O0ES | £

UNIVERSIDAD NACIONAL 2%
giaii AUTONOMA DE MEXICO

Facultad de Quimica
Divisién de Estudios de Posgrado

EFECTO DEL AJO EN POLVO SOBRE
EL SINDROME NEFROTICO Y LA
HIPERTENSION

TESIS
Que para obtener el grado de

MAESTRA EN CIENCIAS
( BIOQUIMICAS )

presenta

Maria de los Angeles Granados Silvestre

|
|

=

_:_F? s == \

e ————— Mézxico, D. F. q} 1999
TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



M

H AN LA N0 @ |

Zo,d,qr:@q&_




-
e~
BT -
e L o
Iy
s
.t
S

Esta tesis se realizé en el laboratoric 208 del departamento de Biologia de la Facultad de Quimica

UNAM, bajo la tutoria del Dr. José Pedraza Chaverri,
Este trabajo fue apoyado por un donativo de DGAPA (IN203797)




Agradecimientos

Agradezco profundamente la asesoria y apoyo det Dr. José Pedraza Chaverri para la elaboracion de
este trabajo.

Agradezco también la colaboracién de mis compafieros y amigas del laboratorio 209 de la Facultad
de Quimica, quienes me ayudaron incondicionalmente.

Y finalmente agradezco el apoyo moral de un gran amige mio, companiero inseparable de mi vida y
que gracias a Dios y a €l tengo la fortuna de vivir, mi Padre, el Sr. Jerénimo Granados Moreno.




INDICE

CONTENIDO

L. INTRODUCCION

. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
ill. OBJETIVOS

IV. HIPOTESIS

V. MATERIAL Y METODOS
1. Reactivos

2. Disefio experimental

3. Determinaciones analiticas
4. Andlisis estadistico

VI RESULTADOS

1. Efecto dei ajo sobre la nefrotoxicidad inducida por ANP
2. Efecto de la inhibicion in vivo de CAT con ATZ sobre la magnitud del SN

Vil. RESUMEN DE RESULTADOS
Vil DISCUSION

IX. CONCLUSIONES

X. BIBLIOGRAFIA

PAGINA
1-24
25
26
27
28-35
28
29-30
31-35
35
36-48
36-42
42-48
49
50-58
59
60-70




Especies reactivas de oxigeno
Anién supedbxido

Perdxido de hidrégeno
Radical hidroxilo

Mieloperoxidasa

Superdxido dismutasa

Superdxido dismutasa de manganeso
Superdxido dismutasa de cobre y zinc
Superdxido dismutasa extracelular
Glutatién peroxidasa

Glutation reducido

Glutation oxidado

Gilutatién reductasa

Catalasa

Sindrome nefrético

Aminonuclebsido de puromicina
Oxido nitrico

Sintasa de dxido nitrico

Guanosin moncfosfato ciclico

Abreviaturas

Nicotin adenin dinucledtido fosfato reducido

No-nitro-L-arginina-metil éster
Ratas control
Ratas nefréticas

Ratas alimentadas con ajo en polvo al 2%

Ratas nefréticas alimentadas con ajo en polvo al

2%

Sustancias reactivas al Acido tiobarbitirico

3 amino-1,2.4 triazole

ERO
O,

H,0,

OH’

MOP
sSOD
MnSOD
CuZnSOD
EcSOD
GSH-Px
GSH
GSSG
GSH-Rx
CAT

GMPc
NADPH
L-NAME
cT

SN

CTA
SNA

TBARS
ATZ




RESUMEN

a) Modelo de nefrotoxicidad por aminonucleésido de puromicina.

Hay evidencias que las especies reactivas de oxigeno (ERQ) panticipan en el sindrome nefrotico (SN)
inducido per aminonucledsido de puromicina (ANP) y que un aumento en los sistemas antioxidantes
internos o la ingestion de sistemas antioxidantes podrian tener un efecto benéfico, tal podria ser el
caso del ajo en polvo que posee propiedades antioxidantes. En este trabajo se estudié el efecto de
una dieta con ajo en polve al 2% sobre el SN inducido por ANP (75 mg/Kg), en un modelo de ratas,
midiendo proteinuria, depuracién de creatinina, determinaciones bioquimicas en suero como
proteinas totales, albumina, creatinina, urea y colesterol, asi como las actividades renales de las
enzimas antioxidantes superdxido dismutasa total (SOD), superdxido dismutasa dependiente de
cobre y zinc (CuZn-S0D), superoxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SQD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px) asi como la actividad plasmalica de GSH-Px. También se
midié la cantidad de H,0; in vivo y lipoperoxidacion renal.

Se estudiaron cuatro grupos de ratas: grupe CT, ratas con alimento estandar; grupo CTA, ratas con
alimento con polvo de ajo al 2 %, grupo SN, ratas con alimento estandar y ANP (75 mg/Kg); grupo
SNA, ratas con alimento con polvo de ajo al 2% y ANP (75 mg/Kg).

No hubo cambios en los niveles de proteinuria en las ratas nefrdticas alimentadas con polve de ajo.
Esta dieta tampoco tuvo un efeclo sobre la depuracidén de creatinina, lipoperoxidacion renal,
determinaciones biogquimicas en suero y actividad renal y plasmatica de GSH-Px. La actividad renal
de SOD total disminuyé en el grupo SN a expensas de la fraccién CuZn-S0OD y la dieta con polvo de
ajo impidié esta disminucién en el grupo SNA. La actividad de CAT disminuyé en los grupos
nefréticos. Ademds, en el grupo CTA, la actividad de CAT y la cantidad de H;O; in vivo fueron
significativamente menores que en el grupo CT. Se encontré un incremento en la cantidad de H;O, in
vivo 10 dias déspués de la inyeccion de ANP en los grupos SN y SNA. La dieta con polvo de ajo no
bloqued este incremento. No obstante haber observado la capacidad antioxidante del polvo de ajo a
través de la disminucién en los niveles renales de H,0,, éste no fue capaz de disminuir el dafio renal
en el SN inducido por ANP.

Para confirmar adicionalmente fa participacién de H,O; en el SN por ANP en este trabzjo se exploré
el papel in vivo del H,O; en la patogénesis de! ANP inhibiendo CAT con 3-amino-1,2,4 triazole (ATZ)
24 horas antes de la inyeccién de ANP. Se encontré una exacerbacién en la proteinuria y la
hipercotesterolemia en e! grupo tratado previamente con ATZ comparado con el inyectado
tnicamente con ANP. Estos resultados nos sugieren la participacion activa deét H;O, en el SN
inducide por ANP.




b) Modelo de hipertensién inducido por N o-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME).

Ef ON ejerce un efecto vasodilatador en 1a microcirculacion y la inhibicién continua de su sintesis
ocasiona un predominio de factores vasoconstrictores, originande una hipertensién arterial similar a
la observada después de la infusidn crénica de angiotensina Il, norepinefrina o tromboxanos {2081).
La liberacion de neutotransmisores y su efecto sobre las células endoteliales estimulan la sintesis de
6xido nitrico {4726). Se conoce que el ajo activa la sintasa de éxido nitrico /in vitro, y que la
administracién crénica de L-MAME, un inhibidor de esta sintasa, produce hipertension arterial. En
este trabajo, estudiamos el efecto de una dieta con ajo en polvo al 2% sobre la hipertension inducida
por L-NAME en ratas, durante cuatro semanas. Se midi¢ la presidn arterial cada semana, asi como la
excrecién urinaria de nitritos y nitratos, como marcadores de la activacion de la sintasa de éxido
nitrico.

Se estudiaron cuatro grupos de ratas; gnupe CONTROL, ratas con alimento estandar; grupo L-NAME,
ratas con alimento estandar+L-NAME; grupc AJO, ratas con alimento con ajo en polvo; grupe AJO+L-
MNAME, ratas con alimento con ajo en polvo+L-NAME. En el grupo L-NAME la presién arterial
aumenté 34%, y la excrecién urinaria de nitratos y nitritos disminuyé 59%, En el grupo AJO+L-NAME
encontramos un blogueo del incremento de la presidn por L-NAME, y de la disminucidn en la
excrecion urinaria de nitratos y nitritos, Ademas, las ratas del grupe AJO tuvieron una mayor
excrecidn urinaria de nitratos y nitritos que el grupo centrol. Estos dos datos apoyan fuertemente que
el polvo de ajo activa in vivo a la sintasa de éxido nitrico.

En un grupo adicional se investigd, si el polvo de ajo era capaz de revertir el efecte del L-NAME. Las
ratas se alimentaron con alimento estandar y L-NAME durante dos semanas, se midié la presion los
dias 7 y 14. Al finalizar estas dos semanas, se subdividieron en dos grupos, a uno de los cuales, se
les cambio la dieta a alimento con polvo de ajo y el olro siguid con alimento estandar. A ambos
grupos se les mantuve la administracidn de L-NAME y se les midié la presién los dias 21 y 28. La
presion sistdlica de las ratas a las que se les cambio la dieta, disminuyd, aunque esta presién no
alcanzd los niveles normales. Este hallazgo sugiere que el polvo de ajo puede revertir, al menos
parcialmente, la hipertensidn en este modelo experimental.




I. INTRODUCCION

Aspectos generales

Las moléculas que participan en las reacciones quimicas como aceptores de electrones son
conocidas como oxidantes o radicales. Esta propiedad se debe a que en su orbital mas externo se
encuentran unc o mas electrones desapareados en un giro paralelo. Son altamente reactivas ya que
buscan completar su ditimo par electrénico, reaccionando con otro radical o sustrayendo electrones a
otra especie convirti€éndola a su vez en radical. En este contexto, e! oxigeno bimolecular (O,) es un
biradical, ya que cada dtomo de oxigeno posee en su Ultimo orbital un electrén desapareado.

Espécies reactivas del oxigeno

La reduccidén incompleta del oxigeno bimolecular genera metabolitos intermediarios conocidos como

especies reactivas del oxigenc (ERO). Estos son el anién superdxido (O;'), el peroxido de hidrogeno

{Hz0,), el radical hidroxilo {OH) y el singulete de 'Q.. Estas especies son generadas durante los

procesos biolégicos normales por las células come suproductos de las cadenas de electrones o son
producidos especificamente para cumplir funciones fisioldégicas, entre las que se encuentran
oxidacion de xenobidlicos, regulacidén del factor de relajacién del misculo liso y eliminacién
bacteriania en los procesos infecciosos (1). Ademas, también actian sobre una gran cantidad de
moléculas biolégicas como las proteinas, dcidos grasos, acidos nucleicos y carbohidratos (2)

(Esquema 1).
EROC
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Esquerna 1. Respuesta celular al dafo oxidativo (2)




Es por ello que los organismos cuentan con un mullisistema enzimético, a través del cual son
capaces de transformar esfas especies reactivas del oxigenc a H;0. Cuando se rompe este equilibrio
y/o los sistemas productores de ERO sobrepasan la capacidad neutralizante de los sistemas
enzimaticos antioxidantes, sobreviene la disfuncién local o generalizada.

Existe una variedad de condiciones patolégicas en las que se cree que estan involucradas las ERO,
como por ejemplo; cancer, artritis reumatoide, enfermedades respiratorias come fibrosis pulmonar,
isquemia-reperfusion y enfermedades mediadas por complejos inmunes (2). Se tienen evidencias
que las ERQ juegan un pape! muy importante en el origen de algunas enfermedades renales como
glorrierulonefritis por anticuerpos anti membrana basal (3}, nefritis nefrotéxica (4), nefropatia crénica
por ANP {5-7), sindrome nefréticc de cambios minimos, nefropatia por lupus, glomerulonefritis
postestreptococeica, nefropatia por lgA (8), y falla renal aguda (S}

Formacién de las especies reactivas de oxigeno

Anién superdxide (0;), Esta especie se forma cuando el oxigeno (Q,) recibe un solo electrdn. Bajo

condiciones normales, el O, es producido en bajas concentraciones por el metabolismo celular, por
autooxida;:iones de hidrogquinonas, leucoflavinas, catecolaminas, tioles, tetrahidopterinas y
hemoglobina; también los citocromos Pago y b5 localizados en reticulo endoplasmico generan O, por
autooxidacion, ambos citocromos presentan una gran actividad en presencia de NADPH (citocromo
450) o NADH (b5). En todos los casos e! producte primario formado es O, . Numerosas enzimas
localizadas en el citosol, mitocondria y peroxisomas, asi como en la membrana plasmaética, generan
ERO durante su ciclo catalitico. La xantina oxidasa, que esté presente en el riién, genera O, durante

la reduccién de O, a H,0. La mayor parte de las ERO producidas por mitocondria provienen de la

cadena de transporte de electrones localizadas en el interior de la membrana, Los peroxisomas
contienen altas concentraciones de oxidasas que pueden ser fuente de ERO {(10). El anién O,

también se origina durante la descarga respiratoria de los procesos fagociticos de las células de
defensa inmunolégica, a través de un complejo enzimatico denominado NADPH axidasa (11). Se ha
observado in vitro, que este radical puede atravesar la membrana de los eritrocitos usando canales

aniénicos, pere esto no se ha documentado en otras célutas {12).

Peréxido de hidrégeno (H;0;). Se genera por la accién de [a enzima SOD sobre el anién O, . En

solucién acuosa, el O, dismuta de manera espontanea {11) generando H;Q. y oxigenc singulete.




Estrictarmente, e! H;O: no es un radical libre porque no posee electrones desapareados, sin embargo
al participar en la reaccién de Haber-Weiss (reacciones 1 y 2), genera radicales hidroxilo o interactia
con halégenos y el sistema mieloperoxidasa para producir 4cidos como el acido hipocloroso, acido

hipobromoso, etc. {reaccién 3} {13).

Reaccién de Haber-Weiss
20, + 2H o H0, + O 1
02' +H202 - OH- +OH- + 02 (2)

Produccién de acidos derivados de halogenos por el sistema de mieloperoxidasa (MOP)

MOP
H,0, + 2X o 2HXO 3

Radical hidroxilo (OH'). Se genera por la ruptura del enlace oxigeno-oxigeno del HxQ; lo cual da

como resultado 2 radicales hidroxilo, tambien puede formarse por fa reaccion de Haber-Weiss o por

la reaccidn de Fenton {reaccién 4).
Reaccién de Fenten

O+ M 5 O+ MY )

MY + H O, = M + OH +OH

donde M es un metal de transicién como Fe®* o Cu?*

La membrana celular contiene fosfolipasas A; y C, las cuales catalizan [a conversidn de fosfolipidos a
acido araquidénico, que es la oxidacion enzimatica de acidos grasos insaturados via ciclooxigenasa y
lipooxigenasa. Esta via es tentativamente la generadora de hidroxiradicales en condiciones
fisicldgicas. Ambas enzimas estan presentes en el rifidn, la ciclooxigenasa se encuentra en todas las
células renales especialmente en las del glomérule, mientras que la lipooxigenasa estd menos

distribuida y su estudio se ha centrado esenclaimente en e! glomérulo (10). Por otra parte, ef O,

puede reaccionar con el éxido nitrico generando el peroxinitrito (ONQO'} el cual, al hidrolizarse se

escinde en una malécula de radical hidroxilo y una de biéxido de nitrbgeno {reaccién 5) (14).
Via de generacién del radical hidroxilo a través del peroxinitrito

Q; + NO' = ONOO + H' - OH + NO; {5)




Singulete de oxigeno {'0;). Esta especie guimica, como no tiene electrones desapareados, no
constituye realmente un radical de O, pero es muy reactivo, se forma cuando algunos pigmentos son
iluminados en presencia de oxigeno ¢ por 1a reaccion del Acido hipocloroso con el H,O; (reaccion 6).
Presentan una gran capacidad oxidante frente a muchas moléculas biclégicas, sobre todo en los
lipidos de las membranas {15).

H0, + OCI - '0; +C + HO (6)

Origen celular de las especies reactivas de cxigeno

Los neutrdfilos y monocitos presentan un marcado metabolismo oxidative, lo cua! fleva a generar una
gran cantidad de ERO en respuesta a la perturbacién de su membrana plasmaética por una variedad
de particulas solubles o estimulos especificos. Por otra parle, se sabe que las células glomerulares
son capaces de originar ERO en las formas no inflamatorias de enfermedad renal, debido a que
existen células semejantes a las fagociticas en el glomérulo, en particular, las células mesangiales,

las cuales aumentan la generacion de Q; y H,0; en respuesta a varios estimulos somo el zimosan,

complejos inmunes, factor activador de plaquetas, mediadores de la inflamacién y por
aminonucledsido de puromicina (16,17). En respuesta a esta dltima sustancia, las células epiteliales
en cultivo incrementan [a generacién de H,O, (5).

Defensas naturales contra los radicales libres generados en condicicnes fisiolégicas
Una de las exigencias de la aerobiosis es contar con sistemas de defensa contra los radicales de
oxigeno, que tiendan a impedir su formacién o a.neutralizarlos, que quiere decir metabolizarlos a
especies menos reactivas o no reactivas una vez formados. El primero de éstos corresponde a una
reduccidn tetravalente del oxigeno, lo cual se logra mediante el sistermna citocromo oxidasa, que lleva
a cabo la reduccion de mas del 90% del oxigenc en el organismo, Este sistema es capaz de efectuar
esta reduccion hasta agua, sin liberar intermediarios, ya que estos se quedan unidos al sitio active de
la enzima (18) (Esquema 2).




Complejo citocromo oxidasa

| e e +2H' e+H e +H ]
0, - (o} - HO, - OH — H,O
1
H,C

Esquema 2. Via univalente y tetravalente para la reduccion del oxigeno
El segundo sistema de defensa lo constituye un compleje de enzimas especializadas denominadas

enzimas antioxidantes.

Enzimas antioxidantas
Superdxido dismutasa (SOD}) (6xido reductasa EC 1.15.1.1)
Las superdxido dismutasas son metaloenzimas que catalizan la conversidn del anidn superdxide para
dar oxigeno molecular y H,O, {reaccion 7). Fue descrila por primera vez por McCord y-Fridavich en
1969 (19)
S$OD
20,7 + 2H' o O + H0, (N

En las células eucaridticas existen tres isomorfas de SOD. Todas son producto de genes nucleares
diferentes y se sintetizan en los ribosomas citoplasmicos (20). Dos de estas isomarfas conlienen en
su sitio activo Cu y Zn, y la tercera contiene Mn. Una de las isomorfas de Cu y Zn se localiza
principalmente en el citosol aungue también se encuentra en liscsomas, nicleo y en menor cantidad
en peroxisomas y espacio intermembranoso mitocondrial (21), tiene estructura dimérica, con un pesc
de 17 kDa por subunidad {22,23). La ofra isomorfa de Cu y Zn es extracelular y fue descrita por
Marklund en 1982; su peso molecular en el humano es de 135 kDa y tiene estructura tetramérica
(14), se localiza en fluidos como plasma, liquido sinovial y linfa. Se ha sugerido que su sitio de
sintesis son las célutas endoteliales y que cuande esta unida a ellas funciona como una cubierta
protectora, posee afinidad por la heparina y a los proteoglicanos de suffato de heparén (24) y
contribuye de un 0.5 a un 20% de la actividad total de fa SOD (14). Esta isomerfa en la rata esta
constituida por dos subunidades, su peso molecular total es de 85 kDa y al contrario que la forma
tetramérica, no posee afinidad por la heparina (24). La tercera isomorfa de SOD, también es un
tetramera, contiene 1 atomo de Mn por subunidad, se localiza en la matriz mitocondrial, y tiene un
pesao molecular total de 80 kDa (21) (Cuadro 1).




Cuadro 1. Caracteristicas de las isomorfas de SOD

Isoﬁoda localizacion estructura peso molecular total
EC Cu-Zn/SQD (rata) extracelular dimero 85 kDa

EC CU-Zn/SOD (humanc) extracelular tetramero 135kDa
Cu-Zn/SOD citosol dimero 34 kDa

Mn/SOD matriz mitocondrial  tetramero 80 kDa

Glutation peroxidasa (GSH-Px) (glutation: H;O; oxidoreductasa, EC 1.11.1.9)

El H;0., producto de la reaccién de la SOD, es transformado por hidroperoxidasas como la GSH-Px
{GSH-Px), descrita por primera vez por Mills en 1857, Esta enzima cataliza la descomposicion del
H;0, o de otros peroxidos organicos con la concomitante oxidacién del glutation reducido (GSH)
tansforméndose en glutation oxidado (GSSG) (reaccion 8). El GSSG es, a su vez, reducido a GSH
por la glutation reductasa (GSH-Rx) en presencia de NADPH formando un ciclo redox e impidiendo
que se agoten las reservas de GSH (reaccion 9) {25,26). Los niveles de NADPH son regenerados por

la accién de las enzimas malica y glucosa-6-fosfate deshidrogenasa.

GSH-Px
1. ROOH + 2GSH  —--eemeceeeeeeny ROH + H,O + GSSG (8)

2. GSSG + NADPH +H® ——————— 2 GSH+ NADP" @

Se conccen diferentes isomorfas de esta enzima la cual contiene en su sitio aclivo un 4tomo de
selenio {Cuadro 2).

GSH-Px citosdlica (cGSH-Px). Es una enzima tetramérica {27) que sdlo tiene actividad antioxidante
en casos de un incremenio de H,0,; ¥ de hidroperdxidos de lipidos, pero muestra una baja actividad
sobre hidroperdxidos de fosfolipidos y colesterol.

GSH-Px extracelular (pIGSH-Px). Es una enzima glicosilada, se sintetiza en rifion y pulmoén, su
ARNm se ha encontrado en células de epitelio tubular proximal y en células parietales de la capsula
de Bowman; se piensa que tiene un papel importante en la proteccidn del rifdn durante el dafio
oxidativo (28), sin embargo, su funcién no ha sido bien establecida ya que su sustrato (GSH) esta en
muy bajas concentraciones (0.3 uM) en el plasma (27,29). Esta constituida por 226 aminoacidos y
tiene un peso molecular de 25 kDa; esta enzima esta presente en la circulacidn como un
homotetramero {30).




