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i, RESUMEN

Antecedentes

La gentamicina (GM) cs un antibidtico extremadamente eficaz y ¢s ampliamente utilizado, principalmente
contra bacterias gram-negativas, on particular contra fos gérmencs de fuente entérica (enterobactenas). Sin
embargo, uno de los efectos secundanos del uso de este medicamento cs la nefrotoxicidad. Se ha estimade que
aproximadamente ¢l 20% de los pacientes tratados con GM, después de 7 dias muestran sefales de
tnsuficiencia renal aguda, lo cual limita ¢f uso de este antibidtico.
Planteamiento del problema
La GM cs utilizada ¢n gran medida, debido a Ia larga expericncia cn su uso, a su bajo costo, a que desarroila
poca resistencta, a su rapida cfectividad, asi como el hecho de que se conoce muy bien su farmacologia,
toxicidad y propredades terapéuticas, por lo que, st se encontrara la forma de ehmunar o dismunuir la
ncfrotoxicrdad, la unlidad clinica de este antibiético aumentaria.
A pesar de que no s¢ conoce ¢l mecanismo exacto por el cual la GM induce nufrotoxicidad, se ha postulado que
las espectes reactivas de oxigeno (ERO) estan implicadas en el dafio renal que produce.
Por otro lado, s¢ ha demostrado que ¢l ajo posec propiedades antioxidantes, por lo que podria modular la
expresion du algunas enzimas antioxidantes, ademas de que ticne un costo bajo ¥ su uso esta muy extendido.
Por lo tanto, resulta muy atractivo cstudiar el efveto protector del ajo en este modelo de nefrotoxicidad, ya que
la informacién que cste trabajo genere puede ser atil para intentar desarrollar estrategias que reduzcan o
prevengan la nefrotoxicidad inducida por la GM
Objetivos
En cste trabajo sc planted determinar si la GM produce altcraciones en la expresion renmal de las enzimas
catalasa, glutation peroxidasa citosolica y glutation peroxidasa plasmatica e investigar si la alimentacion con
ajo tiene cfecto protector sobre la nefrotoxicidad por GM y si csta alimentacion altera la expresion de las
cnzimas antioxidantes antes mencionadas.
Métodos

El trabajo sc realizoé en ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 150-200 g de peso, que se
dividieron en 4 grupos dc 8 ratas cada uno: control (CT), gentamicina (GM), contro! alimento con ajo (A) v
gentamicina alimentado con ajo {(GM+A). La GM sc administro cada 12 horas durante 6 dias subcutancamente
en una dosis de 75 mg/Kg. Los animales se colocaron en jaulas metabolicas y se recolectd la onna de 24 horas
cada tercer dia para medir la excrecion de proteinas totales y la actividad de la enzima N-acetil-p-D-
glucosamimdasa. Ademas, en la orina y en cl plasma que se recolectaron el dia del sacrificio (dia 7). se mudié
la concentracidn de creatinma y de sodio para calcular o indice de la rcabsorcion tubular de agua, la

depuracion du creatining y la fraccion excrctada de sodio En ¢l plasma, también se determund mitrdgeno de



urca (BUN) y la actividad de plGSH-Px Los rifioncs sc dividieron en médula y cortcza para determinar en
ambas porcioncs la actividad, la cantidad de protcina y fos miveles de ARNm de CAT y la actividad de ¢GSH-
Px. Paralelamente, sc midio Ia lipoperoxidacidn en la corteza renal, un marcador de estrés oxtdative Ademas
¢n la corteza renal sc realizaron estudios histolégicos y s¢ determiné la concentracion de GM.

Resultados

La GM provocs alteraciones a nivel tubular (aumento de la excrecion urinaria de proteinas y de NAG, dafio
histolégico v dismtnucion en la actividad de la plGSH-Px en plasma) y giomerular (aumcnto de creatinina v
nitrdgeno de urea en plasma, y disminucion en la depuracién dv creatimna). La GM también aumentd la
lipoperoxidacion en [a corteza renal. El ajo disminuyo el dafio tubular, glomerular y la lipoperoxidacion
causado por la GM, sin que disminuyera la concentracion del antibiotico en la corteza renal. También la
actividad de la enzima cGSH-Px cn corteza renal disminuyé en el grupo GM y ci ajo previno esta disminucion
La actvidad de pIGSH-Px  disminuyd en el grupo tratado con GM y ¢l ajo prevind parcialmente esta
disminucion La GM disminuyé la actividad, la cantidad y los mveles de ARNm de CAT en la corteza rena!
Les grupos A y GM+A tuvicron ¢l mismo comportamicnto, la actividad y la cantidad de CAT disminuyeron co
corteza renal, pero los niveles de ARNm no cambiaron. En cuanto a las mediciones realizadas en médula, se
observé que los grupos GM, A y GM+A tuvieron el mismo comportamiento, la actividad y la cantidad de CAT
disminuyd, pero 1o los niveles de ARNm.

