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|, RESUMEN

1. Antecedentes

Uno de los principales aminoglicosidos que se administra en la practica médica es la
gentamicina (GM), ya que exhibe un amplio espectro bactericida especialmente contra
bacterias gramnegativas y es efectivo contra organismos resistentes a p-lactamicos. Sus
indicaciones médicas cubren una gran variedad de enfermedades infecciosas de origen
bacteriano. Hoy en dia, ios aminoglicosidos representan aproximadamente el 20% de las
drogas antimicrobianas usadas en pacientes hospitalizados. Sin embargo, se ha estimado
que un 30% de los pacientes tratados con GM por mas de 7 dias muestran signos de
nefrotoxicidad. A pesar de que la nefrotoxicidad es reversible en casi todos los casos y que
rara vez conduce a un desenlace fatal per se, la disfuncion renal secundaria a ia terapia
con aminoglicosidos encarece y complica el manejo de los pacientes hospitalizados.

2. Justificacién

Aunque existen agentes mas nuevos como las cefalosporinas de tercera generacién, los
cuales son menos toxicos que los aminoglicosidos, estos siguen siendo los agentes
antibacterianos de eleccidén. Por lo tanto, el vaior en el uso médico de la GM aumentaria si
se encontrara la manera de proteger al rifion de este efecto colateral indeseable. El
mecanismo por el cual la GM induce nefrotoxicidad no esta claro; sin embargo, existen
evidencias que apoyan la participacién de las especies reactivas de oxigeno (EROs).

3. Obeijtivos

Dada la importancia de la GM y dado que existen evidencias que apoyan la
participacién de las EROs en la nefrotoxicidad inducida por este antibidtico, en este trabajo
exploramos el posible efecto protector de una dieta de polvo de ajo al 2% (ajo) sobre la
nefrotoxicidad inducida por GM y sobre las defensas antioxidantes de la rata, ya que se

sabe que el poivo de ajo posee propiedades antioxidantes y puede modular la expresion de
algunas enzimas antioxidantes.

4, Métodos

El trabajo se realiz6 en ratas macho de la cepa Wistar de 150 a 200 g de peso. Dos
semanas antes del tratamiento con GM, las ratas se alimentaron con una dieta control y
una con 2% de polvo de ajo. Las ratas se dividieron en 4 grupos: 1) CONTROLES (CT): 2)
GENTAMICINA (GM); 3) AJO (A) y 4) GENTAMICINA + AJO (GM+A). La GM se administré
subcutaneamente cada 12 h por 6 dias en una dosis de 75 mg/Kg de peso. Los dias 0, 3, 5



y 7 se recolectd la orina de 24 h. Doce horas después de la ultima inyeccion con GM, los
animales se sacrificaron por decapitacion para obtener la sangre y los rifiones. La funcion
tubular se 'evalué midiendo {a excrecidén urinaria de N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) y
de proteinas totales y el dafio tubular se evaludé por microscopia de luz. La funcidn
glomerular se evaludé midiendo el nivel de creatinina y de! nitrogeno de urea en el plasma,
asi como por |a depuracion de la creatinina. La funcién oxidativa se evalué midiendo el
.contenido de malondialdehide y 4-hidroxinonenal en la corteza renal. La actividad y la
cantidad de Mn-SOD y de Cu,Zn-SOD se midié en la corteza y la médula renal. El
contenido de GM se midié en la corteza renal.

5. Resultados

El dafio tubular en las ratas tratadas con GM se hizo evidente por ef incremento en ia
excrecion urinaria de NAG, de proteinas totales y por el marcado daiio histoldgico en esta
seccion de la nefrona. El polvo de ajo evitd parciaimente el incremento en |a excrecion
urinaria de NAG y de proteinas totales y disminuyé significativamente el dafo histoldgico
inducido por GM. La alteracién de la funcién glomerular se hizo evidente por el aumento en
los niveles de la creatinina y del nitrégenc de urea en el plasma, asi como por la
disminucién en la depuracion de la creatinina en las ratas tratadas con GM. El polve de ajo
previno parcialmente el increm'ento en los niveles de creatinina y de nitrégeno de urea en
plasma y evitd la disminucién en la depuracion de creatinina. El polvo de ajo evitd el
incremento de la lipoperoxidacion en las ratas tratadas con GM. La GM disminuyd la
actividad pero no la cantidad de Mn-SOD en |a corteza renal y no tuvo efecto sobre la
actividad y la cantidad de Cu,Zn-SOD en la corteza y en la medula renal. El poivo de ajo
evitd la disminucién en la actividad de la Mn-SOD y no modificé el contenido de GM en ia
corteza renal de las ratas tratadas con GM.

6. Conclusiones

Estos resuitados sugieren que el polvo de ajo disminuye la nefrotoxicidad inducida por
la GM previniendo el incremento en la lipoperoxidacién y evitando la inactivacién de la Mn-
SOD, ta cual puede ser secundaria a una produccién excesiva de EROs. El efecto del
polvo de ajo se puede deber a sus propiedades antioxidantes intrinsecas.
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I1. INTRODUCCION

1. Especies reactivas de oxigeno (EROs)

En los organisaﬁos aerdbicos el oxigeno (O.) es esencial en el mantenimiento de la vida ya
que su ausencia conduce rapidamente a la muerte. Sin embargo, altas concentraciones de O,
"son toxicas debido a la produccion de las especiés reactivas de oxigeno (EROs). Algunas de
ellas se forman por la reduccién incompleta del oxigeno (O;), a través de la via univalente.
(Cuadro 1) (Bast ef al., 1991).

Cuadro 1. Via univalente para la reduccion del oxigeno.

O,+e o Oy ° Anién superdxido (radical libre)
O; ++e +2H" — H0, - Peréxido de hidrégeno

H.O,+ e+ H — H,O+ «OH Radical hidroxilo (radical libre)
OH+e +H -5 H,0 Agua

A continuacion se mencionan algunas caracteristicas de las EROs:

1.1 Anién superoxido (O, °)

Es el producto de la incorporacion de un electrén a una molécula de oxigeno. Tiene una
reactividad limitada en medio acuoso. Sin embargo, es un agente téxico, porque puede
difundir y encontrar las condiciones en lasque da lugar a la aparicion de agentes mas reactivos
como el radical hidroxilo (Weiss, 1986). Las principales fuentes de O, » son las reacciones de:
a) la xantina oxidasa durante el catabolismo de las bases puricas, b) la NADPH oxidasa en
muchas células como las endoteliales, las de macrofagos, las de neutréfilos, etc. (Weiss,
1986; Cohen et al, 1988) y c¢) la autooxidacion de la coenzima Q semireducida

(ubisemiquinona) en la cadena transportadora de electrones de las mitocondrias (Sohal et af.,
1989).

1.2 Peréxido de hidrégeno {H.O,)

La vida media del H;O, depende de 1a presencia o ausencia de las enzimas encargadas de
removerlo del medio como la catalasa o la glutation peroxidasa. No es un radical iibre debido a

que no posee electrones desapareados. Sin embargo, es un agente que puede difundir a



través de las membranas celulares al espacio extracelular,": donde existen 'pocos mecanismos
de defensa antioxidante y donde puede participar en la formacion del radical hidroxilo. via la
reaccion de Haber—Weiss, la cual ocurre en presencia de un metal de transicion que puede.ser
Fe™ o Cu®. (reacciones 1y 2) (Johnson et al., 1987).

02—‘ + HzOz - «OH+QOH + Oz (1)
‘La principal fuente de produccion de H,O; es la dismutacion del O, +, reaccién intracelular
catalizada por la superdxido dismutasa (SOD). Ademas, en medio acuoso el O, * dismuta de
manera espontanea generando H;O; y oxigeno singulete (Bannister & Rotilio, 1987).

20, ++ 2H" - H,0;+ O )"

1.3 Radical hidroxilo (*OH)

Tiene una vida media de 10°%s, puede generarse por la ruptura homolitica del oxigeno del
Hz0,, generando un radical hidroxilo y un ion hidroxilo que se protona para formar agua via la
reaccidn de Fenton (reaccién 3). '

H,O, - OH+ OH” (3)

El radical hidroxilo reacciona a una velocidad muy alta con casi todas las moléculas
biolégicas: carbohidratos, aminoécidos, fosfolipidos y acidos nucleicos, formando entre otros
productos, radicales libres de aquellas moléculas con las que reaccioné (Janssen et al., 1993).
Las celulas no cuentan con sistemas enzimaticos que puedan usar al radical hidroxilo como

sustrato; mas bien tienen mecanismos enzimaticos para prevenir su formacion.

1.4 Singulete de oxigeno (1031'

Esta especie quimica no posee electrones desapareados por lo que no es un radical libre;
sin embargo; es muy reactivo. ,Se forma cuando élgunos pigmentos son iluminados en
presencia del oxigeno. Posee una gran capacidad oxidante frente a muchas molécuias
biolégicas, sobre todo Ios- Iipidoé de las membranas (Huberman, 1,?85).

A
i



En el cuadro 2 se resumen las caracteristicas de las especies reactivas del oxigeno.

Cuadro 2. Especies reactivas del oxigeno.

Especie Simbolo Vida media Propiedades

Anién O, 10°s (enzimas) oxidante débil, lenta capacidad para
superoxido difundir

Radical OHs 107 s extremadamente reactivo, nula
hidroxilo capacidad para difundir

Peroxido de H,O, - | depende de enzimas joxidante o reductor, alta capacidad
hidrégeno ‘ para difundir '
Singulete de 10, alta capacidad oxidante, lenta
oxigeno ‘ capacidad para difundir

Por su reactividad, las EROs existen en concentraciones muy bajas (10“ a 10° M) y no
viajan muy lejos del sitio donde se formaron (excepto el H,O,). El radio promedio de accion dei
radical hidroxilo (el mas reactivo) es-de 30 A y su vida media es de unos microsegundos, de
manera que un radical hidroxilo formado en la mitocondria es poco probable que tenga efecto
directo en otras partes de la célula. Cuando un radical libre reacciona con otras moléculas
puede formar otros radicales, induciendo una reaccién en cadena, en donde el radicatl inicial
sélo produce efectos locales y el radical secundario y los productos de ia degradacién
oxidativa de estos producen radicales libres que pueden tener efectos a distancia del sitio
donde se formo el primer radical libre (Zentella et a/., 1994).

Las EROs pueden alterar molécufas biolégicas como:

v¢_Proteinas. Modificando aminoacidos susceptibles como: cisteina, histidina, metionina,

triptéfano y tirpsina, lo que puede conducir a: 1) alteracion directa de la estructura y funcion de
la proteina y 2) aceleracion de Ia protedlisis endégena selectiva (Stadtman et a/., 1990).

z¢ Carbohidratos. Provocando la ruptura de los polisacéidos (Thornalley et al., 1984),

2¢ Acidos nucleicos. Provocando hidroxilacién de las bases, entrecruzamientos y la escision
de las cadenas del DNA lo que c}ausa mutaciones e inhibicion de la sintesis de proteinas,

nucledtidos y acidos nucleicos (Fraga et al., 1990).

