínas, y, en menor grado de los lípidos, se produce 1-1.5 

mEq/kg de peso de ácidos orgánicos (Ácido sulfúrico: H2SO4 y ácido fosfórico: H3PO4) que 

salen de la célula. En el fluido extracelular (ECF) se disocian y el H+ es titulado por el HCO3. 

El CO2 generado es eliminado por la ventilación. El HCO3
- consumido es regenerado por el 

riñón (Jaramillo y Rodríguez, 2006). Este proceso se realiza secretando hidrogeniones a 

lo largo del túbulo, mecanismo por el que secuencialmente: a) del 70 al 90 % de HCO3
- es 

reabsorbido mediante del transportador NBCe1A, y b) se regenera el HCO3
- consumido en 

el ECF titulando aniones de ácidos débiles y excretando NH4
+ a través del transportador 

NHE3 (Guyton y Hall, 2011, Curthoys y Moe, 2014).  

Adicionalmente, la membrana apical expresa una ATPasa que intercambia H+ / K+ pero que 

funciona especialmente en la reabsorción de K+. Su activación es importante en la 

contribución del mantenimiento de la alcalosis metabólica en la depleción del K+. En esta 

etapa el amortiguador urinario más importante es el NH4
+, producido como NH3 / NH4

+. El 

amoniaco (NH3) se sintetiza en las mitocondrias del TP, sobre todo por desaminación de la 

Gln (Karet, 2009). 
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Figura 10. Regulación del equilibrio acido-base en el riñón 

 

1.3.4 Circulación renal 

La sangre arterial ingresa al riñón a través de la arteria renal, la cual se divide en arterias 

interlobulares que pasan entre las pirámides a través de las columnas renales (Figura 11). 

Las arterias arqueadas nacen en las arterias interlobulares en el límite entre la corteza y la 

médula. Varias arterias interlobulillares se irradian desde las arterias arqueadas hacia la 

corteza para a su vez subdividirse en numerosas arteriolas aferentes, que son 
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microscópicas. Las arteriolas aferentes liberan sangre en los glomérulos. La sangre que 

permanece en un glomérulo lo abandona a través de la arteriola eferente, la cual libera la 

sangre en los capilares peritubulares que circundan los túbulos renales. Desde los capilares 

peritubulares, la sangre es drenada por venas que siguen un recorrido paralelo al de las 

arterias ya descritas. Tales venas reciben los nombres de venas interlobulillares, venas 

arqueadas y venas interlobulares (de acuerdo con la dirección de la circulación venosa o de 

retorno). Las venas interlobulares descienden entre las pirámides, convergen y dejan el 

riñón como una sola vena renal, que se vacía en la vena cava inferior (Fox, 2011). 

 

 

Figura 11.  Túbulos y vasos sanguíneos de la nefrona  

 

1.3.5 Susceptibilidad del riñón a daño tóxico  

Aunque los riñones suponen <0.5 % del peso corporal total, reciben aproximadamente el 20 

% del gasto cardiaco. Este flujo sanguíneo tan alto le suministra el plasma sanguíneo 

necesario para formar un ultrafiltrado en los glomérulos (Fox, 2011), en consecuencia, 

cualquier sustancia en la circulación sistémica llegará a estos órganos en cantidades 

relativamente altas, por lo tanto, una concentración no tóxica de una sustancia en plasma 
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puede serlo para el riñón (Jaramillo y Rodríguez, 2006). Muchos nefrotóxicos (moléculas 

que causan afectación renal caracterizada por alteraciones funcionales o estructurales) 

tienen sus principales efectos en segmentos o regiones específicos de la nefrona, tal es el 

caso del túbulo proximal, este segmento es el sitio más común donde los tóxicos inducen 

daño, por ejemplo, antibióticos, antineoplásicos, hidrocarburos, halogenados, micotoxinas y 

metales pesados (Cassaret y Doulls, 2008). Dado que el túbulo proximal es la primera 

región tubular de la nefrona que recibe el filtrado glomerular, elevadas concentraciones de 

nefrotóxicos pueden encontrarse presentes en esta sección.  En ocasiones, después de la 

reabsorción tubular, la absorción fraccional de agua excede a la del tóxico, dando lugar a 

un aumento en la concentración luminal del mismo. Una sustancia nefrotóxica puede ejercer 

su efecto sobre la célula renal de forma directa (por unión a la membrana plasmática o por 

captura celular) o de forma indirecta (mediante la liberación de mediadores vasoactivos y 

producción de isquemia). El daño celular se manifiesta en alteraciones morfológicas y 

funcionales de las células renales. Si esto ocurre se ponen de manifiesto efectos 

principalmente sobre la función lisosomal y mitocondrial. 

La mitocondria de la célula tubular renal es el sitio de acción de muchas nefrotoxinas, las 

cuales interfieren con la fosforilación oxidativa y la consiguiente producción de ATP. Otro 

posible mecanismo de nefrotoxicidad es la formación de metabolitos intracelulares 

altamente reactivos, como los radicales libres de oxígeno generados durante las reacciones 

oxidantes (López y cols., 1995). 

Diversas patologías se han relacionado con la localización o expresión del transporte de 

proteínas, por ejemplo, el síndrome hereditario de Fanconi, caracterizado por la pérdida de 

ácido úrico, glucosa, aminoácidos, fosfatos y bicarbonato en orina. Otro ejemplo es la 

enfermedad de Dent que afecta la función tubular proximal, induciendo hipercalciuria, 

proteinuria, nefrolitiasis por calcio, nefro-calcinosis debida a alteración de canales 

endosomales (Dimke y cols, 2009). 

1.4 Fluoruro 

1.4.1 Características generales del F-  

El Flúor es un elemento que pertenece a la familia de los halógenos (Grupo XVII de la tabla 

periódica). Se presenta con el símbolo de F, tiene un número atómico de 9, masa atómica 
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de 19.99 g/mol y un estado de oxidación de -1. El F es un gas altamente irritante y reactivo 

en su forma elemental (F2) por lo que se combina fácilmente con la mayoría de otros 

elementos (Butter, 1985) formando compuestos orgánicos e inorgánicos. En solución 

acuosa el F adquiere una carga negativa presentándose como ion Fluoruro (F-) (Fawell J. 

y cols., 2006; Jha y cols., 2011).  

1.4.2 Fuentes de exposición a F- 

El F es el décimo tercer elemento más abundante en la corteza terrestre, constituyendo el 

0.06 - 0.09 % de la misma (Annual Report of the EFSA Journal, 2014; Fawell J., 2006), 

se encuentra ampliamente distribuido en los minerales de la biosfera entre los cuales 

destacan: Ia fluorita (CaF2), Ia criolita (Na3AIF6) y Ia fluoroapatita (Ca5(PO4)3F) (ATDSR, 

2003). El F es liberado al ambiente a través de la disolución de estos minerales, o bien 

mediante emisiones volcánicas en forma de gas como Fluoruro de hidrógeno (HF). Estos 

compuestos pueden encontrarse en agua o suelo, depositándose finalmente en el subsuelo 

y en aguas subterráneas (Edmunds & Smedley, 2013) donde pueden entrar en contacto 

con el humano. Adicionalmente, el F- puede ser producto de actividades antropogénicas de 

la industria de vidrio, acero, plásticos, quema de carbón, la fabricación de ladrillos, 

manufactura de abono de fosfatos, refinación del petróleo, por la fabricación o uso de 

medicamentos, anestésicos, productos dentífricos, así como la fluoración de los suministros 

de agua potable (Fawell J. y cols., 2006; Jha y cols., 2011; Whitford, 1994). 

1.4.3 F- en México 

El agua de bebida es considerada como principal fuente de exposición a F-, por lo que en 

1984, la Organización Mundial de la Salud (OMS) estableció la concentración de 1.5 mg/L 

como el límite máximo permisible de F-  en agua de consumo humano (Fawell J. y cols., 

2006), no obstante, se estima que más de 200 millones de personas en el mundo  se 

encuentran expuestas a concentraciones altas de F- ( >1.5 mg/L)  a través del agua de 

bebida. En México, la NOM-127-SSA1-1994 establece como límite máximo permisible de F- 

a concentración de 1.5 mg/L para el agua de consumo humano. La comisión Nacional del 

Agua (CONAGUA) en el 2018 reportó que el 53.6% del agua suministrada a la población es 

extraída de los acuíferos subterráneos (CONAGUA, 2018) y se ha referido que en diversas 

regiones, los niveles de F- exceden por mucho los límites máximos permisibles y su 
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presencia es un problema de salud pública, sobre todo en la región centro-norte del país en 

estados como Chihuahua, Sonora, Aguascalientes, San Luis Potosí, Durango, Jalisco e 

Hidalgo (González-Horta y cols., 2015; Grijalva-Haro y cols., 2001). 