Conclusiones

La GM altero la expresion de Ias enzimas antioxidantes estudiadas tanto en la corteza como en la médula renal.
La alimentacton con ajo tuvo efecto protector, el cual se asocié con la prevenciéon del incremento en la

lipoperoxidacion y dc la disminucion de la actividad de cGSH-Px en la corteza renal.



n ABREVIATURAS

A Grupo alimentado con ajo al 2%

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc Acido desoxirribonucleico complementario
ARN Acido ribonucieico

ARNm Acido ribontucleico mensajero

ATZ 3 amino-1,2,4 triazol

BUN Nitrégeno de urea en plasma

CAT Catalasa

CT Grupo control

cGSH-Px Glutatidn peroxidasa citosflica

CuznSOD Superéxido dismutasa que contienc cobre y zinc
DAS Dialil sulfuro

DE Desviacion estandar

DEPC Dictilpirocarbonato

EC-SQD Superaxido dismutasa extracelular

EDTA Etilendinitrifotetracctato disddico

ERO Especies reactivas de oxigeno

GFR Indice de filtracion glomerular

gIGSH-Px Glutatién peroxidasa gastrointestinal

oM Gentamicina y/o grupo tratado cont gentamicina
GM+A Grupo tratado con gentamicina y alimentado con aje
GSH Glutamil cisteinil glicina (glutation reducido)
GSH-Px Glutation peroxidasa

H,0, Perdxido de hidrogeno

4-HNE 4-hidroxi-2-(E)-nonenal

HRP Peroxidasa de rdbano

RA Insuficiencia renal aguda

Kf Cocficiente de ultrafiltracién capilar glomerular
MDA Malondialdehido

MnSOD Superdxido dismutasa quc conticne manganeso
MOPS Acido propanesulfénico 3-N-Morfolino

NADH Nicotinamida adenina dinuclcdtido

NADPH Nicotinarnida adenina dinucleotido fosfato
NAG N-acetil-1-D-glucosaminidasa

0, Anibn superdxido

'y Singulcte de oxipgeno

OH Radical hidroxilo

PAF Factor activador de plaquctas

PBS Amertiguador salino de fosfatos

PHGSH-Px Glutation peroxidasa de fosfolipidos

plGSH-Px Glutation peroxidasa plasmdtica

Qa Flujo plasmatico glomerular inicial

r.p.m Revoluciones por minuto

RT-PCR Transcriptasa reversa-reaccion en cadena de la polimerasa
SDS Lauril sulfato de sodio

Se Selenio

S0D Superéxido disgutasa

TBARS Sustancias que reaccionan con el dcido tiobarbitiinico
TCA Acido tricloroacstico

uv Luz vltra violcta



* EFECTQ DEL AJO SOBRE LA NEFROTOXICIDAD POR GENTAMICINA: PAPEL DE LAS
ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES *

I. INTRODUCCIGN

A pesar de que ¢l oxigeno cs indispensable para la vida acrobica, es téxico a altas concentraciones Algunas
cvidencias de toxicidad del oxigeno son las siguientes' la respiracton de O; al 100% cs letal para fa rata cn
menos de 72 horas. los scres humanos recién nacidos sometidos a oxigenoterapia prolongada sufren lesioncs
retintanas y pulmonares; y ¢ los sindromes de isquemia/reperfusion (infarto de miocardio, choque circulatorio
y trasplante de drganos) el daiio tisular sc extiends y agrava precisamente durante la reperfission (1-3) Estos
datos han llevado a la conclusion de que fa toxicidad del oxigeno y dc sus derivados juega un papel pnmordial
en algunas lesiones tisulares y celulares.
La mayor parte def oxigeno utilizado por los organismos aerobios cs reducido a agua por la accion del

complejo citocromo oxidasa (citocromo aa3) de la cadena respiratoria mitocondrial, segin [a siguiente reaccion

global:
0; + 4H' + 4e- ——— 2H,0 )
Esta reduccién tambicn puede llevarse a cabo en cuatro pasos univalentcs.
e- e+ 2H' e-+H' c-+ H
0s e Osa- -+ H,0, » OH »H,O0  (2)

(anion superéxido)  (peroxido de hidrdgeno) (radical hidroxilo)
Estos intermediartos quedan unidos al sitio activo de la citocromo oxidasa y no se difunden al resto de la
cétula. Estos dervados del oxigeno o uspecies reactivas de oxigeno (ERQ) se forman por la reduccion
mcompleta del oxigeno molecular. Una de las exigencias de la acrobiosis cs contar con una bateria de

moléculas y enzimas que atrapen o metabolicen las especics reactivas de oxigeno: anion superéxido (0.},

peroxido de hidrdgeno (H;05), radical hidroxilo (OH') y singulete de oxigeno ('0,") (4).