[{y
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¥¢ Lipidos. Causando la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de
la membrana celular u organitos subcelulares (lipoperoxidacién).

La lipoperoxidacion, se define como el conjunto de reacciones de oxidacion que son el
resultado de la interaccién de las EROs con los acidos grasos poliinsaturados, principalmente
el acido araquidénico (Gutteridge & Halliwell, 1990).

2. Mecanismos de defensa antioxidante

L.as células toteran la produccion de EROs solo si su concentracién se mantiene en valores
bajos. Por su potencial efecto destructivo, las EROs generadas en condiciones fisiolégicas en
muchas partes de la célula, son controladas por agentes destoxificantes intracelulares,

enzimas y/o atrapadores presentes en las células.

2.1 Mecanismos antioxidantes no enzimaticos

Un gran numero de compuestos poseen propiedades antioxidantes, determinado por su
capacidad para prevenir la lipoperoxidacion o las reacciones catalizadas por metales. Una
forma de caracterizar a estos compuestos es en base a su solubilidad en solventes polares o
apolares (Krinsky, 1988).

El cuadro 3 resume las caracteristicas de los principales antioxidantes no enzimaticos
liposoiubles.

Cuadro 3. Sistemas antioxidantes no enzimaticos liposolubles

Antioxidante | Localizacion Funcién

Vitamina E membranas, fluidos Interrumpe la LPx en la fase de propagacion
extracelulares

Carotenos membranas atrapa 'O,, reacciona con radicales peroxilo (ROOs)

Bilirrubina tejidos y sangre Reacciona con ROQ« y 'O,

Krinsky, 1992

El cuadro 4 resume las caracteristicas de los principales antioxidantes no enzimaticos
hidrosoclubles.



Cuadro 4. Sistemas antioxidantes no enzimaticos hidrosolubles

Antioxidante | Localizacién | Funcion

Vitamina C  |intracelular y|atrapa OH- y reacciona lentamente con el O, + (10° M's™)

(ascorbato) extracelular '

Glutation intracelular es sustrato de la GPx en el ciclo redox, reacciona con OHe y
' O, -, asi como con radicales libres organicos.

Acido urico extracelular atrapa OHe, 'O, y ROO-, se une a metales de transicion.

Krinsky, 1992

2.2 Mecanismos antioxidantes enzimaticos

Estos mecanismos incluyen las siguientes enzimas: superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa, peroxidasa dependiente de tioredoxina
y sistemas regeneradores de NADPH, que previenen [a formacion de nuevos radicales libres.
Dichas enzimas convierten a las ERQOs en moléculas menos perjudiciales antes de que puedan

reaccionar.,

2.2.A Superéxido dismutasa (SOD) (Oxido reductasa EC 1.15.1.1)

Esta enzima esta presente en los organismos aerobios y cataliza la dismutacion del anién

superoxido a peroxido de hidrégeno y oxigeno (reaccion 4).
20; + +2H" —» H0, + O, 4)

En la rata la actividad de SOD esta presente en todoé los tejidos, encontrandose los
mayores niveles en el higado y el rifidn (Frederiks & Bosch, 1997).

En mamiferos la SOD posee tres isomorfas: Mn-SQOD, Cu,Zn-SOD y SOD-EC. Las tres

isomorfas se sintetizan en los ribosomas citoplasmicos, todas producto de genes nucleares
diferentes (Ho et a/., 1991). '

La SOD no es realmente una enzima destoxificante ya que el producto de su actividad el
H20O., es un agente tdxico. Sin embargo, la dismutacion del anién superoxido es el primer paso
de una cascada enzimatica que conduce a su inactivacién completa.



a) SOD de cobre y zinc (Cu,Zn-SOD}

| Esta enzima se localiza principalmente en el citoplasma de eucariotes aunque también se
ha encontrado en lisosomas, el nucleo y en menor cantidad en los peroxisomas y el espacio
intermembranoso ‘mitocondrial. También se localiza en el cloroplasto y en algunas bacterias
(Weisiger & Fridovich, 1973; Hsu et al., 1892). Es una proteina homodimérica de 34 kDay 4
subunidades (Hsu ef al., 1992; Crapo ef a/., 1992). Cada subunidad contiene 151 aminoacidos
junto con un atomo de cobre (Cu®) y otro de zinc {Zn*") en su sitio activo unidos por el
imidazolato de una histidina (Tainer et al., 1983). Esta isomorfa cataliza la dismutacion del

anion superoxido a través de la reducidén-oxidacién alternativa de! cobre (reaccidn 5).

E-Cu(ll) + O s + H' & EH-Cu(l) + O;
H-Cu () + Oy + H' < E-Cu (il) + HyO, (5)
202*' +2H" < H.O» + O5

b) SOD de manganeso (Mn-SOD)

Aunque la Mn-SOD del humano y de la rata son similares en el contenido de aminoacidos y
de manganeso, el tamafio y la esfructura por subunidad; la distribucién subcelular asi como la
actividad presente en un homogeneizado es diferente. Por ejemplo, en el higado humano esta
presente en el citoplasma y en la mitocondria y representa mas del 50% de la actividad de la
SOD total (Salin et al., 1978), mientras que en el higado de las ratas se localiza estrictamente
en la matriz mitocﬁndrial y representa sélo el 10% o menos de la actividad de la SQD total
(Tyler, 1975). Es un homotetramero con peso molecular de 90 kDa. El andlisis por absorcién
atémica de una subunidad de esta isomorfa sugiere que ésta contiene 223 aminodcidos, un
atomo de manganeso y un peso de 22.5 kDa (Salin ef al., 1978). La dismutacion del anion

superdxido ocurre porque el atomo de manganeso cambia su estado de oxidacion al
interaccionar con el. -

o
wie o}

c) SOD extracelular (SOD-EC)

Es una glicoprotein_icl‘ tetrameérica que pesa 120 kDa y que contiene cobre y zin¢ en su sitio
activo (Marklund, 19{8'2é)"."Esta isomorfa casi no se encuentra en tejidos ya que del 90-99% de
la SOD-EC se localiza .'e{i,.los fluidos extraceiulares (Marklund, 1982b). Una caracteristica de
esta isomorfa es que.‘ti_ﬁ‘ec"_le ser clasificada en tres fracciones de acuerdo a su afinidad a la

heparina: fraccidn A, sinafinidad a la heparina; fraccion B, con poca afinidad a la heparina y




fraccion C, con alta afinidad a la heparina. La union de la SOD-EC a la heparina es de
naturaleza electrostatica ya que posee un dominio de aminoacidos basicos cerca de su
carboxilo terminal, conocido como dominio de unién a la heparina. En la rata so6lo estan
presentes las fracciones A y B mientras que en el humano y otros mamiferos como el conejo,
el cobayo, el cerdo, etc., estan presentes las tres fracciones, predominando la fraccién C
(Markiung & Karlsson, 1@90).

2.2.B Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6)

Es una hemoproteina tetramérica de 240 kDa. Se localiza principalmente en peroxisomas.

Cataliza la transformacion del H,0, en H,O y O, (reaccion 6).
H20; + H:0; — 2H.0+ O, (6)

2.2.C Glutation peroxidasa (GPx)

Esta enzima también confiere proteccion a la célula ante un exceso de H.O,. Cataliza la
oxidacion det glutation (GSH) a disulfuro glutation (GSSG) (reaccion 7), el cual es reducido por

la enzima glutation reductasa en presencia del NADPH (reaccion 8). La forma activa de GPx
contiene selenio.

2GSH + H,0; - GSSG + 2H,0 (7)
GSSG + 2NADPH + 2H" — 2GSH + 2NADP* 8)

Si se altera el balance entre la formacién de EROs y los mecanismos antioxidantes por
incremento de los primeros o debilitamiento de los segundos, las EROs inducen reacciones en

cadena, que pueden dafiar a las moléculas biologicas.

3. Gentamicina

3.1 Estructura quimica

Estructuralmente los aminoglicdsidos se pueden considerar como oligosacaridos, aunque el

componente caracteristico de su molécula es el aminociclitol (anillo A) y no un azicar. E!
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aminociclito! esta unido a través de dos enlaces glicosidicos a dos aminoazucares (a‘nitlos By
C). Esquema 1, (Laurent & Tulkens, 1987).

La GM es un complejo de por lo menos tres antibiéticos relacionados estructuralmente,
denominados: Gentamicina C1 (40%), C1a (20%) y C2 (40%); productos de la fermentacion de
Micromonospora purpurea. La diferencia entre estos tres componentes reside en la presencia
y en el numero de grupos metilo, ligados al carbono &' (Calderon, 1996). En C1, tanto R1 como
R2 son CHs: en C1a, tanto R1 como R2 son H y en C2, R1 es CHa y R2 es H (Esquema 1).

H

1_R\C€. NHR2

Esquema 1. Férmula estructural de la gentamicina (GM).

La accién bactericida de la GM involucra su unién a la subunidad 30S (interactuando en
una zona que contiene las proteinas S3, 84, S5 y S12), aunque tambien puede unirse a la
subunidad 50S {con la proteina L6) del ribosoma, causando cambios en la forma de este e
interrumpiendo |0s pasos iniciales de Ia sintesis de proteinas (Kacew & Bergeron, 1990).

3.2 Farmacocinética

La GM es una molécula policationica a pH fisiolégico, altamente polar, que no se absorbe
en el tracto gastrointestinal, pero que se absorbe rapidamente después de una-inyeccion
subcutanea o intramuscular. Su vida media en el plasma sanguineo es de 2-3 h en el humano
y de 30 min en los animales pequefios de laboratorio (Laurent & Tulkens, 1987). La unién de la

GM a las proteinas plasmaticas es minima. No se conocen metabolitos de la. GM y se excreta



por filtracion giomerular, eliminandose en la orina; sin embargo, una pequeia parte (1_3-5%) se
;'eabsorbe y se transporta al interior de las células del tibulo proximal (Bennett, 1989; Laurent
& Tulkens, 1987). Consecuentemente los niveles de la GM en tejidos son bajos, excepto en la
corteza renal donde su vida media es 200 veces superior a la vida media en el suero
sanguineo (Laurent & Tulkens, 1987).

3.3 Mecanismo de entrada a las células tubulares

Se ha propuesto que la GM es transportada al interior de las células tubulares por
pinocitosis, a través de un mecanismo anafogo a la reabsorcién de fas proteinas en este |
segmento de la nefrona (Silverblatt & Kuehn, 1979). Aunque las macromoléculas son
transportadas usualmente por pinocitosis, las molecutas de bajo peso molecular como la GM
también pueden ser transportadas por un mecanismo similar. La GM puede unirse por
atracciones electrostaticas con los fosfolipidos de la membrana de las células tubulares,
debido a que es una molécula policationica a pH fisioldgico (Esquema 1) (Sastrasinh ef al.,
1982). La entrada de la GM se inicia quandq ésta se une a las invaginaciones de la superficie
membranal de las células en borde de_cepitlo. Esta invaginacién forma vesiculas pinociticas
apicales que posteriormente crecen para formar vacuoias mayores gue son transportadas a la
parte media y basal de la célula donde se fusionan con los lisosomas primarios. La GM se

acumula en los lisosomas secundarios (Silverblatt & Kuehn, 1979).