1.4.4 Toxicocinética de F- 

La toxicocinética del F- es dependiente del pH. En condiciones ácidas, se presenta como 

HF (Fluoruro de hidrógeno) un ácido débil con un pKa de 3.4, es decir, a pH de 3.4 el 50 % 

del F se encuentra en la forma HF y el otro 50 % en forma de F-. Conforme disminuye el pH, 

la concentración de HF incrementa y su absorción es mayor en órganos como el estómago, 

y a medida que incrementa el pH, incrementa la concentración de F- por lo que la absorción 

en compartimentos alcalinos es mayor (Buzalaf y Whitford, 2011). 

1.4.4.1 Absorción 

La principal vía de absorción del F- es la oral, posee un tiempo de vida media de absorción 

de 30 minutos. Una vez ingerido, aproximadamente el 40 % del F- ingerido se absorbe en 

el estómago como HF, el porcentaje restante se absorbe en el tracto gastrointestinal (TGI). 

En relación con la cantidad de F ingerido, los cationes bio o trivalentes como el Ca2+, Mg2+ 

y Al3+ pueden disminuir su absorción en el TGI al formar compuestos insolubles (Buzalaf y 

Whitford, 2011; Jha y cols., 2011; Whitford, 1994). 

1.4.4.2 Distribución 

Después de la absorción, el F- se distribuye rápidamente en el organismo siendo el plasma 

el compartimiento central para su distribución, alcanzando la máxima concentración del ion 

entre los 20-60 minutos después de ser ingerido (Whitford, 1994). En el plasma, el F- se 

une a las proteínas plasmáticas y se excreta fácilmente por vía urinaria, pero cuando se 

encuentra en forma de HF se reabsorbe cerca de un 35 - 45 % y regresa a circulación 

sistémica (Jha y cols., 2011) y se almacena en los tejidos ricos en calcio, como los dientes 

y los huesos (Whitford, 1994). 

1.4.4.3 Eliminación  

La principal vía de excreción del F- es la renal, en donde se remueve del organismo del 35 

- 70 % de su ingesta en adultos; esta diferencia es dependiente del pH (Whitford, 1994). 
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Por otro lado, el F- en heces corresponde a la fracción que no se absorbió (< 10 %) debido 

en gran parte a concentraciones elevadas de cationes bi o trivalentes (Buzalaf y Whitford, 

2011). Aproximadamente, el 1 % del F- es excretado en sudor, saliva y leche materna. 

1.4.5 Efectos a la salud por exposición a F- 

Los efectos nocivos a la salud por exposición a F- son diversos. Debido a que el primer 

órgano afectado por la exposición aguda es el estómago, la toxicidad sistémica clínica 

comienza con signos y síntomas gástricos, que van desde náuseas hasta dolor abdominal, 

gastroenteritis hemorrágica, vómitos y diarrea (Whitford, 2011; Zohoori y cols., 2017). 

La exposición crónica al F- puede conducir a trastornos locales del tejido, conocidos como 

fluorosis, en esta afección, el F- se une a Ca2+ ocasionando la hipomineralización del 

esmalte por aumento de la porosidad dental causada por una ingesta de F- superior a 0.15 

mg / kg / día (NRC 2006; García Montalvo y cols., 2009) conocida como fluorosis dental. 

Se estima que alrededor de 200 millones de personas de 25 países a nivel mundial están 

en riesgo de padecer esta enfermedad (Ayoob y Gupta, 2006). Otra enfermedad es la 

fluorosis esquelética, caracterizada por un incremento en la densidad y masa ósea 

provocando cambios en la estructura de los huesos, haciéndolos extremamente frágiles y 

quebradizos.  

Cambios metabólicos, funcionales y estructurales han sido documentados en tejidos 

blandos, como tiroides (Xu y cols., 2012), timo (Chen y cols., 2011), cerebro (Zhang y 

cols., 2016), corazón (Ma y cols., 2012), hígado (Perumal y cols., 2013), bazo (Kuang y 

cols., 2016), tracto gastrointestinal (Chauhan y cols., 2011), amígdala cecal (Liu y cols., 

2013), bolsa de Fabricius (Chen y cols., 2009), órganos reproductivos (Sarkar y cols., 

2006) y riñón (Guan y cols., 2000); sin embargo, dado que este último está relacionado con 

la excreción y retención de F-, el riñón es bastante sensible a la toxicidad inducida por este 

ion (Bouaziz y cols., 2007). 

Adicionalmente se han reportado efectos neurológicos como disminución de la inteligencia 

de los niños y disminución de la tasa de nacimientos por efectos reproductivos (ATDSR, 

2003; Cárdenas-González y cols., 2016; Zhou y cols., 2013). Asimismo, la exposición 

crónica al F- afecta a las células de los tejidos blandos, como los riñones (ATDSR, 2003; 

NRC 2006). 
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La toxicidad severa del F- puede resultar en depresión vasomotora central, cardiotoxicidad 

y en falla multiorgánica. La muerte generalmente resulta de parálisis respiratoria, disritmia 

o insuficiencia cardíaca (Zohoori y cols., 2017). 

1.4.5.1 F- y acidosis tubular 

La acidosis tubular renal (ATR) se caracteriza por una excreción renal defectuosa de ácidos, 

algunas formas de esta enfermedad tienen origen hereditario por mutaciones en los genes 

que codifican los transportadores o canales iónicos que conforman las vías de transporte 

de Na+, HCO3
- y H+ en los segmentos tubulares de la nefrona. Por otra parte, la exposición 

a algunos xenobióticos puede desencadenar la aparición de la ATR. El papel de la 

exposición a contaminantes ambientales, como el F-, sobre el desarrollo de estos tipos de 

enfermedades renales ha sido poco estudiado. Rendon-Rojas en 2012 detectó una 

disminución significativa de la concentración plasmática de bicarbonato en animales 

expuestos a 15 y 50 ppm, indicando que este ion puede alterar el equilibrio acido-base. 

1.4.6 Efectos celulares del F- 

El F- muestra diversos efectos celulares que dependen del tiempo, concentración y tipo 

celular afectado. El principal efecto tóxico del F- en las células se debe a su interacción con 

enzimas. En la mayoría de los casos actúa como un inhibidor enzimático reversible que 

interfiere con la actividad enzimática de al menos 80 proteínas, tal es el caso de enolasas, 

fosfoglucomutasas, fosfatasas, piruvato cinasa entre otras (Landis, 2005; García-Montalvo 

y cols., 2009), por otra parte, los iones F- ocasionalmente pueden estimular la actividad 

enzimática. 

Los mecanismos dependen del tipo de enzima afectada (Adamek y cols., 2005). El F- a 

nivel micromolar se considera un agente anabólico eficaz, ya que promueve la proliferación 

celular, mientras que a concentraciones milimolares inhiben diversas enzimas tanto in vivo 

como in vitro (Mendoza-Schulz y cols., 2009).  

Se ha sugerido que el F- inhibe la síntesis y / o secreción de proteínas, y que influye en 

distintas vías de señalización implicadas en la proliferación y la apoptosis activada por 

mitógenos (MAPK), p53, la proteína activadora 1 (AP-1) y el factor nuclear kappa B (NF-kB) 

(Karube, 2009) o bien intervenir en tráfico y reciclamiento vesicular sobre proteínas 

transportadoras. 
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En las últimas décadas, se demostró que un consumo excesivo de F- tanto en poblaciones 

endémicas como en animales de experimentación induce estrés oxidante en sus tejidos, 

particularmente en células ricas en mitocondrias como las del hígado, páncreas y riñón 

(Dabrowska, 2004; Agalakova y Gusev, 2012), dicho efecto está relacionado con el 

aumento en la generación del anión superóxido de (O2
.-) (Izquierdo-Vega y cols., 2008) y 

NO (Liu y cols., 2003) y en consecuencia, el aumento de las concentraciones de otras 

especies reactivas. También se ha demostrado que interfiere en la formación de enlaces 

disulfuro resultando en la acumulación de proteínas mal plegadas en el retículo 

endoplásmico (ER) que a su vez son causante de estrés y producción de ROS. Se cree que 

el F- inhibe la actividad de las enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa (SOD), 

glutatión peroxidasa, la catalasa y GSH (Zhang y cols., 2007) resultando en la producción 

excesiva de ROS a nivel mitocondrial. 

De acuerdo con estudios realizados por Luo en 2017, la administración de 12 mg / kg de F- 

además de inducir daño oxidante causó degeneración y necrosis de las células tubulares e 

hinchazón de glomérulos consistentes con la alteración de los parámetros de la función 

renal, incluidos los contenidos elevados de creatinina sérica (Cr), ácido úrico (UA) en suero, 

nitrógeno ureico en sangre (BUN) y las actividades de  N-acetil-b-D-glucosaminidasa (NAG) 

urinaria, lactato deshidrogenasa renal (LDH) y actividades reducidas de adenosina 

trifosfatasa de sodio-potasio (Na+/ K+-ATPasa) y la fosfatasa ácida (ACP) en el riñón. 