1.1. PRODUCCION BIOLOGICA DE LAS ERO
LL.A. Ani6n superéxido. Cuando una molécula de oxigeno acepta un electrén, se convierte en un radical con
carga negativa, o sea ¢l amédn superédxido.

Una pequena proporcidn de O, utiizado en la respiracion mitocondrial, escapa como superoxido (! a 2%
del O, consunido). Quiza la fuente mas importante de radicales superoxido 1m vivo cs la descarga respiratoria
(aumento subito det consumo de oxigeno) de las células fagocitanias activadas por contacto con particulas

extrafias. En la membrana citoplasmica de estas células sc encuentra un compleje enzimatico denominado

NADPH oxidasa que cataliza la siguiente reaccién



NADPH oxidasa

20, + NADPH + » 20, + NADP™ +2H’ )]

La cnzima superéxido dismutasa en of citoplasma del fagocito, cataltza la siguiente reaccion

Superdxido dismutasa

20,7 + 2H » 0, + H;0, 4

Los fagocitos conticren también una micloperoxidasa, que utiliza ol poder oxidativo del peroxido de hidrogeno
(H.0;) para transformar los halogenuros, segin las siguicntes reacciones.

Mieloperoxidasa

H.0, +CI° » OCI" H,0 5}

ocr + H,0, »ClU+HO0+'0) (6)

Como puede verse en las reacciones 3 v 6, ¢l aumento del consumo de oxigeno en la descarga respiratoria de
los fagocitos cstd destinado a producir una gran cantidad de mctabolitos del oxigeno, como el anidn
superdxado, el peroxido de hidrégeno y el singulcte de oxigeno, que ticnen poder bactencida, aun cuando no

todos scan propiamente radicales (4)

[.1.B. Radical hidroxilo. Se forma al estar presentes el radical amon superdxido y el peréxido de hidrégeno en
un medio bioldgico que contiene hierro. Es un oxidante cn extremo reactivo que inferaceiona con casi todas las
moléculas que s¢ encucntran en los organismos

El perdxido de ludrogeno formado en la reaceién 4, a pesar de no ser cn si un radical, tiene una importancia

vital, ya que en presencia de los metales de transicion Cu' o Fe™* da lugar a la reaccion de Fenton.

H,0, + Fe* » F¢' + OH + OH’ N

con la produccién del radical ndroxilo (OH').
Por otro lado, el anién superdxido aumenta la produceion de Fe™', y por lo tanto. la reaccién de Fenton. por
medio de la siguiente reaceron

Fe¥™ + 0, > Fc® + 0, 8

El conjunto de las reacciones dcscritas, o sca la dismutacion del radical anion superdxido (0, ) que produce

peroxido de hidrégeno {H204), ¢l cual a su vez, sc descompone en ¢l radical hidroxilo (OH") con intervencion
del Fe™* v la regeneracidn de este tiltimo por medio del anidn superoxido, constituye ¢l ciclo de Haber-Weiss

{reaccion 9)



Fe''t Fev
0;" + Hy0y o3 O + OH + OH 9
La cocxistencia del anion superdxido y de peroxido de hidrogeno, en un medio bicldgico que
inevitablemunte contiene hierro, es muy peligrosa, ya que ol radical hidrexilo (OH') formado, es un oxidante en

extremo reactivo que interacciona con casi todas las moléculas que sc encuentran ca los organmismos, a

velocidades solo mitadas por su difuston (4)

L.1.C. Singufete de cxigeno. Como el singulete de oxigeno ('0;) no ticne clectroncs desaparcados, no
constituye realmente un radical libre de O, pero por su gran reactividad e intervencion cn muchas reacciones
en las que participa ¢l oxigeno molecular, se incluye aqui Sc forma, sobre todo, cuando algunos pigmentos
biologicos se ilurunan en presencia de oxigeno. por cjemplo, clorofila, retinal, flavinas y porfirinas. Tienc una
gran capacidad oxidante frente a muchas moléculas bioldgicas, sobre todo lipidos de las membranas. Ademas,
twnde a formarse en grandes cantidades cn tujidos y rganos sometidos a radiaciones ionizantes terapéuticas

4

1.2. DEFENSAS BIOLOGICAS CONTRA LAS ERC
Cuando los sistemas productores de cspecies reactivas de oxigeno sobrepasan la capacidad neutralizante de
los sistemas de defunsa, sobreviene la enfermedad local o generalizada.