3.4 Patologia

Una vez que la GM entra en las células del tdbulo proximal, se acumula en los lisosomas
secundarios donde inactiva las enzimas como la fosfolipasa A,, la fosfolipasa C y la
esfingomielinasa (Laurent, 1990) mismas que catalizan las reacciones 1, 2 y 4
respectivamente en el esquema 2 y 3, causando aumento en los fosfolipidos e interfiriendo
con la funcidn normal de los lisosomas; sin embargo, el mecanismo por el cual o hace aun se
desconoce. Esta alteracion podria ser el primer paso de una serie de eventos que llevan a la
necrosis tubular (Silverblatt & Kuehn, 1979). '

Algunos autores creen que la acumulaciéon de la GM en los lisosomas del tubulo proximal
puede explicar la nefrotoxicidad inducida por este antibi6tico. Sin embargo, la concentracién
de GM en los tubulos no necesariamente correlaciona con la nefrotoxicidad, ya que se ha

informado que ta SOD y la dimetiltiourea (DMTU) protegen contra la nefrotoxicidad por GM sin
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afectar el contenido de este antibiético en la corteza renal (Nakajima et al., 1994). Asi mismo,
el tratamiento con &cido poliaspartico protege contra la nefrotoxicidad sin modificar el
contenido renal de la GM (Ramsammy et al., 1989). Por otro lado, se ha encontrado que la

administracién de piridoxal-5-fosfato reduce en un 40% los niveles de GM renal, pero no
reduce ia nefrotoxicidad (Kacew, 1989).

Fosfolipasa A
M 4 o
I | I
T ' 97 ¢T ™ Fosfolipasa A; melo meT M
Rp=C—0—C=H 0 ) P> HO—C|:'—H ﬁ + R,
| ! .
HC—=0 —P—-—0—-X HC=0 =P =0—-X

, . o o o
Fosfolipido (2) R»: generalmente es dcido araquidonico

by o

Fosfolipasa C

Esquema 2. Reacciones catalizadas por la fosfolipasa A4(1), C (2) ¥ A; (3).

. U.
) +
CHy(CH)yp = CH=CH =CH ~CH =CHy; = O = P = (H; —(H; = N(CH,),
. (S i

HO NH o’
0 =(I:
St Esfingomielina
& |
H,0
Esfingomielinasa |/ |
@
CH,(CH,)y —CHSCH "'lCH.- élu—cu,—o:i o » ﬁ
' Hé) NH . 4 O=P-0 —CHZ-C}D—}: {CH;);
’ | o=¢|: : : c|)‘
; - Ceramida . ' Fosfocolina
* é.h

Esquema 3. Reaccion catalizada por Ia esfingomielinasa en los lisosomas.



3.5 Toxicidad

La administracion de la GM puede lievar a la manifestacion de algunos efectos colaterales
como neurotoxicidad, ototoxicidad y nefrotoxicidad. Actualrﬁente ja neurotoxicidad ocurre muy
poco debido al ajuste en la dosis del antibidtico y a la duracién del tratamiento. La ototoxicidad
ocurre como resultado del dafio al oido interno y aln se encuentra en un 3-5% de los
pacientes tratados con GM. La nefrotoxicidad es el efecto colateral mas frecuentemente
. asociado a la administracion de GM, ya que se ha estimado que el 30% de los pacientes
tratados con este antibidtico por mas de 7 dias muestran signos de nefrotoxicidad (Mathew,
1992). La GM ejerce diferentes efectos en multiples sitios de la nefrona (Weinberg et af.,
1985). Las principales alteraciones bioquimicas y funcionales inducidas pof la GM se
mencionan en el cuadro 5.

Cuadro 5. Alteraciones bioquimicas y funcionales asociadas con el usc de GM
1. Disminucién de la velocidad de la filtracion glomerular.

2. Alteracién de la capacidad para concentrar ia orina.

3. Deterioro en el manejo de los electrolitos.

4. Disminucién de la reabsorcion en el tubulo proximat.

5. Incremento en la excrecion-urinaria de la proteina y de algunas enzimas como la N-acetil-3-
D-glucosaminidasa.

6. Fosfolipidosis renal y un aumento en la excrecion urinaria de los fosfolipidos.

7. Alteraciones mitocondriales. Disminucién en la cadena respiratoria y sintesis de ATP.

8. inhibicién de la ATPasa de Na'/K*

(Tulkens, 1989; Bennett, 1983; Kaloyanides, 1984)

Histologicamente, el tdbulo proximal es el sitic primario de dafio por GM (Nakajima et al.,
1994). Los signos clinicos caracteristicos de la nefrotoxicidad inducida por la GM son: aumento
de la urea en el plasma sanguineo y ia creatinina sérica como resultado de {a disminucién en
la velocidad de filtracion glomerular (GFR). En las ratas se pueden reproducir alteraciones
funcionales similares a las encontradas en hu‘manos, cuando fas ratas se tratan con dosis altas
de GM (Schor et al., 1981); sin embargo, el deterioro de la funcién renal es reversibie cuando

se suspende la administracion del antibidtico (Laurent & Tulkens, 1987).
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3.6 Mecanismo de induccion de la nefrotoxicidad

En algunos modelos experimentales, se ha demostrado que las EROs juegan un papel
esencial en éi mecanismo de generacidén de varias enfermedades renales como: insuficiencia
renal aguda (Walker & Shah, 1988; Shah & Walker, 1992; Walker ef al., 1999), isquemia-
reperfusion (Pedraza-Chaverri ef al., 1992), reéhazo al trasplante renal (MacMilIan-Crow et al.,
1996), sindrome nefrotico (Pedraza-Chaverri et al., 1999; Pedraza-Chaverri et al,, 1995b), etc.
Las EROs son producidas por las células renales y por las células inflamatorias que invaden al
rfAén. Independientemente de su origén, las EROs pueden dafar la membrana basal

glomerular y alterar las funciones tubulares y glomerulares (Baud & Raymond, 1986).

En el modelo de insuficiencia renal inducida por la GM, no hay un acuerdo en la literatura
con relacion al mecanismo de accion de la GM o con relacion a los factores que modulan la
nefrotoxicidad por este antibidtico (Kacew & Bergeron, 1990; Appel, 1990).

Al igual gue en los modelos mencionados anteriormente, existe evidencia que sugiere la
participacion de las EROs en ia nefrotoxicidad inducida por ia GM (Cuadro 6). Sin embargo, no
se conoce el mecanismo por medio del cual la GM aumenta la produccion. de las EROs, asi
como tampoco se ha establecido una asociacion temporal entre |as alteraciones bioquimicas

producidas por ta GM como la fosfolipidosis y {a produccién de las EROs.

Cuadro 6. Evidencias que sugieren un papel de las EROs en la nefrotoxicidad inducida por
la GM

% Evidencias in vitro .
= La GM aumenta la generacién del anién superdxido, el peréxido. de hidrogeno y el
radical hidroxilo en la mitocondria renal (Walker & Shah, 1987; Yang et a/,, 1995).
- [ a GM /n vitro aumenta la liberacién del hierro de la mitocondria renal cortical (Ueda
et al, 1993). '

»+ La formacion de complejos hierro-gentamicina causa lipoperoxidacion y es un potente
catalizador para la formacién de los radicales libres (Priuska & Schacht, 1995).

£ Evidencias in vivo
= Hay aumento en la generaciéon del perdxido de hidrégeno en la corteza renal de las
ratas tratadas con GM (Guidet & Shah, 1989).

= Uno de ios eventos que acompafia el desarrollo de la nefrotoxicidad inducida por la
GM en la corteza renal es un aumento de la lipoperoxidacién (Nakajima ef al., 1994,
Ramsammy et al., 1985).




-confinuacion-

m |os atrapadores de radicales hidroxilo como dimetiltiourea (DMTU), dimetilsufoxido
(DMSO) o benzoato de sodio protegen contra el dario renal agudo inducido por GM (Walker
& Shah, 1988; Nakajima et al., 1994}.

= {_os quelantes de hierro como la deferoxamina (DFO) protegen de la formacion de
radicales hidroxilo inducida por la GM en las mitocondrias renales (Yang et al., 1995) y en
ratas inyectadas con GM (Walker-& Shah, 1988).

w |La administracion de superoxido dismutasa disminuye marcadamente la
nefrotoxicidad inducida por la GM, lo que sugiere una participacion del anion superéxido
(Nakajima et al., 1994; Ali & Bashir, 1996).

= | a administracidn de hierro en la dieta o por via intramuscular aumenta ia
nefrotoxicidad inducida por GM (Kays et al., 1992; Ben-ismail et al., 1994).

m La co-administracién de antioxidantes como vitamina E y selenio disminuyen el dafo
renal inducido por GM (Ademuyiwa et al., 1990).

Por otro lado, se ha estudiado el comportamiento de las enzimas antioxidantes en el rifon
de animales tratados con GM. En estas condiciones, [a actividad de la catalasa disminuye en
el rifidn de las ratas (Ramsammy ef af, 1985; 1986; 1987; 1989; Sandhya & Varalakshmi,
1997) al igual que |a actividad de GPx en el corazén de los cobayos (QOzturk ef al., 1997). En
cuanto a la actividad total de la SOD existen discrepancias ya que algunos autores han
encontrado una baja actividad de es;ta enzima en el rifién de las ratas con GM (Ramsammy ef
al., 1987, Sandhya & Varalakshmi, 1997) y otros han encontrado que la actividad de esta no
difiere a la de los controles (Nakajima ef al, 1994; Ramsammy et al., 1985:1986). Sin
embargo, no se han hecho estudios que comparen la actividad de las dos isomorfas de SOD
(Cu,Zn-S0D y Mn-SOD).

4. El ajo

4.1 Componentes

El ajo (Allium sativum), es rico en compuestos azufrados y es uno de los vegetales que
contiene niveles ele\fados de selenio (3.5 mg/g de peso fresco) (Block et al., 1996). Los
principales agentes activos del ajo son la élicina, el ajoene y el dialil disulfuro (compuestos
sulfurados) pero también se han estudiado otros (Block, 1985). Se pueden.obtener distintos

compuestos dependiendo del procedimiento de extraccion que se empleé con el ajo (Esquema
4).
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Esquema 4. Compuestos sulfurados del ajo. EL* indica centros quirales.