1.5  Especies reactivas de oxígeno  

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son moléculas inestables al poseer una capa de 

electrones desapareada en el oxígeno de esta que reacciona fácilmente con otras moléculas 

de la célula. Las ROS son producidas como consecuencia del metabolismo aeróbico 

fisiológico, en embargo, alteraciones en la relación ROS - antioxidantes puede generar 

estrés oxidante reversible, daños en DNA, RNA y proteínas alterado las funciones celulares 

o bien causar la muerte de celular. Las ROS pueden ser generadas a partir de subproductos 

de la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, enzimas extra-mitocondriales como 

NADPH oxidasas (NOX), Xantina oxidasa, oxido nítrico sintasa (NOS), mieloperoxidasa 

(MPO), citocromo P450, ciclooxigenasa (COX), lipooxigenasa y Ca2+ (Görlach y cols.,2015) 
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1.5.1 Sistema antioxidante 

Para contrarrestar el efecto nocivo de los radicales libres, los organismos aerobios cuentan 

con sistemas de defensa antioxidante que incluyen moléculas, enzimas y secuestradores 

químicos que previenen el daño oxidante. 

Las enzimas del sistema antioxidante constituyen la primera línea de defensa celular frente 

al daño oxidante, las cuales actúan específicamente sobre las ROS degradándolas a 

moléculas menos nocivas mediante mecanismos específicos (Figura 12). El proceso inicia 

con la dismutación del O2
.- a peróxido de hidrógeno (H2O2) por acción de la SOD, 

posteriormente, la catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPx) actúan convirtiendo el H2O2 

en H2O. La actividad de estas enzimas debe estar en equilibrio para mantener la 

homeostasis celular (Sánchez-Valle y Méndez-Sánchez., 2013). 

 

Figura 12. Mecanismo general de producción y neutralización de ROS 

1.5.2 Participación de la mitocondria en la producción de ROS 

Las mitocondrias son importantes para el sustento del estado redox celular, son orgánulos 

celulares encargados de sintetizar ATP a través de la fosforilación oxidativa; en este proceso 

es necesario el paso de electrones a través de complejos enzimáticos membranales en los 
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cuales reacciones de oxido-reducción son llevadas a cabo. Como productos secundarios de 

la respiración celular son generadas las ROS principalmente como consecuencia de la 

actividad de los complejos I y II (Figura 13) quienes al producir O2
•- principalmente en la 

matriz mitocondrial, se dismuta rápidamente en H2O2 por acción de la superóxido dismutasa 

(SOD) (Gralla y Valentine., 1991). La cantidad de H2O2 mitocondrial está en el rango de 

0.1 a 2 % del flujo de electrones como H2O2, peroxinitrito (ONOO.-) y radicales hidroxilo 

(.OH) (Macedo-Márquez, 2012). 

 

 

Figura 13. Producción de especies reactivas de oxígeno en la mitocondria 

1.5.3 Participación del Ca2+ en la producción de ROS 

El Ca 2+ es un segundo mensajero involucrado en la regulación de una variedad de 

funciones celulares, incluidas la contracción, secreción, metabolismo, expresión génica, 

supervivencia y muerte celular (Berridge y cols., 2012). El Ca 2+ ingresa a la célula 

mediante los canales de calcio o por bombas de calcio (ATPasas). Una vez dentro de la 

célula, las interacciones entre ROS y la señalización de  Ca 2+  pueden considerarse 

bidireccionales, en donde ROS puede regular la señalización celular de Ca2+, mientras que 

la señalización de Ca 2+ es esencial para la producción de ROS. De tal manera, el aumento 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231715001007#bib14
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/calcium-signaling
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de los niveles de Ca 2+ intracelular activa las enzimas generadoras de ROS (Gordeeva y 

cols., 2003).  

1.5.4 Participación de NADPH oxidasas en la producción de ROS 

Entre los mecanismos microbicidas de los neutrófilos se encuentra la producción de ROS 

por parte del sistema NADPH oxidasa (NOX), un complejo enzimático multi-proteico de 

cinco subunidades distribuidas en el citoplasma, membranas citoplasmáticas y vesículas 

fagocíticas. La activación del complejo enzimático consiste en la translocación de los 

componentes citoplasmáticos a la membrana de las vacuolas fagocíticas o a la membrana 

plasmática, mediada por estímulos activadores de PKC y la participación de proteínas 

accesorias como Rac2 (GTPasa) y RAP1 (Rasrelated protein 1A) (Arango y cols., 2010). 

Como se mencionó en el apartado 1.5.2 las mitocondrias fungen un papel importante en el 

mantenimiento del estado redox de la célula al ser el principal productor de ROS celular y a 

su vez ser el orgánulo con mayor cantidad de antioxidantes, de tal manera que existe una 

relación entre la cantidad de ROS sintetizados por las mitocondrias y por las NOX (Figura 

14) por lo tanto representar un ciclo vicioso de producción de ROS en condiciones de estrés 

oxidante. Se ha determinado que los antioxidantes dirigidos a las mitocondrias rompen este 

círculo vicioso, inhibiendo la producción de ROS por las mitocondrias y reduciendo la 

actividad de la NADPH oxidasa (Dikalov, 2011). 

 

Figura 14. Interacción de varias fuentes de ROS 
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1.6 Justificación 

En México, un gran número de fuentes de agua de consumo humano se encuentran 

contaminadas por F-, con concentraciones varias veces por encima del límite de seguridad 

permitido (1.5 mg / L) en la NOM. Diversos reportes in vivo e in vitro demuestran asociación 

entre la exposición a F- y daños en células renales, colocando a este ion como un agente 

nefrotóxico, aunque se desconocen en su totalidad sus mecanismos de toxicidad. 

En los últimos 30 años la incidencia y prevalencia de enfermedades renales ha ido en 

aumento en la población mexicana, siendo una de las diez primeras causas de muerte en 

la última década constituyendo un problema de salud pública. Esta patología posee diversas 

causas relacionadas con factores genéticos, deficientes hábitos de salud, exposición a 

contaminantes ambientales, entre otros. De cualquier manera, la enfermedad manifiesta 

una correlación lineal entre la pérdida progresiva de la función del órgano y alteraciones en 

los niveles de aminoácidos dando lugar a severos disturbios en el metabolismo de las 

proteínas y de los aminoácidos, con serias implicaciones para la salud.  

El Glu es el principal neurotransmisor excitador del SNC en vertebrados y ejerce sus 

acciones al activar receptores membranales específicos. Además, en tejidos periféricos está 

implicado en diversas vías metabólicas como precursor energético, para lo que requiere de 

su internalización a la célula. Este proceso de entrada es dependiente de transportadores 

de membrana, como el EAAT3, un transportador expresado de forma ubicua en el cerebro 

y que ha sido identificado además en hígado, intestino y riñón. En este último órgano su 

ausencia se ha relacionado con disminución de la reabsorción de los aminoácidos negativos 

Glu y Asp. 

El papel fisiológico de este transportador en el riñón no es completamente entendido aun, 

pero alteraciones en su función y expresión en el riñón podrían modificar la función del 

órgano dando lugar a un incremento de aminoácidos en orina y ser uno de los mecanismos 

de toxicidad renal del F-. 

Por esta razón, consideramos importante evaluar el efecto de la exposición a F- en la función 

y los niveles de expresión del transportador de glutamato EAAT3 en células de riñón LLC-

PK1, provenientes de túbulo proximal. 
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  1.7 Hipótesis 

La exposición a F- aumentará los niveles de expresión y la actividad del transportador 

EAAT3 en células de riñón LLC-PK1. 

1.8 Objetivos 

1.8.1 Objetivo General 

Evaluar el efecto de la exposición a F- en los niveles de expresión y la actividad del 

transportador de Glu EAAT3 en células de riñón LLC-PK1. 

1.8.2 Objetivos Particulares  

• Determinar la viabilidad celular de LLC-PK1 en respuesta exposición a F-. 

• Caracterizar la expresión y actividad del transportador EAAT3 en células de riñón 

LLC-PK1. 

• Evaluar los efectos de la exposición a F- en la actividad del Transportador de 

Aminoácidos Excitadores 3.  
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2. Materiales y Métodos 

2.1 Estrategia Experimental   

 

 

 

2.1 Reactivos 

Las células LLC-PK1 (Células porcinas derivadas de túbulo proximal de riñón) se obtuvieron 

de la ATCC. El anticuerpo policlonal anti-EAAT3 con número de catálogo sc-7761 se obtuvo 

de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE. UU). El anticuerpo secundario anti-cabra 

Alexa Fluor 488 con número de catálogo A21081 se obtuvo de Life Technologies (Carlsbad, 

CA, EE. UU.). El ácido D-[3H]-Aspártico (actividad específica 16.5 Ci / mmol) con número de 

catálogo NET581001MC de Perkin Elmer (Waltham, MA, EE. UU.). El Ácido D-aspártico ((R) 

- (-) - Ácido aminosuccínico, ácido (R) -2-aminosuccínico) con número de catálogo A-8881, 

Fluoruro de Sodio (NaF) con número de catálogo 201154, Ácido Dihidrokaínico (DHK, ácido 

2-carboxi-4-isopropil-3-pirrolidinacético) con número de catálogo D1064, MTT (Bromuro de 
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3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-2H-tetrazolio) con número de catálogo M2128 y todos 

los demás productos químicos fueron de grado analítico y se obtuvieron de Sigma (St. Louis, 

MO, EE. UU.). 