GSH-Px gastrointestinal {(giGSH-Px). Se localiza principalmente en el tracto gastrointestinal de los
roedores y en el humano también se ha encontrado en el higado y colon (27}, la secuencia de su
ADNc predice que esta constituida por 180 aminoécidos (31). Inmunclégicamente esta enzima no
reacciona con los anticuerpos contra la GSH-Px ya sea exiracelular o citostlica (31); se piensa que
tiene un papel de proteccion contra efectos adversos en la ingesta de hidroxiperdxidos (27).

GSH-Px de fosfolipidos (EC 1.11.1.12)(PIGSH-Px). Es una hidroxiperoxidasa de fosfolipidos, esta
unida a membranas intracelulares y tiene una menor afinidad por GSH, su actividad se encuentra
mejor preservada en casos de deficiencia de selenio, es abundante en testiculos y puede ser
regulada por gonadctropinas (32). Se ha reportado que reduce hidroperdxides de colestercl y al 7p-
hidroperdxido de colesterol, uno de los compuestos mas citotéxicos de las lipoproteinas estudiadas
(33). En todos los casos, con excepcién de la PIGSH-Px que es un mondmero, todas [as isomarfas
de GSH-Px san tetrameros; e! rifidn contiene 7.5% de la conceniracion total de selenioc encontrado en
tejidos de rata y la actividad de la GSH-Px en este 6rgano es de aproximadamente un 2.0% de la
total (34).

Cuadro 2. Caracteristicas de las isomorfas de GSH-Px. Todas son productos de genes diferentes

{30,31,35)

Isomorfa Localizacién Estructura Peso molecular total
cGSH-Px citosol tetramero 84 kDa

pIGSH-Px extracelular tetramero 100 kDa

giGSH-Px gastrointestinal tetramero 75kDa

PIGSH-Px membranas manémero 21kDa

Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6)

La CAT es una hemoproteina tetramérica con un peso de 240 kDa, con cuatro ferriprotoporfirinas por
molécula (36) y su vida media en la circulacién es refativamente corta, de 6 a 8 minutos (37). Esta
presente en los peroxisomas y posee una doble funcidn: a la descomposicién del H;0; en O, y H,O
(reaccién 10) se le conoce como actividad catalitica, y como actividad de peroxidasa {reaccién 11) a
la oxidacion de donadores de protones como metanol, etanol, &cido férmico y fenoles, con el
consumo de 1 mol de perdxido (38). En tejidos de mamiferos la CAT esta presente en altas
concentraciones en higado y rifién, y en bajos niveles en tejido conectivo (39), En general en las
células, estd presente principalmente en los peroxisomas (80%) y mitocondrias, mientras que en los
eritrocitos existe en una forma soluble (36). Esta enzima presenta una heterogeneidad molecular, que
puede ser de origen genético, lo cual produce cambios en su conformacién (por oxidaciones de
grupes SH), que pueden llevarla a la disociacidn del tetramero activo, lo que la convierte en un
dimero, ¢l cual tiene actividad peroxidativa pero no catalitica (36).
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CAT
H0; —————— 3 H,0 + O, Actividad catalitica (10}

CAT
H.0; + AH; ——meeeey . 2H,0 +A Actividad peroxidativa (11)

Las reacciones cataliticas de esta enzima poseen una x de alrededar de 107 moblitros '/seg”,
mientras que las peroxidativas tienen aproximadamente una x de 10%-10°, La reaccion predominante
dependera de la concentracion del donador de protones, asi como de la concentracidon basal y/o de la
produccién de HO, por &l sistema (36).

Antioxidantes no enzimaticos vs radicales OH’
En contraste con el ion superdxido y el H.O; no se conocen enzimas capaces de regular
directamente las concentraciones de radicales OH'. A través de las enzimas antioxidantes, los

organismos son capaces de eliminar fas sustancias precursoras de este radical, antes de que sea
formado. Sin embargo, éste radical puede ser neutralizado por la vitamina E o alfatocofero), que es
un antioxidante excelente, y que por su hidrofobicidad se encuentra en las membranas biolégicas
donde la proteccion que le confiere a la membrana es particularmente efectiva (15). La vitamina E y
ofros antioxidantes fendlicos interrumpen el proceso de lipoperoxidacion inhibiendo la etapa de
propagacion, puesto que reaccionan con los radicales peroxilo generando productos que no son
radicales (40).

Funcién renal

La unidad funcional del rifidn es la nefrona, la cual, estd formada por un conjunto de tdbulos y un
glomeérulo. El glomérulo se origina por la invaginaciéon de una madeja de capilares en el extremo
dilatade y ciego de la nefrona (cdpsula de Bowman). Los capilares estan irrigados por una arteriola
aferente y drenados por una arteriola eferente. En la capsula de Bowman la sangre esta separada del
filtrado glomerular por dos capas de células: e! endotelio capitar y el epitelic especializado que yace
encima de los capilares glomerulares. Estas capas estdn separadas por la membrana basal
glomerular. Las células endoteliales fenestradas, la membrana basal glomerdar y las células
epiteliales forman en conjunto la barrera de filtracién glemerular, Otras células en forma de estrella,
lamadas células mesangiales, envian prolongaciones entre el endotelic y la ldmina basal, son
contractiles y participan en la regulacién de la filtracion glomerular.

E! endotelic de los capilares glomerulares es fenestrado, con poros de aproximadamente 100 nm de
didmetro. Las células del epitelio (podocitos), tienen numerosos seudépodos que sé éntrelazan para




formar rendijas de filtracidn de aproximadamente 25 nm de amplitud a lo largo de la red capilar
(procesos podociticos). La membrana basal no tiene huecos o poros visibles.

Funcionalmente, la membrana basal glomerular permite ef libre paso de sustancias neutras de hasta
4 nm de didmetro y excluye en su totalidad aquellas con un didmetro mayor de 8 nm. La filtracion es
inversamente proporcional al diametro. Sin embargo, las sialoproteinas en la pared capilar glomerular
tienen carga eléctrica negativa y los estudios con dextranos cargados negativa o positivamente
indican que las cargas negativas repelen substancias con carga negativa en {a sangre. Esto tiene
como consecuencia que la filtracion de aniones de 4 nm de didametro es menor que la mitad de la
filtracién de las sustancias neutras del mismo tamaiio. Esta es la explicacién de porque la filtracion de
la molécula de albumina, una proteina con carga negativa, es menor a la esperada por una molécula
de diametre menor de 7 nm. Por el contrario, la filtracidn de las substancias catidnicas es mayor que
la de las sustancias neutras del mismo tamarno.

Sindrome nefrético (SN)

El SN es el resultade de un incremento en la permeabilidad glomerular. Estd caracterizado por
proteinuria, hipoalbuminemia, hiperlipidemia, edema e hipercoagulabilidad. La proteinuria es la
manifestacidn mas temprana y es seguida por la acumulacion de ascitis (41,42).

La pérdida de albumina por orina es un factor importante que contribuye a explicar la aparicion de
hipoalbuminemia, sin embargo, ésta no es la dnica causa, sino que también hay un mayor
catabolismo de esta proteina en el tabulo proximal ¥y un aumento insuficiente de su sintesis, lo que
impide contrarrestar la pérdida urinaria o el incremento del catabolismo. También podrian participar
cambios en la distribucién corporal y una disminucidn en la ingesta de proteinas (43,44).

En el SN estan elevadas casi todas las fracciones de lipidos y lipoproteinas séricas. La sintesis de
colesterol aumenta en respuesta a la hipoalbuminemia y a la elevacién del dcide mevalbnico, que a
su vez, se debe a una disminucion de su catabolismo renal (41).

El SN se presenta en diferentes padecimientos entre los que se encuentran algunas enfermedades
crénico degenerativas e inmunolégicas como lupus y diabetes, o puede presentarse como un efecto
secundario a algunos alergénos o farmacos. Por otra parte, existe un porcentaje de casos de SN, en
donde no se conoce la eticlogla, y se le denomina SN idiopatico. En este contexio se encuentra la
enfermedad de cambios minimos {(ECM), que es la causa mas frecuente de SN en nifios (43).

Existen evidencias que sugieren un desequilibrio entre el estrés oxidativo y los mecanismos de
defensa antioxidante en las patologias glomerulares, entre las que se encuentra fa ECM. Los
cambigs en los niveles de lipoperoxidacidn, la disminucidn en las actividades de algunas enzimas
antioxidantes como SOD total y CAT, y el incremento del cociente GSSG/GSH reflejan un aumente
del estrés oxidativo en estos padecimientos (3,18.45-47). Se ha demostrade que existe una




disminucién en la actividad de SOD total en pacientes con nefropatia por inmunoglobulina A y que
esta disminucion se debe a que, la actividad y la concentracion de ARNm de la isomorfa de CuZn-
S0D estd en menor proporcidn con respecto a los controles {(48). Asimismo, en células
mononucleares periféricas de pacientes con SN idiopatico, se encontrd una disminucién del 42% y
del 59% en la actividad y expresién del ARNm de Mn-SOD respectivamente {48).

SN mediado por ANP

Para la mejor comprensién de los origenes y mecanismos de esta patelogia se han desarrollade
modelos experimentales. £l modelo mas usado es el inducido con aminonucledsido de puromicina
{ANP) (6-dimetilaminopurina-3-amino-d-ribosa). La puromicina es un aniibidtico obtenido de
Actinomyces alboniger. Estudios farmacolégicos indican que tiene un bajo nivel de nefrotoxicidad y, al
igual que su nucledsido, tiene efectos antiparasitarics. Sin embargo, el ANP origina SN por una sola
inyeccién intravenosa o subcutdanea en ratas {150 mg/Kg), dando como resultade una marcada
proteinuria y cambios morfoldgicos glomerulares que son similares a la ECM en el humano (50-52).
Hay modelos experimentales en donde el dafio rena! puede ser tanto de tipo agudo come crénico. En
el modelo agudo, el dafio que se produce es reversible, mientras que en el modelo crénico, el dafic
es irreversible y el resultado de la persistencia de la proteinuria es el desarrol[o de la
glomeruloescierosis. El dafic al epitelio celular del glémerulo parece ser la razén primaria para
desarrollar proteinuria en la nefrosis por ANP. Entre los cambios morfolégicos se encuentra la
transformacién de las microvellosidades, vacuclizacion celular y disminucién de los procesos
podociticos {53). El ANP origina defectos en cuanto a la selectividad del paso de moléculas por
tamafio y carga, ya que existe una modificacién en los sitios polianiénicos (sialoglicoproteinas y
heparan-sulfato-proteglicanos} de la membrana basal glomerular. Se ha observado también que en la
membrana basal glomerular dahada, existen grandes areas desprovisias de células epiteliales y de
diafragmas de filtracién, o que se cree que origina el paso de grandes moléculas al espacio urinario,
La proteinuria comienza entre el 6° y 8° dia después de la inyecciébn de ANP, y es generalmente
masiva en el dia 10 (43). Existe hipercolesterolemia como resultado del incremento en su sintesis
hepética concomitante a la disminucién de proteinas séricas. En el modelo crdnico el aumento del
colesteral sérico puede desempefiar un papel importante en la progresidén del dafic glomerular inicial
a glomeruloesclerosis, ya que se ha demostrado que la hiperlipidemia es un factor nefrotéxico (54-
56).

Por otra parte, aunque se conoce que el principal blanco de dafic del ANP son las células
glomerulares epiteliales, también se ha demostrado que las ERO generadas por ANP alteran la
contractilidad de las células mesangiales (57).




Participacion de los radicales libres en el SN mediado por ANP

En estudios recientes, se ha postulado el papel de las ERO en ef SN inducidc por ANP en base a su
medicion directa o indirecta en este modelo. En el primer contexto Kawaguchi ef al. (5), encontraron
que el ANP, adicionado a cultivos de células glomerulares induce un incremento de H;O,; por ofra
parie Ricardo et al. (58) encontraron gque el ANP adicionado a los glomérulos en cultivo induce la
produccién de OH y O;. Cuando esta tesis se estaba elaborado, se publicd un trabajo en el que se
reportd un incremento en la produccién renal de H,0, en ratas tratadas con ANP, este aumento se
presenta 15 min después del tratamiento con ANP (59). E] papel del H;O; se ha evaluado en el dafio
renal cuando se ha infundido éste directamente por la vena renal provecando cen ello una proteinuria
masiva (60). La cuantificacién de los productes de lipoperoxidacion como el malondialdehido (MDA),
es otra forma directa de evaluar la participacion de las ERO en este modelo, debido a que sus niveles
aumentan tanto en el modelo agudo como en el cronico (60-64), el aumgnto en el MDA precede a la
proteinuria, desapareciendo, atin cuando todavia exista excrecion de proteinas urinarias. Fawcett et
al. (65) realizaron un estudio temporal de lipoperoxidacion renal en ratas inyectadas con ANP.
Encontraron que la lipoperoxidacién aumenta desde el dia 2 y alcanza su maximo en el dia 4
después de la inyeccion del ANP; y regresa a [os niveles basales el dia 10. En estas mismas ratas la
proteinuria aumenta et dia 4 y su pico maximo se encuentra en el dia 10. Al parecer, la relacién entre
la aparicion de lipoperoxidacién seguida por la proteinuria no es casual, lo que sugiere que el dafio
glomerular en este modelo puede ser mediado a través de la produccion de las ERO.

La medida indirecta de la participacién de las ERO en el SN inducide por ANP, se ha basade en la
proteccidén que pueden proporcionar agentes antioxidantes comeo el selenio, vitamina E (63,64,66,67),
taurina y probucol (6,7,64), inhibidores de la xantina oxidasa como el alopurinol (5,53,68), enzimas
antigxidantes como SOD y CAT (5,67-69), quelantes de hierro como la deferoxamina (70} v
sustancias que reaccionan con radicales hidroxilo como dimetiltiourea (5,70) y benzoato de sodio
(67). Este efecto protector se refieja en la disminucién de la proteinuria y de los niveles de
malondialdehido en animales, inyectados con ANP, y en la reduccién del efecto citotoxico del ANP en
cultivos celulares. La administracién de glucocorticoides a ratas tratadas con ANP incrementa las
actividades de las enzimas anlioxidantes CAT, SOD y GHS-Px, y disminuyen la proteinuria y los
niveles de malondialdehido (60). Su accién sobre el sistema enzimatico anticxidante parece ser la
razén de su efecto protector en el SN inducido por ANP. Por otra parte, la disminucion de sustancias
como el glutation reducido, que participa directamente en la eliminacion de las ERO agrava el SN por
ANP, lo que apoya la hipdtesis de que estas especies reactivas del oxigeno participan directamente
en la produccién de dafio en este modelo (71).

La participacion del H;O; en el SN por ANP presenta algunas controversias, ya que algunos autores
han encontrado que la inyeccién de CAT a animales con ANP {69), o la adicién de éste a células en




cultivo tratadas con ANP {5}, tiene un efecto protector, mientras que otros autores no han encontrado
dicho efecto (68,72).

La via de generacién de las ERO en el modelo de nefrotoxicidad por ANP atin no se ha dilucidado.
Se ha postulado que la hipoxantina, que es un producto metabdlico intermediario de la degradacion
del ANP, sirve como sustrato para la xantina oxidasa, a cual cataliza enzimaticamente su conversion
a xantina y acide Urico, con la consiguiente produccién de ion superdxido durante el proceso
(Esquema 3) (68).

Xantina deshidrogenasa
Ca 2*¢proteasa

Xantina oxidasa
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Esquema 3. Via de generacidn de ERO por el sistema xantina oxidasa.

Diamond et al. (68) encontraron que el atopurinol (un inhibider de la xantina oxidasa) y la SOD
disminuyen la proteinuria en el SN inducido por ANP, lo que sugiere que la generacidn de iones
superdxido por el sistema xantina oxidasa provoca SN (68). Beaman et al. (69) confirmaron estos
datos en cuanto al efecto protector de la SOD y, ademas, encontraron que la proteinuria en este
moedelo, se reduce significativamente en ratas que recibieron el complejo polietilenglicol-CAT, lo que
indica que el H;0O, esta invalucrado también en la aparicidn de SN por ANP. Por otra parte, Nosaka e!
al. (73) encontraron que la nefrotoxicidad del ANP es inhibida cuando se administra 2'-
deoxicoformicina, un inhibidor de la adenosina deaminasa. Esta enzima participa en la degradacién
metabdlica de las purinas, y por lo tanto esta involucrada en las primeras etapas de la formacién de
hipoxantina, el sustrato de [a xantina oxidasa. Sin embargo, los estudios de Ghiggeri et al. (72)
sugieren que la via de generacion de ERO no es a través de la xantina oxidasa, porque la

concentracién renal y urinaria de hipoxantina, xantina y de sus precursores adencsina e inosina, asi




como también el acido Grico y la alantoina, que son los productos finales de la reaccion catalizada por
la xantina oxidasa, no aumentan en ratas tratadas con ANP. Por otra parte, sus estudios del
metabolismo del ANP indican que & mecanismo de accién del ANP es muy répido, mientras que la
conversion de ANP en hipoxantina dentro del glomérulo emplea varias horas (méas de dos) (72). Por
otra parte, Ricardo et af. (53} encontraron que la administracién de tungsteno (un inhibidor de la
xantina oxidasa), a ratas tratadas con ANP, no indujo una disminucion significativa en la proteinuria,
pero si una disminucion de la actividad de la xantina oxidasa y de la xantina deshidrogenasa.
También enceniraron que el alopurinol disminuyé la proteinuria sin disminuir la actividad de la xantina
oxidasa. Lo anterior condujo a los autores a sugerir que la proteccion del alopurinol, no se debe a la
inhibicién de 1a xantina oxidasa sino a las propiedades antioxidantes propias del alopurinol, y que esta
via no es la fuente principal de las ERO en el SN inducido por ANP (53). _Por otra parte, la adicion de
hipoxantina a cultivos celulares {58,72), 0 su inyeccién a ratas {74) no condujo a un efecto citotdxico
en podocitos o proteinuria, respectivamente. Lo anterior ha conducido a sugerir que el ANP puede
reaccionar con componentes del ultrafiltrado glomerular como acide ascérbico, cisteina y Fe®, para
generar ERO (53,72). Tada et al. (75) observaron que 84 horas después de la administracion de ANP
a ratas (150 mg/Kg), la actividad de las enzimas involucradas en la cadena transportadora de
electrones en mitocondria renal, como NADP-citocromo c reductasa, succinato citocromo ¢ reductasa
y citocromo ¢ oxidasa, disminuyd, lo que sugiere que el ANP induce una disfuncidn en este sistema y,
por lo tanto, la via tetravalente de la reduccion def oxigeno se afecta, dando como resultado una
preduccidn importante de ERO provenientes de mitocondria, que contribuyen al dafio renal. Por ofra
parte, puede pensarse que las células glomerulares puedan preducir ERO al entrar en contacto con
las moléculas de ANF igual que las células fagociticas, las cuales producen ERO en respuesta a la

perturbacion en su membrana.

Efectos de las ERO en SN

La principal manifestacién del SN es la proteinuria. Esta puede ser el resultado del dafio a las células
epiteliales del glomérulo originado por [a activacion de metaloproleasas fatentes por el acido
hipocloroso o agentes oxidantes similares generados por el sistema de mieloperoxidasa (76). Por
otra parte, el defecto estructural responsable de la proteinuria parece ser una disminucién en la
sintesis de novo de profeglicanos de sulfato de heparan por las células epiteliales, ya que este
proceso es altamente susceptible al dafio por oxidantes (77,78). La infusién de H,0,, directamente a
la arteria renal, provoca proteinuria masiva y un aumento en el influjo plaquetario, disminucién de los
procesos podociticos e inchamiento de las células endoteliales que llevan a una lesién glomerular
proliferativa (16). Se ha observado un aumento en la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos
debido a un estimulo de las ERO en glomerulepatias experimentales, lo que sugiere que éstos




pueden ser mediadores importantes de la proteinuria y de la disminucién de la filtracion glomerular;
por lo que se piensa que en los dafios glomerulares, donde el mecanismo de radicales libres esta
involucrado, la formacion de prostancides (vasoconstrictores proglomerulares) tiene un papel
importante en |a reduccion de fa filiracién glomerular (16,17).

Por otra parle, estas ERO presentan actividad directa contra los fospolipidos de membrang, debido a
que poseen una alta reactividad quimica que les permite oxidar a los acidos grasos poliinsaturados
de las membranas celulares, procese conocido como lipoperoxidacion, mecanismo por el cual las
especies reactivas de oxigeno causan dafo celular. El dario oxidative en este proceso, se debe a que
los enlaces dables C-C que presentan los fosfolipidos, debilitan la unién C-H, por lo que es mas facil

sustraer al &tomo de hidrégeno (79,80). El mecanismo de la lipoperoxidacion es el siguiente:
El proceso inicia cuando un radical hidroxilo OH’ sustrae de un acido graso insaturado (LH), un
atomo de hidrogeno, dando origen a un dieno conjugado, el cual reacciona rapidamente con el

oxigeno para formar un radical peroxilo LOO'

HO +LH - HO+L {12)

L' +0; > LOO {13)

El radical peroxilo sustrae a su vez, otro atomo de hidrégeno de otro acido grase insaturado vecing

generando asi un hidroperoxido de lipide ¢ lipoperdxido que continda con la reaccidn.
LOC  + LH - LOOH + LU (14)

Los metales de transicion, particularmente el hierro, desempefian un pape! importante en la
generacién de los radicales peroxilo catalizando las reacciones de propagacién, en las cuales la
reducciér: de un hidroperdxido de alguilo produce 1a generacion de un radical alcoxilo, el cual puede
iniciar reacciones semejantes a las del radical hidroxilo. Se conoce gue la cisteina, un aminodcido
primardial en la sintesis de glutation puede, en presencia de hierre, estimular |a lipoperoxidacién y por
lo tanto agravar e dafie a los tejidos (71). La cuantificacion de hidroperoxidos es una medida directa
de la lipoperoxidacién, sin embargo, en la praclica son muy dificiles de determinar por ser muy
inestables, por lo que se cuantifican de manera indirecta a través de productos secundarios o finales
derivados de la transformacion, descomposicidn o metabolismo de los hidroperéxidos. Una de estas
pruebas es la medicion del MDA por el acido ticbarbitirico (TBARS).