La alicina (acido dialiltiosulfinico u éxido de dialildisulfuro), es el principal constituyente
odorifero caracteristico del ajo, que esta presente s6lo en el ajo fresco y en polvo, no asi en el
aceite 0 macerado. Ademas de este compuesto, también estan presentes el metilaliltiosulfinato
y el alimetiltiosulfinato (Block, 1985). Dentro del bulbo del ajo, la alina (inodora) es
almacenada en las células mesofilicas, las cuales no contienen la enzima alinasa. Esta se
encuentra compartamentalizada dentro de la célula y sélo cuando se somete al ajo a un dafio
mecanico, la enzima entra en contacto con la aliina convirtiéndola en alicina y otros
compuestos organosulfurados fuertemente olorosos (Block, 1985) (Esquema 5).

0 - .
t ALINASA
2CH,=CH-CH,-S-CH,-CH-COH —_
ALIINA ,E,Hz :
0" 0

CH,=CH-CH,:8-8-CHO-CH=CH, + 2CHyC-COO" + 2NH;*
ALICINA : PIRUVATO  AMONIO

Esquema 5. Formacién de alicina a partir de aliina por accion de la alinasa.
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Al combinarse tres moléculas de alicina se producen dos moiéculas de ajoene (Block, 1985;
Augusti & Sheela, 1996). Estos compuestos sulfurados han sido estudiados para determinar

qué papel juegan en las rutas metabodlicas, en particular en las de detoxificacién.

En otro estudio se comprobé la estabi!idad térmica de los extractos de ajo. La actividad
como atrapador de los radicales hidroxilo disminuyé solo un 10% cuando se sometieron los
extractos de ajo a una temperatura de coccién (Prasad et al., 1996). Esta estabilidad térmica

confiere al ajo una mayor versatilidad en su uso.

4.2 Propiedades antihipertensivas

Se ha descrito que el ajo (Rietz et él., 1993) y algunos dipéptidos aislados y caracterizados
en el.extracto acuoso a partir de este (Suetsuna, 1998) inhiben a la enzima convertidora de
‘angiotensina | (ECA) Esta enzima es importante en la regulacién de la presion arterial ya que
genera el octapéptido angiotensina ll, el cual es un vasoconstrictor muy potente. Por otra
parte, los extractos etanolicos del ajo activan a la sintasa de éxido nitrico (SON) in vitro (Das et
al., 1995a; 1995b; 1996), una enzima relevante en el mantenimiento de la pré_sién sanguinea.
También se ha observado que una dieta de ajo al 2%, similar a la usada en este trabajo,
previéne la hipertension inducida por la inhibiciéon crénica de la SON (Pedraza-Chaverri et al.,
1998).

4.3 Propiedades antioxidantes

Las evidencias que apoyan las propiedades antioxidantes del ajo se resumen en el cuadro.
7. ' ' '

Otro aspecto interesante del ajo, ademas de sus propiedades antioxidantes, es la
posibilidad de que aigunos de sus pﬁncipios activos puedan modular algunas actividades
celulares, a través de la activacion de la transcripcion génica (Pan et al., 1993a; 1993b) lo que
abre la posibilidad'de que algunos de los efectos del ajo se puedan deber no Unicamente a su
accioén directa sobre los metabolitos implicados en las patologias sino a la modulacion de la

transcripcioén o bien a que podria modular el estado redox de la célula.



18

Cuadro 7. Evidencias que apoyan las propiedades antioxidantes del ajo

Evidencias in vitro

1. Los extractos etandlicos del ajo previenen la lipoperoxidacién de las biomembranas
(microsomas hepaticos), inducida a través de radicales libres a partir de acido ascdrbico (Horie
et al., 1989). ‘ ‘

2. Los extractos de ajo envejecido, cuyos principales componentes son la S-alil-cisteina y
S-alil-mercaptocisteina, inhiben la formacion de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
producidas por el t-butil hidroperéxido en las fracciones microsomales del higado (Imai et a/.,
1994). :

3. La alicina, al parecer posee caracteristicas de atrapante de los radicales hidroxilo
(producto de la fotdlisis del H,0Q,), ya que disminuye la cantidad de los aductos del acido 2,3- y
2.5-dihidroxibenzoico y previene la lipoperoxidacion en |as fracciones microsomales del higado
de manera dosis dependiente (Prasad ef al., 1995).

4. Los extractos acuosos de ajo reaccionan con los radicales hidroxilo (producto de ia
reaccion de Fenton), y asi disminuyen la formacion de complejos con la a-fenil-t-butil nitrona
(Térok et al., 1994).

5. Los extractos acuosos de ajo inhiben la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) inducida por Cu®* (Lewin & Popav, 1994).

6. Los compuestos organosulfurados del extracto envejecido de ajo, son eficaces para
atrapar el H,O, e inhibir lipoperoxidacion (Ide et al., 1996).

7. Los extractos de ajo previenen la lipoperoxidaciéon en los homogenados de higado de
conejo, inducida por los radicales hidroxilo de una manera dosis dependiente in vitro (Prasad
ef al., 1996}, :

8. En las células del endotelio vascular tratadas un extracto de ajo envejecido disminuye la
liberacion de EROs, en paricular 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 superdxido. Los niveles de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx, aumentan en
las celulas tratadas con el extracto de ajo, 1o cual puede explicar la disminucion dl H,O, en
estos cultivos (Wei & Lau, 1988).

9. En las células del endotelio vascular tratadas un extracto de ajo envejecido, existe un
incremento dependiente de la dosis y del tiempo en las actividades de SOD y glutation
reductasa, asi como de los niveles de glutatiéon, lo que sugiere que este extracto puede
modular elementos enzimaticos y no enzimaticos del ciclo redox-GSH, ademas de la actividad
de SOD (Geng & Lau, 1997).
~10. El sulfoxido de S-ali-cisteina disminuye los niveles del MDA e incrementa las
actividades de las enzimas CAT y SOD en el higado de las ratas diabéticas in vivo (Augusti &
Sheela, 1996).




Nl JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La gentamicina (GM) es un antibidtico que pertenece a la familia de los aminoglicdsidos y

que es empleado en el tratamiento de algunas infecciones causadas por bacterias
gramnegativas. Sin embargo, su efecto nefrotoxico representa un problema clinico serio, ya
que se ha estimado que un 30% de los pacientes tratados con GM por mas de 7 dias

muestran signos de nefrotoxicidad (Mathew, 1992).

Aunque existen nuevos agentes y menos toxicos como las cefalosporinas de tercera
generacion, los aminoglicésidos siguen siendo los agentes antibacterianos mas utilizados; lo
que se debe a su bajo costo, su rapida accién bactericida, su amplio espectro de actividad
especialmente contra bacterias gramnegativas y a su estabilidad quimica. Asi mismo, se
conoce muy bien su farmacologia, toxicidad y propiedades terapéuticas (Ali, 1995). Por lo
tanto, el valor de los aminoglicosidos en la practica clinica aumentaria si se encontrara la

manera de proteger al rifion de [os efectos colaterales indeseables.

La farmacocinética, la patologia y el patron clinicdl del dafio renal inducido por la GM se ha
estudiado en el humano y en modelos animales; sin embargo, a pesar de que se conocen
varios efectos bioquimicos de la GM, no estad clara la secuencia de eventos de estas
alteraciones ni se sabe cual de ellos es responsable de las alteraciones glomerulares y
tubulares caracteristicas de la nefrotoxicidad por GM (Kacew & Bergeron, 1990). Como se
menciono anteriormente, uno de los mecanismos que se ha postulado es la participacion de
las EROs (Walker & Shah, 1987; Yang ef al., 1995; Guidet & Shah, 1989; Walker & Shah,
1988; Nakajima et al., 1994; Ali & Bashir, 1996).

Dadas las propiedades antioxidantes del polvo de ajo (Granados-Silvestre ef al., 1999;
- Rietz et al., 1993), su bajo costo y su uso extendido, es atractivo estudiar su efecto terapéutico
en el dafio renal mediado porjias EROs.

En este trabajo se planted el uso del ajo en polvo, porque es una de sus formas de mayor
consumo y debido a que se sabe que durante el proceso de deshidratacion el polve de ajo no
pierde sus propiedades antiloxidantes (Granados-Silvestre et al., 1999; Rietz ef al, 1993)

incluso a temperaturas elevadas (Prasad et al., 1996).
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IV. HIPOTESIS

Dado que el polvo de ajo posee propiedades antioxidantes y que existen evidencias de que

las especies reactivas de oxigeno participan en la nefrotoxicidad inducida por GM, es posible

que:

1. Las EROs modifiquen la actividad y la cantidad renal de las enzimas antioxidantes, entre
ellas la Mn-SOD vy la Cu,Zn-SOD o bien que las defensas antioxidantes bajen y por lo
tanto aumenten las EROs.

2. La alimentacién con ajo prevenga o aminore el dano renal inducido por este
aminoglicdsido a través de un efecto antioxidante directo y/o mediante la modificacién de
la actividad y/o la cantidad de las enzimas antioxidantes, entre ellas la Mn-SOD vy la
Cu,Zn-SOD.
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V. OBJETIVOS

1. Evaluar en las ratas con insuficiencia renal inducida por {a gentamicina, las enzimas

antioxidantes Mn-SOD y Cu,Zn-SOD en la corteza y médula la renal.

2. Estudiar el posible efecto protector del polvo de ajo al 2% sobre la nefrotoxicidad:

inducida por la GM y los posibles cambios en las isomorfas antes mencionadas.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. Reactivos

El p-nitrofenil-N-acetil-B-glucosaminido, la xantina oxidasa, la xantina, el nitroazui de
tetrazolio (NBT), ia albimina, el di.etilditiocarbamato (DDC), la superdxido dismutasa {Cu,Zn-
'SOD) de eritrocitos bovinos, ia leupeptina, ia pepstatina, la aprotinina, la acriiamida, fa
bisacrilamida, la glicina, el Tris-HCI, el persulfato de amonio, el glicerol, el SDS, el ditiotreitol, el
TEMED (tetrametilétilendiamina), el azul de Coomassie y el azul de bromofenol fueron de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). La gentamicina (GM) fue de Schering-Plough
(México,D.F.). Usamos la presentacion comercial Garamicina® en solucién inyectable de 160
mg/2mi. Los anticuerpos anti-Mn-SOD y anti-Cu,Zn-SOD usados en el inmunoensayo
“Western”, fueron de Stressgen (Victoria, Canadd). Para las determinaciones del nitrégeno de
la urea y la creatinina se usaron los estuches de Farmacéuticos Lakeside (México, D.F.); para
ia determinacion de la lipoperoxidacién se empled un estuche de Calbiochem (San Diego, CA);
para determinar el contenido de la GM se empled un estuche de Abbott Laboratories {Abbott
Park, IL) y para el inmunoensayo “Western"lse usd un estuche de quimioluminicencia de
Amersham, Life Science (Buckinghanshire, England). Las sales de fosfatos para los
amortiguadores, el acido tricloroacético, el citrato de sodio, el EDTA, el carbonato de sodio, el
cloruro cuprico, el sulfato de amonio y el &cido acético glacial fueron de J.T. Baker (México,
D.F.). El metanol grado HPLC fue de Mallinckrodt (México, D.F.}). El polvo de ajo fue de
McCormick (Mexico, D.F.).