2.2 Cultivo de línea celular LLC-PK1 

Se empleó la línea celular de riñón de cerdo LLC-PK1 cultivada en medio Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y 1 

% de antibiótico (gentamicina), las células se incubaron en condiciones estándar (95 % de 

humedad y 5 % de CO2). Para la resiembra, se retiró el medio de cultivo de las P100 donde 

crecieron y se lavaron con solución amortiguadora de fosfatos (PBS (NaCl 130 mM, 20 mM 

KCl, 100 mM Na2HPO4, 10 mM KH2PO4)). Las células fueron despegadas de la superficie 

de cultivo con PBS/EDTA y se incubaron 5 minutos a 37°C en condiciones estándar, una 

vez que las células se despegaron, el medio fue centrifugado para aislar a las células. 

Posteriormente se sembraron a razón de 1x106 células / mL de medio DMEM suplementado 

para la microplaca de 24 pocillos (mp24) y de 6x106 células / mL para el caso de la 

microplaca de 6 pocillos (mp6). De igual manera, las microplacas se incubaron en 

condiciones estándar y fueron empleadas en los experimentos hasta alcanzar una 

confluencia superior al 80 %. 

2.3 Tratamientos  

Para los tratamientos con F- se preparó una solución concentrada de 50 mM de NaF disuelto 

en agua destilada estéril. Esta se diluyó en una solución de ensayo pH 7.4 (HEPES 25 mM, 

NaCI 130 mM, KCI 5.4 mM, MgCl2 0.8 mM, Na2HPO4 1 mM, Glucosa 33.34 mM, CaCl2 1.8 

mM) para obtener las diferentes concentraciones de trabajo (10, 50, 100 y 500 y 1000 μM). 

2.4 Evaluación de viabilidad celular 

2.4.1 Principio 

El ensayo colorimétrico de metabolismo de MTT [ 3-4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-

bromuro de tetrazolio] se emplea para evaluar la actividad metabólica de las células. El 

reactivo de MTT tiene un color amarillo en disolución, en la célula el compuesto es reducido 

a sales de formazán (color púrpura) por enzimas oxido-reductasas dependientes de 

NAD(P)H, permitiendo determinar la actividad mitocondrial de las células. La cantidad de 
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células vivas es proporcional a la cantidad de formazán que se produce después de la 

escisión del anillo de tetrazolio de MTT (Denizot & Lang, 1986). 

2.4.2 Procedimiento 

Monocapas confluentes de LLC-PK1 fueron expuestas por 30, 60, 120, 240 y 480 minutos 

y a 10, 50, 100, 500 y 1000 μM de F-, cuatro horas antes de completar el periodo de 

exposición, se añadieron 20 μL del reactivo MTT (5 mg / mL) por cada 100 μL de medio. 

Como control negativo las células no fueron expuestas a F- y como control positivo las 

células se lisaron con Tritón X-100. Al término de la incubación se retiró el medio de las 

placas y los cristales de formazán formados se disolvieron en 200 μL de DMSO. Las 

absorbancias se determinaron en el lector de placas EPOCHTM, BioTek. La viabilidad celular 

se calculó de acuerdo con las siguientes fórmulas: 

 

[Proteína μg/mL]= 1.55 * (Abs 280 – (0.76 * Abs 260)) 

Viabilidad = 
Abs 570−Abs 630

[Proteína]
 

% Viabilidad = 
Viabilidad de las células expuestas

Viabilidad de las células no expuestas
∗ 100 

 

El análisis estadístico se realizó comparando la viabilidad de las células no expuestas contra 

las células expuestas mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba de comparación 

múltiple de Dunnett. 

2.5 Inmunocitoquímica  

2.5.1 Principio  

Esta técnica es un método de análisis de las células mediante la técnica de 

inmunofluorescencia empleada para identificar los componentes celulares tomando como 

base una reacción antígeno-anticuerpo. El antígeno es la proteína o parte de la proteína que 

se quiere detectar; el anticuerpo primario debe ser específico para ese antígeno, y el 

anticuerpo secundario debe ser fluorescente o acoplado a una enzima, de manera que al 
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conjugarse con el anticuerpo primario permita la detección del antígeno específico presente 

en la célula mediante el empleo de un microscopio de fluorescencia. 

2.5.2 Procedimiento  

Con la finalidad de identificar la presencia del transportador EAAT3 en las células LLC-PK1 

y estandarizar las condiciones óptimas para este ensayo se realizó una inmunocitoquímica 

sin exposición a F-.  Las células se sembraron en un cubreobjetos como se describió en la 

sección de cultivo celular y se emplearon a una confluencia aproximada del 30 %. Los 

cubreobjetos se lavaron con 200 μL de PBS frío y filtrado, luego se añadieron 200 μL de 

solución de paraformaldehído (PFA) al 4 % por 10 minutos seguidas de lavados con 200 μL 

de PBS. Se bloquearon a los aldehídos libres en las preparaciones con Cloruro de Amonio 

(NH4Cl) 0.05 M en PBS por 5 minutos a temperatura ambiente. Nuevamente las células se 

lavaron con PBS, posteriormente, se permeabilizaron con 0.1 % de Tween en PBS por 15 

minutos. La reactividad no específica se bloqueó con 1 % BSA, 0.1 % Glicina y 0.1% de 

PBS/Tween por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubó el 

anticuerpo primario EAAT3 en solución de anticuerpo (0.01 % Trimerosal, 0.25 % BSA, 0.1% 

Tween-20 en TBS (Tris 200 mM, NaCl 130 mM, pH 7.6)) por 2 h a temperatura ambiente. 

Después se lavaron las células y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo 

ALEXA 488 por 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 

minutos con PBS. Luego se añadieron 10 μL de DAPI, se dejó incubar por 3 minutos, se 

realizaron 3 lavados con PBS a temperatura ambiente. A continuación, se enjuagó con agua 

Milli-Q y luego con etanol (por inmersión), se dejó secar al aire y se montó en un portaobjetos 

de vidrio, al cual se le añadieron 8 μL de Fluorshield por cada cubreobjetos y se selló con 

esmalte transparente de uñas. Finalmente, las preparaciones celulares se examinaron en 

un microscopio de fluorescencia. 

2.6 Determinación de proteínas  

2.6.1 Principio 

El método de Bradford se basa en la unión del colorante Azul de Coomassie G-250 a las 

proteínas. La forma aniónica del colorante se une a las proteínas formando una coloración 

azul que tiene una absorbancia máxima a 590 nm. Las proteínas se unen a la forma azul 

para formar un complejo proteína-colorante con un coeficiente de extinción mayor que el 
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colorante libre. Este método tiene una sensibilidad de 1 a 15 μg de proteína y pocas 

sustancias interfieren en su determinación. 

2.6.2 Procedimiento 

Se empleó el método de Bradford para determinar la concentración de proteínas contenida 

en los extractos, para ello se elaboró una curva de calibración a partir de un estándar de γ-

globulina (1μg / μL), las concentraciones empleadas fueron 1, 2, 3, 6 y 12 μg de γ-globulina 

/ μL, con las cuales se elaboró un gráfico de calibración. Para la cuantificación de proteína 

de los extractos se tomó un volumen pertinente de acuerdo con la cantidad de células (1 - 

20 μL, y se ajustó a 20 μL con agua destilada) y se le añadirán 180 μL del reactivo de 

Bradford. Tanto la muestra, como las diferentes concentraciones de la curva se analizaron 

por duplicado. Posteriormente, la absorbancia se determinó a una longitud de onda de 630 

nm en una microplaca de 96 pocillos en un lector de microplacas (DYNATECH MR 400). 

2.7 Captura de [3H]-D-Aspartato  

2.7.1 Principio  

El [3H]-D-Aspartato es un análogo del Glu no metabolizable y transportado por 

EAAT3/EAAC1, permitiendo su acumulación dentro de las células y su posterior 

cuantificación mediante un contador de centelleo.  

2.7.2 Procedimiento  

2.7.2.1 Función del transportador  

Se emplearon monocapas confluentes de células LLC-PK1 sembradas en multipozos y se 

trataron a concentraciones de 10, 50, 100, 500 y 1000 μM por 30, 60, 120, 240 y 480 minutos 

en solución de ensayo [pH=7.4, 25 mM (HEPES 25 mM, 130 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1.8 

mM CaCl2, 0.8 MgCl2, 33.3 mM glucosa y 1 mM NaH2PO4)]. Después de los tiempos de 

exposición se aspiró la solución de ensayo y se agregaron 250 μL de la solución de captura 

(0.8 μCi/ml de [3H]-D-Aspartato) por 30 minutos a temperatura ambiente. La solución 

radioactiva se removió mediante aspiración, posteriormente, las monocapas se lavaron con 

solución de ensayo fría (4°C) y posteriormente solubilizadas y lisadas con 250 μL de NaOH 

0.1 M por 2 horas. Se empleó una alícuota de los lisados para realizar la cuantificación de 
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proteínas por el método de Bradford y se determinó la radioactividad incorporada en las 

células mediante un contador de líquido de centelleo Tri-Carb 2910 TR. 