Presion arterial

La presién sanguinea se regula a través de factores neurogénicos, hormonales, nutrimentales,
bioguimicos y estructurales. Todos estos factores estan integrados y la alteracién de uno de ellos,
frecuentemente repercute en los otros, La presién sanguinea en la poblacién, sigue un patrén de
distribucién gaussiana, y la demarcacion entre los niveles normales y anormales de [a presion
sanguinea es arbitraria.

La hipertensién es una elevacion sostenida de la presién arterial general. El desarrollo de la
hipertensién esencial, es decir aquella hipertension que no tiene una causa definida, depende de la
interefacion de factores genéticos y ambientales. Por otra parte, durante la vida de los individuos
comunmente gcurren anormalidades funcionales como obesidad, hipocalcemia e hipomagnesemia y
anormalidades estructurales comoe el desarrcllc de placas ateroescleréticas en una arteria renal y el
desarrolio de insuficiencia renal, que pueden complicar el perfil patogénice de la hipertensién.

La presion sanguinea depende del volumen sanguineo y de la resistencia vascular periférica (RVP),
esta Gltima depende de la viscosidad de la sangre y, aln mas importante, del calibre de los vasos de
resistencia (primordialmente las arteriolas). El tono vascular se regula por el sistema nerviosc
simpatico, hormonas circulantes y sustancias vasoactivas producidas por e! endotelio vascular. Entre
eslos sisternas reguladores se encuentra Ia norepinefring, el principal neurotransmisor del sistema
nervioso simpatico, y la angiotensina (Ang !l). Ademas el endotelio es fuente de vasodilatadores
como el oxido nitrico (ON) y las prostaciclinas y de vasocenstrictores como fa endoteling y
tromboxano A;, gue en conjunto afectan el tono vascular {(81). Una disfuncién del tono vascular de las
arterias que tienen un didmetro menor o igual a 200 um contribuyen a incrementar la presion como
un mecanismo primario y/o durante el desarroilo de la hipertensidn porque mantienen aita la RVP.
Por ctra parte, la regulacién del volumen circulante depende de la funcion renal. Sin embargo, la
funcion renal y la retencidon de sodio puede ser afectada por los mismos factores neurogénicos,
hormonales, nutrimentales, estructurales y bioguimicos responsables de fa RVP, por lo que esta
relacién hace mas dificil determinar la patogénesis de la hipertension. Debido a esto, la causa de la
elevacién de la presién arterial se desconoce en la mayoria de los casos. Como consecuencia de
elle, la hipertension se trata de forma inespecifica, lo que produce un gran numero de efectos
colaterales mencres.

Los metabolitos vascdilatadores que se producen de manera local en los tejidos activos incrementan
el calibre de las arteriolas, y éste se regula de manera sistémica, por sustancias vasoactivas
circulantes y por los nervios que inervan a las arteriolas. El endotelio juega un papel clave en la
vasodilatacion. Muchos estimulos actian sobre las células endoteliales para producir et factor
relajante derivado del endotelio (FRDE), una sustancia que se identificé como oxido nitrico (ON)
(82,83), el cual es un potente vasodilatador.




Oxido nitrico

El 6xido nitrico {ON) es un radical gaseoso, relativamente poco reactivo en comparacion con otros

radicales de impartancia biolégica cemo los radicales CH' y el anién Q. El ON puede dar lugar a

otras especies quimicas altamente reactivas como el ion nitroso (NO*) y el radical nitroxilo (NO"), a
través de mecanismos redox fisioldgices. Estas especies pueden reaccionar y modificar diversas
moléculas biolégicas (cuadro 3) {84).

Cuadro 3. Interacciones bioquimicas del CN y de sus especies relacionadas {84)

Especies de ON Reactantes Productos

NO metales de transicién, O, Oy Hemoglobina (Fe*')-NO, NO;, ONOC

NO* aminas, tioles aromaticos nitrosaminas, proteina(cys)S-NO, Ar-NO

NO” dimerizacidn, tioles, metales N;O, R-3-NOH, RS-SR, hemoglobina (Fe“')-
' NO

ONOOH, ONOO™  DNA, tioles, tirosina bases diaminadas, R-S-OH, R-5-O0H,

proteinas(tyr)-NO;

El ON es altamente difusible debido a su bajo peso molecular, y tedricamente atraviesa cualquier tipo
de membrana, aunque el factor limitante en su dispenibilidad es su rapida interaccién con el anion O;

Lo cual genera el radical peroxinitrite (14). EI ON inactiva diversas enzimas, una notable excepcién es
la guanilato ciclasa, la cual es activada per el ON. Ei ON regula el tono vascutar del masculo liso, la
agregacion plaquetaria, la adhesion de leucocitos, la transmision sindptica y las acciones
citostalicas/citotoxicas de los macréfagos (85).

El ON proviene del grupo guaniding de la L-arginina y se origina de una reaccién dependiente de
NADPH, catalizada por una familia de sintasas de oxido nitrico (SON) (86) (reaccién 15). Por mol de
ON formado se consume 1.5 mol de NADPH:’H+r lo cual produce también 1.5 mol de NADP® y tres

atomos de hidroégeng, En esta reaccién hay una transferencia poco usual de 5 electrones. Debido a
que los electrones son generalmente transferidos por pares desde el NADFH a las flavinas
(NADPH/H' sNADP® +2H" +26 & FADH, - FMNH,), probablemente se requieran dos ciclos de
catalisis para que la SON retorne a su estade basal (87). La transferencia de electrones por el grupo

guanidino de [a L-arginina y el papel precise de cada uno de los cofactores no se conoce adn (88).
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Reaccion 15. Sintesis de) dxido nitrico por la SON, CaM (complejo calcio calmodulina),
BH , (letrahidrobiopterina), NADPH (nicotinamida-adenin-dinucledtico fosfato)

Existen tres isomorfas de SON (cuadro 4), todas son productos de genes diferentes. La SON
neuronal (lipo 1) se encuentra en altas ¢concentraciones en algunas células neuronales, en ef sistema
nervioso central y periférico, esta isoforma se activa por la calmoduling cuando existen
concentraciones elevadas de Ca”’. La SON inducible (tipo 1) se encontrd principalmente en
macrofagos, y no esta presente en el resto de las células, pero puede ser inducida en hepatocitos y
células del musculo liso por lipopolisacaridos y citocinas, su activacion es independiente de los
niveles intracelulares de Ca®* (85). Su induccién es probablemente parte del mecanismo de la
respuesta citotoxica. La SON endotelial (tipo lll) es constitutiva y se asocia generalmente con la
produccion del FRDE. De manera semejante que [a isomorfa tipo |, esta enzima es regulada por las
concentracicnes intracelulares de Ca**/calmodulina y a diferencia de las otras isomorfas se encuentra
unida a membranas y se sugiere ademas que su regulacidn puede estar asociada a mecanismos de
fosforilacion (84,85). También se ha demostrado que los cambios en el pH intracelular pueden activar
a la SON constitutiva endotelial (89). Las tres isomorfas tienen una estructura y funcidn similar,
utilizan la L-arginina, O, y NADPH como sustrato y requieren de FAD, FMN, calmedulina y
tetrahidrobiopterina como cofactores {reaccién 15). El mecanismo catalitico de la SON involucra el
transporte de electrones mediado por flavinas def NADPH al hemo, y el oxigeno es incorporado al ON

y a la citrulina.




Cuadro 4. Isomorfas de {a SON (85}

Isomorfa Peso del mondmero  Localizacion  MNOmero de Localizacién en tejidos
cromesomal  exones
en humano
SON neuronal 160 kDa; 1439 aa 12q24.21 29 neurgnas, musculo  esquelético,
epitelio bronquial y traqueal
SON endotelial 133 kDa; 1203 aa 7935 26 endotelio, miocitos y neuronas
SON inducible 135 kDa; 1153 aa 17qi1.2 26027 células vasculares y epiteliales

renales, macrdfagos alveolares,
iteo, Gtero, plaquetas.

Las dos isomorfas constitutivas son responsables de la liberacidn basal y continua del ON. La
formacién del ON puede inhibirse por analogos de L-arginina como Nw-nitro-L-arginina metil ester {L-
NAME) y por inhibidores relativamente selectivos como el 7-nitroindazole (inhibidor de la isomorfa
neuronal) y la aminoguanidina (inhibidor de la isomeorfa inducible) (85,90,91}.

El ON ejerce un efecto vasodilatador en la microcirculacion y su inhibicién continua ocasiona un
predominio de factores vasoconstrictores, originando una hipertension arterial similar a 1a observada

después de la infusion cronica de angiotensina I, norepinefrina ¢ tromboxanos (80).

Efecto del éxido nitrice sobre ia relajacion vascular

La liberacion de neurotransmisores y su efecto sobre las células endoteliales estimulan fa sintesis de
éxido nitrico. Ei ON se une al hierro del grupo hemo en el dominio catalitico de la guanilato ciclasa
incrementa su actividad lo que da lugar a la formacion de GMPc. La consecuencia fisioldgica del
aumento del GMPc¢ en las células endoteliales es desconocida, debido a que no se conoce que exista
una proteina cinasa en ese sitio. En el musculo liso, el GMPc activa selectivamente a la cinasa
dependiende de GMPc (cGK) la cual esta presente en dos formas: la tipo | y la tipo Il que son
productos de un procesamiento alternative del ARNm de la cGK. La tipo  es un homodimero de 78
kDa, tiene dos isomorfas, |a la y IB. Las células de masculo liso contienen niveles altos de cGK tipo |.
Esta enzima fosforila y modula la actividad de las proteinas involucradas en la homeostasis del ca®
to cual canduce a la disminucidn de los niveles de Ca®’ dispenibles para la contraccion. Sin embargo,
como se discutird mas adelante, el mecanismo por el cual esta disminucién ocurre no esta adn bien
definido (82,93). Por otra parte, el GMPc también induce una hiperpolarizacién en las células
vasculares del mdsculo liso (89). Otras moléculas blanco det ON son las proteinas que confienen
grupos SH. Los derivados del éxido nitrico como el ion NO' interactian con los grupos SH y
producen nitrosopreteinas bioldgicamente activas. Las proteinas nitrosiladas, igual que el ON, son
potentes vasodilatadores e inhibidores de la accion plaquetaria, estos efectos son mediados también

via activacién de la guanilato ciclasa soluble. La vida media de estos compuestos es
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significativamente mas larga (30 min} que la del ON {aproximadamente 6 s} . Les compuestos que
contienen ON pueden, por lo tanto, servir como aductos, los cuales estabilizan al ON pralongando su
actividad ylo facilitando su accién biologica y extendiendo asi, su campo de accién (89). La
disminucién del Ca®* intracelular, en respuesta a la fosforilacion de proteinas mediada por GMP¢ es,
al menas, en parte, uno de los mecanismos responsables de [a relajacidn del misculo liso (92). La
contraccion del musculo liso esta controlada por el grado de fosforilacion de la molécula de miesina
en su cadena ligera LC2, ésta se fosforila por accidn de una cinasa de cadena ligera estimulada por
ca” y se desfosforita por la fosfatasa C. La fosforilacién de LC2 en el mdsculo liso provoca la

contraccion, y la defosforilacion produce la relajacién (esquema 4).

ADP. bradiquinina, aceticelina Ca 2° E :
: ndotelic
] ya
L1 L-arginina

e o]

ON

Ca* Musculo liso
L_JEUN o
GCS

+— tempe GTP
Ca #* + calmodulina + ~ *Ca ?'-calmodulina

osfalasa

“““ * = inhibicién

Esquema 4. Relajacion del musculo liso por accién del ON. CCLMi (cinasa de la cadena ligera de miosina
inactiva), CCLMa (cinasa de la cadena ligera de miosina activa), CLM {Cadena ligera de miosina desfosforilada),
CLM-P (cadena ligera de miosina fosforilada) (88).

La relajacion del misculo lisc se puede llevar a cabo por la interferencia de cualguiera de los pasos
que cenduzecan a la fosforilacidn de la cadena ligera de la miosina. Uno de eslos pasos en los que se
propone que el GMPc interfiere, es en el incremento de Ca®* intracelular, ya que éste se requiere
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para la activacién de la cadena ligera de la miosina. La activacién de la cGK puede estar involucrada
en la disminucién de Ca® por la fosforilacién y fa activacion de la ATPasa de Ca®. Cuando la
concentracion de Ca® disminuye hasta aproximadamente 107 M, a través de la accion de la ATPasa
de Ca” de la membrana plasmatica, |a cinasa de la cadena ligera de miosina se desactiva y, por ko
tanto, la cadena ligera de miosina se desfosforila por la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina y
el musculo liso se relaja (84).

El aumento en la concentracian de GMPc estimula, ademas, ofros sistemas que disminuyen
activamente los niveles de calcio dentro de la célula (Esquema 5). Entre los mecanismos propuestos
eslan la activacidn de la bomba que cataliza la entrada de calcio al sarcolema, la activacién del
intercambio sodic/calcio y del cotransporte sodio/potasioicloro (93). Probablemente e! GMPc también
puede inhibir la liberacién de Ca®* de depdsitos intracelulares por un efecto inhibitorio en |a formacion
de 1.4 ,5- inositol trifosfato por la ¢cGK | lo que dd como resultade la reduccidn neta del Ca®
intracelular (87,94,95). Sin embargo el papel del GMPc en el recambio del inositol fosfato no esta
totalmente claro. Por otra parte la ¢cGK in vitro fosforila la subunidad alfa def canal K, la activacién
de este canal en el musculo liso conduce a la hiperpolarizacion y subsecuentemente a la inactivacion
de los canales de Ca® dependientes de voltaje, causando una disminucidén de! calcio intracetular
{87).

Cat Ca?

cCoY

bomba de Ca f L.
membrana plasmatica RC ( p |intercambio Na*- Ca?

RC=raceptor operado per calco
CCDV=canales ga calcio dependientes de valtaje W

c¢GK=proteina cinasa dependiente de GMPc / - \
—* =activacitn

- = * =inhibicién

Reticulo endoplismico

Esquema 5. Mecanismos propuestos para la disminucién de Ca® intracefular a través de GMPc
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El ajo: componentes, propiedades terapéuticas y efectos antioxidantes,

Componentes

£l ajo es miembro de la familia Lillaceae, su nombre cientifico es Allium salivum y se encuentra entre
las plantas mas cultivadas desde la antigliedad, es rico en compuestos azufrados y es uno de los
vegetales que contiene niveles elevados de selenio (3.5 mg/g de peso fresco) (96). Los principales
agentes activos de! ajo son la alicina, el ajoene y el dialil disulfuro (compuestos sulfurados} pero
también se han estudiado muchos otros {(97). Estos compuestos pueden ser obtenidos dependiendo

del tipo de extraccidn a la que se someta el ajo (Esquema 6),

DIALIL DISULFURO

VAPOR CH
——— s / H
100°C W \ /\/

H,C s
ALICINA
o
| . CH
ETANOL ¥ AGUA /\/S M :
—25-5 H,C / \E
ALINA H
| .
ETANOL ¢ T~ | ™~ /\\
. o ¢ NH,
<0°C COCH

Esquema 6. Compuestos sulfurados extraidos del ajo. El * indica centros guirales

La alicina (acido dialiltiosutfinico u oxido de dialildisulfurc), es el principal consfituyente odofifero .
caracteristica del ajo, que esta presente solo en el ajo fresco y en polve, no asi en el aceite o
macerado. Ademis de este compuesto, también estdn presentes el metilalil tiosulfinato y el
alimetiltiosulfinato, los cuales sen liberados del bulbo del ajo fresco después de que su tejido es
triturado o cortado (97). Dentro del bulbo de ajo, la alina (inodora) es almacenada en las células
mesofilicas, las cuales rno contienen la enzima alinasa. Esta se encuentra compartamentalizada
dentro de [a célula y sdlo cuando se le somete al ajo a un dafio mecdnico, la enzima entra en
contacto con la aliina convirtiéndola en alicina, la cual es convertida en combuestos organesulfurados
fuertemente clorosos (97) (Esquema 7). Al combinarse tres moléculas de alicina se producen dos
moléculas dé ajoene (97,98). El ajo es rico en compuestos azufrados: los sulfurds, disulfuros y
trisulfuros han sido estudiados para determinar qué papel juegan en varias rutas metabdlicas, en
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particular en aquellas de detoxificacion. La conjugacién de agentes quimicos toxicos con glutation y

conjugados de cisteina es, al parecer, la principal defensa celular contra el dafio toxico (99).

o -
] ALINASA
2CH,=CH-CH,-8-CH,-CH-COH ——
+H,0
ALIINA NH,

o- o)

f i

CH,=CH-CH,-S-5-CHO-CH=CH, + 2CH,-C-COO- + 2NH,*
ALICINA ' PIRUVATO  AMONIO

Esquema 7. Formacidn de alicina a partir de aliina por accién de alinasa

Se piensa que la administracion oral de ajo no presenta efectos tdxicos, sin embarge se han
informado en la literatura casos de reacciones alérgicas al ajo ¢ a otros miembros de la familia Allium,
tales como dermatitis por contacto o asma (99).

En ofro estudio, se comprobd la estabilidad térmica de los extractos de ajo, encontrandose que su
aclividad de atrapante de OH’ séle disminuyd un 10% cuando estos se sometieron a temperaturas de

coccién (100), lo cual le confiere al ajo una mayor versatilidad en su use,

Propiedades terapéuticas

En 1858, Louis Pasteur informd que el ajo tenia propiedades antibacterianas. Mas tarde, Albert
Schweitzer observd que era Util en el tratamiento contra disenteria amebiana, y también se informd
que el jugo de ajo diluide 1:125,000 inhibfa el desarrollo de ciertas bacterias {97). Por otra parte,
posee también cualidades antifromboticas y antivirales (101,102). Ademas reduce la sintesis de
lipidos, probablemente a través de la oxidacién de NADPH puede disminuir la movilizacién del
glucégeno, lo cual conduce a su aumento en el higado de las ratas, y su efecto hipoglucemiante se
asocia al aumento en el nivel de insulina en suerc (103,104). El dialil disulfuro, asi como otros
compuestos organosulfurados lipesolubles, inhibe la proliferacién de células tumorales humanas en
cultivos celulares (105,106), y también disminuye los efectos carcinogénicos y hepatotoxicos de la
1.2-dimetilhidrazina (DMTH) inhibiendo probablemente la activacion de este compblesto por el
citocromo P4501IE1 (107). Se piensa que la accion observada en este modelo con DMTH es similar a
la estudiada con tetracloruro de carbono y N-nitrosodimetilamina (108).
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Efectos antihipertensores
Se ha descrito que el ajo (109) y algunos dipéplidos aislados y caracterizados en el extracto acuose
de ajo (110) inhiben a la enzima convertidora de angiotensina | (ECA), la cual es una enzima muy

importante en la regulacién de la presion arterial originando el octapéptido angiotensina Il, el cual es

un vasaconstrictor muy potente. Paor otra parte, los extractos etandlicos del ajo activan a la SON in

vitro, una enzima que como se describié anteriormente, juega un papel muy relevante en el

mantenimiento de la presidn sanguinea (111-113)

Efectos antioxidantes

Las evidencias de los probables efectos antioxidantes del ajo se mencionan a continuacién:

1.

Los extracios etandlicos de ajo previenen la lipoperoxidacién de biomembranas (microsomas

hepaticos), inducida a través de radicales libres por el acido ascorbico in vitro (114).

. Les extractos de ajo envejecido, cuyos principales componentes son la S-alil-cisteina y S-alil-

mercaptocisteina, inhiben la formacién de sustancias reactivas al acide tiobarbitdiico inducidas por

el t-butil hidroperéxido en fracciones microsomales de higado in vifro (115).

. La alicina, al parecer posee caracteristicas de atrapante de radicales hidroxilo {producto de Ila

fotolisis del H,Os), ya que disminuye la cantidad de aductos del acido 2,3- y 2,5-dihidroxibenzoice y
previene la lipoperoxidacion en fracciones microsomales de higado de manera dosis dependiente
in vitro (116}).

. Los extractos acuoscs de ajo reaccionan con radicales hidroxilo (producto de la reaccion de

Fenton), y asi disminuyen la formacién de complejos con la a-fenil-t-butil nitrona in vitro (117).

. Los extractos acucsos de ajo también inhiben la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad

{LDL) inducida por Cu®" in vitro (118).

. Los compuestos organosulfurados del extracte envejecido de ajo en un medelo in vitro, son

eficaces para atrapar H,O; e inhibir lipoperoxidacion (119).

. Los extractos de ajo previenen la lipaperoxidacion de homogenados de higado de conejo, inducida

por radicales OH de una manera dosis dependiente in vitro (100).

. El dialil disulfuro, en una dosis de 1 mM, incrementa el contenido de GSH en hepatocitos primarios

de rata in vitro (120).

. En las células del endotelio vascular tratadas con extractos de ajo envejecido, disminuye la

liberacién de especies reactivas de oxigeno, en particular de H;O; de manera dosis dependiente,
en condiciones normales y cuando son expuestas a estrés oxidativo a través de un sistema
generador de aniones superoxido. Los niveles de la enzimas antioxidantes SOD, CAT, GSH-Px,
aumentan en las células que son fratadas con el extractc de ajo, lo ctual puede explicar la

disminucién de H;O, en estos cultivos (121).
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10, En las células del endotelio véscuiar tratacas con extractos de ajo envejecido, existe un
incremento dosis y tiempo dependiente de las actividades de SOD y glutation reductasa, asi
como de los niveles de glutation reducido lo que sugiere que este extraclo puede modular
elementos enzimaticos y no enzimaticos del ciclo redox-GSH, ademas de la actividad de SOD
(122).

11. La administracion de ajo envejecido atenua el dafo por isquemia cerebral en ratas (123).

12. El efecto cardioprotector del ajo en Ias membranas miocardicas, puede deberse a su capacidad
de atrapante de radicales libres y a su naturaleza lipofilica (109).