2. Dieta

Como dieta control se utilizé alimento comercial para rata (Laboratory rodent diet 5001, PM
Feeds Inc.,, Richmond, IN, USA). La dieta con ajo se prepard usando alimento control
mezclado con el polvo de ajo al 2% (Pedraza-Chaverri et al., 1998). El polvo de ajo se obtiene
a partir del ajo fresco, el cual es triturado y deshidratado en unas tolvas. En el proceso de
deshidratacion el ajo no pierde sus propiedades antioxidantes como se demuestra en otros
trabajos (Granados-Siivés'ffe et al., 1999; Rietz of al, 1993). Ademas, se ha visto que la
propiedad de los extractos de ajo para atrapar los radicales h'idroxifo disminuye solo un 10%
cuando estos se someten a temperatura de coccién (Prasad ef al., 1996). En este trabajo me

refiero a la dieta con polvo de ajo al 2% simplemente como ajo.
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3. Animales

Este trabajo se realizé en ratas macho de la cepa Wistar de 150 a 200 g de peso,
obtenidas del bioterio de la Facultad de Quimica, UNAM.

4. Disefio experimental _
Dos semanas antes del tratamiento con la GM, las ratas se alimentaron con una dieta
control y con una dieta de ajo al 2%. Las ratas se dividieron en 4 grupos: 1) CONTROLES
(CT), inyectadas con solucién salina y alimentadas con una dieta normal; 2) GENTAMICINA
(GM), tratadas con GM y alimentadas con una dieta normal; 3) AJO (A), inyectadas con
solucién salina y alimentadas con una dieta de ajo y 4) GENTAMICINA + AJO (GM+A),
tratadas con gentamicina y alimentadas con una dieta de ajo. La GM se administro
subcutaneamente cada 12 h durante 6 dias en una dosis de 75 mg de GM/Kg de peso (Stratta
et al., 1994). Los animales se colocaron en jaulas metabdlicas para la recoleccion de la orina
de 24 h y se mantuvieron en un cicio de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, con libre acceso al
alimento y al agua. Los animales se pesaron antes de iniciar el tratamiento con GM y los dias
de recoleccién de la orina (dia 0, dia 3, dia 5 y dia 7). Doce horas después de la ultima

inyeccion, los animales se sacrificaron por decapitacion para obtener la sangre y los rifiones.

4.1 Determinaciones

> En la orina se determind la excrecidn de la enzima N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG),
de la proteina total y de la creatinina.

> En el plasma se determind la concentracion de {a creatinina y del nitrégeno de la urea.

» Uno de los rifiones se perfundié y en ambos rifiones se separaron la corteza y la médula
para las siguientes determinaciones:

O Rifdn sin perfundir

= Enla corteza se determiné el contenido de la GM y la cantidad de proteina de Mn-SOD y
de Cu,Zn-SOD y se realizd el analisis histolégico.

- En la medula se determind la cantidad de proteina de Mn-SOD y de Cu,Zn-SOD.
O Rifién perfundido

= En la corteza se determind la cantidad de malondialdehido (MDA) + 4-hidroxinonenal (4-
HNE) y la actividad de Mn-SOD y de Cu,Zn-SOD.

~ En la médula, se determind la actividad de Mn-SOD y de Cu,Zn-SOD.
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5. Métodos empleados

5.1 Proteina total en la orina

Se determinaron por el método turbidimétrico con &cido tricloroacético (TCA) (Pedraza-
Chaverri et al., 1999). Se incubé durante 10 min a temperatura ambiente 1 mi de orina (diluida
1.5 con solucidn salina) con 250 pt de TCA al 12.5% y se leyd la absorbencia a 420 nm. Se
prepard un blanco para cada muestra que contenia 1 ml de orina diluida y 250 ul de solucidén
salina. Las absorbencias se interpolaron en una curva estandar con un intervalo de 0.04 a 0.8
ma/mi, partiendo de una solucion de albumina serica bovina al 0.1%. Los datos se expresan
en mg de proteina/24 h. '

El aumento en ia excreciéon urinaria de proteina puede reflejar el dafic glomerular o tubular
(Pedraza-Chaverri et al., 1995a).

5.2 Actividad de N-acetil--D-glucosaminidasa (NAG) en la orina

La actividad de la NAG se midié usando un ensayo que emplea p-nitrofenil-N-acetil-p-
glucosaminido como sustrato (Jungi et al., 1991). Se colocaron 100 pl de orina en un tubo que
contenia 750 wl de amortiguador de citratos 50 mM (pH 4.4) y 250 pl de sustrato en una
concentracion finai de 6.8 mM. Para cada muestra se. preparé un blanco con orina y
amortiguador de citratos 50 mM (pH 4.4) y simultaneamente se preparé un blanco de
comparacion que contenia amortiguador de citratos 50 mM (pH 4.4), sustrato y agua; todos los
tubos se incubaron durante 15 min a 37°C. En este método, la NAG libera el p-nitrofenol del
sustrato el cual se midié espectrofotométricamente a 405 nm (Wellwood et al., 1976a). Bajo
estas condiciones, la produccién de p-nitrofenol fue lineal en relacién con el -tiempo vy la
cantidad de orina. Las absorbencias obtenidas se interpolaron en una curva estandar de p-
nitrofencl 0.6 mM en el intervalo de 4.68 a 150 nM. Los datos se expresan en U de NAG/24
horas. Una unidad de NAG se define como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de p-
nitrofencl en 15 min y a 37°C a partir de 6.8 mM p-nitrofenil N-acetil-B-glucosaminide en un
amortiguador de citratos 50 mM (pH 4.4). La excrecidn urinaria de las enzimas lisosomales

como la NAG, ha sido empleada como un indicador del dafio en el tibulo proximat (Patel et al.,
1975; Wellwood ef al., 1976b).
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5.3 Histologia

Después de sacrificar las ratas, se extrajeron los rifones inmediatamente y se obtuvo una
rebanada de la corteza, la cual se fij6 en 1 m!i de una solucion de formaidehido al 10%.
Posteriormente, este corte se deshidraté gradualmente en alcohol y luego se embebid en
parafina. Con un microtomo se obtuvieron cortes de 3 um de grosor y se tifieron con
eosina/hematoxilina. |

La cuantificacion del dafio histolégico se determind usando un analizador de imagenes de
Leica Qwin (Cambridge, England). Se realiz6 el perfil histologico de 50 tubulos proximales por
rata, seleccionados al azar (4-5 ratas por grupo experimental). Para ello, se midi6 el area total
(um? y el area ocupada bor las células epiteliales con alteraciones histologicas como
inflamacion, vacuolizacién citoplasmica, descamacién y necrosis. De esta manera, se calculd

el porcentaje del area tubular afectada.

5.4 Creatinina en el plasma v en la orina

El plasma y la orina se desproteinizaron previamente con TCA al 12.5%, asi la creatinina se
determino espectrofotométricamente mediante la reacciéon de Jaffé, utilizando un estuche
comercial. En esta reaccidn, la creatinina forma un complejo colorido con el picrato en un
medio alcalino. El producto formado absorbe a 520 nm y su absorbencia es directamente
proporcional a la concentracion de creatinina presente en la muestra. Se incubé 1 ml de
plasma y 1 ml de orina (diluida 1:50 con agua) con 1 ml de acido picrico 35 mM en NaOH 1.6
M en una proporcion 1:1, durante 20 minutos a temperatura ambiente. De manera simultanea
y bajo las mismas condiciones, se preparé un blanco qgue contenia 0.5 ml de agua y 0.5 ml de
TCA al 12.5% (con el que se calibrd el aparato) y un estandar de creatinina de 2 mg/dl. Se leyé
ia absorbencia a 520 nm.

La cantidad de creatinina presente en las muestras de orina y de plasma se obtuvo
tomando en cuenta la absorbencia del estandar de creatinina cuya concentracion es de 2
mg/dl. Los datos de creatinina en plasma se expresan como mg de creatinina/dl. Con los datos
de creatinina en plasma y en orina, se calculd la depuracidon de la creatinina usando la
siguiente férmula: (Ucrea*VUY(Pcrea*1440). Ucgrea €5 la concentracion de creatinina en {a orina,
expresada en mg/dl; VU es el volumen urinario de 24 h, expresado en ml; Pcrea €5 la
concentracion de creatinina en el plasma sangdineo, expresada en mg/dl y 1440 son los

minutos que hay en 24 h. La depuracién de la creatinina se expres6 en mi/min.
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La depuracién de la creatinina se emplea como un marcador para evaluar la funcion renal,

'ya que es una manera de medir la velocidad de filtracién glomerular (Schor ef al., 1981).

5.5 Nitrégeno de la urea en el plasma sangquineo (BUN)

La concentracion de la urea en el plasma sanguineo se midié espectrofotométricamente.
En este método, la urea presente en la muestra es hidrolizada por |a ureasa a amonio y CO,.
Por otro lado, en una reaccién acoplada el a-cetoglutarato y el NADH presentes en el medio,
reaccionan utilizando el amonio producido por la ureasa, convirtiendo el a-cetoglutarato a L-
glutamato por la glutamato deshidrogenasa. E! consumo del NADH disminuye la absorbencia a
340 nm y esta disminucién es directamente proporcional a la cantidad de urea presente en ia
muestra. Se colocaron en una celda de cuarzoe 10 pl de plasma y 1 mi de una mezcla de
reaccion que contenia ureasa, a-cetoglutarato, NADH y glutamato deshidrogenasa. La
reaccién se siguid a 340 nm con lecturas cada 30 seg durante 2.5 min. En las mismas

condiciones se incluyd un blanco que contenia sélo la mezcla de reaccién y un estandar de

-urea de 80 mg/dl. Se calcul6 la diferencia de absorbencias a los 0.5 min menos la absorbencia

a ios 2.5 min para el blanco, el estdndar y las muestras. La diferencia en la absorbencia del
blanco fue restada a la diferencia de absorbencias del estandar y de las muestras. Con estos
valores y tomando en cuenta la absorbencia del estandar de urea de 80 mg/dl, se obtuvo la
concentracidn de la urea (mg/dl) en el plasma sanguineo. Finalmente la cantidad del nitrégeno
de la urea se obtuvo dividiendo la concentracién de la urea en el palsma sanguineo
(expresada en mg/dl) entre 2.14 que son los atomos de nitrdgeno en una molécula de urea.
Los datos se expresan en mg de BUN/dI.

Un aumento en los niveles circulantes de nitrogeno de urea, puede ser consecuencia de
una dismingcién enla velocidaq de filtracion glomerular (Schor ef al., 1981).