2.7.2.2 Cinética de transporte 

Para evaluar de la cinética de transporte se empleó solución de ensayo con diferentes 

concentraciones de [3H]-D-Aspartato (10, 25, 50, 100 y 200 μM). En los experimentos para 

determinar el mecanismo molecular se empleó solución de ensayo libre de Na+ por lo que 

el NaCI se reemplazó con Cloruro de Colina y se siguió el procedimiento antes descrito para 

la función del transportador. 

2.8 Análisis Estadístico  

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa Prisma GraphPad 8 (San Diego, CA, 

USA). Se evaluó la normalidad de los datos y posteriormente los datos se expresan como 

Media ± Error Estándar (S.E.M.). Para determinar diferencias entre las condiciones en los 

experimentos se realizó un análisis de varianza ANOVA. En caso de existir diferencias 

significativas con valor de p < 0.05, se realizaron pruebas post hoc para comparar 

tratamientos contra controles y para determinar diferencias entre condiciones.  
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3. Resultados  

3.1 Expresión del transportador EAAT3 en células LLC-PK1 

En el riñón los transportadores de Glu participan en la reabsorción de aminoácidos y 

protección de las células contra estrés osmótico (Hediger, 1999). Pocos estudios refieren 

la presencia de EAAT3 en células renales, en nuestro modelo de estudio no ha sido 

evidenciada la expresión de este transportador, motivo por el cual como primer 

acercamiento decidimos identificarlo en la línea celular de interés LLC-PK1 proveniente de 

túbulo proximal. La morfología característica de estas se visualizó mediante microscopía 

óptica a través de 40 aumentos (Figura 16A). Luego, mediante un estudio de 

inmunohistoquímica empleando el anticuerpo anti-EAAT3 acopado al anticuerpo secundario 

anti-cabra ALEXA Fluor ™ 488 marcado en color verde aseveramos que el transportador 

EAAT3 se encuentra presente en nuestro modelo, además, los núcleos de las células LLC-

PK1 se pueden observar en la tinción fluorescente azul (Figura 16B). La Figura 8C muestra 

la especificidad del anticuerpo secundario al realizar la inmunocitoquímica en ausencia del 

anticuerpo primario EAAT3 (panel superior de la Figura 16C), lo que demuestra que el 

anticuerpo se une únicamente blanco de interés. 

 

 

A) 

40 X 
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40 X 

Figura 16. Expresión de EAAT3 en células LLC-PK1.  
A) La morfología de las células LLC-PK1 se observa mediante microscopía óptica 
mediante 40X. B) Inmunohistoquímica realizada con anti-EAAT3 acoplado a ALEXA 
488 en células LLC-PK1 visualizado a 100X. C) Especificidad del anticuerpo 
primario. DAPI (azul), anti-EAAT3-ALEXA 488 (Verde). 

B) 

C) 

100 X 
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3.2 La actividad de transporte de [³H]-D-Aspartato es dependiente de Na+ 

Dado que el hecho de detectar a la proteína transportadora no asegura su funcionalidad, 

evaluamos su actividad mediante ensayos de captura de [³H]-D-Aspartato. Como primer 

acercamiento se realizaron ensayos de captura en presencia y ausencia de Na+ ya que 

existen reportes de transportadores de Glu en el sistema renal capaces de la remoción de 

este aminoácido del lumen tubular que no requieren de Na+ para el transporte de Glu 

(Kandasamy, 2018). 

En la Figura 17 observamos que, en condiciones fisiológicas, EAAT3 internaliza [3H]-D-

aspartato, un análogo no metabolizable de Glu. Como control negativo se empleó una 

preincubación con una concentración 1 mM de D-Asp 1 mM, el cual ha sido previamente 

descrito en células de glía SNC como responsable de reducir la cantidad de transportadores 

en la membrana plasmática disminuyendo por lo tanto la incorporación de [3H]-D-aspartato 

(González y Ortega, 2000).  En nuestro sistema se observó de igual manera una 

disminución de la incorporación del análogo no metabolizable de Glu en un 20 % después 

de exponer por 30 minutos a Asp 1 mM, lo cual demuestra que tanto GLAST como EAAT3 

son regulados por el proceso de transporte.  

Con la finalidad de evaluar la dependencia de sodio de la función del transportador se 

realizaron los ensayos en ausencia de este ion, los resultados muestran que la actividad de 

transporte en este caso fue solo del 20 % comparado con la actividad del transportador en 

presencia de Na+. 

3.3 La actividad de [³H]-D-Aspartato es independiente de EAAT2. 

En el túbulo proximal de riñón se encuentran transportadores de aminoácidos en su mayoría 

independientes de Na+ (Kandasamy, 2018), y en menor medida transportadores 

dependientes de este ion. Existen pocos manuscritos que describen la presencia de otros 

transportadores de la familia de los EAATs en riñón, de acuerdo a lo reportado por Hu en 

2018 no se encontró el mRNA de  EAAT2 en tejido renal.  Para cerciorarnos si la actividad 

de transporte de Glu en nuestro modelo se debe en parte a la presencia de EAAT2, 

empleamos un inhibidor selectivo de este transportador, Ácido Dihidrokaínico (DHK). En la 

Figura 18 observamos que después de 30 minutos de pretratamiento con DHK la actividad 

del transportador no se modifica significativamente en las células LLC-PK1, por lo que 
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podemos afirmar que este transportador no es relevante para el transporte de Glu en este 

modelo celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Efecto del sodio sobre en la captura de [³H]-D-Aspartato en las 

células                 LLC-PK1.  

El ensayo de captura de [³H]-D-Aspartato en monocapas LLC-PK1 se realizó en 

presencia y ausencia de Na+ durante 30 minutos. Los datos se expresan como Media 

± S.E.M. de 3 experimentos independientes por cuadruplicado. Se realizó la prueba 

de normalidad Shapiro-Wilk, posteriormente se realizó el análisis estadístico 

comparando los datos de cada condición con respecto al control (no estimulado) 

usando ANOVA de una vía y la prueba post hoc de Dunnett (** p <0.01, ****p<0.0001).  
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3.4 La exposición al F- incrementa la actividad metabólica en LLC-PK1.Sin duda, un 

parámetro que debe determinarse al trabajar con xenobióticos es la inocuidad del compuesto 

en términos de citotoxicidad, a este respecto, la actividad metabólica en células LLC-PK1 

tratadas a diferentes concentraciones (10, 50, 100, 200, 500 y 1000 μM) y tiempos de 

exposición a F- (24, 12 y 6 h) fue evaluada mediante el ensayo MTT. Como control de 

ausencia de actividad metabólica, se empleó Tritón X-100 al 10 %. Los resultados muestran 

que un incremento en la actividad metabólica de las células LLC-PK1 tratadas con diferentes 

concentraciones de F- durante los diferentes periodos de tiempo (Figura 19), observando 

diferencias significativas en los tres tiempos a las concentraciones 10 y 50 μM, mientras que 

las concentraciones 100 y 200 μM a pesar de mostrar un ligero aumento en la actividad 

Figura 18. Efecto de DHK en la captura de [³H]-D-Aspartato en células LLC-PK1.  

El ensayo de captura de [³H]-D-Aspartato en monocapas LLC-PK1 se realizó en 

presencia de sodio durante 30 minutos. Los datos se expresan como Media ± S.E.M. de 

4 experimentos independientes por cuadruplicado. Se realizó el análisis estadístico 

comparando los datos de cada condición contra el control (no estimulado) empleando 

ANOVA de una vía y la prueba post hoc de Dunnett (** p <0.01). Asp: Aspartato. DHK: 

Dihidrokainato, inhibidor selectivo de EAAT2.  
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metabólica no son significativas. Por otra parte, en la concentración de 500 μM se muestra 

una disminución en la actividad metabólica, y finalmente a la concentración 1000 μM hay una 

disminución de la actividad a las 24 y 12 h de exposición. Estos resultados nos aseguran que 

la concentración empleada (10 μM) en los experimentos no es citotóxica. 
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3.5 Efecto de diferentes concentraciones de F- en la captura de [³H]-D-Aspartato. 