Estas defcnsas consisten primeramente en evitar la reduccion univalente del oxigeno mediante sistemas
cnzimaticos capaces de efectuar la reduccién tetravalente consecutiva sin liberar los intermedianios Esto lo
logra con una pran cficiencia el sistema citocromo-oxidasa, ¢l cual reduce mas del 0% del oxigeno ca ¢l
organismo humano

En segundo fugar ¢stan algunas cnzimas especializadas: superdxido dismutasas (SOD), catalasa (CAT) y

glutation peroxidasas (GSH-Px) (Figura 1)

[.2.A. Superdxido dismutasa (SOD).

Las isomorfas de SOD son metaloenzimas que catalizan la dismutacién det 1on superdxido para producir
oxigeno molecular y perdxido de udrdgeno segun la reaccion 4.

Se¢ han identificado tres 1somorfas de SOD: la que conticne Cu y Zn (CuZnSOD) quc sc localiza
principalmente cn citoplasma y en ¢l cspacie intermembranal en mitocondria, la SOD que contienc Mn
{MnSOD} que sc localiza principalmente en mitocondria y la 1somorfa homotetramérica extracelular (EC-

SOD}) (5) que conucne cuatro dtomos de cobre y posiblemente 4 tomos de zinc, con un peso molecular de



aproximadamente 135 kDa. (cada subunidad pesa aproxumadamente 30 kDa), y se localiza en matnz
intersticial y en fludos intravasculares y extracelulares (6,7).

La SOD no vs realmente una enzima destoxificante, ya que ¢l producto de su actividad. ¢l perdxido du
hidrégeno, es un agente toxico. Sin embargo, fa dismutacién del ton superdxido cs cf primer paso de la cascada
enzimatica que conduce a la inactivacién completa del on superoxido formado. El sogundo paso, depende de la

catalasa.

0,

#

(2)05"

(ZH")\

SUPEROXIDO
DISMUTASA

/ YLES Mn+1)+
(02) \/—(.— OH+OH -

NADP™ 2GSH \ |
\ / \ CATALASA

GLUTATION GLUTATION \
REDUCTASA PEROXIDASA
/ \ / Ha0+ 1,0,
+Ht
2H,0

Figura | Cascada de las actividades de Ias enzimas antioxidantes SOD, CAT y GSH-Px

1.2.B. Catalasa (CAT).

Esta enzima antioxidante cataiiza la transformacion de peroxido de hidrégeno a agua (Figura 1). La CAT (EC
1.11.1.6) es una hemoproteina homotetramérica de 240 kDa, con cuatro ferriprotoporfirinas por molécula (8)
Su vida media en la cwculacion cs de 6 a 8 minutos (9). En mamiferos esta cnzima estd presente cn altas
concentraciones en higado y niiion, y en bajos niveles en teiido conectivo (10) En las células se ha localizado

¢n ¢l citosol, mitocondrias y organtos subcelulares como los peroxisomas (los peroxisomas son abundantes en




5

las cclulas epitchales de tibulo proximal del nifién), micntras quc en los critrocitos I cnzima existe cn una
forma soluble (8) y cataliza la siguwente reaccion:

Catalasa
H,0, + H;0, »2H,0 + O, (10)

L.2.C. Glutatién peroxidasa (GSH-Px).

Las peroxidasas son otras cnzimas que catalizan la reduccién de H;0; por diversos donadores de electrones Sc
han identificado hasta ahora cuatro upos de GSH-Px (glutation: H;0, oxidoreductasa, EC 1.11.19)
dependicntes de sclenio: a) la citosdlica (cGSH-Px), b) la plasmatica (plGSH-Px), c) la pastrointestinal

(gIGSH-Px), y d} ia de fosfoliptdos {PLGSH-Px).