5.6 Lipoperoxidacién en la corteza renal

Se determind el contenido de malondialdehido (MDA) y de 4-hidroxinonenal {(4-HNE) a
través de un ensayo colorimétrico empleando un estuche comercial de Calbiochem® Se
pesaron 50 mg de corteza renal perfundida con solucion salina y se homogeneizaron en 0.95
ml de una solucion de Tris-HCI 20 mM (pH 7.4) con un Politron. El extracto se centrifugé a
3,000 x g por 10 min a 4°C. Se incubaron 100 pl de este homogeneizado ‘por 40 min a 45°C,

en un tubo que contenia 325 1 del reactivo' R1 (N-metil-2-fenilindol) diluido con metanol grado
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HPLC .en una proporcion de 3:1 respectivamente y 75 pl del reactivo R2 (acido
metanosulfonico). Al término de la incubacion, los tubos se enfriaron por 5 min en hielo, se
centrifugaron a 13,500 rpm a 4°C durante 10 min y se leyo la absorbencia a 586 nm
inmediatamente después. Se incluyé un blanco que contenia los mismos reactivos pero en
lugar del homogeneizado contenia 100 ul de la solucion de Tris-HCt 20 mM (pH 7.4). En estas
condiciones, el reactivo R1 (N-metil-2-fenilindol) reacciona con el MDA y el 4-HNE a 45°C. La
condensacion de una molécula de MDA o de 4-HNE con dos moléculas del reactivo R1 lleva a
la formacion de un croméforo estable con absorbencia maxima a 586 nm. Las absorbencias
obtenidas se interpolaron en una curva estandar en un intervalo de 0-20 pM hecha a partir de
una solucion de MDA y de 4-HNE 10 mM. Los datos se expresan como nmoles de MDA + 4-
HNE/mg de proteina de la corteza renal.

5.7 Actividad de la superéxido dismutasa (SOD)

a) SOD total. La actividad de la SOD total se determind por la reduccion del nitroazul de

tetrazolio (NBT) (Oberley & Spitz, 1984). Se preparo una solucion de xantina oxidasa con una
concentracién de 168 U/L y también una mezcla de reaccion que contenia en concentracién
final; xantina 0.1'22'mM, EDTA 0.122 mM, NBT 30.6 uM, albumina sérica bovina 0.006% vy
carbonato de sodio 49 mM. Se colocaron 2.45 ml de ta mezcla de reaccién en unos tubos de
ensayo y se mantuvieron & una temperatura de 27°C. Posteriormente se adicionaron 0.5 ml del
homogeneizado de corteza o de médula, diluido 1:100 con agua e inmediatamente después |a
reaccion se inicio con la adicién de 50 pul de la solucidon de xantina oxidasa. Se prepard un
blanco para cada muestra con los mismos reactivos pero sin la solucion de xantina oxidasa.
De manera simuiltanea se préparé un blanco de comparacion el cual contenia xantina oxidasa
pero sin homogeneizado. Todos los tubos se incubaron 30 min, al término de esta incubacion
se adicioné 1 mi de cloruro cuprico 0.8 mM y se leyd la densidad optica a 560 nm. Bajo estas
condiciones, la reduccion del NBT cae en el intervalo lineal con concentraciones crecientes del
enzima pura de Cu,Zn-SOD (Sigma Chemical Co.). _

Los datos se expresaron como U de SOD/mg de proteina. Una unidad de SOD se define

como la cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50 % ia reduccién del NBT.
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b) SOD de manganeso (Mn-SOD). Los homogeneizados de la corteza y de la médula

se incubaron previamente con dietilditiocarbamato (DDC) 50 mM durante 1 h a 30°C (100 uL
de homogeneizado + 100 uL de DDC 100 mM) para inactivar la isomorfa Cu,Zn-SOD.
Posteriormente el homogeneizado tratado con el DDC se dializé realizando dos cambios de
400 volimenes en amortiguador de fosfatos 5 mM-EDTA 0.1 mM (pH 7.8) durante 3 h (Igbal &
Whitney, 1991). Para determinar la actividad de la Mn-SOD, se siguié el mismo procedimiento
que para la SOD total, sélo que los homogeneizados de corteza y de médula tratados como se
menciond antes-se diluyeron con agua 1:50. Los datos se expresaron en U de SOD/mg de

proteina.

¢} SOD de cobre y zinc (Cu,Zn-SOD). La actividad de la Cu,Zn-SOD se obtuvo

restando la actividad de la Mn-SOD de la actividad de la SQOD total. Los resultados se

expresaron como U de SOD/mg de proteina.

5.8 Inmunoensayo “Western”

Se homogeneizaron 100 mg de corteza y deé médula en 300 ul de amortiguador de fosfatos
50 mM (pH 7.4) que contenia un céctel de antiproteasas (leupeptina 5 ug/ml, pepstatina 7
pg/ml y aprotonina 5 pg/ml) y EDTA 1 mM. Se midio el contenido de proteina en los
homogeneizados por el método de Lowry (Lowry et al., 1951) y se hicieron alicuotas con una
concentracion de 5 pg/ul para cada muestra.

Se prepararon dos geles de acrilamida en un soporte Mighty Smali™ SE 245 de Hoefer®
Pharmacia Biotech Inc. (San Francisco, CA) con el ge! de resolucién al 12% y el gel
concentrador ai 5% segun el método de Laemmii (Laemmli, 1970), los cuales se montaron en
una cdmara de efectroforesié Mighty Small™ SE 250 de Hoefer® Pharmacia Biotech Inc. (San
Francisco, CA). En tubos Eppendorf, se desnaturalizaron durante 1 min en agua hirviendo 6 pl
del homogeneizado (5 ug/ul) con 6 pl de una solucién desnaturalizante (Tris-HCI 50 mM
pH=6.8, ditiotreitol 100 mM, SDS al 2%, azul de bromofenol al 0.1% y glicerol at 10%). El
contenido de los tubos se colocd en cada unec de los pozos de los geles de acrilamida y se
corrid la electroforesis durante 2 h a 100 V. Uno de los geles se tifid durante 2 h con azd! de
Coomassie como control de la cantidad de proteina en cada uno de los pozos. Las proteinas
del otro gel se transfirieron durante 2 h a 400 mA a una membrana de nitrocelulosa de Hybond

ECL, Amersham, Life Science (Buckinghamshire, England) con una camara de transferencia
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Mighty Small™ TE 22 de Hoefer® Pharmacia Biotech Inc. (San Francisco, CA). Para comprobar
que la transferencia de proteinas fue completa, al final de ésta, el gel se tifé durante 2.h con
azul de Coomassie. Los geles tefiidos se destifieron con una solucién de metanol-agua en una

proporcidn 1:1 y acido acético. La ausencia de bandas indica una transferencia completa.

Para el inmunoensayo "Western”, se bloquearon las membranas con leche Sveltty al 5% en
fosfato de sodio dibasico 80 mM, fosféto de sodio monobasico 20 mM y NaCl 100 mM (PBS)‘
pH 7.5 durante 1 h, a temperatura ambiente y con agitacidon. Después se realizaron dos
lavados de 20 min con PBS y se incubaron las membranas con agitacién durante 1 h a
temperatura ambiente con los anticuerpos comerciales anti-Cu,Zn-SOD y anti-Mn-SOD.
Después de otros dos lavados de 20 min con PBS, se incubaron las membranas con el
anticuerpo secundario acoplado a la peroxidasa de rabano durante 1 h a temperatura
ambiente y con agitacién. Posteriormente, las membranas se lavaron dos veces mas con PBS
durante 20 min. Los anticuerpos unidos a fa membrana se observaron usando un sistema de
deteccion que emplea quimioluminiscencia.

Bajo estas condiciones, la intensidad de [as manchas fue lineal con concentraciones
crecientes de proteina (5-100 pg de proteina). La cantidad de proteina émpleada en ei ensayo
(30 pg) cae dentro de este intervalo.

l.os datos de densitometria se obtuvieron usando un analizador de imagenes Eagle Eye de
Stratagene. Este programa da los resultados en pixel (fotones captados) y los datos se

expresan como porcentaje tomando controles como 100%.

5.9 Contenido de la gentamicina en la corteza renal

La GM se midi® en homogeneizado de corteza renal con un inmunoensayo de
fluorescencia polarizada, empleando el sistema TDX-GM de los laboratorios Abbot (Abbott
Park, IL). Ei homogeneizado renal se diluydé en un amortiguador TDX para obtener
concentraciones entre 3 y 7 pg/mi. El porcentaje de recuperacién de la GM del homogeneizado
renal fue de 98.2 + 7.8%. El contenido de GM en la corteza renal se expresd como ug de
GM/mg de proteina.

Los resultados se interpolaron en una curva obtenida a partir de los siguientes estandares
de GM: 0.0, 0.5, 1.5, 3.0, 6.0 y 10.0 pg/ml.



30

6. Anéalisis estadistico

Los datos se presentan como la media + |a desviacién estandar. Los datos se analizaron
con el programa Prism 2.01 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) mediante ANOVA y mediante
comparaciones multiples de Bonferroni. Los datos obtenidos en el contenido renal de la GM y
de la histologia se analizaron estadisticamente mediante una prueba de la t de Student no

pareada. Un valor de P<0.05 se considerdestadisticamente significativo.



VIl. RESULTADOS

1. Peso corporal y volumen urinario

La figura 1A muestra que la GM y el ajo no tuvieron un efecto sobre el peso corporal de las
ratas, ya que este no cambi¢ estadisticamente con respecto a los controles. El dia 7 del
tratamiento la GM indujo L}n incremento significativo en el volumen urinario (15.6 £ 6.1)
comparado con e! grupo control (5.6 + 3.8). El ajo no evitd este incremento ya que el volumen

urinario en el grupo GM+A fue de 19.6 = 5.6 (Figura 18B).
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Figura 1. Efecto del ajo y de ia GM sobre (A) el peso corporal y (B) el volumen urinari'o, n=7-8
para cada punto. a = P<0.001; b = P<0.01

2. Alteraciones tubulares

2.1 Excrecion de la NAG y de la proteina en orina

En las figuras 2 A y B se observa que el tratamiento con GM indujo un incremento
significativo en la excrecidn urinaria de NAG y de la proteina a partir del dia 3 de tratamiento;

en el dia 7 se observé el mayor incrementio de casi 10 veces para la NAG y de 5 veces para la
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proteina. El ajo previno parciaimente el incremento en la excrecion urinaria de fa NAG y de la

proteina (grupo GM+A).
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Figura 2. Efecto del ajo y de la GM sobre la excrecion urinaria de (A} NAG y (B) proteina en
_ orina. n=6-8 para cada punto. a = P<0.001

. 2.2 Analisis histoldgico

En la figura 3 se observa que las ratas tratadas con GM muestran inflamacion,
vacuolizacion y necrosis en las células epiteliales del tibulo proximal (Figura 3 B) comparadas
con ias ratas del grupo control (Figura 3 A). En las ratas alimentadas con ajo, el dafio tubular
inducido por la GM disminuyé significativamente (Figura 3 C). No se observaron alteraciones

histoldgicas en los tabulos proximales de las ratas alimentadas con ajo (Datos no mostrados).