Una vez que demostrado que el transportador es funcional, que depende de Na+ y que la 

actividad es resistente al inhibidor de EAAT2 podemos concluir que el único transportador 

de Glu dependiente de Na+ expresado en nuestra línea celular es EAAT3. Posteriormente 

evaluamos el efecto de la preincubación con F-, el cual ha sido ampliamente reportado como 

nefrotóxico (Cárdenas-González y cols., 2016; Dharmaratne, 2018).  Empleamos 

concentraciones crecientes de F- (10, 50, 100, 500, 1000 μM) (Figura 20 A).  La captura de 

[³H]-D-Aspartato se modifica significativamente a la concentración más pequeña (10 μM) y 

que el efecto es dependiente de la concentración hasta 100 μM. Curiosamente, no hubo 

Figura 19. Actividad metabólica en células LLC-PK1 expuestas a F- 

Se determinó la actividad metabólica empleando el método de MTT A) La actividad 

metabólica en células LLC-PK1 se midió después de 24 h después del tratamiento con F- 

a diferentes concentraciones (10, 50, 100, 200, 500 y 1000 uM), B) Después de 12 h C) 

Luego de 6 h de exposición se empleó el método de MTT y el producto colorimétrico 

resultante se evaluó a  260, 280, 570 y 630 nm. Los resultados se muestran como el 

promedio de 2 experimentos independientes realizados por cuadruplicado (Media ± 

S.E.M.) y son expresados en porcentaje con respecto en las células no estimuladas. El 

análisis estadístico se realizó mediante análisis de varianza de una vía (ANOVA) y 

posteriormente prueba post-hoc Dunnet (**** p‹ 0.0001, *** p‹ 0.001, ** p‹ 0.01, * p‹ 0.05)   

con respecto al control.  
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cambios en la actividad de transporte pre-incubando 60 minutos excepto a la concentración 

de 500 μM (Figura 20B).  Una vez analizados estos resultados se escogió la concentración 

10 µM y una pre-incubación de 30 minutos de exposición para continuar con los 

experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20.  Efecto de diferentes concentraciones de F- sobre la captura de [³H]-
D-Aspartato en las células LLC-PK1.  
Se evaluó el efecto de diferentes concentraciones de F- (10, 50, 100, 500, 1000 μM) 
sobre la actividad del transportador con preincubación de: A) 30 minutos B) 60 
minutos sobre el ensayo de captura de [³H]-D-Aspartato en monocapas LLC-PK1 
durante 30 minutos. Los datos se expresan como Media ± S.E.M de 4 experimentos 
independientes por cuadruplicado. Prueba post hoc de Dunnett (* p <0.05, ** p <0.01, 
*** p <0.001, **** p <0.0001) 
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3.6 Efecto de la exposición en diferentes tiempos de F- 10 μM a la captura de [³H]-D-

Aspartato en las células LLC-PK1. 

Se ha demostrado que el F- afecta diversos órganos y sistemas a distintos niveles, sin 

embargo, su efecto en células de túbulo proximal de riñón sobre el transporte de Glu no ha 

sido documentado hasta el momento. Con la finalidad de caracterizar el efecto del F- sobre 

EAAT3, decidimos explorar la modulación de la actividad con respecto al tiempo de 

preincubación, para ello mediante ensayos de captura de [³H]-D-Aspartato se estudió el 

efecto de diferentes períodos de exposición (0, 30, 60, 120, 240 y 480 minutos) a F- 10 μM. 

En la Figura 21 se muestra un incremento significativo en actividad a partir de los 30 minutos 

de preincubación. Nótese una tendencia a un incremento en la actividad en función del 

tiempo de exposición. 

Figura 21. Efecto de la exposición a de F- sobre el curso temporal en la captura 

de [³H]-D-Aspartato en células LLC-PK1. La exposición se realizó a una 

concentración de 10 μM durante 0, 30, 60, 120, 240 y 480 minutos de preincubación. 

El ensayo de captura de [3H]-D-Aspartato se realizó durante 30 minutos. Los datos se 

expresan como Media ± S.E.M.  de cuatro experimentos independientes por 

cuadruplicado. El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía con 

prueba post-hoc Dunnett (* p <0.05, *** p <0.001, **** p <0.004). 
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3.7 La exposición a F- modifica los parámetros cinéticos de EAAT3. 

Los parámetros cinéticos de los transportadores de Glu en Sistema Nervioso Central han 

sido bien documentados, sin embargo, en tejidos periféricos existen escasos reportes. 

Conocer las propiedades cinéticas nos permite determinar indirectamente la cantidad de 

transportadores en la membrana plasmática y la afinidad de éstos. La Figura 22 muestra la 

cinética de captura de [3H]-D-Aspartato. Los parámetros cinéticos determinados por análisis 

de regresión no lineal para el caso de células no estimuladas fueron los siguientes: Vmax: 

225.9 pmol / min / mg y Km 87.82 µM, células expuestas a F- 10 µM el Vmax aumentó a 390 

pmol / min / mg y el Km aumentó a 173.1 µM, mostrando un aumento del 72.6 % y 98 % para 

la Vmax Km respectivamente. 

 

 

  

 

   

  

 

   

 

 

 

  

 

 

 

 

Parámetros cinéticos Control F- 10 μM 

Vmax 225.9 390.0 

Km 87.82 173.1 

Figura 22. Cinética de la captura de [3H] -D-Aspartato. 

Las células LLC-PK1 se trataron con vehículo (control) o F- 10 μM. El ensayo se realizó 

empleando concentraciones crecientes de [3H]-D-Aspartato (0, 10, 25, 50, 100 y 200 μM) 

durante 30 minutos. Los resultados se muestran como el valor de la Media ± S.E.M de 4 

experimentos independientes por cuadruplicado. La cinética de transporte Vmax 

(pmol/min*mg) y Km (uM) se determinaron mediante regresión no lineal lineal con el 

software Prism 8 (GraphPad). 
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3.8 Curso temporal de la captura de [³H]-D-Aspartato 

Con el objeto de esclarecer un posible mecanismo extracelular asociado al efecto del F- 

decidimos realizar el ensayo de captura añadiendo F- 10 µM a la solución de captura (0.8 

µCi / ml de [3H]-D-Aspartato). El efecto sobre la captura de [3H]-D-Aspartato se evaluó a 

diferentes tiempos (0, 15, 30, 45, 60, 120 minutos) en presencia y ausencia de Na+ (Figura 

23). En presencia de sodio no se observaron cambios significativos después de exponer a 

las células a F- 10 µM, sin embargo, a partir de los 45 minutos de captura se observan 

diferencias en la actividad de transporte independiente de Na+, a los 120 minutos se muestra 

un cambio exacerbado en la actividad.  Estos datos sugieren que el efecto de la exposición 

a F- en el transporte de Glu requiere el influjo de este ion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Efecto de la co-exposición a la solución de absorción y F- con [³H] -D-

aspartato en células LLC-PK1.  

Las monocapas LLC-PK1 se trataron con Asp 1 mM, F- 10 mM en presencia o ausencia 

de Na+. La actividad de captura de [3H]-D-Aspartato se evaluó durante 30 minutos. Los 

datos se expresan como Media ± S.E.M. de 3 experimentos independientes por 

cuadruplicado. El análisis estadístico se realizó empleando la prueba múltiple t test 

comparando los grupos en ausencia de sodio (* p < 0,05, *** p <0.001). 
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4. Discusión 

El Transportador de Aminoácidos Excitadores 3 fue identificado por primera vez en 

neuronas y su función en el SNC ha sido ampliamente estudiada. Actualmente se conoce 

que fuera del cerebro, EAAT3 parece ser el principal transportador de Glu, sin embargo, ha 

sido escasamente descrita su importancia. 

Todos los órganos requieren de energía para su correcto funcionamiento, particularmente 

el cerebro, hígado y riñón son los más comprometidos energéticamente; hablando 

específicamente del riñón, cuya masa representa aproximadamente el 0.4 % del peso 

corporal, recibe el 25 % del gasto cardíaco. Dado que el aminoácido más abundante en 

torrente sanguíneo es la Gln (Domínguez y cols., 1998) y que esta a su vez es 

transformada a Glu, un intermediario de diversas vías metabólicas, estos dos aminoácidos 

no esenciales son importantes para la mantener las condiciones fisiológicas, por tanto, 

deben existir mecanismos encargados de la reabsorción de estas moléculas a los diversos 

órganos y tejidos del organismo, estos sistemas son los transportadores de Glu. 

En 1992, Kanai y colaboradores mediante un estudio realizado en ratones demostró altos 

niveles de proteína EAAT3 en tejidos periféricos como intestino y riñón comparados con el 

cerebro. Por otra parte, mediante ensayos con ratones nulos para EAAT3 demostraron en 

una matriz de orina analizada mediante HPLC que la ausencia de este transportador genera 

aminoaciduria, mostrando niveles 1400 veces por encima del nivel basal para el Glu y 10 

veces para el Asp (Peghini y cols., 1997). 