13. El sulféxide de S-alil-cisteina disminuye los niveles de malondialdehide e incrementa las
activ}dades de las enzimas CAT y SCD en el higado de ratas diabéticas (98).

14. Los extractos acuosos de ajo tienen un efecto radicprotector en el dafio cromosémico inducido
por radiaciones gamma en ratones (124).

Otro aspectoc muy interesante del ajo, ademas de sus propiedades antioxidanles, es la posibilidad de

que algunos de sus principios activos puedan modular algunas actividades celulares, a fravés de la

activacion de la transcripcidn génica. Pan et al. (125,126) observaron que el diall disulfuro y, mas
concretamente, uno de sus metabolitos, el dialil sulfona, ﬁuede activar la transcripcion del gen del
citocromo P450 2B1/2, lo que abre la posibilidad de que algunos de los efectos del ajo puedan
deberse no unicamente a su accidn directa sobre los metabolitos implicados en las patologias, sino

que sea capaz de modular la respuesta celular hacia estos a través de la regutacion de los genes.
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Il. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Dadas las propiedades antioxidantes e hipolipemiantes del ajo, su bajo costo y extendido uso, se
hace muy atractivo estudiar sus posibles efectos terapéuticos en el dafio renal mediado por ERO.
Ademas de las caracteristicas del aje ya mencionadas, la preservacién de sus propiedades
antioxidantes durante el calentamiento {100} le confiere otra enorme ventaja en su uso como agente
terapéutico natural. Por lo tanto, en este estudio se plantea investigar el efecto de una alimentacion
suplementada con ajo en polvo scbre [as siguientes variables en ratas con SN inducido con ANP: (a)
proteinuria y colesterolemia, b) actividades de las enzimas antioxidantes CAT, SOD y GSH-Px, y (¢}
estrés oxidativo medido como cantidad de H;O; in vivo y ios niveles de lipoperoxidacion. De esta
manera conoceremos si el ajo en polvo tiene un efecto protector y si este se asocia a su actividad
antioxidante intrinseca o bien al aumento de las defensas antioxidantes enzimaticas.

Ademas, dada la controversia que existe en cuanto a la paricipacidén in vivo del H,Q, en la
fisiopatologia del SN inducido por ANP se justifica hacer estudios adicionales para precisar este
punto. En este trabajo se exploré la participacion del HpO; mediante la inhibicién in vivo de la enzima
CAT,

Por otra parte, también se han descrito otras propiedades del ajo como la activacién de la sintasa de
oxido nitrico (111-113), enzima importante en la regulacién de la presidn arterial, lo que justifica
ampliamente estudiar el efecto de |a alimentacién con ajo en polvo sobre la hipertensidn inducida por
N w-nitro-L-arginina-metil-&ster (L-NAME), un inhibidor de la sintasa de éxido nitrico.

En este proyecto se usé polvo de ajo {completo) dado que es una de las formas en las que se
consume y a que no se quizo eliminar a priord ningun compenente del mismo que pueda tener

propiedades benéficas.
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. OBJETIVOS

Objetivos generales

| Investigar si una dieta suplementada con ajo en polvo tiene un efecto protector en el SN inducido
por ANP en ratas.

il Investigar la participacion del H;O, en el SN inducido por ANP.

li. Investigar si una dieta suplementada con ajo en polve tiene un efecto sobre ia hipertension

inducida por N-w-nitro-L-arginina-metil-ester (L-NAME).

Objetivos particulares

I. Modelo de SN inducido por ANP

1. Evaluar si una dieta suplementada con ajo en polvo presenta un efecto protector sobre el dafio
renal y la hipercolesterolemia midiendo: a) proteinas en suero y orina, b) albimina en suero, ¢)
colesterol en suere d) funcidn renal como depuracion de creatinina y nitrgeno de urea.

2. Evaluar si el ajo en polvo disminuye la lipoperoxidacion renal y si esto se asocia con una menor
magnitud del dafio evaluado come proteinuria,

3, Evaluar si el ajo en polve modifica ja cantidad de H,0; in vivo en ratas normales y en ratas
inyectadas con ANP.

4, Evaluar si el ajo en polvo modifica las defensas antioxida_ntes de la rata midiendo en rifién las
actividades de las enzimas CAT, SOD y GSH-Px, asi como la actividad plasmatica de GSH-Px.

5. Evaluar si la inhibicion in vivo de la CAT exacerba el dafio por ANP midiendo: a} proteinas en
plasma y orina, b) albimina y colesterol en plasma, y ¢) funcién renal como depuracién de
creatinina y nitrégeno de urea.

€. Evaluar si la inhibicidn in vivo de la CAT modifica las actividades renales de CAT, GSH-Px y SOD,
asi como las aclividades plasmaticas de GSH-Px.

Il Modelo de hipertension
1. Evaluar si el ajo en polvo presenta algin efecto scbre la presian sistélica y la excrecion urinaria de

nitritos en e! modelo experimental de hipertension.
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IV. HIPOTESIS

Se espera que la alimentacion con una dieta enriquecida con 2jo en polvo prevenga o aminore la
nefrotaxicidad en el modelo experimental de SN inducide por ANP en ratas y que esio correlacione
¢on una disminucién en los distintos marcadores de dafio oxidativo por ERO.

Es posible también que el ajo en polvo aumente las defensas antioxidantes de Ia rata, aumentado las
actividades renales de las enzimas antioxidantes CAT, SOD y GSH-Px, asi como las actividades
plasmaticas de GSH-Px,

5iia cantidad de H;O, aumenta in vivo durante el dafic renal en ef SN inducido por ANP, la inhibicién
in vivo de CAT debiera exacerbar el dafio y la disfuncion renal.

Se espera que una dieta suplementada con ajo en polve disminuya [a hipertension producida por el N

w-nitro-L-arginina-metil-ester, un inhibidor de la sintasa de dxido nitrico.
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V. MATERIALES Y METODOS

1 MATERIALES

1.1 Reactivos

El ANP, el acido tiobarbiturico, el NADPH, el glutation reducido, Ja glutation reductasa, la xantina
oxidasa, la xantina, el citocromo C, el nitroazul de tetrazolic (NBT), el 3 amino-1,2,4 triazole (ATZ), la
SQD de eritrocitos de bovino, el verde de bromocreso! para la determinacion de albimina y el tritdn
X100 se compraron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., EUA). El H;O; al 30% fue de Mallinckrod!
Chemicals Co. {Paris, Kentucky). Lag sales de fosfatos para las soluciones amortiguadoras, el dcido
acético, el n-butanal, la piridina, el etanol, el &cido triclaroacético, el EDTA, el hidrdxido de sodio, el
carbonato de sodio, el cloruro clprico, el tartrato de sodio y de potasio, ef sulfato cliprico, asi como el
sulfate de amonic se compraron a J.T.Baker. Para las determinaciones de colesterof, creatinina,
nitrégeno de urea se utilizaron estuches comerciales de Lakeside (Boehringer, Mannheim).

1.2 Dietas

Las dietas suplementadas con ajo en polvo se prepararon de la siguiente manera: los nutricubos
comerciales para roedores (Purina, México D.F.) se pulverizaron y & una porcién de este alimento se
agregé ajo en polvo (Mc Cormick, México D.F.} a una concentracion final de 2 y 3%. La
concentracion de ajo en polvo al 2% se escogidé debido a que se habla informado un efeclo
cardioprotector en el dafio por isquemia-reperfusién (109). A otra porcidén no se le égregé ajo en
polve y sirvio come dieta control. Ambas dietas se repeletizaron nuevamente y con éstas se alimento
a las ratas. La Unica diferencia entre ambas dietas fue la presencia de ajo en polvo. Nosctros
esperamos que este proceso no haya medificado la composicidn del ajo en polvo, debide a que no
analizamos |a composicién quimica del pelvo de ajo, ni la dieta suplementada con este polvo.

1.3 Animales

Se usaron ratas macho Wistar de entre 150 y 200 g de peso de los bioterios de fa Facultad de
Quimica UNAM y del INNSZ.
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2 DISENO EXPERIMENTAL

2.1, Efecte del ajo en polvo sobre la nefrotoxicidad por aminonucledsido de puromicina

Cada experimento constd de 4 grupos: control {CT), contrel alimentado con ajo en polvo (AJO),
nefrdtico (SN) y nefrético alimentado con ajo en polvo (SNA). El numero de ratas fue de 5 por grupo
en cada experimento Las ralas se colocaron en jaulas metabdlicas para la determinacion dei
consumo de alimento y recoleccidn de orina de 24 h y se mantuvieron en un ciclode 12 hluzy 12 h
obscuridad con libre acceso al alimento y al agua. La recoleccion de orina se realizd cada dos dias y
el sacrificio se llevo a cabo 10 dias después de la inyeccién del ANP. Se llevaron a cabo 4
experimentos para valorar el efecto del ajo en polve sobre la nefrotoxicidad del ANP. En todos los
casos, el ANP y el vehiculo se inyectaron subcutaneamente. .

1°. Ratas alimentadas con una dieta con ajo en polvo al 3% dos semanas previas a la induccién del
SN. Et ANP (15 mg/Kg de peso) se inyectd durante 5 dias, las ratas se sacrificaron el dia 10. Cepa
Wistar, Facultad de Quimica, UNAM

2° Ratas alimentadas con una dieta con ajo en polvo al 2% 4 semanas antes de la induccién de SN.
Los animales recibieron una sola dosis de ANP (50 mg/Kg de peso). Cepa Wistar, Facultad de
Quimica, UNAM,

3° Ratas alimentadas con una dieta con ajo en polve al 2% un dia antes de la inyeccién con ANP (75
mg/Kg de pesa). Las ratas se sacrificaron el dia 10. Cepa Wistar, Facultad de Quimica, UNAM.

4®. Ratas alimeniadas con una dieta con ajo en polvo al 2% dos semanas antes de la induccién de
SN. Los animales recibieron una sola dosis de ANP (75 mg/Kg de peso). Las ratas se sacrificaron el
dia 10. Cepa Wistar del INNSZ.

Se midieron las proteinas urinarias cada dos dias hasta el dia del sacrificio. Asimismo en el dia del
sacrificio se midieron las proteinas totales en suero y homogeneizado de rifién, se midié. en suero
albumina, colesterol, creatinina y nitrégenc de urea en suero y en orina creatinina. Se extrajeron los
riiones para determinacién de lipoperoxidacion y de las actividades de CAT, SCD y GSH-Px. Se
determinaren las actividades plasmaticas de GSH-Px y SOD sdlo en los grupos experimentales 3y 4.
En grupos adicionales de ratas se determind la cantidad renal de HzQ; in vivo como una forma mas
de evaluar estrés oxidativo en ratas alimentadas con una dieta con ajo en polvo y/o inyectadas con
ANP:

1o. Las ratas se alimentaron con una dieta estandar y con una dieta con ajo en polvo al 2% durante
dos semanas, alcanzando un peso de 150-200 g. Al cabo de este tiempo se les midié la cantidad
renal de H;Oy; in vivo usando ATZ. A estos animales se les extraje el rifdn para la determinacion de la
actividad de CAT.
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Zo. Las ratas se alimeniaron con una dieta estandar y con una dieta con ajo en polve al 2% durante
dos semanas, se les indujo el SN con una sola dosis de ANP {75 mg/Kg) y 10 dias después se les

midio la cantidad renal de H,O; in vivo usando ATZ.

2.2 Efecto de la inhibicién in vivo de la CAT por 3-amino-1,2,4 triazole (ATZ) sobre el SN
experimental '

Previo a este experimento, se realizé una curva temporal de la recuperacion de la actividad de CAT
en animales inyectados con ATZ {1 g/Kg de peso) 3, 24, 48 y 96 h después de su administracién. Los
rinones e higado se homogeneizaron para medir la actividad de CAT y concentracidn de ATZ.

Para evaluar el efecto de la inhibicidn de la CAT en el SN experimental, los animales se dividieron en
cuatro grupos: 1. grupo CT, inyectado con solucion salina; 2. grupo ANP, inyectado con ANP (75
mg/Kg ). 3. grupo ATZ, inyectado con ATZ (1 g/Kg); 4. grupo ATZANP inyectado con ATZ (1 g/Kg) ¥
24 horas después se inyectd el ANP (75 mg/Kg). Se recolectd orina de 24 h cada 2 dias y se
sacrificaron el dia 10. Se determinaron proteinas séricas y urinarias, albumina sérica, colesterol
sérico, nitrégeno de urea sérico, creatinina sérica, depuracién de creatinina, asi comg actividades
renales de CAT, SOD total y GSH-Px y GSH-Px plasmatica.

Con los datos generados de esta parte del trabajo, se redactd un manuscrito que esta en prensa en
la revista Free Radical Biology & Medicine. En esta tesis se anexa una copia del mismo.

2.3 Efecto del ajo en polvo sobre la hipertensién inducida por la inhibicién de la sintesis de
oxido nitrico

Modelo de hipertension por N e-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME}

Se alimentaron durante 8 semanas dos grupos de ratas con una dieta control y una dieta con ajo en
polvo al 2%. Después de las primeras cuatro semanas se les administré en el agua de beber a
ambos grupos L-NAME {50 mg/L}. En cada una de las cuatro semanas posteriores se les midié la
presidn basal sistdlica y la excrecion urinaria de nitritos. En un grupo adicional de animales se estudié
si la hipertension inducida por L-NAME revertia al cambiarle la dieta con ajo en poivo.

Los detalles metodolagicos y los resultados estan en el articulo anexo a esta tesis.

Pedraza-Chaverri J, Tapia E, Medina Campos O-N, Granados MA, France M. Garlic prevents
hypertension induced by chronic inhibition of nitric oxide synthesis. Life Sciences 1998: 62 (6); PL 71-
77.
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3 DETERMINACIONES ANALITICAS

3.1 Determinaciones bioquimicas

Las proteinas tolales en suero, orina y homogeneizado se determinaron por el método de Lowry et al.
{127y, El colestercl, el nitrogeno de urea y crealinina en suero y orina se determinaron
espectrofotométricamente utilizando estuches comerciales (50).

El colesterol se determiné por el métado CHOD-PAP. Los ésteres de colesterol son hidrolizados por
la colesterclesterasa en colesterol y #&cidos organicos, este colesterol es oxidado por la
colesteroloxidasa a A' colestenona y este Ultimo compuesto en una reaccidon catalizada por la
peroxidasa en presencia de 4-aminofenazona y fenol, produce un complejo colerido de 4-(p-
benzoquinena-monecimino)-fenazona, la cual absorbe a 546 nm, la absorbencia de este compuesto
es directamente proporcional al colesterol presente en la muestra.

La creatinina se determind a través de la reaccién de Jaffé. En esla reaccidn, la creatinina forma un
complejo colorido con picrato en medio alcalino. El producto formado absorbe 2 520 nm y su
absorbancia es directamente proporcional a la concentracidn de creatinina, presente en la muestra.
La determinacion de albumina se llevd a acabo, a través de la reaccidn de la albimina con el verde
de bromocresol. La albimina se une al verde de bromocresol para producir un complejo colorido que
tiene una absorbencia maxima a 628 nm. La intensidad del color producido es directamente
proporcional a la concentracién de la albémina presente en la muestra.

La concentracion de urea se realizé por el método cinético UV, La urea presente en la muestra se
hidroliza por la ureasa a amonic ¥ CQC,. En una reaccién acoplada, el a-cetoglutarate y el NADH
presentes en la misma mezcla de reaccién, reaccionan utilizando el amonio producido por la ureasa,
convirtiendo el a-cetoglutarato a L-glutamato por la glutamato deshidrogenasa. El consumo de NADH
disminuye la absorbencia a 340 nm y esta disminucidn es directamente proporcional a la cantidad de
urea presente en la muestra.

3.2 Preparacién del homogeneizado renal para determinacién de lipoperoxidacién (Lpx),
actividad de las enzimas CAT, SOD y GSH-Px asi como para la determinacién de ATZ.

Un rifidn se lavé con solucidn salina isoténica y se homogeneizé en un politrén a velocidad maxima,
durante 10 segundos en 8.5 m! (61) de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 con Tritdn X-100 al
1% (36). £l homogeneizado se filtrdé a través de una capa de gasas, una parle se utilizd para
determinar lipoperoxidacién y proteinas, y la otra se centrifugd a2 16,900 g x 30 minutos a 4°C. El
sobrenadante se almacend -40°C y en éste ensayaron posteriormente las actividades de las enzimas
antioxidantes.
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3.3 Lipoperoxidacién en rifnén

Para determinar el indice de lipoperoxidacion se cuantificaron los niveles de maiondialdehide
midiendo las sustancias que reaccionan con el acido tiobarbit(rico (TBARS) empleando el método de
Ohkawa ef al. (128) con algunas modificaciones (61).

Se incubaron 100 ¢l del filtrado a 95°C en un bafio de aceite durante 1 hora con la siguiente mezcla
de reaccion: 0.2 ml de dodecil sulfato de sodio al 8.1%, 1.5 mi de acido acético al 20% pH 3.5, 1.5 ml
de dcido tiobarbitarico al 0.8% y 0.7 ml de agua destilada. Al término de la incubacion los tubos se
enfriaron y a cada uno se les agregé 1 m! de agua destilada y 5 ml de una mezcla de n-
butanol;piridina (15:1 volivol). La mezcla se agité y se centrifugd durante 15 minutos a 2,000 g. Se
determind espectrofotomeétricamente la absorbencia de la capa organica a 532 nm. Los resultados se
obtuvieron interpolando la absorbencia de las muestras prablemas en una curva patron utilizando al
1,1,3,3-tetrametoxipropane como estandar.

La lipoperoxidacion se expresé como nmoles de MDA/mg de proteina.

3.4 Determinaciones enzimaticas

1.4.1 Actividad de la GSH-Px en rifién y en plasma

Se emple¢ el métedo de Lawrence y Burk {129). El sobrenadante del homogeneizado renal se diluyo
1:10 y el plasma 1: 5. Ambas diluciones se hicieron con el amortiguador de fosfatos y 100 l de esta
dilucion se mezclaron con 800 ! de la siguiente solucién: fosfato de potasio 50 mM pH 7.0, EDTA 1
mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, 1 unidad de glutatién reductasa/ml y 1 mM glutation
reducide. Se prepard un blanco con la mezcla de reaccion afadiendo agua destilada en lugar de la
muestra. Después de 5 min de incubacion de la muestra con el amortiguador a temperatura
ambiente, se agregaron 0.1 ml de H;0; 0.25 mM a cada muestra e inmediatamente se leyo la
absorbencia a 340 nm cada min durante 3 min.

-La actividad de la GSH-Px se determiné promediando los cambios de absorbencia por min y
multiplicando este promedic por 1.6. Este factor se obtuve tomando en cuenta que el coeficiente de
absorcién milimolar del NADPH a 340 nm es de 6.22x10°
AAbs = e@[NADPH]
donde AAbs es igual al cambio de absorbencia por min; € es el coeficiente de absorcidén milimolar y &
es |a distancia del paso de luz de la celda.

Finalmente se dividié este resultado entre los mg de proteina. Los datos se expresaron como pmoles
de NADPH oxidado/min/mg de prot.
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3.4.2 Actividad de SOD total en rifién

3.4.2.1 Método de reduccién de azul de nitrotetrazolio (NBT) (130)

Se utilizé una mezcla de reaccion que contiene 40 mi de xantina 0.3 mM, 20 m! de EDTA 0.6 mM, 20
ml de NBT 10 uM, 6 m! de albilmina sérica bovina 0.1%, 12 ml de carbenato de sodic 400 mM. Se
prepard una solucion de xantina oxidasa can una concentracion final de 167 U/L. En tubos de ensayo
se colocarcn 2.45 ml de la mezcla de reaccién y se mantuvieron a una temperatura de 25° C, se
adicionaron 0.5 ml del homogeneizado diluido 1:100, inmediatamente después se le agregé 50 pl de
la solucidn de xantina oxidasa con intervalo de 30 seg. Se prepard un blanco para cada muestra con
los mismos reactivos pero sin la solucién de xantina oxidasa, se incubd 30 min, y al final adicinando 1
ml de una solucién 0.8 mM de cloruro clprico para parar la reaccion. Se leyé la densidad dptica a 560
nm. De manera paralela, se prepard un blanco de comparacién el cual no llevaba homogeneizado
pero si xantina oxidasa. Una unidad de SOD se define como aquella que inhiba en un 50% la
reduccion del NBT {Esquema 8).

Los resultados se expresan como unidades/mg de prot. Para verificar a validez de nuestro ensayo se

realizé una curva de inhibicién con la enzima pura de Cu,Zn-S0D de eritrocitos de bovino.,

OH oH
/LIN X0 .

N > - N >¥ o
OH/KN n 2p20 _OH/]\N :

xantina 2
#cido Grico
SODene:
hemogenizado "
&HY NBT (azul de nitrotetrazolio)
2H,0, Formazén
A=360 nm

sistema de deteccidn del anidn superdxica

Esquema 8. Reacciones para determinacion de SOD a través de la inhibicidn de la reduccion
del nitroazul de tetrazolic

33




3.4.3 Actividad renal de CAT

Se determiné usando el métode de Aebi (36). En una celdilla de cuarzo de 1.6 mt se adicionaron 25
p! del homogeneizado diluido 1:30 a 725 pl de H,0, 7.7 mM en un amortiguador de fosfato 10 mM pH
7.0. Se midio el cambio de absorbencia a 240 nm de 0 a 15 seg que es el periodo en que la
descomposicion del HO, sigue una cinética de primer orden (36).

De acuerdo a Aebi (36). se usa la constante de reaccion de primer orden {x} como la unidad de
actividad de la CAT, la cual queda definida de acuerdo a |a siguiente férmula:

x = (1At)2.3 x log [AHAL)

donde At = intervalo de tiempo medido, [A4] ¥ [A;] son las absorbencias del H;O, en los tiempos ¢ y

t.. Los resultados se expresaron como x/mg de prot.