Figura 3. Microscopia de luz de los cortes de la corteza renal de (A) las ratas control (CT), (B)
las ratas tratadas con GM por 6 dias {GM) y (C) las ratas tratadas con GM y alimentadas con
ajo (GM+A). En la figura B la necrosis se indica con flechas y la descamacion de las células
epiteliales del tubulo proximal con cabezas de flecha.

H&E. (A) y (B} 100x; (C) 200x.

En la figura 4 se puede observar que las ratas tratadas con GM presentan un mayor
porcentaje de area tubular dafada (78.2 £ 11.3) comparada con el area tubular danada en las
ratas tratadas con GM y alimentadas con ajo (33.5 + 14).
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Figura 4. Efecto del ajo sobre el dario histologico inducido en la nefrotoxicidad por GM a los 7
dias. El niUmero de datos para cada grupo se indica dentro de las barras.



3. Alteraciones glomerulares

3.1 Creatinina sérica y depuracion de la creatinina

La nefrotoxicidad inducida por la GM se hizo evidente por el incremento de 2.5 veces de la
creatinina en el plasma sanguinec de las ratas tratadas con el antibidtico durante 6 dias,
comparadas con los controles (CT. 0.4 + 0.09 y GM: 0.97 + 0.28; Figura 5 A): El aumento en
los niveles de creatinina en el plasma sanguineo es consecuencia de la disminuciéon en la
depuracion de creatinina, ya que en las ratas tratadas con GM la depuracion disminuyé a 0.22
+ 0.08 comparada con la de las ratas control de 0.49 £ 0.13 (Figura 5 B). En las ratas tratadas
con GM y alimentadas con ajo (GM+A)}, el efecto sobre el nivel de creatinina sérica se previno
parcialmente, mientras que en la depuracién de creatinina se previno totaimente, a pesar de

que se observa una disminucién que estadisticamente no es diferente (Figura 5 A y B).
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Figura 5. Efecto del ajo sobre la nefrotoxicidad inducida por la GM a los 7 dias. (A) Creatinina
en el plasma sanguineo y (B) Depuracion de la creatinina. El nimero de datos para cada
grupo se indica dentro de las barras. a = P<0.001; b = P<0.01; ¢ = P<0.05

3.2 Nitrégeno de urea (BUN)

En la figura 6 se observa que la GM incrementd 3.5 veces el nivel del BUN en el plasma
sanguineo de las ratas tratadas con el antibidtico durante 6 dias, comparadas con los
controles (CT: 16.7 £ 1.6 y GM: 57.8 + 26.5). El tratamiento con ajo (GM+A), previno
parcialmente el incremento encontrado en las ratas tratadas con GM (GM+A: 35.8 + 11.4).,
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Figura 6. Efecto de la GM y del ajo sobre la concentracion plasmatica del nitrégeno de la urea
en el dia 7. El nimero de datos para cada grupo se indica dentro de las barras. a = P<0.001; b
= P<0.05

4. Lipoperoxidacién

En la figura 7 se observa un aumento de 4 veces en la lipoperoxidacion en las ratas
tratadas con GM (1.33 + 0.3) comparada con las ratas control (0.34 * 0.08). También se
observa un efecto protector del ajo, sobre la produccidon de productos finales de
lipoperoxidacién ya que en el grupo de GM+A el contenido de MDA y de 4-HNE fue muy

similar al delf grupo control y a la del grupo con ajo.
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Figura 7. Efecto del ajo sobre el contenido de MDA y de 4-HNE en la corteza renal de las ratas
tratadas con GM el dia 7. El numero de datos para cada grupo se indica dentro de las barras.
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5. Actividad de la superéxido dismutasa {(SOD)

5.1 En corteza

El tratamiento durante 6 con GM disminuyo la actividad de la SOD total en la corteza renal,
de 18.8 £ 0.7 a 14.2 + 0.3 (Figura 8 A). Esta disminucion se debe a la actividad de la Mn-SOD,
que baja de 6.3 £ 0.5 a 1.7 £ 0.2 (Figura 8 B), ya que la actividad de la Cu,Zn-SOD fue muy
similar en los cuatro grupos estudiados (Figura 8 C). El ajo bloque¢ la ‘disminucion en la
actividad de la SOD total (18.7 + 0.9) debido a que bloqued la disminucién en la actividad de la
Mn-SOD (5.8 £ 0.4) (Figura 8 A y B).
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a = P<0.001
Figura 8. Efecto del ajo sobre la actividad de (A) la SOD totai, (B) ta Mn-SOD vy (C) la Cu,Zn-

SOD en la corteza de las ratas tratadas con GM durante 6 dias. El nimero de datos para cada
grupo se indica dentro de las barras
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5.2 En médula _
En la figura 9 se observa que la actividad de la SOD total fue muy similar en l; médula
renal de los cuatro grupos estudiados (Figura 9 A), debido a que las actividades de la Mn-SOD

y de la Cu,Zn-SOD no cambiaron en los cuatro grupos estudiados (Figura 9 B y C).
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Figura 9. Efecto del ajo sobre la actividad de (A) la SOD total, (B) la Mn-SOD y (C) la Cu,Zn-
S0D en la médula de las ratas tratadas con GM durante & dias. El numero de datos para cada
grupoe se indica dentro de las barras.
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6. Inmunoensayo “Western” de la Mn-SOD vy [a Cu,Zn-SOD
6.1 En corteza

La GM y el ajo no modificaron la cantidad de la Mn-SOD y la Cu,Zn-SOD detectada
inmunologicamente en la corteza renal en ninguno de los grupos estudiados (Figura 10).

Mn-SOD ' Cu,Zn-SOD
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Figura 10, Efecto de la GM y del ajo sobre la cantidad de proteina de la Mn-SOD y la Cu,Zn-
SOD detectada inmunolégicamente en la corteza renal. El nimero de datos para cada grupo
se indica dentro de las barras.

- 6,2 En médula

La GM y el ajo no modificaron fa cantidad de la Mn-SOD y la Cu,Zn-SOD en médula renal
en ninguno de los grupos estudiados (Figura 11).

Mn-SOD . Cu,Zn-S0OD
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Figura 11. Efecto de la GM y del ajo sobre la cantidad de proteina de la Mn-SOD y la Cu,Zn-
SOD detectada inmunoclégicamente en la médula renal. El nimero de datos para cada grupo
se indica dentro de las barras.
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7. Contenido de gentamicina en la corteza renal

En la figura 12 se muestra que el tratamiento con ajo no tuvo efecto sobre el contenido
renal de la GM, ya que el contenido de este antibidtico en el grupo tratado con ajo (GM+A:
3.73 = 0.32) fue muy similar al éncontrado en el grupo tratado con el antibidtico solo (GM: 4.5
+0.7).
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Figura 12. Efecto del ajo sobre la concentracién de la GM en la corteza renal. El nimero de
datos para cada grupo se indica dentro de las barras.
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VIil. DISCUSION

La gentamicina (GM) se utiliza ampliamente en el tratamiento de infecciones causadas por

bacterias gramnegativas (Ali, 1995). Sin embargo, su efecto nefrotdxico complica el manejo de
los pacientes hospitalizadoé, lo que implica un problema clinico serio y representa una carga
econdmica grande (Eisenberg et al., 1987). A pesar de esto, los aminoglicosidos siguen siendo
muy utifizados quiza por su bajo costo y su amplio espectro bactericida. Por lo tanto,‘su valor
terapéutico aumentaria si se lograra disminuir su nefrotoxicidad. El mecanismo por el cual se
induce la insuficiencia renal no ‘esta claro; sin embargo, existen evidencias que apoyan la
pafticipacién de las EROs (Walker & Shah, 1988). Debido a esto y dadas las propiedades
antioxidantes del polvo de ajo (Rietz et al., 1993; Granados-Silvestre et al., 1999) asi como, a
su capacidad de modular los niveles de enzimas antioxidantes (Wei & Lau, 1998) exploramos
su efecto sobre la nefrotoxicidad inducida por la GM y sobre los niveles de las enzimas
antioxidantes Mn-SOD y Cu,Zn-SOD.

La participacion de las ERQOs como un mecanismo de induccion de la nefrotoxicidad por la
GM se midi® como contenido de malondialdehido y 4-hidroxinonenal. En este trabajo,
encontramos un aumento en la lipoperoxidacién en ia corteza renal de las ratas tratadas con
GM, lo que concuerda con lo encontrado por otros autores (Ramasammiy ef al., 1987; 1986;
1985; Nakajima et al., 1994, Walker & Shah, 1988; Fauc'onneaﬁ et al., 1995). El a_umento enia
lipoperoxidacion esta asociado con un aumento en la produccién de las EROs. Se sabe que la
GM, in vitro aumenta la generacién de las EROs en la mitocondria renal (Walker & Shah, 1987;
Yang et al., 1995; Shah & Walker, 1992) y la lipoperoxidacién in vivo en la corteza renal de las
ratas tratadas con este antibiético (Guidet & Shah, 1989). '

El ajo evitd el incremento de la. lipoperoxidacién en la corteza renal de ratas tratadas con
GM, lo cual se puede deber a que previene la disminucién en la actividad de la Mn-SOD, a sus
propiedades antioxidantes (Granados-Silvestre ef al., 1999, Augusti & Sheela, 1996; Torok et
al., 1989; Ide et al., 1996; Wei & Lau, 1998) o a que disminuye la produccion de EROs en la
mitocondria renal. Lo anterior confirma los hallazgos encontrados in vitro, ya que se ha

demostrado que el ajo puede prevenir la lipoperoxidacién (Horie et al., 1989; imai et al., 1994,
Prasad et al., 1996; Ide ef a/., 1996).

A pesar de que en este trabajo no se midid la produccién de las EROs, podemos especular

que el aumento en la lipoperoxidacion se debe a un desbalance oxidante-antioxidante, ya sea
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por un aumento de las EROs o bien por una disminucién en los mecanismos de defensa
antioxidante. Sin embargo, es necesario realizar experimentos que muestren gue la formacion

de EROs precede a la disminucion en la actividad de la Mn-SOD y de la lipoperoxidacion.