De acuerdo con estos antecedentes podemos deducir que la presencia del transportador es 

importante en este sistema, motivo por el cual decidimos estudiar más a fondo este 

transportador en un modelo celular de riñón. Como primer acercamiento decidimos evaluar 

si la línea celular LLC-PK1 expresa EAAT3, pero sobre todo si es funcional, para ello se 

emplearon los ensayos de captura de [³H]-D-Aspartato. Este tipo de análisis se caracteriza 

por su alta sensibilidad, proporcionando evidencia certera tanto de la expresión como de la 

función del transportador. Se verificó que la actividad del transportador es dependiente de 

Na+ e independiente del transportador EAAT2. De esta forma podemos aseverar que el 

único transportador de la familia de los EAAT presente en nuestro modelo celular es EAAT3, 

esto pudiera explicarse con base en lo definido previamente en SNC para esta familia de 

transportadores, donde se describe que de los 5, el EAAT3 es de más alta afinidad (Arraiza 
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y cols., 1994; Kanai y cols, 1993; Hertz y cols.,1978)  lo que quiere decir que requiere 

concentraciones muy pequeñas de sustrato para ser transportadas, característica 

importante en la sección del túbulo proximal pues se requiere la reincorporación de la mayor 

cantidad de nutrimentos.  

Una vez caracterizado el transportador EAAT3 como responsable del transporte de Glu en 

el modelo celular empleado, nos planteamos indagar de qué manera un xenobiótico 

ampliamente caracterizado como nefrotóxico (F-) (Dharmaratne, 2018, Santoyo-Sánchez 

y cols., 2013) pudiera causar una alteración de la actividad de transporte de Glu. 

Dado que la citotoxicidad de un compuesto es muy variable dependiendo de la forma 

química en la que se encuentre, de las concentraciones y de la susceptibilidad de las células 

en el sistema biológico en cuestión, es importante determinar si las concentraciones 

empleadas tienen un efecto citotóxico en nuestro modelo celular, para lo cual se realizó el 

ensayo MTT a concentraciones endémicamente relevantes (en  general las concentraciones 

detectadas en agua de consumo humano en diferentes regiones del país oscilan entre 0.2 

y 12 ppm; es decir de 10 hasta 630 μM, respectivamente) (Edmunds y Smedley, 2013; 

Ayoob y Gupta, CONAGUA). Los resultados de sugieren que la exposición a estas 

concentraciones no afecta negativamente la viabilidad celular a los tiempos y 

concentraciones evaluados. 

Los EAATs son regulados por el estado redox (Miralles y cols., 2001), por lo tanto, el 

proceso de captura de Glu puede ser alterado por especies reactivas de oxígeno (ROS), así 

mismo, uno de los mecanismos más reconocidos de toxicidad generados por la exposición 

a F- es el estrés oxidante (Trotti, 1998; Lu y cols., 2017; Luo y cols., 2017; Muñoz y cols., 

2020).  

Es bien sabido que el F- altera la función mitocondrial, y que este orgánulo celular es el 

encargado de suministrar la mayor parte de la energía necesaria a la célula, por lo que si 

observamos un incremento de la actividad metabólica después de la exposición a F- 

pudiéramos explicarlo como un mecanismo compensatorio de la célula ante el insulto agudo. 

Posteriormente, nos preguntamos si el F- podría alterar la actividad del transportador al igual 

que en otros modelos celulares (Flores-Méndez y cols., 2014) por lo que decidimos evaluar 

el efecto de este ion sobre el transporte de Glu. Los resultados mostraron cambios 
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significativos en el transporte con respecto a las células no tratadas a partir de la 

concentración más pequeña (10 μM). Posteriormente se evaluó el tiempo de exposición, 

uno de los primeros parámetros que deben ser determinados ya que este nos proporciona 

un primer acercamiento del mecanismo por el cual el insulto genera la respuesta, es decir 

si es a nivel transcripcional, síntesis de proteínas o modificación postraduccional (PTM) 

(Gegelashvili y Schousboe, 1998).  

A los tiempos de exposición evaluados en este trabajo, pueden ocurrir dos tipos de 

fenómenos: el aumento en la cantidad de transportadores en membrana mediado por 

inserción o bien por una PTM de la proteína, para evaluar estas posibilidades realizamos 

experimentos para determinar los parámetros cinéticos del transportador. El tratamiento con 

F- muestra aumentó tanto de la Vmax y como de la Km con respecto al valor de las células no 

estimuladas, sugiriendo que el incremento en la captura de [³H]-D-Aspartato se debe a una 

mayor cantidad de transportadores en membrana, pero no debido a una mayor actividad de 

estos lo reflejado en la disminución de la afinidad, sin embargo, nuestros datos no son 

concluyentes al no lograr la saturación del sistema. 

La familia de transportadores de solutos (SLC), a la cual pertenece EAAT3, está sujeta a 

PTM indispensables para la función y regulación de los transportadores influyendo en sus 

parámetros cinéticos. Existen diversos mecanismos de PTM, sin embargo, la fosforilación 

es uno de los principales involucrados, y, a su vez la fosforilación mediada por PKC está 

relacionada con la endocitosis, el tráfico de transportadores y como iniciador de cascadas 

de señalización (Czuba y cols., 2018). 

En 1994, Shigeo demostró que la activación de PKC por 12 - O – tetradecanoilforbol – 13 - 

acetato (TPA) modifica la función del transportador de dopamina expresado en células COS; 

el análisis cinético reveló que el efecto del TPA se debió a una disminución de la Vmax y a la 

reducción de la afinidad por el Na+. Experimentos realizados en células C6, mostraron que 

la activación de PKC con TPA aumenta la actividad de transporte de Glu (Davis y cols., 

1998; Dowd y Robinson, 1996; González y cols., 2003, Trotti, 2001), por el contrario la 

exposición a TPA en células de riñón canino Madin-Darby (MDCK) transfectadas con EAAT3 

disminuyó significativamente la captura de Glu; este decremento no se asoció a un cambio 

en la afinidad ni a una fosforilación del transportador sino a una alteración en la distribución 
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de EAAT3 en la membrana plasmática y en las vesículas intracelulares (Padovano y cols., 

2009).  

Debido a que EAAT3 se expresa en diferentes tejidos en los cuales desempeña diferentes 

propósitos (Hediger y Welbourne, 1999) y a que la activación de PKC por los ésteres de 

forbol conduce a efectos opuestos sobre la actividad de EAAT3 en diferentes modelos, 

sugerimos que la regulación de EAAT3 mediada por PKC es específica del tipo celular de 

acuerdo con los sistemas locales de tráfico sensibles a la fosforilación. 

De acuerdo a lo reportado en células C6 y en hipocampo, aproximadamente el 74 % de 

EAAT3 intracelular puede translocarse a la membrana plasmática después de exposición a 

isoflurano (Huang y Zuo, 2005). Este efecto requiere una redistribución de EAAT3 mediada 

por PKCα dependiente de la fosforilación de S465. En 2011, Huang y colaboradores 

plantearon que péptidos específicos pueden diseñarse para bloquear este efecto y 

conjugaron un péptido sintético de 10 aminoácidos con una secuencia idéntica a la de 

EAAT3 alrededor del S465. Este péptido inhibió el incremento de la actividad EAAT3 

inducida por isoflurano sin afectar los niveles basales del transportador (Huang y cols., 

2011), de igual manera, el diseño de péptidos que bloqueen la fosforilación de S465 del 

transportador podría reestablecer la actividad de EAAT3 después de la exposición a F-. 

Para determinar que el fenómeno se debe al incremento en el número de transportadores 

en la membrana celular es necesario realizar experimentos de biotinilación y/o unión de 

ligando radiactivo, así como evaluar el transporte de [³H]-D-Aspartato con citocalasina β, un 

inhibidor de transporte vesicular. 

Con el objetivo de delinear el mecanismo por el cual el F- aumenta la actividad del 

transportador, se realizó una co-exposición del xenobiótico en la solución de captura, 

observamos que en presencia de sodio no hay diferencias entre la actividad del 

transportador en presencia del ion, esto es indicativo de que el F- no causa una modificación 

en la actividad por interacción directa con el transportador si no que la modificación 

observada es por su ingreso a la célula, sin embargo, la o las cascadas de señalización que 

activa el F- en las células de túbulo distal se desconocen. En condiciones fisiológicas, los 

EAATs llevan a cabo su función mediante la internalización de una molécula de Glu junto 

con tres de Na+ y un H+ al interior de la célula promoviendo la salida de un K+ (Danbolt, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3055949/#R19
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2001). La entrada de Na+ activa al intercambiador Na+/Ca2+ el cual exporta Na+ e introduce 

Ca2+, es pues altamente probable que el F- modifique estas transacciones bioquímicas.  

Por otra parte, en un estudio realizado en células β-pancreáticas se mostró que el F- inhibe 

la actividad del canal de K+ sensible a ATP (KATP) y con esto provoca la despolarización de 

la membrana con la consecuente apertura de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, 

produciendo un aumento de la concentración de Ca2+ citosólico libre (García-Montalvo y 

cols., 2009). El principal receptor intracelular de Ca2+ es CaM, el cual activa a eEF2K 

promoviendo la fosforilación del factor eEF2 y detener así el proceso de elongación (Flores-

Méndez y cols., 2014). Por otro lado, un incremento de Ca2+ citosólico puede activar a 

fosfolipasas y proteinasas y producir aberraciones en la estructura y función del 

citoesqueleto (Harriman y cols., 2002) modificando de esta manera el transporte de la 

proteína del citosol a la membrana que a su vez inciden en los parámetros cinéticos del 

transportador. 