1.2.C.1. La ¢GSH-P s¢ descubrié en critrocitos. Es una proteina tetramérica con cuatro subunidades idénticas
(homotetramero) y con un peso molecular de 84 kDa. Se ha demostrado en estudios en higado dv rata, ¢l
selenio (Se) en esta enzima esta en forma de Se-Cys y es la porcion catalitica de 1a glutation peroxidasa (I1)
Cada subunidad contiene un sélo residue de selenocistcina. La ¢GSH-Px es la mas abundante selenoproteina en
la rata y csta presente virtualmente en todos los tejidos (12). La ¢cGSH-Px tiene la funcion de almacenamiento
del clemento traza y de antioxidante bajo condiciones donde hay relativamente grandes cantidades de H,0, o

hidroperoxidos de lipidos que son producidos er ¢l citosol (13).

1.2.C.2. La piGSH-Px o extracelular es distinta de ¢cGSH-Px cn estructura, sitio de funcion, especificidad por
¢l sustrato, estructura del gen y localizacién cromosomal (14). En humanos, la secuencia de aminoacidos de
pIGSH-Px es similar ¢n un 40% a la ¢cGSH-Px (15). En ia rata, esta constituida por 226 aminoacidos (16). La
PIGSH-Px es una proteina homotetramérica de 100 kDa {17). La Km aparente para glutation reducido (GSH)
es 10 veces mas alta que ¢n la enzima citosélica (17). Puede metabolizar perdxido de hidrgeno ¢
hidroperéxidos de dcidos grasos eficicntemente pero metaboliza pobremente hidroperéxidos de fosfolipidos e
hidroperdxidos dv colesterol (i8) y esta presente en plasma vy leche (19). Los anticuerpos producidos contra
pIGSH-Px purificada de plasma humanoe no presentan reaccion cruzada con ¢GSH-Px (20). Es la responsable
de toda Ia actividad peroxidasa en ol plasma (17) y se cree que juega un papel clave en el sisterna de defensa
antioxidante del plasma (21} Se ha cncontrado que la actividad de plGSH-Px esta baja en el suero de pacentes
con hemodialisis y con didhisis pentoneal ambulatoria continua (22). Se ha demostrado por inmunoblot,
Northem blot, clonacién v estudios de hibridacion i site que ¢l rifion es el principal sitio de sintesis de plGSH-
Px cn ratas (16), en humanos (15,23,24) y en ratones (25). Por medio de hibridacién i situ se ha demostrado
que el ARNm de plGSH-Px cstd presente en las células epiteliales de fos tibulos proximales de rifién y en las

células parictales de la cipsula de Bowman (24). También se han cncontrado bajos miveles ded ARNm de
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piGSH-Px por Northern blot en otros tejidos de humano como higado. putmén. corazon. musculo csqueletico s
scnos (19,24). Por ¢l contrario, en la rata, ademas de Ia abundante expresion en riion, solo se encontro una
cantidad muy pequedia cn pulmén, pero ne se cncontrd en higado, bazo u otros tejido (16) De la secuenca de
un ADNe se deduce que esta cnzima tiene una secuencia sefial para glicostlacion en humanos, ndicando que cs

una proteina de secrocton (15,24},

1.2.C.3. La gIGSH-Px es un tetramero de 75 kDa y se localiza cn citosol. Pucde mctabolizar peroxido de
hidrogeno ¢ hidroperdxidos de acidos grasos cficientemente pero metaboliza pobrements hidroperéxidos de
fosfolipidos € hidreperoxidos de colesterol (18). Por un ADNc aislado y sccuenciado de eélulas de hepatoma
humano, su deduce quc la cnzima esta constituida por 190 amiroacidos (26). Los anticucrpos para la glGSH-
Px no reconocen ni a la citosélica, ni a la extracelular (26), sin cmbargo, fas propiedades vy Ia estructura de
glGSH-Px son muy stmilares a la ¢cGSH-Px El ARNm para glGSH-Px se ha cocontrade en higado de humano
y colon pero no en otros tejdos, en ratas ¢} ARNm sc ha detectado solo en el tracto gastrowntestinal (27) La
localizacion de usta isomorfa de glitation peroxidasa, sugiete que juega un papel en la proteccién contra los

cfectos adversos de los hidroperoxidos de la dieta (27).