El papel de las enzimas antioxidantes, Mn-SOD y Cu,Zn-SOD, se evalud en este modeio de
insuficiencia renal inducida por GM. En la corteza rena! se observd una disminucion en la
actividad de la Mn-SOD sin cambio en ta cantidad de proteina, mientras que la actividad y Ia
cantidad de proteina de la Cu,Zn-SOD no cambiaron en las ratas tratadas con GM. Por otro
lado, se encontré que la actividad y la cantidad de proteina de la Mn-SOD y de la Cu,Zn-SOD
en la médula renal no cambid en ninguno de los grupos. Lo anterior es consistente con el
hecho de que la GM se acumula en las células del tubulo proximai, que se encuentran en la
corteza renal. La disminucion de la Mn-SOD en la corteza renal se puede deber a la presencia
de las EROs, como lo indica el incremento en fa lipoperoxidacion. Las EROs pueden causar
inactivacion de las proteinas a nivel de los aminoacidos susceptibles (Tyr, FPhe, Trp,- His, Met y
Cis) (Stadtman, 1990). Ademas, la Mn-SOD puede ser inactivada por el peroxinitrito, un
radical libre que se forma de la reaccion entre el anién superdxido y el oxido nitrico (MacMillan-
.Crow & Thompson, 1999). El peroxinitrito es un oxidante potente que, cuando se protona, se
puede disociar para formar el radical hidroxilo y el didxido de nitrégeno, ambos oxidantes
potentes (Oury ef al., 1996). Por otro lado, |la disminucién en la actividad de ta Mn-SOD y no en
la actividad de la Cu,Zn-SOD se puede deber a un incremento eh la produccion de EROs en la
mitocondria, ya que la GM induce alteraciones morfologicas y funcionales en las mitocondrias
de la corteza renal, antes de que ocurra la muerte celular (Simmons et al., 1980). Dichas
alteraciones comprenden la respiracién mitocondrial (Weinberg. & Humes, 1980) que podria
incrementar la produccién del anién superéxido y si existe SOD en el medio la del peréxido de
hidrogeno (Saalin, 1991). Estos hallazgos indican que la GM podria incrementar la produccion
de EROs en las mitocondrias de la corteza renal, similar a lo que ocurre in. vitro donde la GM
incremenfa la preduccion de éstas, las cuales podrian ser las responsables de |a inactivacion
de la Mn-SOD.(Walker & Shah, 1987; Yang ef al., 1995; Shah & Walker, 1992).

El efecto protector del polvo de ajo puede asociarse a sus propiedades antioxidantes
(Granados-Silvestre et al., 1999) lo cual puede proteger a la Mn-SOD de la inactivacién por las
EROs.

La nefrotoxicidad inducida por la GM causa alteraciones tubulares como un incremento en

la excrecién urinaria de la NAG y de proteinas, asi mismo produce necrosis del tibulo proximal
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(Patel ef al., 1975; Wellwood et al., 1976b) y alteraciones en la funcion glomerular (Baylis et
al., 1977).

Alteracion de la funcion del tabulo proximal

La administraciéon de GM por 6 dias increment6 significativamente la excrecion urinaria de
la NAG vy de las proteinas totales a bartir del dia 3, observandose el mayor incremento en el
dia 7. El tratamiento con ajo disminuyd significativamente el incremente en la excrecién
urinaria de la NAG y de las proteinas, asi como de la lipoperoxidacién, sin modificar el
contenido renal de GM. Ei efecto protector del ajo sugiere que las EROs pueden estar
involucradas en las alteraciones tubulares inducidas por este antibidtico, ya que el ajo puede
atrapar EROs (Térék ef al., 1994; |de et a/., 1996) y disminuir la produccién renal in vivo de
H,0, (Granados-Silvestre et.al., 1999). Ademas puede estar asociado con el hecho de que el
ajo evitd la disminucion de la actividad de la Mn-SOD en la corteza renal, 1o cual es consistente
co.n otros estudios en donde se ha observado que la administracion exdgena de la SOD (8000
U/Kg) disminuye la nefrotoxicidad inducida por la GM (Ali & Bashir, 1996} lo que sugiere una
participacion del anién superdxido. Por el contrario Nakajima et al. (1994) encontraron que la
administracion exégena de la SOD no disminuye ni la excrecién urinaria de la NAG ni el dafio
tubutar, pero si el dafio glomerular. Por otro lado, el incremento en la excrecion urinaria de la
NAG y de las proteinas, puede estar asociado con la necrosis de las células del tibulo
proximal (L.aurent & Tulkens, 1987) por la acumulacion de fosfolipidos lo que interfiriere con la
funcion normal de los lisosomas (Silverblatt & Kuehn, 1979). También se ha visto que la GM
interfiere con los procesos de fusion vacuola-lisosomas, con la degradacién enzimatica de las
proteinas reabsorbidas por las células tubulares (Cojocel et al., 1983) y con el reciclaje de
membranas (Lauren ef al., 1990), procesos que, segun Laurent & Tulkens (1987), podrian ser
el primer paso en una serie de eventos que lleven a la necrosis tubular. De esta manera, la
muerte celular, causada por la acumulacion de los fosfolipidos, la alteracién de los procesos
de fusién vacuola-lisosomas y el reciclaje de las membranas podrian también ser factores
involucrados en la alteracién de la excrecion urinaria de la NAG y de las proteinas. Sin
embargo, no se sabe cual es |la conexién entre la fosfolipidosis y la produccion de EROs. El
efecto protector del ajo puede asociarse con la atenuacién del dafio tubular inducido por la
GM, como lo demuestran los datos histolégicos obtenidos, en los que se observa que las ratas

tratadas con GM y alimentadas con ajo muestran un menor dafio histolégico.
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Alteracion de la funcion del glomérulo

El tratamiento con ajo previno el incremento en los niveles de la creatinina y del BUN en el
plasma sanguineo de las ratas tratadas con GM, asi como la disminucion en la depuracion de
la creatinina, parametros que han sido empleados como marcadores de la disfuncion renal
glomerular (Schor et al., 1981). El incremento en los niveles de la creatinina y del BUN en
plasma sanguineo, asi como la disminucién en la depuracién de creatinina puede asociarse
con la produccion de EROs, ya que estas pueden inducir disminucion en la velocidad de
filtracion glomeruiar (GFR). Duque ef al. (1992), encontraron que las EROs y en particular el
H.O» induce contraccion de las células mesangiales (células presentes en el glomérulo y que
se encargan de la contraccion del mismo), o cual modifica la superficie de filtracion y
consecuentemente el coeficiente de ultrafiltracién capilar glomerular (Ky) y por tanto la GFR. El
factor activador de plaquetas (PAF), un vasoconstrictor, podria ser un mediador secundario de
la re'spuesta celular al H,O,, ya que el H,O; estimula la sintesis de PAF en cultivos de células
mesangiales (Duque ef al., 1992). Ademas, se ha demostrado que las EROs liberadas por los
polimorfonucleares disminuyen el Ks y ia GFR e incrementan la resistencia arteriolar, lo cual se
previene por la administracion exdgena de catalasa, lo que sugiere un papei del HO; en la
modulacion de estos parametros (Yoshioka ef al., 1989). Por otro lado, al disminuir la actividad
de la Mn-SOD en la corteza renal de las ratas tratadas con GM se aumenta la concentracion
dé anion superoxido, que puede reaccionar rapidamente con el déxido nitrico (NO, un'
vasodilatador) inactivandolo, lo que conduciria a8 una disminucion de la GFR (Rivas-Cabafiero
et al., 1997). La GM estimula la sintesis del NO y las ratas que reciben GM + N-nitro-L-
arginina metil ester (L-NAME), un analogc de la L-arginina que inhibe la producciéri de NO,
presentan mayor deterioro de la funcién 'renal que el observado en las ratas tratadas
unicamente con GM. Lo anterior sugiere que ia sintesis de 6xido nitrico se incrementa para
proteger at rifidn del dafio inducido por la GM (Rivas-Cabafiero et al., 1995).

Otros factores que pueden estar involucrados en la disminucion de la GFR son: 1) la GM
per se induce una disminucién del area superficial en las células mesangiales en cultivo efecto
considerado por muchos autores como una contraccion de estas células (Rivas-Cabafierc et
al., 1997). Dicho efecto puede deberse a que la GM estimula la produccion del PAF, que es un
vasoconstrictor gue causaria una disminucion del K; y de ia GFR (Rodriguez-Barbero ef al.,
1995), sin embargo, et mecanismo por el cual la GM induce la sintesis de PAF adn no se
conoce y 2) la GM inhibe la proteina de membrana fosfolipasa A,, una enzima que es la

responsable de la produccion del acido araquidonico, precursor de la prostaglandina E,, que
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es un vasodilatador. Se cree que la disminucidon de esta prosfaglandina pudiera ser una causa
de la disminucion de GFR (Laurent & Tulkens, 1987). Estos hallazgos indican que la GM, a
pesar de que no se acumula en el glomérulo, ejerce efectos sobre las células mesangiales sin
broducir cambios morfologicos en elias, posiblemente a través de un mecanismo gue involucra
la participacién de EROs.

El efecto protector del ajo sobre estos parémetros puede deberse a sus propiedades
antioxidantes. Ademas, el ajo podria proteger a través de mecanismos alternos, ya que se ha
descrito que el ajo (Rietz et al., 1993) y algunos dipéptidos aislados y caracterizados en el
extracto acuoso del mismo (Suetsuna, 1998) inhiben a la ECA, la cual es importante en |a
regulacién de la presioén arterial, ya gue origina el octapébtido angiotensina |, el cual es un
potente vasaoconstrictor que induce disminucion del GFR. Por otro lado, hay evidencias de que
el ajo estimula la sintasa de éxido nitrico (SON) in vitro e in vivo. LLos extractos etandlicos de
ajo activan a la SON, enzima encargada de producir el NO (Das et al., 1995a; 1995b, Das et
al., 1996). También existen evidencias de la activacion de la SON /n vivo, ya que la excrecidn
urinaria de los nitratos y los nitritos, un indice de la actividad de SON, aumenta en la ratas
tratadas con una dieta al 2 % de éjo (Pedraza-Chaverri et al, 1998). La prevencion en la
disminucion de la actividad de la Mn-SOD es importante ya que aumentaria la vida media del
NQ, lo que se reflejaria en la prevencion de la disminucion de la GFR. Estas razones pudieran
explicar, en parte, el posible efecto del ajo sobre la GFR y con elio explicar el efecto de esta

sobre la concentracién del BUN y la creatinina en el plasma sanguineo, asi como sobre la
depuracion de la creatinina.

No se observd efecto de la GM sobre el peso corporal. En cambio, el volumen urinario
aumentd significativamente en el dia 7 de tratamiento con GM, mientras que el ajo no evitd
este incremento. El incremento observado con la GM, se puede deber a qué ésta causa
necrosis de las células del tubulo proximal, que se encargan de la reabsorcion de iones como
el sodio, el cual, por gradiente osmético, arrastra agua y concentra la orina. Ademas, ‘se ha
visto que la GM disminuye en un 45% la actividad de a ATPasa Na'/K' (enzima presente en
las células tubulares proximales) en homogeneizados renales de las ratas tratadas con el
antibiético (Williams ef al., 1984), lo que repercute en la reabsorcién de estos iones y conduce

a un incremento del volumen urinario.
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'IX. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que el suplemento del polvo de ajo a la dieta disminuye la
nefrotoxicidad inducida por la GM, previniendo el incremento en la lipoperoxidacion y
evitando la inactivacién de ta Mn-SOD, la cual puede ser secundaria a la produccion de

las EROs. El efecto protector del ajo puede deberse a sus propiedades antioxidantes.

Seria importante identificar los compuestos antioxidantes del poivo de ajo, para su
futura aplicaciéon con fines terapéuticos. Asi mismo, seria conveniente estudiar las

propiedades terapéuticas del ajo completo en pacientes tratados con GM.
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