3.5 Determinacién de la cantidad renal de H,0;, in vivo

El método empleado para detectar H;O, in vivo esta basado en la inhibicion de CAT por ATZ y esta
ampliamente validado (131). Se sabe que' la CAT es inactivada por ATZ Gnicamente en presencia de
H;0; dado que el ATZ reacciona con el compuesto intermediario |, formando un complejo covalente
inactive con la proteina (reaccién 1). La inactivacidn de la CAT in vivo puede, por lo tanto, ser
interpretada como una medida de la cantidad de H;O, presente en el tejido. (132-134).

catalasa + H;0, = [catalasa-H;0;] compuesto |

compuesto | + ATZ — catalasa inhibida irreversiblemente (1)

La inactivacién de la CAT se puede prevenir por el etanol, ya que éste reduce rapidamente el
compuesto | y compite con el ATZ en la reaccion (reaccion 2) {135).

Compuesto | +elanol — catalasa + acetaldehido + 2 H,0O (2}

El grupo de ratas a estudiar se dividié en 2 partes iguales. Al primer subgrupo se les inyectd
intraperitonealmente etanol (1:1) en solucién salina (2 g/Kg) 15 min antes de la inyeccién de ATZ, v al
segundo subgrupo de animales se les inyectt el mismo volumen de solucidn salina. A todas las ratas
se les inyecté intraperitonealmente con una solucién de ATZ al 5% en solucién salina (0.1 g/Kg) y se
sacrificaron 60 min despues de la inyeccién con ATZ. Se extrajeron los rifiones y se prepararon para
medir la actividad de CAT. La diferencia de la actividad de CAT, medida con o sin etanol, representa
la cantidad del compuesto | inactivo irreversiblemente por el ATZ y directamente relacionade con la
formacidn in w'vb de H,Qz.
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3.6 Determinacién de ATZ

La concentracion de ATZ en los homogeneizados de tejide y en orina se determind por un método
espectrofotométrico con el &cido 2,7 disulfénico 4,5-dihidroxi-naftaleno (Acido cromotropico) a través
de una reaccion de diazotacién fo cual genera un complejo colorido que se lee a 525 nm (136).

E! homogeneizado se mezcla con un volumen igual de &cido tricloroacético (ATC) al 10% y se
centrifuga a 2 700xg durante 10 min. El sobrenadante diluido 1:5 con ATC al 5% se utiliza para el
andlisis. Se colocan en un tubo 2 m! de ésta Ultima dilucion y se le adiciona 0.4 ml de nitrito de sodio
0.01 M y 0.4 ml de acido cromotropico 0.0025 M (recién preparado). Se mezclan y el tubo se coloca
en un bafic de agua hirviendo durante 2.5 min al término de los cuales se enfria, de preferencia en un
baiio de agua fria. La lectura se realiza contra un blanco que se prepara con ATC al 5%, siguiendo el

mismo procedimiento. Las lecturas se interpolan en una curva patrén utifizando ATZ como estandar,

4 ANALISIS ESTADISTICO

El estudio estadisticos se llevo a cabo, utilizando un analisis de varianza y comparaciones multiples
por el mélode de Bonferroni, en el caso de las concentraciones de ATZ en higado y rifion, las
comparaciones mulliples se hicieron por el método de Dunnett. Se utilizaron pruebas de T no
pareadas para comparar la cantidad de H;O; in vivo en ratas control. Todos los andlisis se hicieron

con el programa Graph Pad. Un valor de p<0.05 se considerd significativo.
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VI RESULTADOS

1 Efecto del ajo en polvo sobre la nefrotoxicidad inducida por ANP

1.1 Dieta con ajo en polvo al 3% por 2 semanas previas a la induccién de SN con una dosis de
ANP {15 mg/Kg) durante 5 dias

Proteinuria

En fa Fig. 1 se muestra el curso temporal de ta proteinuria desarrollada por el grupo de ratas tratadas
con ANP (SN} y las alimentadas con ajo en polvo al 3% mas ANP (SNA), con sus respectivos
contrales, CT (alimento normal), CTA (alimento con ajo en polvo ). El pico maximo se alcanzé el dia 8
(SN 471464 vs CT 15t4; SNA 469139 vs CTA 124 mg/24 h), p < 0.001. La proteinuria no fue

diferente entre los dos grupos nefréticos.
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Figura 1. Proteinas urinarias de ratas alimentadas con dieta estandar y dieta
conpolvo de ajo a! 3% . -CT -~ AJO 8 SN ——SNA
*P<0.001 VS CT Y VS CTA; **P<0.05 VS CTA, n=5
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Determinaciones bioquimicas en el dia 10 {(Tabla 1)

La atbUmina sérica disminuyo y el colesterol sérico aumenté en los grupos nefréticos (p< 0.001). La
disminucién de los niveles séricos de proteinas totales no fue significativo; la funcion renal evaluada
como nitrégenc ureico, creatinina sérica y depuracién de creatinina nc cambié. Finalmente, fa

lipoperoxidacidn renal no carnbid significativamente en los grupos nefroticos.

Tabia 1. Efecto de la alimentacidén con ajo en polvo al 3% scbre los pardmetros bioquimicos en suero,
depuracién de creatinina y lipoperoxidacidn renal {Lpx} en ratas control y nefréticas.

Grupo |Proteinas |Albumina | Colesterol | Nitrogeno |Creatinina | Depuracién |Lpx nmol

g/dl g/d! mg/di ureico mg/di de MDA/mg
mg/d| creatinina prot
mi/min
CT 5.711.2 3.520.2 6514 2714 0.7¢0.04 |0.8410.2 0.2240.06
CTA [6.2¢05 4.2+0.4 7046 2343 0.7+0.06 |0.84:0.01 0.2210.03

SN 4.810.4 1.540.04* | 201240 [42110 1.120.18 | 0.63x0.23 |[0.1120.03

SNA 146104 1.940.3* [ 165429 [3945 0.8+¢0.13 |0.60£0.03 0.12 £0.01

CT- ratas control con dieta normal. SN: ratas con dieta normal mas ANP. CTA: ratas control con dieta
suplementada con ajo en polve al 3%. SNA: ratas con dieta suplementada con ajo en polvo al 3%
mas ANP. *p< 0.001 vs CT y **p< 0.001 vs CTA. n=5.

1.2 Dieta con ajo en polvo al 2% por 4 semanas y una dosis de ANP (50 mg/Kg)

En este experjmento, el curso de [a proteinuria se sigui6 hasta el dia 8, (SN 224+75 vs CT 514; SNA
309 £49 vs CTA 412). Ya que no hubo efecto protector del ajo en polvo sobre la proteinuria, las ratas
no se sacrificaron.

1.3 Dieta con ajo en polvo al 2% por 1 dia y una dosis de ANP (75 mg/Kg)

Proteinuria

En la Fig. 2 se muestra el curso temporal de la proteinuria desarrollada por las ratas tratadas con
ANP. En este caso, el grupo con la dieta suplementada tiene un pico maximo de proteinuria el dia 8
(SNA 548182 vs CT 9.1£6.0 mg/24 h, p< 0.001), mientras que el grupo con dieta normal en el dia 10
tiene una mayor excrecién de proteinas (453+111 mg/24 h) que en el dia 8 (432105 mg/24 h}.
Todos los animales se sacrificaron el décime dla.

37




2001

Proteinas urinarias
(mgi24 h)

0: k‘ L
0 2 4 & 8
Dias

ot}

Figura 2, Proteinas urinarias de ratas alimentadas con dieta estindary
dieta con ajo en polvo al 2% un dia antes de la administraciéon de ANP.
=CT =rAJO ~B-SN —a—SNA 0=5,'p<0.001vs CT; *p<0.001 vs CTA

Determinaciones bioquimicas y lipoperoxidacién renal (Tabla 2)

Las proteinas totales y la atbimina en suero disminuyeron, y el colesterol sérico aumenté en los
grupos nefroticos. En los pardmelros que nos permiten evaluar la funcion renal como lo son la
creatinina sérica, depuracidén de creatinina y nitrégeno ureico en suero, no hay diferencias entre los
grupos nefréticos y contrales. No hubo ninguna diferencia en los niveles de fipoperoxidacién renal
entre los cuatro grupos de ratas estudiadas en el dia 10.

Tabla 2. Efecto de la alimentacién con ajo en polve al 2% un dia antes de la induccién de SN, en los
parametros bioquimicos en suero, depuracion de creatinina y lipoperoxidacién renal {lpx) en ratas
control y nefroticas.

Grupo | Proteinas | Albdmina Colesterol [Nitrogeno [Creatinina |Depuracién |[Lpx nmol
g/d! gldl mg/dl ureico mg/dl de creatinina | MDA/mg
mg/dl ml/min prot.
cT 6.4+0.12 |3.410.20 4516 1643 0.410.04 1.110.1 0.1710.02
CTA 664013 |3.4+0.18 5313 1342 0.410.06 1.1£0.2 0.1540.03
SN 5.1+0.50* [{1.4£0.26* [265439* {1825 0.7+0.2 1.24¢0.4 0.1040.03
SNA (512040 [1.2¢0.27 ** (296:48 ™ 1545 0.810.3 1.2¢0.4 0.11£0.06

* p<0.001 vs CT, ** p< 0.001 vs VCTA. n=5. Para mas detalles ver tabla 1.
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1.4 Dieta con ajo en polvo al 2% 2 semanas y una dosis de ANP (75 mg/K g de peso}

Proteinuria

En la Fig. 3 se muestra el curso temporal de la proteinuria desarrollada por el grupo de ratas tratadas
con ANP y las alimentadas con ajo en polvo al 2% mas ANP con sus respectivos controles. El pico
maximo de proteinuria se alcanzé el dia 8 posterior a la inyeccion de la droga en ambos grupos, (SN
729151; SNA 6551158 mg/24 h, p= NS).
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Figura 3. Proteinas urinarias de ratas alimentadas dos semanas con dieta
estindar y dieta con ajo en polvo al 2%,
> CT = AJO B SN—4 SNA *p<0.001 vs CT; **p<0.001 vs AJO n=5

Determinaciones bioquimicas (Tabla 3)
Las proteinas totales, |a albdmina en suero y la depuracién de creatinina disminuyeran, los niveles de
colesterol, de nitrégeno ureico y de creatinina en sueroc se incrementaron en los dos grupos

nefréticos.
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Tabla 3. Efecto de la alimentacion con ajo en polvo at 2% durante dos semanas, antes de la
induccidn de SN en los parametros bioquimicos en suero y en la depuracién de creatinina de ratas
control y nefréticas.

Grupo | Proteinas Albimina g/dl | Colesterot | Creatinina Depuracién de Nitr_égeno
gfdl mgfdi mg/di creahmna ureico mg/d|
mimin
CT |5.740.2 3.210.1 50+4.8 0.4£0.06 1.640.3 2313
CTA 55205 3.1101 4818. 0.410.05 14202 231
SN 3.9x04" 1.9403" 229+41* 0.710.06 * 0.810.1* 4218
SNA [3.910.7 ** 1.840.4 ** 198433 0.7¢0.1 ** 0.610.1 ** 5419

" p<0.001 vs CT y **p< 0.001 vs CTA. n=5. Para mas detalles ver tabla 1.

Lipoperoxidacion renal y defensas enzimaticas antioxidantes (Tabla 4)

No hubo diferencias en los niveles de lipoperoxidacion. La actividad de la SOD total disminuyo
tnicamente en el grupo SN, Esto se debid a la disminucion en la actividad de la fraccion CuZn-SOD,
ya que la MnSOD no cambid. La dieta con ajo en polvo impidié la disminucion de fraccion CuZn-SOD
en los animales del grupo SNA. La actividad de CAT disminuyd en ambas grupos nefréticos. La
actividad de esta enzima en el grupo de ratas control alimentadas con ajo en polvo, también
disminuy6 significativamente respecto al grupo con dieta estandar. No se encontraron diferencias

significativas en la aclividad de GSH-Px plasmatica y renal.

Tabla 4. Efecto de la alimentacién con ajo en polvo al 2% durante dos semanas antes de la induccién
de SN, en la lipoperoxidacion (Lpx) renal y actividad de enzimas antioxidantes.

Grupo |Lpx nmo! | SO0 total | MnSOD CuZnSOD |CAT  renal {GSH-Px pIGSH-
MDA/mg renal U/mg |renal U/mg|renal Uimg|x/mgprot . |renal Ufmg|Px U/ml
prot, prot prot prot prot

CT 0.1410.02 3243 1013 221::_3 0.2710.05 0.1340.02 1.510.16

CTA |0.20+0.06 |2812 1222 1712 0.1740.04 ¥ |0.1410.02 |1.540.24

SN 0.0910.02 |2243* 811 15¢2* 0.05:0.004 ** 0.41£0.006 |1.8:0.4

SNA | 0.09+0.02 2543 1013 1641 0.0440.012* |0.1220.031 |1.740.4

*p< 0.05 vs CT y/o CTA; ** p<0.001 vs CT y/o CTA; &p< 0.001 vs CT. n=5, Para mas detalles ver
tabla 1.
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1.5 Cantidad renal de H,;0; in vivo

1.5.1 Cantidad renal de H,0, in vivo en ratas control con dieta estandar y con dieta
suplementada con ajo en poivo.

La tabla 5 muestra la cantidad renal de H,0; in vive, medide por el métedo de inhibicion de CAT por
ATZ.

Tabla 5. Efecto de la alimentacién con ajo en polve al 2% sobre la cantidad renal de HzQ: in vivo

Grupo CT CTA
Catalasa (x/mg prot.) Catalasa (x/mg prot.}
etanol (+) 0.3410.04 (8) 0.2040.05** (8)
etanol (-) 0.18£0.03 (7) 0.16£0.02 (5)
% inhibicién 46110 2148"

*p< 0.025 vs diela estandar. **p< 0.001 vs dieta estdndar. La n de cada experimento se encuentra
entre parentesis

El porcentaje de inhibicién de CAT del grupo con dieta estandar y etanel {-) vs su control etanol {+) es
de 46%, mientras que el grupo con ajo en polve etanal (-) vs su control etanol (+) es de 21 %. La
interpretacion de estos datos, de acuerdo a la literatura {131,132,135,137), es la siguiente: la CAT es
inhibida de manera irreversible por el ATZ cuando existe en el medio H;O; fermande un complejo
ATZ-CAT-H,0,; por lo tanto, sila cantidad de H,O; es mayor, la CAT se encontrard més inhibida. Por
lo cual, de este experimento se puede concluir que la cantidad de H,O; en las ratas alimentadas con
ajo en polve es menor que en las alimentadas con dieta esténdar.

1.5.2 Cantidad renal de H.O; in vivo en ratas con dieta estandar y con ajo en polvo, 10 dias
después de la inyeccién de ANP (Tabla 6}

Por otra parte, se midid también la cantidad de H,O; en ratas alimentadas con ajo en polve y con
dieta estdndar 10 dias después de !a inyeccién con ANP (75 mg/Kg). La tabla 6 muestra los
resultados obtenidos de este experimento.
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Tabla 6. Efecto de la alimentacién con ajo en polvo al 2% sobre fa cantidad renal in vivo de H,O,, 10

dias después de la inyeccion de ANP.

Grupo CcT SN CTA SNA
Catalasa.{x/mg Catalasa (x/mg prot.) | Catalasa (x/mg |Catalasa (x/mg prot.)
prot.) . prot.)
etano! {+} |0.3310.03 (15} 0.20+0.09 (8) 0.2010.04 (14)* 10.1520.03 (9)
etanol (-) |0.20£0.030 (8) 0.1040.02 (8) 0.1620.02 (11) |0.090.01 (6)
% 36819 (8) 5248 (8) "% 22310 (11)™" 4114 (6)
inhibicién

*p<0.05 vs SN, ""p<0.001 vs CTA dieta estandar, ***p<0.01 vs CT #p<0.001 vs CTA

Se observd una disminucion en la cantidad renal de H;Q; in vivo en el.grupo CTA como se habia
demostrado previamente en la tabla 5. Hay una mayor cantidad renal de H;Q; in vivo en las ratas
nefréticas de ambas dietas comparadas con sus grupos controles respectivamente, lo que nos puede
sugerir que aln hay esirés oxidativo al aumentar por lo menos una de las ERO, 10 dias después de
haber inyeclado ANP. La dieta con ajo en polvo no hloqued el incremento en la cantidad de H,0; en
el grupo SNA,

Se ha reportado que el dafio por ANP se lleva a cabo en los primeros quince minutos después de la
inyeccién de ANP. Debido a que a través de este método no es posible evaluar la cantidad de H.0,
en este tiempo y a que no se conoce in vivo la participacién de esta ERO en este modelo, se decidié

estudiar Ia participacion del H,O; en el modelo de SN por ANP inhibiendo in vivo a la CAT con ATZ.

2. Efecto de la inhibicién in vivo de CAT con ATZ sobre la magnitud del SN

Para determinar cual era el mejor tiempo en el cual administrar el ANP después de la inysccion con
ATZ, se determiné el porcentaje de inhibicidn de CAT asi como la concentracibn renal, hepatica y
urinaria de ATZ a diferentes tiempos: 3, 24, 48 y 96 h (1 g/Kg de peso ATZ). La Fig. 4 y la tabla 7
muestran el curso temporal de la inhibicién de ja CAT renal y hepética respectivamente, por ATZ. Se
encontré una recuperacion gradual de la actividad de CAT en ambos tejidos. La recuperacién de su
actividad /in vivo se debe exclusivamente a fa sintesis de novo de la proteina (37,138). El curso
temporal de la recuperacién de la actividad de CAT observada por nosotros es semejante a la que
han reportado ctros autores (133,138).
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Figura 4. Curso temporal de la inhibicidn de catalasa renal por ATZ.
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Tabla 7. Curso temporal de la inhibicién de CAT (1 g ATZ/Kg) en higado. La actividad se expresa
como {x/mg proteina).

Grupo 3h 24h 48 h 96 h
CcT 0.9040.11 (3} 0.8440.16 (5} 0.94+0.2 (2) 0.90£0.1 (3)
ATZ 0.0820.05 (6)* 0.420.05 @ 0.70+0.06 (4) * 0.82+0.04 (6)
%inhibicion 9015 53155 36413 8.614.3
*p<0.01 vs CT.
Determinacién de ATZ

En la Fig. 5 y en la tabla 8 se muestra {a concentracién de ATZ renal y hepdtica, respectivamente, a

las 3, 24,. 48 y 96 h posteriores a la administracion de ATZ. En ambos casos se observa que la

concentracion de ATZ aumenta sélo a 1as 3 h. En la Fig. 6 se muestra la excrecién urinaria de ATZ

durante los siguientes 7 dias posteriores a su administracién. De lo anterier concluimos que el ATZ

es eliminado en las primeras 24 horas después de su administracidn. Existe en la literatura reportes

sobre la existencia de sustancias en los tejidos y orina que reaccionan de [a misma manera que el

ATZ con el acido cromotropico (136), es por ello que en las figuras 5 y 6 se muestran

“*concentraciones basales” de ATZ.
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Figura 5. Curso temporal de la concentracidn

renal de ATZ. *p<0.001 vs BASAL

Tabla B. Determinacion de ATZ en higado.

Grupo

Oh

3h

24 h

48 h

86 h

ATZ

4019 (6)

220436 (6) *

50+12(5)

5017 (8)

3443 (6)

*p<0.01 vs CT. Los datos estan expresados como pglg de tejido himedo. La concentracion a 0 h
corresponde a ratas sin ATZ
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De las determinaciones anteriores se concluyé que el mejor tiempo para administrar ANP después de
haber sido inhibida la CAT es 24 h mas tarde, ya que en este momento el ATZ ha sido eliminado de
higado y rifién y la inhibicidn de la actividad de esta enzima es de un 58:10%.

En la Fig. 7 se observa el curso temporal de la proteinuria en los cuatro grupos de ratas estudiadas.
Sdlo los grupos inyectados con ANP (grupo ANP y ATZANP) desarrollaron proteinuria. Sin embargo,
en el grupo (ATZ ANP) ésta empezd antes (dia 4) y fue significativamente mayor que la del grupo
ANP los dias 6, 8, y 10. Lo que nos lleva a concluir que el inhibir en algin grado a la CAT renal
incrementa el dafio por ANP y que, por lo tanto, esto apoya nuestra hipétesis de que el H,O; juega un
pape! muy importante en la patologia de este modelo experimental.
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En fa tabla 9 y la Fig. 8 se muestran los resultados obtenidos en Jos parametros_bioguimicos de los
grupos CT, ATZ, SN y ATZANP. El andlisis estadistico indica que existen diferencias significativas en
los niveles de colesterol entre los grupos con ANP y ATZANP, asi como en los de lipoperoxidacion
urinaria en los grupos nefréticos. ’

Tabla 9. Efecto del ATZ 24 h antes de la administracidn-de ANP sobre los pardmetros bioquimicos en
plasma y depuracién de creatinina de ratas control y nefréticas.

Grupo Proteinas g/dl | Albdmina g/dl | Nitrégeno . jCreatinina Depuracién de
ureico mg/d! mg/d] creatinina mmin

’C_T 6.1:09 28403 294 0.5+0.1 110.01

ANP 6.0+05 1.9¢04* 37412 0.810.2* 0.840.2*

ATZ 6.5+0.61 2.840.3 2813 0.5+0.1 0.840.1

ATZANP 5.4:0.7 " 1.5403* 3547 0.90+0.2 " 0.7:0.2*

* p< 0.05 vs ATZ, yfo CT. n=7. CT grupo control, ANP grupo con SN, ATZ grupo con ATZ, ATZANP
grupo con SN tratado previamente con ATZ
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Figura 8. Efecto de la inhibicién de la catalasa con ATZ en el
colesterol plasmatico de ratas con SN.
*p<0.05 vs CONTROL; **p<0.001 vs ATZ; @ p<0.01 vs ANP

En la Fig. 9 y la tabla 10 se muesiran las aclividades de las enzimas antioxidantes. La actividad de
CAT disminuye significativamente en los grupos ATZANP y ANP vs su control respectivo, y no se
encuentran diferencias entre ambos grupos nefréticos, lo que sugiere que esta disminucion es
exclusivamente debida al estado nefrético.
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Tabla 10. Efecto del ATZ 24 h antes de la administracion de ANP en la lipoperoxidacion renal,
urinaria ¥ en la actividad de las enzimas antioxidantes de ratas control y nefréticas.