1.2.C.4. La PHGSH-Px es diferente de las tres isomorfas mencionadas anteriormente, ya que ¢s un monémero
de aproximadamentc 20-22 kDa, ticne un mol de Se por mondmero. Deprada hidroperéxidos de fosfolipidos y
fosfatidilcolina hudroperéxido, los cuales no son sustratos para la GSH-Px citosdlica (28), ademas, es menos
especifica con respecto a GSH como su sustrato , y esta estrechamente asociada a la cara intema de la
membrana {18,29,30). La actividad de PHGSH-Px se preserva en la deficiencia de Se en comparacién con las
otras isamorfas de glutation peroxidasa (31). La distribucion de PHGSH-Px cn los tejidos o5 diferente, es
abundante c¢n los testiculos y puede ser regulada por gonadotropinas (32) Tambrén ticne un sitio de
fosforilacion, el cual puede tencr un papel en la regulacion de la actividad de la enzima (33,34)

Las cuatro isomorfas catalizan la oxidacién del glutation reducido (GSH) a glutatién oxidado (GSSG), el
cual, a su vez, es reducido por la enzima glutation reductasa en presencia de NADPH (Figura 1), impidiendo

asi que se agoten las reservas de GSH (4,35)

1.3. OTRAS DEFENSAS CONTRA EL DANO OXIDATIVO
Ademas de las cnzimas mencionadas, varios mincrales como sclenio, zine y cobre, o vitamunas como
riboflavina, acido ascorbico (vitamina C) y a-tocofero! (vitamina E), son esenciales para la defensa contra el

daiio oxidativo {36,37) debido a que actian como cofactores de fas cnzimas detoxificantes o como atrapadores

endogenos.



L4. EFECTOS E IMPLICACIONES MEDICAS DE LAS ERO

Las ERO pueden destnurr bacterias, lisar células. inactivar cnzimas, atacar los 4cidos nucleicos ¢ imciar la
peroxidacion du los lipidos de las membranas Esto altimo consistc en un conjunto de reacciones que son
restrtado de la nteraccién de las ERQ con acidos grasos poliinsaturados (38).

Hay evidencias de que Jas ERO intervienen en enformedades como el cancer, artritis reumatoide, fibrosis
pulmonar. i1squcnua-reperfusion, insuficiencia renal aguda, rechazo al trasplante renal, glomerulonefrits aguda
vy nefropatias toxicas (1,38,39). En ¢l rifén las ERO pueden degradar la membrana basal glomerular v alterar

las funcions tubulares y glomerulares (1,38-40), lo cual puede ser provocado por cicrtos antihidticos

LS. GENERALIDADES DEL RINON

La funcién del rifion es chminar de la circulacion productos terminales del metabolismo ¥ controlar la
constitucion de la mayor parte de los liquidos corporales Los rifiones constituyen un organo par, se sitian en
la parte retroperitoneal y cstan localizados un la pared abdominal posterior, a ambos lados de iz columna
vertebral de los mamiferos. Cada rifion cs un érgano de cstructura compleja adaptada a varias funciones
bioldgicas csencrales. En ¢l humano, las dimensiones medias del rifién son: 12x6x3 em. El peso medio es de
130-170 g para cl hombre v de 115-160 g para la mujer. La estructura intema de cada rifién sc compone de un
millén de nefronas o mas, que son la vnidad funcionat del mismo Cada nefrona {figura 2} esta constituida por
un glomcrulo a travds del cual la sangre se filtra y de un largo tibulo donde el liquide filtrado se convierte en
orina micntras circula hasta la pelvis del rifién. El glomérulo sc localiza en la corteza renal (figura 3), es una
red de hasta 50 capilares paralelos cubtertos por células epiteliales que estin incluidos cn la capsula dc
Bowman, la presién de la sangre en el glomérulo hace que se filtre ol liguido hacia la capsula de Bowman (¢l
liquido que se filtra a través del glomérulo hacia la capsula dc Bowman recibe el nombre de filtrado
glomerular, y la membrana a través de la que se realiza esta filtracion se conoce como membrana basa!
glomerular} (41). de ahi pasa al tibulo proximal situado también en la corteza renal, despuds ¢l liquide pasa al
asa de Henle que se encuentra en la médula renal (figura 3) y posteriormente al tibulo distal que se encuentra
dc nuevo en la corteza renal y finalmente penetra en el titbulo colector que redne el liquide de varias nefronas,
para luego vaciarse cn la pelvis renal. Cuando el filtrado glomerular sigue a través de los tibulos, gran parte
del agua y cantidades variables de solutos sc reabsorben cn los tibulos, mientras que el agua y los solutos que

no se reabsorben se transforman cn onna (42).
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Figura 2 Estructura de nefrona.
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1.6. INSUFICIENCIA RENAL AGUDA NEFROTOXICA.

I.6.A. Insuficiencia renal aguda.