Hasta hoy no se conoce con certeza la importancia del Glu ni de sus transportadores a nivel 

renal, lo que ahora sabemos es que el Glu es internalizado a las células renales, la 

interrogante ahora queda abierta, es probable que al menos una parte del amino ácido 

regrese a torrente circulatorio y funja como precursor energético de diversos sistemas 

además de participar como acarreador de nitrógeno al organismo, mientras que otra parte 

se quede en riñón como propia fuente de energía mediante el ingreso al TCA en la 

mitocondrias de células renales. La situación se complica cuando intentamos relacionar el 

efecto del F- sobre el transportador, debido a que su efecto es dependiente del tiempo de 

exposición (aguda o crónica) y de las dosis ingeridas, este fenómeno dificulta conocer la 

totalidad de los mecanismos por el cual induce sus efectos tóxicos. 

 Aunque desconocemos el motivo exacto, tenemos presente que la concentración de un 

tóxico en los diferentes tejidos está determinada por la velocidad de distribución del flujo 

sanguíneo y por la absorción/acumulación (Buzalaf y Whitford, 2011). De tal manera, 

probablemente los efectos visualizados en el riñón no sean porque este sea el más sensible 

si no que dadas sus funciones intrínsecas de eliminación y reabsorción es el más 

susceptible al poseer una gran cantidad transportadores basolaterales, apicales e irrigación 

sanguínea que permiten la incorporación tanto de las sustancias indispensables como 

dañinas para el organismo.  
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En el riñón, la cantidad de F- que no es absorbida (≈ 30-75 %) por otros tejidos es filtrada, 

concentrada y acumulada (Whitford, 1994). Debido a que el F- no se une a proteínas 

plasmáticas, la concentración presente en el torrente circulatorio es la misma que se 

encuentra en el filtrado glomerular y ya que el túbulo proximal es la primera región tubular 

de la nefrona que recibe el filtrado, elevadas concentraciones de nefrotóxicos pueden 

encontrarse presentes en esta sección y factores dietéticos pueden afectar su retención o 

acumulación (concentraciones de Ca2+), por otra parte, el pH del riñón impide la reabsorción 

del F- (a este pH la mayoría del F presente se encuentra en forma de F- y no de HF) (Buzalaf 

y Whitford, 2011). 

Los estudios agudos nos ayudan a dilucidar el mecanismo de acción de xenobióticos sobre 

la molécula o proteína de interés, sin embargo, debido a la naturaleza y a la fuente de 

exposición de este ion, las complicaciones observadas en la población se presentan por 

exposiciones crónicas, por lo que definir la trascendencia fisiológica a partir de estudios 

agudos in vitro de un compuesto que tiene una variedad inmensa de efectos y mecanismos 

involucrados es aventurado. En particular, si la caracterización del transportador en este 

modelo celular se encuentra en las primeras etapas, sin embargo, podríamos sugerir que 

un aumento de la actividad de captura de [³H]-D-Aspartato después de la pre-incubación 

con F- contribuye a los efectos observados por el ingreso exacerbado de Glu. 

Una de las funciones de Glu es fungir como acarreador de N a partir de reacciones de 

transaminación mediadas por la GS (King., 2016), por lo que concentraciones elevadas de 

Glu podrían saturar a la GS dejando una cantidad considerable de N libre, tóxico para el 

organismo. Por otro lado, una función más del riñón es mantener el pH a través de las 

concentraciones de NH4
+ y HCO3

-, ambos iones tienen como precursor al Glu intracelular, 

por lo que un desbalance de los niveles intracelulares de este aminoácido mediada por una 

desregulación de los transportadores de Glu en este sistema podría generar una 

sobreproducción de bicarbonato que podría desencadenar una acidosis tubular renal (ATR), 

o bien a su vez modificar las concentraciones de NH4
+, el amortiguador urinario más 

importante.  

Uno de los principales mecanismos por los que el F- ejerce sus efectos tóxicos es la 

producción de ROS (Barbier 2010), por lo tanto, tiempos largos de exposición a este ion 

podrían desencadenar un fenómeno de compensación renal, que con el paso del tiempo 
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genere estrés celular de manera irreversible, y dar lugar tanto a una inflamación crónica 

como al déficit energético para la síntesis de EAAT3 traducida en la presencia de Glu y Asp 

en orina y desencadenar la enfermedad renal.   

Algunos estudios refieren que la exposición a F- además de mostrar incrementos en ROS 

también aumentan de manera significativa niveles NO y NOX (Liu y cols., 2003) una enzima 

implicada en la señalización de inflamación y remodelación vascular. La producción 

excesiva de NO puede alterar el estado oxidante al aumentar la concentración de Ca2+ 

intracelular e interrumpir la cadena de transporte de electrones. 

En contraparte, una fracción del Glu internalizado por EAAT3 pudiera emplearse como 

sustrato para el co-transporte de cistina mediante xCT, con la consecuente producción de 

GSH ante el estrés oxidante inducido por el F-. 

En la Figura 23 se ilustra un posible mecanismo de los efectos tóxicos del F- sobre el 

transporte de Glu mediado por EAAT3 y las posibles vías involucradas en la alteración de 

su actividad.  En resumen, la exposición aguda a concentraciones micromolares de F- 

incrementa la captura de [3H]-D-aspartato mediado por EAAT3. Si bien se desconoce el 

mecanismo exacto por el cual este ion modifica esta actividad, una gran variedad de 

componentes biológicos está involucrados y sin duda estos resultados destacan la 

participación de EAAT3 en la nefrotoxicidad del F-, lo cual es de gran importancia para el 

desarrollo de estrategias terapéuticas. 
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Figura 24. Modelo teórico de los efectos tóxicos del F- sobre el transporte de Glu 

mediado por EAAT3 en células de túbulo proximal. 

La nefrotoxicidad del F- sobre la función del transportador EAAT3 es consecuencia del influjo 

del ion, probablemente por canales de Cl-, seguida de la respuesta celular a diferentes 

niveles. El F- podría inhibir la bomba Na+ / K+ resultando en la apertura del intercambiador 

Na+ / Ca2+ incrementando las concentraciones de Ca2+ citosólico y alterando el estado de 

fosforilación de eEF2 con la consecuente inhibición de la elongación en el proceso de la 

traducción; o bien, activar fosfolipasas y proteinasas conduciendo a aberraciones 

estructurales y funcionales del citoesqueleto modificando a su vez el transporte vesicular y 

la inserción en la membrana.  Por otra parte, la activación de PKC también podría conducir 

a alteraciones en estos procesos. Cualquier cambio en la cantidad de transportadores en 

membrana afecta directamente la concentración intracelular de Glu y a su vez modifica el 

equilibrio de los procesos metabólicos en los cuales el Glu es participe como el TCA 

alterando las concentraciones de NH4
+ y HCO3

- cambiando el pH. Todos estos mecanismos 

podrían ser los responsables de incrementar la actividad del transporte de Glu en el riñón 

mediado por EAAT3. 

 



55 
 

5. Conclusiones 

• La línea celular LLC-PK1 expresa el transportador EAAT3. 

• La actividad de transportador es dependiente de Na+ e independiente al inhibidor 

de EAAT2. 

• La exposición a F- aumenta el transporte de [3H]-D-Aspartato de manera 

dependiente del tiempo y la concentración. 

• El análisis de la cinética de transporte en células expuesta a F-, muestra un 

incremento en la Vmax de un 72 % asociado a un aumento de la cantidad de 

transportadores en membrana. 
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6. Perspectivas 

• Demostrar que la pre-incubación con F- aumenta la densidad de EAAT3 en la 

membrana plasmática mediante ensayos de biotinilación de proteínas 

membranales y ensayos de unión a ligando. 

• Analizar el estado de fosforilación en Serina 465 de EAAT3 de la membrana 

plasmática en condiciones de pre-incubación a diferentes dosis y tiempos de pre-

incubación a F-. 

• Realizar experimentos en ausencia de Ca2+ extracelular en presencia y ausencia 

de quelantes intracelulares de Ca2+ como el Fura-2 para establecer la 

participación del Ca2+ en respuesta a la pre-incubación a F-. 

• Examinar si la pre-incubación a F- modula la generación de ROS y a su vez 

modifica la función del transportador mediante el uso de antioxidantes. 

• Determinar la participación del transportador Cistina-Glutamato (xCT) como 

proteína clave para la síntesis de GSH mediante el empleo de sulfasalazina, un 

inhibidor del antiportador, después de la pre-incubación a diferentes dosis y 

tiempos de F-. 

• Realizar experimentos en presencia y ausencia de cicloheximida y determinar si 

la pre-incubación a F- modifica la tasa de traducción del mRNA que codifica para 

EAAT3. 

• Evaluar el efecto de la co-exposicion a As y F- en la captura de Glu mediada por 

EAAT3 en células de túbulo proximal  
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