Grupo GSH-Px renal | SOD total renal U/mgjGSH-Px
Uimg prot prot lasmatica. U/ml
CT 0.18+0.02 2016 2.720.5
ANP 0.15+0.026 213 3.2:0.6
ATZ 0.18+0.016 1915 2.5+.4
ATZANP 0.17+0.017 2414 2.6£0.2

* p< 0.001 vs CT y ATZ; **p<0.05 vs CT. n=7

A continuacidn se presentan los dos articulos que se derivaron de esta tesis.
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Catalase inhibition in nephrosis
EFFECT OF THE /N VIVO CATALASE INHIBITION ON AMINONUCLEOSIDE NEPHROSIS

ABSTRACT

Reactive oxygen species have been involved in the pathophysiology of puromycin
aminonuclecside (PAN]-nephrosis. The role of H;O, in these rats may be studied modulating the
amount or activity of catalase, which breakdowns H,0O, to water and oxygen. To explore the role of
H,0, in this experimental model, we studied the effect of the in vivo catalase inhibiton with 3-amino-
1,2, 4-triazole (AT2) on the course of PAN-nephrosis. Four groups of rats were studied: control rats
(CT group), PAN-injected rats (PAN group), ATZ-injected rats (ATZ group), and ATZ and PAN
injected rats (ATZPAN group}. Rats were placed in metabolic cages to collect 24 h urine along the
study, ATZ (1 g/Kg) was given 24 h before PAN injection (75 mg/Kg}, and the proteinuria was
measured on days 0, 2, 4, 6, 8, and 10. Proteinuria started before {day 4) and was significantly higher
on days 6, 8, and 10 in the ATZPAN group than in the PAN group. On day 10, hypercholesterolemia
was significantly higher in the ATZPAN group than in the PAN group. These data indicate that the in
vivo catalase inhibition magnifies PAN-nephrosis, suggesting that H,O, is produced in vivo and
involved in the renal damage in this experimental disease.

Key Words: catalase, puromycin aminonucleoside, aminotriazole, nephrosis, proteinuria,
hyperchalesterclemia, nephrotic syndrome.

INTRODUCTION

Reactive oxygen species (ROS) have been implicated in the pathophysiology of puromycin
aminonucleoside (PAN)-nephrosis [1-10]. It has been clearly established that PAN induces the
preduction of ROS in vifro [1,6]. The addition of PAN to glomerular epithelial cells in culture or kidney
slices, induces clearly the increase in hydroxyl radicals [1], H,0, [1,6], and superoxide anions [1]. In
contrast, it has been more difficult to measure the individual RCS in PAN-nephrosis in vivo. However,
there are strong indirect evidences that hydroxy! radicals [5,11], superoxide anions [2,4,12), and H,0,
[2] are involved in PAN-nephrosis in vivo. In this experimental model, proteinuria begins some days
after PAN injection. However, there are evidences of oxidant stress [10,13] and production of ROS
[14] before the beginning of proteinuria. More recently, Gwinner et al. [14], performed a time-course
study to measure specific ROS in glomeruli isolated from PAN-nephrotic rats using luminol and
luctgenin, in combination with radical the scavengers superoxide dismutase, dimethyl thiourea, and
catalase. They used this combination of reagents due to lucigenin and luminol are not completely
specific for a particular ROS [15]. They suggested that hydroxyl radicals and H,0, are involved 15
minutes after PAN injection, and superoxide anions and hydroxyl radicals are involved nine days after
PAN injection [14] However, since the quantification of a particular radical is not possible using
chemiluminiscent reagents, these data should be taken with caution [14].

On the other hand, the injection of catalase to animals [2,4] or the addition of this enzyme to
the culture medium [6,16] has been used to probe the role of H,O; in PAN nephrotoxicity, However,
there are contradictory data. Beaman et al. [2] and Kawaguchi et al. {6] found a protective role,
however Diamond et al. [4] and Ghiggeri ef al. [16] did not find this profective role.

Taking into account all the abave information, we think that additional experiments are required
to clarify the role of H,0, in the pathophysiology of PAN-nephrosis in vivo. Therefore, we made this
study using a different experimental approach to that used by other authors in vivo [2,4]. We inhibited
renal catalase in vive with 3-amino-1,2,4-triazole (ATZ) which reacts with this enzyme to form
ireversibly inactivated catalase only in the presence of H,0, {17]. We hypothetized that the in vivo
catafase inhibition would enhance renal damage in these rats if H,O, is involved in PAN-nephrosis. In
this study, PAN-nephrosis was induced in rals treated previously with ATZ and the course of
proteinuria and other biochemical parameters were compared with rats injected only with PAN.
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Materials and Methods
Reagents

PAN, ATZ, reduced glutathione (GSH), glutathione reductase, NADPH, and the kit to measure
plasma albumin were purchased from Sigma Chemical Co {St. Louis, MO)}. Commercial kits to
measure cholesterol, creatinine and urea nitrogen were purchased from Farmacéuticos Lakeside
{México, D.F.). H,0, was from Maliinckrodt (Paris, Kentucky). All other chemicals were reagent grade
and commercially available.

Experimental design

Twenty eight male Wistar rats, weighing 150-200 g, were used. Four groups of 7 animals each
one were studied: 1. control (CT) group, rats injected with a single subcutaneous injection of 0.9%
saline solution; 2. PAN group, rats injected with a single subcutaneous injection of a 2% PAN solution
in 0.9% saline b. w. (¥5 mg/Kg) [18}; 3. ATZ group, rats injected intraperitoneally with 1 g/Kg of ATZ
[16]; and 4. ATZPAN group, rats injected intraperitoneally with 1 g/Kg of ATZ and 24 h after, with 75
mg/Kg PAN, The days when ATZ and PAN were injected were defined as days -1 and 0, respectively.
Along the study, the animals were placed in individual metabolic cages {(Allentown Caging Equipment
Co., Allentown, NJ, USA) and 24-h urine sampfes were collected every 2 days to determinate total
protein in all groups, and ATZ on days -1 (basal), 1, 2, 4, 6, and 7 in ATZ and ATZPAN groups. On
day 10 after PAN or saline injection, the rats were anesthetized with sodium pentobarbital and
sacrificed by cardiac puncture. Blood was collected on ice with 0.1 m! of 250 mM disodium EDTA to
obtain plasma. Plasma was stored at 40°C uniil the following biochemical determinations were
made: total protein, cholesterol, albumin, creatinine and urea nitrogen. To calculate creatinine
clearance on day 10, urine creatinine was alsc measured in this day. Kidneys were quickly removed
and rinsed with cold 0.9% NaCl, weighed and homogenized in a Polytron for 10 seconds in cold 50
mM potassium phosphate, 0.1% Triton X-100, pH=7.0. The homagenate was centrifuged at 19,000 x
g and 4°C for 30 min. The supernatant was separated to measure total protein and the activities of
catalase and glutathione peroxidase.

In a separate group of male Wistar rats weighing 150-200 g, the time-course changes in renal
and hepatic catalase activity and ATZ concentration at 3, 24, 48 and 96 h after ATZ injection was
studied. Basal data were obtained from rats not injected with ATZ. Rats were euthanized with ether
and kidneys and liver were quickly removed, homogenized as described above and divided in two
portions. One portion was processed as above to measure catalase activity and total protein. The
other portion was treated with 10% trichloroacetic acid (1:1), and centrifuged at 2,700 x g and room
temperature for 10 min. The supemnatant was separated to measure the ATZ concentration.

Analytical methods

Total protein, cholesterol, albumin, and urea nitrogen in plasma, total protein in kidney and
liver, and creatinine in plasma and urine were measured by spectrophotometric methods previously
used {18]. Tota! protein in urine was measured by a turbidimetric method with 12.5% trichloroacetic
acid. The standard curve was constructed with albumin (0.04 - 0.8 mg/ml) and the samples were read
at 420 nm.

The ATZ concentration in urine and in kidney and liver homogenates were determined
spectrophotometrically by coupling of diazotized ATZ to 4,5 dihydroxy-naphthalene-2,7 disulfonic acid
{chromotropic acid) to form a color derivative, which was read at 525 nm {20].

Catalase
Catalase activity, in complete renal and hepatic homogenates, was assayed at 25°C by the
method of Aebi [21] based on the disappearance of 10 mM H,O, at 240 nm. Under the conditions
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described, the decomposition of H,O, by catalase contained in the samples follows a first-order kinetic
as given by the equation

x = 2.3/t log Ac/A

where x is the first-order reaction rate constant, t is the time over which the decrease of H,O;, due to
catalase activity, was measured (15 s), and Ao/A is the optical density at times 0 and 15 s,
respectively.

Glutathione peroxidase .

Renal glutathione peroxidase activity was assayed by the method of Lawrence and Burk [22]
as described previously [9]). The reaction mixture consisted of 50 mM potassium phosphate pH=7.0, 1
mM EDTA, 1 mM NaN, 0.2 mM NADPH, 1 U/ml of the gluthatione reductase, and 1 mM GSH.
Homogenates (0.1 mi) were added to 0.8 ml of mixture and aliowed to incubate for 5 min. at room
temperature before initiation of the reaction by the addilion of 0.1 ml 0.25 mM H,O, solution.
Absorbance at 340 nm was recorded for 5 min. and the activily was calculated from the slope of these
lines as umoles NADPH oxidized per min. Blank reactions with homogenates replaced by distilied
water were subtracted from each assay.

Tissue processing for electron microscopy studies
Kidney was prepared for ultrastructural studies as described previously [9].

Statistical analyses

Data are expressed as meantSD. One way analysis of variance followed by Bonferroni ¢ test
was used to compare the data of the four groups. Non-paired ¢ test was used to compare the renal
and hepatlic catalase activity after ATZ injection. One way analysis of variance followed by multiple
comparisons according to the method of Dunnett was used to compare the renal, hepatic, and urine
concentration of ATZ. These statistical analyses were made using the software Prism 2.01 {Graph
Pad, San Diego, CA, USA). P values less than 0.05 were considered statistically significant.

RESULTS
Time-course Inhibition of renal catalase by ATZ and renal handling of ATZ

Before to study the effect of ATZ on PAN-nephrosis, we made previous experiments to choose
the appropriate time to inject PAN after ATZ treatment. Therefore we measured the renal catalase
activity, and the renal concentration and the urinary excretion of ATZ after a single injection of this
inhibitor. Fig. 1 shows the time-course activity of renal catalase in saline and ATZ-treated rats. The
-lowest value of catalase activity, after ATZ injection, was reached at 3 h (83124 % of inhibition, p <
0.001), then increased progressively at 24 h (58+10% of inhibition, p < 0.001), 48 h {36113% of
inhibition, p < 0.001), and 96 h when the inhibition of 13+8.5% was not significant. A similar pattern of
catalase inhibition was observed in liver {data not shown). The ATZ renal concentration increased at 3
h and returned to basal values at 24 h (Fig. 2). Similar cbservation was made in the ATZ liver
concentration (data not shown). According to the above data, ATZ was excreted by urine during the
first 24 h (Fig. 3); on days 2, 4, 6, and 7 ATZ urine concentration was similar to the basal values (Fig.
3). This same pattemn of ATZ concentration was observed in the ATZPAN group (data not shown).
This means that PAN did not modify the renal handling of ATZ. The time chosen to give PAN to rats
was 24 h after ATZ injection. This was due to catalase activity was significantly inhibited (58£10%),
and the kidney has no ATZ (Fig. 2), which would probably interfere with PAN nephrotoxicity. ATZ-like
chromogenic substances are respansible for the values observed in kidney, liver and urine from
contral rats [20].
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Effect of ATZ on PAN-nephrosis .

Fig. 4 shows the time-course of proteinuria in the four groups of rats. Rats from CT and ATZ
groups did not developed proteinuria. In contrast both groups of rats injected with PAN developed
proteinuria, however, the magnitude of proteinuria was clearly higher in those rats previously treated
with ATZ ({ATZPAN group). In addition, proteinuria began before in ATZPAN group (day 4) than in
PAN group (day 6). Interestingly, the damage to the podocyte ultrastructure on day 10 was higher in
the ATZPAN group than in the PAN group (Fig. 5). Glomeruli from rais treated with PAN showed
many capillaries with visceral epithelial cells foot processes effacement. In the same glomerulus,
some capillaries had a mild pedicelle fusion due to the presence of individualized swollen foot
processes {Fig. 5A). In contrast, animals from the ATZPAN group showed a diffuse pedicelle fusion
and numerous lipid laden macrophages localized in the mesangial matrix (Fig. 5B). This strongly
suggests that the enhanced proteinuria in the ATZPAN group is secondary to a more severe
glomerular epithelial cell damage. Fig. 6 shows plasma cholesterol levels on day 10 in the four groups
of rats. Plasma cholesterol was similar in CT and ATZ groups. PAN-treated rats developed
hypercholesterolemia. However, this was significantly higher in the ATZPAN group than in the PAN
group.

Other data obtained on day 10 are showed in Table 1. Total protein, alburnin, creatinine and
urea nitrogen in plasma and creatinine clearance were similar in CT and ATZ groups. Total plasma
protein decreased significantly only in the ATZPAN group. Plasma albumin decreased, plasma
creatinine increased and creatinine clearance decreased in PAN and in AZTPAN groups. However,
the previous treatment with ATZ did not magnify these alterations in nephrotic animals. PAN treatment
did not induce changes in plasma urea nitrogen. ATZ administration had ne adverse effects on body
weight in control and PAN-treated rats (data not shown).

Effect of PAN on catalase and glutathione peroxidase activities

Fig. 7 shows the renal catalase activity on day 10 in the four groups of rats. Repal catalase
activity was similar in CT and ATZ groups. Rats from PAN and ATZPAN groups have a decreased
activity of this enzyme, however, the previous treatment of ATZ did not induce addjtional changes in
control or PAN-treated rats. This is consistent with the observation made in Fig. 2 which shows that
renal catalase activity returned to control values, 4 days after ATZ injection. Renal glutathione
peroxidase activity remained unchanged on day 10 in the four groups studied: 0.18+0.018,
0.15+0.026, 0.1540.020, and 0.17+0.015 pumoles NADPH oxidized per min./mg protein for CT, PAN,
ATZ, and ATZPAN groups, respectively (P = NS).

DISCUSSION .

There are in vivo [2,4,5,7-10,12,14,23] and in vitro [1,6] evidences that ROS are involved in PAN
nephrotoxicity. ROS have been quantified after the addition of PAN to renal cells in culture [1,6].
However, the evidences of the production of individual ROS in vivo has been obtained indirectly using
antioxidant enzymes [2,4,12], dimethyl thiourea, [5], and luminel and lucigenin in combination with the
above reagents [14]. The addition of catalase to the culture medium [6,16] or the injection of this
enzyme to the rats [2,4] has been used to search if H,O, is involved in PAN-nephretoxicity. However,
the protective effect of catalase {2,6,24] has not been seen by all the authors [4,16]. In this work we
explored the in vivo role of H;Q, in this experimental disease, modutating the activity of catalase with
ATZ, which is an specific inhibitor of this enzyme [17,19]. ATZ inhibits ireversibly catalase only in the
presence of H,O, [17]. It has been clearly demonstrated that a single injection of aminotriazole to rats
is able to inhibit renal glomerular and tubular catalase aclivity approximately at the same extent [25).
This strongly suggests that the inhibition observed in complete renal homogenates of our rats is
consequence of both glomerular and tubular catalase inhibition. The time-course inhibition of renal
and hepatic catalase activity by ATZ and the renal handling of catalase observed in this study is
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similar to the observed by other authors [19,26]. The recuperation of catalase activity in vivo is due to
a new synthesis of proteins {27,28). We did not find any evidence of adverse effects of ATZ
administration in our rats. In fact total protein, albumin, creatinine, urea nitrogen, and cholesterol in
plasma, creatinine clearance, proteinuria and body weight vaiues were similar in control and ATZ
groups (see Table 1 and Figs. 4 and 6). )

Cur data strongly suggest that H,O, is produced /n vive and involved in the pathophysiology of PAN-
nephrosis since the catalase inhibition exacerbated the renal damage in these rats. This was made
evident by the hypoproteinemia and the enhanced proteinuria and hypercholesterolemia in the
ATZPAN group. The lack of effect of ATZ on urinary excretion of total protein in the ATZ group may
suggest that ATZ did not modify the tubular reabsorption of proteins. This and the higher glomerular
epithelial cells damage in the ATZPAN group, strongly suggest that the enhanced proteinuria in the
ATZPAN group is due to enhanced glomerular damage and not to changes in tubular reabsorption.

According to the time-course catalase inhibilion after ATZ injection, the increase of H,Q,
should occur at any time before day 4 after PAN-injection, that is, when renal catalase aclivity was
decreased (see Fig. 1) and before the beginning of proteinuria (days 4-6). These data are in complete
agreement with the evidence of renal oxidant stress [10,13] and the increase in ROS [14] before the
appearance of proteinuria. Gwinner et al. [14], clearly demonstrated that ROS are increased in
glomeruli isolated from rats as early as 15 minutes after PAN injection. They postulated that the major
RQS at this time were H,0, and hydroxyl radical [14].

The adverse effect of catalase inhibition on PAN-nephrosis suggests that the administration of
exogenous catalase might be beneficial. Our data support the findings of Beaman ef al. [2] who found
that catalase administration has a beneficial effect on PAN-nephrosis and those of Kawaguchi et al.
[6] and Zent ef a/, [24] who found that catalase protected renal cells in culture from PAN toxicity.

Paller [29] also used the jn vivo inhibitien of catalase with ATZ to explore the role of this

enzyme and the H,0, in rats with ischemic renal injury, other experimental mode! in which ROS.are
involved. He observed that the previous treatment with ATZ exacerbated the renal damage in these
rats which supported the in vivo role of H,Q, in the ischemic renal injury.
We also found that renal catalase activily decreased in PAN-nephrotic rats on day 10. The low activity
of catalase in PAN-nephrotic rats may confribute to enhance the damage induced by ROS. In
contrast, renal glutathione peroxidase activity, which also breakdowns H,0O, to water, remained
unchanged in this same day in the four groups studied. This is consistent with previous findings [10]
and indicates a differential regulation between catalase and glutathione peroxidase in PAN-nephrotic
rats. Other authors [14,30-32] have found that glomerufar catalase activity is decreased in PAN-
treated rats, which is in complete agreement with our findings. In addition, Gwinner et al. [14] found
that renal catalase levels (measured by Western blot) are decreased, but catalase mRNA levels are
unchanged. Therefore, they suggested that catalase activity decreased as a consequence of the low
amount of catalase. It has been found that catalase gene expression may be regulated at various
levels: gene transcription [33), mRNA stability [34,35], catalase degradation [36], and translational
efficiency [37). Which mechanism(s) is/are responsible(s) of the low values of catalase in PAN-
nephrosis remains to be determined. However, inhibition of protein synthesis, secondary to PAN, can
be ruled out as a possible mechanism due that it has been completely demonstrated that PAN is not
an inhibitor of protein synthesis [38-40]. PAN is different of puromycin which is a recognized inhibitor
of protein synthesis [39,40].

The relation between oxidant stress and regulation of catalase also deserves an additional
commentary. Although, one could expect that catalase increased, as a consequence of the oxidant
stress in these rats, to enhance renal antioxidant defense, it has been found that the response of
catalase to the oxidant stress is not predictable. There are evidences that catalase activity and/or
gene expression is decreased [41-43), unchanged [44], or increased [33,34,45] during oxidant stress.
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More studies are required to understand the relation between catalase and oxidant stress in PAN-
nephrosis.

It is very interesting to note that, on day 10, catalase activity was not decreased additionally in
the ATZPAN group. This suggests that the differences in the PAN and ATZPAN groups are due solely
to the.inhibition of renal catalase before day 4. The adverse consequences of catalase inhibition could
be due to a direct toxic effect of H,0, or to the ability of H,0O, to be further reduced to hydroxyl radical
in the Haber-Weiss reaction [46). In fact, it has been found that hydroxyl radicals depolymerizes
glomerular heparan sulfate {47], and ROS increases albumin permeability in rat glomeruli [48] and
decreases de novo synthesis of glomerular proteoglycans [49).

The mechanism(s) leading to increased renal ROS levels in PAN nephrosis remains largely
unknown. Diamond el al. [4] postulated that hypoxanthine, an intermediary metabolite of PAN [16],
could act as a substrate for renal xanthine oxidase, thereby generating ROS. This proposal was
based on the facts that allopurincl (an inhibitor of xanthine oxidase) or superoxide dismutase (a
superoxide anion scavenging enzyme} given to PAN-treated rals reduced renal damage [4]. Moere
recently Nosaka et al. [50] found that 2’-deoxycoformycin, an inhibitor of the enzyme adenosine
deaminase which is involved in the PAN metabolism [16], prevented PAN toxicity in vivo and in vilro.
These findings support the involvement of purine metabolism and xanthine oxidase in PAN
nephrotoxicity. However the mechanism invalving xanthine oxidase has been challenged by Ginevri ef
al. [51], Ricardo e! al. [1,3], Ghiggeri ef al. [16], and Kawaguchi ef al. [6]. The administration of
tungsten (an inhibitor of xanthine oxidase) did not prevent PAN toxicity in wvive [3,51], in spite that
renal xanthine oxidase was clearly inhibited. In addition, the administration of hypoxanthine to rats did
not induce proteinuria [51] or the addition of this intermediate to kidney slices did not induce ROS or
alterations in renat cells morphology [1]). Moreover, it was found that the addition of allopurinol or
superoxide dismutase to cultured rat glomerular epithelial cells did not protect them against PAN
toxicity [6], which argues against the role of xanthine .oxidase in the generation of ROS in PAN
nephrotoxicity. Additional studies are required to know the mechanism(s) by which ROS are increased
in PAN-injected rats.

In summary, our data indicate that the in vive catalase inhibition with ATZ, before the
beginning of proteinuria, magnifies PAN-nephrosis in rats. In addition, renal catalase activity, but not
renal glutathione peroxidase activity, decreased 10 days after PAN injection. This inhibition is
independent of the catalase inhibition by ATZ since catalase returned to control values 4 days after
ATZ injection.