La insufictencia renal aguda {(IRA) puede definirse como una disminucion abrupta de la fitracion glomerular

1.6.B. Insuficiencia renzl aguda nefrotéxica.
S¢ denomunara insuficicncia renal ncfrotéxica a aquella causada por drogas o toxicos, relacionadas a la
administracion de: a) antbidticos y antincoplasicos (anunoglicosidos, cefalosporinas, tetraciclina, anfotericina,

etc ), b) ancstésicos vy agentes de contraste radiolégico; c) exposicién accidental, laboral 0 criminal a metales
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pesados v d) exposicion a solventes organicos Dada la dificultad de llevar a cabo ustudios mutabol:cos
fisiopatoldgicos renales cn pacientes con IRA, los modelos expenmentales de csta enfermedad  han sido de
gran ayuda para catender io que ocurre climeamente. Uno de los modclos mas utilizados cs el mducido por la
administracton del antibidtico aminoglicosido GM, aunque con frocucncia es necesario utihzar dosis mayores
{aproximadamente 100 mg de GM/Kg de peso por 4-7 dias) para ratas, o los tratamicntos deben de ser mas
prolongados {ver cuadro 11, pagina 13) que las usadas climcamente en bumanos (160 mg GM/24 h durante 7

dias para adultos dc aproximadamente 50-70 Kg de peso) o sea mis de 40 veces lo du Ja dosis humana

L6.C. Distribucion de las ERQ y de las enzimas antioxidantes en el rifidn.

Se ha encontrado que las actividades de SOD, CAT y GSH-Px son 3 a 6 veces mis altas ¢n tubulos
proxamales que vn glomérulo (43} De 1gual mancra, la cantidad de enzima y de ARNm de SOD + CAT son
significativamente mas altas en los tibulos proximales {(43). En cuanio a las ERO, ia concentracion de O-

medida por quemiluminiscencia es 10 veees mas alta co glomérulos que en tibulos (43).

L7. GENTAMICINA (GM)

Los aminoglicdsidos como la netilmicina, la kanamicina, la tobramicina, la dibckacina, la amikacina y la
gentamicina son antibidticos extremadamente eficaces y son ampliamente usados, contra bactenias gram-
negativas, en particular de los gérmencs de fuente cntérica (enterobacterias) como Klebsielia spp. E coli
Enterobact spp. Serratia marcescens y Salmonella spp (44,45). Sin embargo, une de los efuctos sceundanos
del uso de estas drogas ¢s Ja nefrotoxicidad. Sc ha vstimado que aproximadamente ¢l 20% d los pacientes
tratados con aminoglicésidos, después de 7 dias, mucstran sefiales de nefrotoxicidad (44)

La gentamicina (GM) ¢s uno dc los agentes més utilizados debido a la larga experiencia en su uso. a su bajo
costo, a que induce poca resistencia, a su rapido efecto bactenieida, a que s de amplio cspectro asi como cl
hecho de que se conoce muy bien su farmacologia, toxicidad y propiedades terapluticas, ademas provoca
menos cfectos secundarios y MEnos severos que otros bactericidas como los B-lactimicos. La GM, en gencral,
no es tan eficicnte como otros farmacos en contra de bactenias Gram-positivas, tales como Staphylococeus spp,
sin embargo, cn situactones cspeciales, puede ser de primera cleccion la GM asociada a penicilina,
vancomicina o incluso a antibioticos especificos en contra de Erterococcus faecalis Ademas, la GM tienc una
excelente accién in vifro e i1 vivo, cn contra dc Pseudomonas spp La P acruginose es un patdgeno
gportunista frocuentc que puede ocasionar mnfeceion virtualmentc cn cualquier sitio de pacientes con
deficiencias en su respuesta inmune El tratamiento de fas infeccionus sistémicas por este microorganismo cs

dificil y la mortalidad es significativa (44 45)



1.7.A. Estructura quimica de la GM.

Esta formada de tres estructuras: una hexosa central 2-desoxtestreptamina, que €s un compuesto ciclica que
contienc dos grupos aminicos (Figura 4). Las otras estructuras de la molécula son dos azucares, la
purpurcsamina, donde existen dos grupos aminicos, uno cnlazado al carbong 2 y otro al carbono 6. La
garosamina, el otro aminosacirido, conticne un grupo metilaninico, en el que ¢l grupo metilo se halla ltgado al
atomo de nutrégeno del grupo amino en el carbono 3. En la GM, los dos saciridos, purpurcsamina y
garosamina, sc ligan mediante un enlace glicosidico a la 2-desoxicstreptamina, La GM cs extremadamente
hidrosolublc, es estable a variaciones extremas de pH y puede soportar temperaturas y presiones de autoclave
por lo menos 20 munutos. Debido a la presencia de sus £rupos amino, s una sustancia basica, es un catién

fuertemente polar, lo que dificulta su penctracion al espacio intracelular (45).