In conclusion, our data strongly suggest that renal H,Q, is produced jn vivo and involved in the
renal damage in PAN-nephrotic rats, -
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List of Abbreviations

PAN - puromycin aminonucleoside

ATZ - 3-amino-1,2 4-triazole

H,0, - hydrogen peroxide

ROS - Reactive oxygen species

CT group - rats injected with 0.9% saline solution;

PAN group - rats injected with 75 mg/Kg of PAN

ATZ group - rats injected with 1 g/Kg of ATZ

ATZPAN group - rats injected with 1 g/Kg of ATZ and 75 mg/Kg PAN.
GSH - reduced glutathione
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NADPH -nicotine adenine dinucleotide reduced
EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid
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Table 1. Bicchemical data in plasma on day 10 in the four groups.

Group Total protein Alburnin Creatinine Creatinine cllearance Urea nitrogen
g/dl g/l mg/d! mi/min mg/di
CcT 6.12 £0.92 2.80+0.30 0451010 1.00+0.08 29.00+ 450
PAN 6.0010.52 1.90 £ 0.40* 0.80+0.20" 0.76 £ 0.24* 37.00 £ 11.60
ATZ 6.50 + 0.61 2.80+0.30 0.45£0.10 0.80+0.10 28.00x 3.00
ATZPAN 5401 070" 1.50 £ 0.30* 0.90+0.20" 0.68 £ 0.18* 35.00+ 6.80

Values are mean = S0, Abbreviations: CT, control rats; ATZ, rats with aminotriazole; PAN, rats with
nephrotic syndrome; ATZPAN, rats with aminotriazole and nephrotic syndrome. n=7 for each group.
*p<0.05 vs ATZ and CT.
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Fig. 1. Time-course of renal catalase activity in control (saline-injected) ([0) and ATZ-treated rats
{(m). ATZ (1 g/Kg) or saline were given at zero time. Catalase was inhibited 93+4% at 3 h, 58210%
at 24 h, 36113% at 48 h, and 1318.8 % at 96 h. n=2-5 for control rats and n=4-56 for ATZ-injected
rats. Points are mean * SD. *p<0.001 vs CT.
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Fig. 2. Aminotriazole (ATZ) content in kidneys of control (basal) and ATZ-treated rats. Bars
represent mean = SD. n=6 for basal and n=5-6 for ATZ-injected rats. *p<(.001 vs basal value.
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Fig. 3. Urinary excretion of aminotriazole (ATZ). Bars represent mean + SD. n=7 for basal and
ATZ-injected rats. *p<0.001 vs basal value.
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Fig. 4. Time-course of proteinuria in the four groups: controt (1J), PAN-treated (m), ATZ-treated (O),
and ATZPAN-treated rats (#). Open circles are not visible because the ATZ group overlap with the
control group. PAN was injected on day 0, ATZ was injected 24 h before PAN. Points are mean
SD. n=7 for each group. *p<0.01 and **p<0.001 vs PAN.




Fig. 5. Representative electron micrographs which showed the glomeruli ultrastructural atterations
in PAN and ATZPAN groups. {A) Glomerulus from a rat of the PAN group. There is an area of
complete pedicelle fusion (arrows) which alternates with segments in which the swollen pedicelles
show individualization (arrows head) (x 6,500). (B) Glomerulus from a rat of the ATZPAN group,
which shows capillaries with a complete and diffuse pedicelle fusion (arrow heads). A macrophage
with abundant cytoplasmic lipid droplets is in the mesangium (asterisk) (x 4,000).
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Fig. 6. Plasma cholesterol levels on day 10 in the four groups: CT, control rats; PAN, nephrotic
rats; ATZ, aminotriazole-treated rats; ATZPAN, ATZ and PAN-treated rats. Bars are mean £ SD.
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Fig. 7. Renal catalase activity on day 10 in the four groups: CT, control rats; PAN, nephrotic rats;
ATZ, aminotriazole-treated rats; ATZPAN, ATZ and PAN-treated rats. Bars are mean + SD. n=7 for
each group. *p<0.001 vs CT; *p<0.001 vs ATZ.
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Abstract. [t has been reported that garlic activates nitric oxide synthase in vitre and that chronic
inhibition of nitric oxide (NO) synthesis by N°-nitro-L-arginine-methyl-ester (L-NAME) induces
arterial hypertension in rats. In this work, we studied the effect of oral administration of .-NAME
for 4 weeks on control and garlic-fed rats. Basal systolic blood pressure was recorded 4 weeks after
garlic supplementation, and on weeks 1, 2, 3, and 4 after L-NAME treatment. At the end of the
study, the in vivo NO production was evaluated indirectly by measuring the urinary excretion of
the stable end products of NO metabolism, nitrite (NO2) and nitrate (NO;7). It was found that L-
NAME induced arterial hypertension on weeks 1-4 in control rats but not in garlic-fed rats, whose
blood pressure remained essentially as the basal values. Also, during this time period, blood
pressure remained unchanged in garlic-fed rats without L-NAME treatment. Urinary excretion of
NG;/NO; decreased in L-NAME-treated rats, increased in garlic-fed rats, and remained
unchanged in garlic-fed rats treated with L-NAME. It was concluded that garlic blocks the L-
NAME-induced hyperiension by antagenizing in vive the inhibitory effect of L-NAME on NO
production. © 1998 Elsevier Science Inc. :

Key Words: garlic, blood, nitrite, nitrate wrinary excretion, L-NAME, hyperteasion

Intreduction

Garlic {(Allium sativurn L.) has long been widely used not only as a flavoring but also as a folk
medication. The long history of the medicinal use of garlic is well documented’ many researchers
have reported pharmacological evidence for the use of garlic as anti-microbial (1), anti-thrombotic
(2), anti-hypertensive (3,4}, anti-hyperglycemic (5), and anti-hyperlipemic (6,7) agent. In addition,
gariic has cardioprotective actions in ischemia and reperfusion (8), and activates, in cell free
homogenates, nitric oxide {NO) synthase (9-11), the enzyme that produces NO. Since NO plays a

* To whom correspondence should be sent. Facultad de Quimica, Edificio “B", 2° Piso, Lab 205,
Depto. Biologia, Ciudad Universitaria UNAM, 04510 México, D.F. México Phone (525)6223515,
Fax (525)6162010, E mail: pedraza(@servidor.unam.mx




FL-72 Garlic Blocks 1.-NAME-induced Hyperteasion Vol. 62, No. 6, 1998

central role in the regulation of blood pressure (12-15), the garlic-induced increase in NO synthase
activity, may be related to the anti-hypertensive effect of garlic (3,4). According to the above data,
chronic inhibition of NQ synthase with the L-arginine analogue N™-nitro-L-arginine-methy!-ester
(L-NAME), induces arterial hypertension in rais (12,13). Therefore, we made the hypothesis that
garlic may stimulate NO synthase in vivo and thus, to block the hypertension induced by oral
administration of L-NAME in rats. In this work, we studied the effect of oral adminisiration of L-
NAME for 4 weeks in control and garlic-fed rats.

Methods

Experimental design. Forty male Wistar rats with an initial body weight of 260-300 grams were
used in this work. Twenty rats were fed contrel diet and tweniy rats were fed garlic supplemented
diet at 2% (8B). After four weeks, basal systolic blood pressure was recorded and it was initiated the
oral treatment of L-NAME (Sigma Chemical Co., $t. Louis, MO, USA) in ten rats of each group.
L-NAME was dissolved in the drinking water at a concentration of 50 mg/L, resulting in a daily
intake of approximately 6 mg/Kg. This resulted in four groups of study of ten rats each one:
Control, L-NAME, Garlic, and Garlic+tL-NAME. L-NAME was prepared each day and the bottles
containing it were protected from the light. Systolic blood pressure was measured in each rat of the
four groups on weeks 1, 2, 3, and 4. At the end of the study, rats were put in stainless steel
metabolic cages (Allentown Caging Equipment Co., Allentown, NJ, USA) to collect 24-hour
urine, in which total protein and the urinary excretion of the stable end products of NO

* metabolism, nitrite (INO;") and nitrate (NO3") were measured. Body weight, and food and water (or
L-NAME solution) intake were recorded.

Diet. Rats from Control and L-NAME groups were fed a commercial rat chow (Laboratory rodent
diet 5001, PMI Feeds Inc., Richmond, IN, USA). Rats from Garlic and Garlic+L-NAME groups
were fed a standard chow enriched 2% pulverized dried leaves of garlic {Tone’s, Des Moines, 1A,
USA) for 8 weeks. The standard rat chow consisted of carbohydrate 49%, protein 23.4%, fat 4.5%,
and crude fiber 5.3%.

Blood pressure determination. Systolic blood pressure was measured in awake rats by tail cuif
method using 2 programmed electrosphygmomanometer and a MK-IV physiograph (Narco Bio
Systems, Houston, TX, USA) (16).

Quantitation of NO;/NOy. NO is a labile substance with a short half-life and it decomposes
rapidly to NO; and NOjy in biological solutions (17), and these stable breakdown products have
been measured as an index of NO production (14). NO;” and NQ3™ were measured in both diets and
in the 24-hour urine samples at the end of the study (4 weeks after L-NAME treatment). Pellets
from both diets {control and 2% garlic) were made powder, and | g of this powder was extracted
with 10 ml of water overnight with continuous agitation. This extract or urine samples were first
incubated with £ coli nitrate reductase to convert the NOy to NOy, as described previously
(18,19). To prepare this enzyme, E. coli were grown for 18 hours under anaerobic conditions in
nitrate rich medium, washed, resuspended in phosphate buffer and frozen at -70°C until use. The
samples were incubated with the enzyme in phosphate ammonium formate buffer (pH 7.3} for one
hour at 37°C. Afier incubation, total NO; in the samples (representing both NO;' and’ reduced




NO3") was measured using the Griess reagent. Known conccntral:ons of NaNO, and NaNO; were
used as standards in each assay.

Total protein in urine. Urinary total protein was precipitated with 10% trichloroacetic acid, washed
three times, resuspended in 0.1 M sodium hydroxide and measured according to Lowry ef al.

Statistical analysis. The data are expressed as the meantSEM. Data were analyzed by ANOVA
and Bonferroni t-test using the sofiware Prism 2.01 {Graph Pad, San Diego, CA, USA) A p value
less than 0.05 was considered to be statistically significant.

Results

Body weighi, and food and water (or L-NAME solution) intake -There was not significative
differences in these parameters among the four groups of rats {data not shown).

Blood pressure determination (Fig. 1). Basal systolic blood pressure, taken after 4 weeks of garlic
feeding, was not significantly different among the four groups. Treatment with L-NAME increased
significantly systolic blood pressure in control rats, but not in garlic-fed rats. Systolic blood
pressure remained essentially unchanged in contro] and garlic-fed rats.

2 160
5 h
[75]
a
a5
(="
Qe
O T 1401
Q&
—
a g
O = 130
ol
2
&5 1201
o
(o]

110-

0 7 14 EY) 28
DAYS
Fig. I

Time course of systolic blood pressure in the four groups of rats: Control [, L-NAME
M, Garlic O, and Garlic+L-NAME ® . Points are meantSEM of 7-10 rats. *p<0.01
and **p<0.001 vs Control and Garlic+L-NAME, respectively. Data on day 0 were
obtained after 4 weeks of garlic treatment. L-NAME treatment was started on day 0.
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Urinary excretion of NO;/NOy (Fig. 2) and total protein on day 28. Urinary excretion of NOy'
FNQO; decreased significantly in L-NAME-1reated rats, increased significantly in garlic-fed rats and
remained unchanged in garlic fed-rats wreated with L-NAME. Urinary excretion of total protein
was not statistically different ameng the four groups (2242.6, 25+2.3, 19.5£3.2, 18.8+2.6 mg/24 h,
for Control, L-NAME, Garlic and Garlic + L-NAME groups, respectively; p > 0.05).

NO;/NQOy content in both diets. The content of NO;/NO; in both diets was not statistically
different (825+46 and 826242 nmoles/p for control and 2% garlic eariched diet, respectively; p >
0.05)
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Fig. 2

Urinary excretion of NO,/NQ;’ in the four groups of rats at the end of the L-NAME
treatment. Values are mean+SEM of 7-10 rats. Values with different letter superscripts
are significantly different: c>a>b.

Reversion of L-NAME-induced hypertension by garlic (Fig. 3). In a separate group of ten rats, we
investigated whether garlic had the ability to revert the L-NAME-induced hypertension. Rats were
fed with contro] diet without garlic, basal systolic Blood pressure was recorded (day 0) and then,
the oral treatment of L-NAME was started as described above. Systolic blood pressure was
recorded on days 7 and 14. On day 14, rats were divided in two groups, both of which were
drinking L-NAME solution: (1) three rats were maintzined with control diet, and, {2} in the other
seven rats, the diet was changed from control 1o 2% garlic. Systolic blood pressure was recorded
on days 21 and 28 in these two groups of rats, The results are shown in Fig. 3. L-NAME induced
hypertension on days 7, 14, 21 and 28 in rats fed with control diet. When the diet was changed to
2% garlic on day 14 in seven rats, the systolic blood pressure decreased on days 21 and 28, but still
was significantly higher than basal systolic blood pressure obtained on day 0.
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Effect of garlic on L-NAME-induced hypertension: L-NAME [, L-NAME+Garlic n
Points are meantSEM. * = p<0.03 vs. basal value {day 0), a = p<0.01 vs. L-NAME
group on day 28. Garlic treatment was started on day 14. Statistical analyses were
made by ANOVA and Dunnett test and by unpaired t test.

Discussion

NO is a potent vasodilating factor that imparts a continuos dilator tone in the maintenance of
systemic blood pressure (15). NO is produced in many tissues by a family of NO synthases, which
transform L-arginine into NO and citrulline, with 1:1 stoichiometry (14). NO synthase can exist in
either a constitutive (caleium-dependent) or an inducible {calcium-independent) form (14). The
formation of NO by either enzyme can be inhibited by L-arginine analogues such as L-NAME.
Therefore, the chronic inhibition of NO synthesis, by the oral administration of L-NAME, induces
arterial hypertension (12,13). In this work, the effect of L-NAME on blocd pressure was blocked
in garlic-fed rats. This may be explained, at least in pari, by the in vive effect of garlic on NO
production. Garlic increased the urinary excretion of NO;/NO;™ (Garlic group) and prevented the
decrease in the urinary excretion of NO,;/NO;" induced by L-NAME (Garlic+L-NAME group),
which strongly suggest that garlic increases NO synthase in vivo, The alterations in the urinary
excretion of NO,/NO;” were not due to changes in food intake or to the higher NO,/NO;” content
of 2% garlic enriched diet. To our knowledge, this is the first demonstration that garlic increases
NO synthase in vivo. Additional studies are required to establish if garlic activates constitutive or
inducible isoform of NO synthase. Qur data support the previous findings of Das et al. (9-11), who
measured the NO synthase activity directly in vitro.
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In addition. it has been found that garlic inhibits the activity of angiotensin I converting enzyme (8}
which catalyzes the conversion of angiotensin 1 10 angiotensin II. Angiotensin II is a potent
vasoconstrictor that has been involved in the L-NAME-induced hypertension (13). Therefore, in
addition 1o the activation of NO synthase, the inhibition of angictensin [ converting enzyme by
garlic, also could be involved in the anti-hypenensive effect of garlic in our L-NAME treated rats.
However, it will be necessary to measure the activity of angiotensin [ converting enzyme in similar
groups of rats to support this hypothesis. The activation of NQ synthase and the inhibition of
angiotensin [ convering enzyme by garlic, may be involved in the anti-hypertensive action of
garlic observed in patients (3} and rats (4) with high blood pressure.

We were unable to demonstrate renal damage (assessed by proteinuria) in L-NAME-treated rats on
day 28. This may be due to the time of treatment with L-NAME. It is possible that longer time
period of L-NAME treatment, could produce proteinuria in our rats.

In the additionzl experiment performed, it was showed that garlic reverted partially the zstablished
hypertension induced by L-NAME solution. This cbservation suggests that garlic could revert, at
least partially, the established hyperiension in humans and in other experimental modeéls.

Several components of garlic such as allicin, alliin, and ajoene are known (20}, but the individual
compound(s) responsible(s) for the activation of NO synthase have yet to be established. Das e: al,
(10) have been found that neither L-arginine, nor alliin-derived products are responsible for the
activation of NO synthase by garlic in cell-free homogenates. Additional research is required to
address this point.

The effect of garlic on L-NAME induced hypentension warrants further investigation in clinical
and experimental arterial hyperiension.
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Vil. RESUMEN DE RESULTADOS

Modelo de nefrotoxicidad por aminonucleésido de puromicina

1.

La dieta con ajo en polvo al 2% disminuy0 la cantidad de H,0O, in vivo, en ratas controles, lo que
puede considerarse como una evidencia de que el ajo en polve posee capacidad antioxidante.

. Esta dieta provocd una disminucion en la aclividad renal de CAT en ratas control, e impidid la

disminucion de SOD total en los animales nefréticos alimentados con ajo en polvo. Esta dieta no
modificd las actividades renales y plasmaticas de GSH-Px en los animales controles y en los
nefréticos.

. Se demostrd que existe un incrementa significativo de H,Q; i vivo 10 dias después de la

inyeccion de ANP en los grupos SN y SNA, Este incrementa no fue bloqueado en las ratas

alimentadas con ajo en polvo.

. La dieta suplementada con ajo en polvo al 2% no tuvo efecto protector sobre la proteinuria vy los

parametros bioquimicos en el SN inducido por ANP.

. La inhibicion de CAT por ATZ, 24 h antes de !a inyeccion de ANP, exacerbd el dafio

incrementando la proteinuria y la hipercolesteralemia.

Modelo de hipertensién inducide por L-NAME

1

Una dieta con ajo en polvo al 2 % bloqued la hipertensidn inducida L-NAME y revirtid parcialmente
el efecto del L-NAME en ratas alimentadas con dieta estandar.

2. Esta dieta aumentd la excrecidn urinaria de nifritos y nitratos e impidié la disminucién de la

excrecian de éstos en los animales tratados con L-NAME+AJO,
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VIil. DISCUSION

Modelo de SN inducido por ANP

Las ERO pueden actuar directamente sobre maléculas biclégicas como las proteinas, oxidandolas o
nitrandolas produciendo carbonilos oxidados y 3-nitro-L-tirosina, respectivamente (140); sobre lipidos,
generando productos de lipoperoxidacién como malondialdehido o 4-hidroxi-2-nonenal (141,142), y
sobre el ADN o el ARN, produciendo B8-hidroxi-2'-deoxiguanosina y 8-hidroxiguanosina,
respectivamente (143). Estos compuestos generados son productos de la reaccién entre las
macromoléculas biolégicas y las ERQ, y se han usado ampliamente como marcadores de estrés
oxidativo. Por otra parte, la deteccién in vivo de las ERO, como consecuencia de la administracion de
ciertas drogas que provocan estrés oxidativo, puede dar un indice del estrés oxidative experimentado
(132,144-1486).

En el modelo de SN por ANP, se evallio el estrés oxidativo a través de los productos de
lipoperoxidacidn por TBARS y se midié la cantidad renal de H,O; in vivo. El estrés oxidativo no se
pudo hacer evidente mediante la lipoperoxidacion. Esto pude deberse a variaciones en la técnica que
han sido observadas por otros autores (141,147). Sin embargo, no conocemos si otros factores,
como la composicién de la dieta, pueden influir en nuestros resuftados, ya que se ha demostrado que
la alimentacion con una dieta suplementada con vitamina E, previene e! aumento de lipoperoxidacién
renal pero ng la proteinuria inducida por ANP (63,66).

Los resultados de la cantidad renal de H:0; in vivo 10 dias después de la inyeccién de ANP, indican
que existe una mayor cantidad de H;O; en los grupos SN y SNA, en comparacién con sus
respectivos controles. Esto sugiere que el dafio provocado por el ANP es, en parte, originado por un
aumento de estrés oxidativo en estos grupos. Por otra parte, los datos obtenidos de estas
determinaciones, indican que la dieta con aje en polvo no tuve ningin efecto scbre la cantidad renal
de H:0; in vivo, en los animales nefréticos, y esto puede explicar de alguna manera los resultados
obtenidos en la proteinuria, debido a que esta tuvo un curso temporal muy parecido en los grupos SN
y SNA. Gwinner et al. (59), evaluaron a diferentes tiempos la participacién de las ERO en este
modelo usando técnicas de quimicluminiscencia. Ellos encontraron que el H;O, se incrementa
durante los primeros 15 min después de la inyeccidn de ANP; 9 dias después de esta inyeccion se
siguen generando ERO, sin embargo, en este tiempo la mayor participacién parece deberse al anién
superdxido. La técnica utilizada en este trabajo para medir la cantidad de H;O, in vivo, no permite
hacer la determinacién a tiempos menores de una h posteriores a la inyeccién de ANP. Ademas,
debido a2 que no se habia estudiado el papel in vive del H,O;, nosotros inhibimos a la CAT con ATZ
antes de inyectar ANP. De esta manera podriamos saber si hay un aumento en la concentracién de
Hz0Q; en las primeras h posteriores a la inyeccién de ANP y con esto, estrés oxidativo, y si el Hz0O,
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generado es un factor importante para causar dafio al glomérulo. El ATZ inhibe de manera especifica
e ireversible a [a CAT sélo en presencia de H,0, (133,137) y ia recuperacion de su actividad in vivo
se debe exclusivamente a la sintesis de novo de la proteina (37,138). El curso temporal de la
recuperacion de la actividad de CAT, asl como la eliminacién del ATZ observada por nosotros, es
semejante a la que han reportado otros autores (133,139). El aumento en la hipoproteinemia,
hipercolesteralemia y proteinuria que encontramos en el grupo ATZANP, apoya la hipdtesis de que
en este modelo hay estrés oxidativo y que el H,0O; estd involucrado en la patogénesis del SN por ANP
dentro de los primeros cuatro dias posteriores a la administracién de ANP, tiempo en el cual el ATZ
es eliminado en su totalidad. No obstante nuestros resultades, no podemos descartar que las otras
ERO estén participando también activamente en el dafio por el ANP.

Se enconird disminucién en las actividades de las enzimas renales CAT y SOD total en los animales
del grupo SN, esta udltima debido a disminucion sélo en la fraccion CuZn-SOD, pero no hubo cambios
en la actividad renal y plasmatica de GSH-Px, Bhuyan et af. (148), Hattori ef af. (149), Wang et al.
(150}, y Gwinner ef al. (59), encontraron que la aclividad renal de CAT disminuye en ratas con SN por
ANP. Este dltimo investigador, ademas de actividad, evalué los niveles de ARNm de CAT y cantidad
de esta enzima. Encontrd una disminucién en la cantidad de proteina, pero no en la de ARNm, fo que
sugiere una regulacion pestranscripcional de CAT en este modele, come por ejemplo un aumento en
su degradacion o una disminucidn en su sintesis. Kono ef al. (151} evaluaron los posibles efectos del
anién superdxido sobre la aclividad de CAT y encontraron que esta enzima es susceptible de ser
inactivada por este anidn al formar compuestos |l y lll de CAT, dos formas inactivas de esta enzima y
que la acumulacidn de estas puede estar asociada con su inactividad. Esta puede ser una segunda
probable explicacion de la baja actividad de CAT en este modelo, si es que se estan produciendo
mas aniones superdoxido en [as ratas nefréticas que en las controles. Sin embargo, los cambios en la
actividad de SOD informados en la literatura no son homogéneos, ya que algunos autores
encuentran que su actividad se incrementa en el dia 10 después de la inyeccién de ANP (60), otros
que baja en un 55 y 27% (148,150) y otros que permanece igual (59). Se ha informado que la CuZn-
S0D pero no la MnS0D puede ser inactivada por H,Q; (152). Se encontrd una disminucidén en CuZn-
SO0 y niveles mas altos de H,O, en las ratas con ANP, lo que probablemente explicaria esta
disminucién. Se ha informado que la actividad renal de GSH-Px aumenta en el dia 2 (61) que
disminuye en los dias 9 y 10 (59,149) o permanece sin cambio en el dia 10 (60). El cuadro 5 resume
los hallazgos encontrados por diverses investigadores sobre las enzimas antioxidantes en este

modelo.
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Cuadro 5. Actividad renal y glomerular de enzimas antioxidantes en el SN por ANP

Autar Catalasa GSH-Px S0D total Mn-SCD
Bhuyan (1980) i ND ND ND
dia 10 in vivo (148)

Kawamura (1991} 1 35% = T 38% =
dia 10 in vivo (60)

Wang {1993} 1 23% ND 1 55% ND
dia 20 in vivo {150)

Hattori (1991) 1 28% 1 25% 127% ND
dia 10 in vivo (149)

Arévalo (1994) ND t 240% ND ND
dia 2 inr vivo (61)

Gwinner {1997) 125% sélo en|123% solo en] = =
dia 1,5y 9in vivo (59) el dia @ eldiag

Granados (1999) dia 181% = 131% =
10 10 vive

No hay estudios en los cuales se hayan evaluado las actividades de las enzimas antioxidantes
extracelulares en este modelo, por lo que nosotros medimos la actividad de pIGSH-Px, debido a que
es una de las principales defensas fisioldgicas en contra de las ERQ liberadas al espacio extracelular
{29). La pIGSH-Px es la responsable de toda la actividad de peroxidasa en plasma {153), nosotros no
encontramos cambio en la actividad de esta enzima, ni en el grupo CTA ni en los grupos nefroticos.
Se conoce que esta isomorfa de GSH-Px se sintetiza en rfion, particularmente en el tibulo proximal
(28,154) y que disminuye en pacientes con insuficiencia renal {29), El modelo de SN por ANP es un
modelo de dafic giemerutar, por io que no anticipdbamos que cambiara la actividad de pIGSH-Px. En
nuestro laboratorio se ha observado que esta isomorfa disminuye en la nefrotoxicidad por
gentamicina, que se caracteriza por necrosis de las células del tibulo proximal.

A pesar de las evidencias in vive (98,109,123,124) e in vitro (100,114-122) de las propiedades
antioxidantes del ajo en polvo, no observamos ningun efecto protecter de una dieta con ajo en polvo
sobre el SN inducido por ANP, ya que fos resultados sobre proteinuria y los parametros bioquimicos
que caracterizan este sindrome, en contra de lo esperado, no cambiaron en los animales nefréticos.
Nosotros empleamos para la elaboracién de la dieta, ajo en polvo cen el fin de proporcionarle el ajo a
la rata de una manera mas natural, y ademads gue no queriamos eliminar ninguna sustancia del ajo
en polvo que pudiera resultar benéfica en este modelo, todo esto debido a que en los otros estudios
in vivo donde se ha observado el efecto protector del ajo en polvo contra tas ERO, se emplean
extractos envejecidos de ajo administrados por via intravenosa {98,109,123). Por ofra parte en los
experimentos in vitro en donde el ajo puede modular las actividades de la enzimas antioxidantes
incrementando su actividad (121,122), éste se ha adicionado a los cultivos de células en forma de
extracto de ajo envejecido. Cabe hacer notar que de tres extractos diferentes de ajo {extraccion

acuosa, extraccion acuosa en caliente y extracto de ajo envejecido), sdlo el extracto que contenia S-
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alilcisteina y S-alilmercaptocisteina (el extractc de ajo envejecide) presenté un efecto antioxidante,
disminuyendo la lipoperoxidacién microsomal hepatica {115). Aunque se ha probado la estabilidad
térmica del ajo (100), nosotros nc hemos caracterizado cual de los compuestos organosulfurados
esta presente en mayor proporcién en el ajo en polvo y tal vez los que posean actividad antioxidante
no estén en suficiente cantidad para aminorar el dafo por ANP. £ste puede ser un probable factor
por el cual nosotros no observamos algan efecto protector. Por otra parte no hay que perder de vista
que los estudios /7 vive son mucho mas complejos de controlar, dado que existen muchas variables
que no son posibles de manipular como en los experimentos in vitro, donde se trabajan sistemas
aislados en los cuales la sustancia a probar puede llegar de manera directa. En nuestras condiciones
seria necesario evaluar [a distribucién en el rifion de los compuestos organosulfurados del ajo, y
conocer si éstos no estan experimentando modificaciones quimicas durante su digestion, en el
estomago y el intestino.

Dos hallazgos muy interesantes en este trabajo, son gue la dieta con ajo en polvo previene'la
disminucion de la actividad de CuZn-SOD en el grupo SNA y que la actividad de CAT en el grupo
CTA es significativamente menor que en el grupo CT. No obstante la prevencién en la disminucién de
CuZn-SOD por la digta con ajo en polvo, no se observé efecto protector en el grupo SNA.

Khanum et al (155) encontraron que la actividad de CAT hepatica disminuyé en las ratas
alimentadas con una dieta de ajo fresco y aceite de ajo, sin embargo en ese trabajo no se exploré
cual podria ser la posible explicacién a este fendémeno y el crigen de esa disminucién.

Nosotros evaluamos la cantidad de H;O, in vivo en grupos controles con ambas dietas, el H;0,
disminuyé en el grupo CTA. Estos resultados sobre la cantidad de H.O, in vivo, nos indican que el ajo
en polvo si tiene actividad antioxidante, pero que ésta no pudo hacerse evidente en este modelo
debido a que tal vez la produccién de ERO en los primeros minutos, posteriores a la inyeccion de
ANP, supera la capacidad anticxidante del zjo en polvo y de las mismas defensas antioxidantes
enddgenas, produciéndose el dafio a la membrana basal glomerular por ERO.

El efecto sobre la cantidad de H,0O, también lo observd Wei et al. (121) en células del endotelio
vascular, tratadas con extractos de ajo, solo que en este caso los autores postularon que se debia a
la mayor actividad de CAT en estas células. Ademas se conoce que los extractos envejecidos de ajo
pueden actuar como atrapadores de H;O, (119) lo cual puede conducir a la disminucién del estrés
oxidative, por lo que se puede especular que finalmente esto conduzca a la disminucién en la
actividad de CAT. La disminucién en la actividad de CAT cbservada en ratas alimentadas con una
dieta con restriccion calérica es consecuencia de una menor sintesis de esta proteina y se ha
postulado, que esto se debe a una menor generacién de ERO en estos animales (156). Los hallazgos
encontrados por Wei ef al. (121) estan parcialmente de acuerdo con nuestros hallazgos, en cuanto a
que el ajo disminuye la cantidad de H,O,. Sin embarge ellos encuentran que la actividad de CAT
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aumenta en las células del endotelio vascular y nosotros encontramos que [a actividad de CAT
disminuye no solamente en tejido renal sino también en higadc (datos no mostrados} en ratas
alimentadas con ajo en poivo. Esto nos lleva a buscar cual es la probable explicacién a [a disminucion
en la actividad de CAT en estas ratas y si esto pudiera estar asociado a la disminucién en los niveles
de H;0, in vivo; por lo que en nuestro laboratorio en la actualidad, se estan llevando a cabo estudios
para establecer cual es la razén por la que disminuye la actividad de CAT en los animales
alimentados con una dieta con ajo en polvo. Uno de estos estudios es el analisis de la sintesis y
degradacion de CAT en ratas alimentadas con ambas dietas. Los resultados que se tienen hasta el
momento, indican que en las ratas alimentadas con ajo en polve, disminuye la sintesis de esta
enzima en alrededor de un 60% en rifidn y en un 67% en higado, esta puede ser una de las razones
por las cuales la aclividad de CAT disminuye en las ratas alimentadas con una dieta suplementada
con ajo en polvo. No obstante no podemos descartar que esta diminucién se deba también a otros
cambios durante la sintesis de CAT. Por otra parte, también falta investigar cual es el significado
biolégico de esta disminucion.

Generadores de ERO

» Autooxidaciones
hidroquinonas, leucoflavinas,
citocroma Py v by

* Cadana respiratosa

as

= Oxidacion de dcidos grascs

+ HADPH oxidasa

« Flavoproteinas.

Contribucisn en la produccion de Hy0, :
Mitocondria 15%
Microsomas 45%
Peroxisomas 5%

Enzimas citosdlicas 5%

Tota! 100 % de H;0,
CAT= calalasa

GSH-PX= glutatién peroxidasa
TSH-Px= tioredoxina peroxidasa
SC= sin cambios

ND= no detarminada

Esquema 9. Fuentes de ERO y mecanismos de detoxificacién. Probable papel de los principios
activos del polvo de ajo.

Como se menciond con anterioridad, nosotros observamos un efecto final del polve de ajo en las
ratas control: la cantidad de H;O; y la actividad de CAT disminuyeron. Con este trabajo no podemos
saber cual es 1a causa-efecto de este fenémeno, sin embargo se puede especutar que la disminucién
de la poza de H,Q, inducida por el ajo en polvo, pudiera deberse a la interferencia con algunos de los
sistemas generadores de ERO (Esquema 9). Por otra parte, también puede actuar como atrapador
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del H,O, como se ha descrito en otros trabajos (119) o puede modificar los otros sistemas
enzimaticos detoxificadores del H,O, ademas de la CAT (Esquema 9). En este trabajo se evalio la
actividad de GSH-Px, pero no la del sistema tioredoxina peroxidasa. Los efectos del polvo de ajo en
estos ;istemas puede ser motivo de blsqueda en investigaciones posteriores.

La regulacién de CAT se ha explorado durante el estrés oxidativo. Algunos investigadores han
encontrado que su ARNm ylo actividad disminuyen (157-159) ¢ aumentan {160-163) cuando el
animal es sometido a estrés oxidative. Esto no significa, que estos dos parametros deban tener el
mismo comporlamiento, ya que esta enzima pusde regularse a nivel de transcripcion (162),
estabilidad del ARNm (160,164), y a nivel de sintesis y degradacion de la proteina {156,165,166). Por
otra parie, la actividad de CAT se induce también por agentes proliferantes de peroxisomas como el
di(2-etilexil}ftalato {167} y se suprime en procesos tumorales (168).

La regulacion de las enzimas antioxidanies es motive en la actualidad de gran estudio. Se sabe que
la Mn-SOD puede ser modulada por varios estimulos entre los que se incluyen las ERO y quelantes
de hierro {25,26). EI H,0, adicionado a cultivos de ¢élulas mesangiales renales aumenta la actividad
de Mn-SOD perc no la de CuZn-SOD (26).

En el pulmén de rata, la sintesis de CuZn-SOD se incrementa de manera espontanea en el estadio
fetal {(169). Cuando se expone a concentraciones de oxigeno > 95% en ratas adultas y neonatas se
observa el mismo fendmeno (168). En estudios experimeniales se encontré que bajo condiciones
normales de gestacion y postgestacidén esta enzima se regula a nivel transcripcional, de la misma
manera se regula cuando las ratas neonatas se someten a condiciones de hiperoxia. En ratas adultas
se observa que la regulacion es tra_lduccional y al ser sometidas a un segundo periodo de hiperoxia la
regulacidn es transcripcional (1639). Esto indica que el estadio de desarrollo, la tensién de oxigeno y
la cantidad de estimulos, son factores que regulan la actividad de CuZn-SOD en el pulmédn de rata.
Por otra parte, otros Grganos no muestran el mismo comportamiento en condiciones de hiperoxia; las
actividades en el corazdn no cambian y disminuyen en el caso del higado y el rifidn (170), Ademas,
en condiciones fisiolégicas no existe una correlacion entre los niveles de ARNm de CuZn-SQD y la
tensién de oxigeno por lo que se cree que otros factores, ademas de éste, regulan la expresion del
gen de CuZn-SOD (170). En tejidos de rata normales, los niveles de ARNm de Cu-ZnSQOD se
encueniran en este orden: higado>rifidn>cerebro>cerebelo>pulmén, el orden en cuanto a actividad
enzimatica es similar al encontrado en sus ARNm, lo que sugiere que &! control de las actividades de
éstas enzimas reside en gran parte en la regulacion de sus niveles de ARNm (22,170). En el caso de
Mn-SOD, existe también un incremento de ARNm en pulmén de rata, cuando estas son celocadas en
una atmésfera con una concentracidn de 85% de O,, este incremento se debe, en parte, a la
activacion transcripcional del gen de Mn-SOD en la rata durante los estimulos hiperéxicos (20). Por
otra parte, estimulos por lipopolisacéridos, interleucina-1, interleucina-6, TNFa y glucocorticoides no
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modifican los niveles de ARNm de CuZn-SQD pero si los de Mn-SOD (22,171,172). La sintesis de
CuZn-SOD y de Mn-SOD, se regula principalmente por las concentraciones celulares del ion
superoxido como respuesta a un estrés oxidativo (20,173).

Las células renales, de igual manera que los otros lejidos, responden a eslimulos bicl6gicos entre los
que se incluyen las ERO con el incremento de las actividades de algunas enzimas antioxidantes. Las
células mesangiales de rata en cultivo, incubadas con H;O,, muestran una mayor actividad de Mn-
SOD que las células no tratadas, mientras que la actividad de CuZn-SOD no se altera. Los resultados
de este experimento sugieren que este incremenio de Mn-SCD es consecuencia de un aumento en
la transcripcion (26). EI ANP {25 a 50 pg/ml) aumentd la transcripcion de Mn-SOD de 2 a 5 veces
mas en cultivos de células endoteliales en comparacion con las células control (174). Asi mismo el
H:O, y la p-nafioflavona indujeron un incremente en la transcripcion de este gen (174). Por ofra
parte, los glomérulos aislados de ratas, sometidas a isquemia seguida de reperfusidn, presentaron
actividades elevadas de las enzimas antioxidantes (161). De manera semejante que en el pulmén, los
glucocorticoides pueden aumentar la actividad de estas enzimas en el rifidn (26).

La regulacién de la GSH—P);, por las concentraciones de selenig presentes en la dieta, es un ejemplo
de la regulacion de las enzimas segin la disponibilidad de sus cofaclores. En la deficiencia
progresiva de selenio se observa que la actividad de esta enzima, disminuye de manera paulatina, _
sin embargo, su ARNm sigue expresandose, por lo que se piensa que la transcripcién de! gen de
GSH-Px no se afecta en la deficiencia de selenio y que la disminucidn en su actividad se debe, a que
no es posible incorporar, al sitio activo de la enzima, la seleno-cisteina (175).

Modelo de hipertension.

El ON es un potente vasodilatador que se sintetiza continuamente a partir de la L-arginina por la
SON. Esta enzima tiene tres isomorfas, dos de las cuales sen reguladas por Ios niveles intracelulares
de Ca* (85,86). La sintesis de ON puede inhibirse por L-NAME, un andlogo de L-arginina. La
administracién cronica de L.-NAME produce hipertension arterial en anirales (90). E! objetivo de esta
parte del trabajo, fue observar si una dieta suplementada con ajo en polvo podia bloquear el efecto
hipertensor del L-NAME en ratas. Existen evidencias de que el extracto etanélico del poivo de ajo

aumenta [os niveles de NO{INO,' y la actividad de la SON dependiente de Ca®*, en dos sistemas in

vitro (111-113). En este trabajo se encontrd que los niveles urinarios de NO,/NO, en ratas
alimentadas con ajo en polvo al 2% (CTA} son significativamente mdas altos que en las ratas
alimentadas con dieta estandar. E| aumento en los niveles urinarios de NO; /NOs puede explicar en

parte, el porque las ratas tratadas con L-NAME y con una dieta suplementada con ajo en polvo
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(CTA+L-NAME) no desarrollaron hipertensién, es decir, la dieta con ajo en polvo aumentd los niveles
de ON en estos animales y su efecto vasadilatador se refleja en el bloqueo del efecto hipertensor del
L-NAME, lo cuzl apoya nuestra hipotesis. Sin embargo, para poder aseverar definitivamente que la
dieta con polve de ajo aumenta la actividad de la SON, seria necesaric medir su actividad en algln
tejido invelucrado directamente con la produccion de ON (por ejemplo en el endotelio} y/o algln
preducte de la activacion de las enzimas involucradas en la relajacion del musculo Eso (por ejemplo el
GMPc). Por otra parte, no se puede perder de vista, que se ha documentado que extractos acuosos
de ajo pueden inhibir a la enzima ECA (109,110}, y que este puede ser un factor adicional que
contribuya a disminuir la presién en animales tratados con L-NAME y alimentados con una dieta con
ajo en polve. Un hallazgo adicional de este trabajo fue, el que la dieta con ajo en polvo, revierte
parcialmente el efecto hipertensor del L-NAME.

L-NAME @)
(iy! g

v Ajo en polvo

(1) SON
k-arginina — — — — — » Citrulina + ¥NQ N
_ﬁ—\f + () \\
NO I (1) M NO,INO, .
#hipertensidn“ﬁ?

hipertension F——=——=—"=——"ECA
fmo,-mo,-

SON= Sintasa de oxido nltrico

NO= Oxido nlirico

ECA= Enzima converlidora de angiotensina
{1} — — » = inhibicion

(2) ==P= = activacién

Esquema 10. Posibles sitios de accién del ajo en polvo sobre la hipertensién inducida por L-NAME.

El esquema 10 describe los posibles sitios de interaccion en donde los principios activos del ajo en
polvo, pueden estar modificando el efecto hipertensor del L-NAME. Como ya se menciond con
anterioridad, e! aumento en la excrecién de NO,/NOs en el grupo CTA nos conduca a pensar que el
ajo en polvo activa a la SON, y que esto bloguea el efecte hipertensor del L-NAME en las ratas
CTA+L-NAME. Por otra parte, el ajo en polvo puede estar también interfiriendo con ofros sistemas
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reguladores de la presidn arterial como es el caso del sistema renina-angiotensina inhibiendo a la
ECA. Otra posibilidad es que el ajc en polvo interfiera directamente con el L-NAME en este trabajo no
se evalGo esta posibilidad. Sin embargo, los trabajos in vilro que se han lievado a cabo con este
inhibidor, no indican tampoco que los exiractos de ajo ulilizados por ellos, puedan reaccionar
directamente con el L-NAME (111-113).

En este trabajo observamos dos efectos del ajo en polvo, por una parte, ningln efecto protector
sobre el SN y por otra, un efecto protector sobre ia hipertension arterial. Los resullados que
obtuvimos no son neceéariameme opuestos debido a que cada una de estas patologias tiene un
origen diferente, y por lo tanto, as sustancias con actividad farmacoldgica para cada una de estas
enfermedades, que estan presentes en el polvo de ajo, pueden estar en diferentes proporciones, de
tal manera que para una puedan ser suficientes y para la otra no. En ambos modelos es necesario
explorar los principios activos del ajo en su forma mas pura posible y a través de una via mas directa
a los organos blance afectados, minimizando con ello, que estos principios activos puedan tener
modificaciones posteriores a su ingesta por via oral.
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IX. CONCLUSIONES

Modelo de nefrotoxicidad por aminonucledsido de puromicina

1. No obstante, que se demostré que el ajo en polve disminuye los niveles renales de H,0, in vivo en
ratas control, y que existe un aumento en los niveles renales de H;O2 in vivo en el SN por ANP, la
dieta con ajo en polve no fue capaz de disminuir el dafioc renal en este modela.

2. El H;0O, tiene un papel relevante en la patogénesis del SN por ANP, ya que la inhibicién de CAT
por ATZ 24 h antes de la inyeccion de ANP, exacerbd el dafio incrementando la proteinuria y la
hipercolesterolemia.

Modelo de hipertension inducido por L-NAME

3. La prevencitn de la hipertensién y la disminucién de ésta, en el modelo de hipertensién inducido
por L-NAME, se atribuye, 2 que e! ajo en polvo induce la aclivacién de la sintasa del éxido nitrico,
una de las enzimas importantes en la regulacidn de ja presidn arterial, ya que esta dieta aumento
la excrecién urinaria de nitratos y nitritos, productos estables que son medidos como un indice de
la produccién de éxido nitrico, e impidid la disminucién de la excrecién de éstos, en los animales
tratados con AJO+L-NAME.
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