H_

1R~ ! 6\ NHR2
C
4! 5'_-Q

Figura 4. Estructura de la GM. Es una mezcla de tres fracciones del componente C: C1. Cla, y C2. En Cl,
ambos Rl y R2 = CH3; en Cla, ambos R1 y R2 = H, en C2, R1 = CH3 yR2=H.

1.7.B. Mecanismo de accién de la GM,
La GM tienc una accién antimicrobiana producida por la inhibicién de 1a sintesis proteica. En este caso, sc
entiende por inhibicién de la sintesis proteica de la bacteria, el unpedimento para formar ¢l complejo de

iniciacion, asi como alteraciones en la lectura del codigo genético, con la formacion de proteinas andémalas,
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efecto que finalmente causa la incapacidad de la bacteria para multiplicarse Cuando ¢l firmaco s¢ ha fijado en
forma rreversible al ribosoma, se interrumpe la sintests bacteriana de proteinas y la membrana de la bactenia
pierde su integndad selectiva, con fuga dc mincrales csenciales hacia o ambiente extenor. Si es suficientemente
elevada la cantidad del firmaco que sc fija y concentra dentro de la célula, se produce un cfecto quimico

irreversible letal para la bacteria (45).

I.7.C. Farmacocinética y biodisponibilidad de [a GM

El perfil de la farmacocinética de [a GM es similar a los demas aminoglicosidos Los aminoglicosidos son
rapida y complctamente absorbidos despues de la administracién intramuscular, con miveles maximos cntre 30
y 60 minutos. Tienen un volumen de distribucion de cerca de 0.25 L/Kg, que se aproxima con el del
comportamuento del liquido extracclular. Después de una administracidn endovenosa se obsenva una fase de
distribucion inicial rapida. con una vida media dc cerea de 5-15 mnutos. La GM s¢ unc muy poco a las
proteinas séricas, no se metabolizan en el cuerpo, sc excreta casi enteramente por filtracién glomerular (44) 4
es particularmente reabsorbida por células del tibulo proximal Aproximadamente el 85% de la dosis se
excreta en la orina dentro de las 24 horas posteriores a su administracion, alcanzandosc concentraciones muy
clevadas en la orina Fn dosis posteriorcs hay una acumulacién en la corteza renal (tibulo contorneado
proximal} de 50 a 100 veces mads que en el suero, relacionada con el ricsgo potencial de ncfrotoxicidad

(45.46).

L.7.D. Toxicidad de la GM.
Los cfectos colaterales de toxicidad sc resemen, desde un punto de vista prictico cn ototoxicidad v

ncfrotoxicidad

1.7.D.1. Nefrotoxicidad.

El dafio renal por GM se hace evidente por ¢l incremento de nitrogeno de urea {BUN) (47,48). el aumento
de la creatinina sérica (47.49,50) y [a disminucion en la depuracion de creatinina (50), subsecuente a una
reduccion de la filtracion glomerular. Las alteraciones anteriores cstin estrechamente asociadas con nccrosis
tbular (51) v aumento ¢n la cxcrecion wninana de la cnzima lisosomal N-acetil-f-D-glucosaminidasa (NAG)

(47.49,50)

1.7.D.2. Alteraciones glomerulares producidas per GM.
No hay conscnso cn cuanto al mecanismo por medio del cual disminuye la filtracion giomerular, sin

embargo, ¢s muy probable que éste sca de caracter multifactonal
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Se ha sugerido que la disminucion en el cocficiente de ultrafiltracion (Kf) (u! producto de la peroweabilidad
hidraulica de la pared capilar y ol arca de filtracion) después del tratamicnto con GM ocurre como
consecuencia de una disminucion en of drea de filtracton extracelular de los capilares glomerulares (52} Sc ha
observado por mlcr-oscopia electronica de transmision y de barride que la GM induce en ¢l glomérulo de ratas,
reduccion en ¢l didmetro de las fenestras endoteliales (de aproximadamente un 41%) {52,53) asi como la
densidad y Arca du estas musmas (52), lo cual ocurre paralelamente a la dismanucion en ¢l KF (32). También
hay una disminucién en el flujo plasmatico glomenular (Qa) inicial de un 41% quc, junto con la dismmucion
en el Kf de un 41%, induce a una disminucién en la filtracion glomerular por nefrona de aproximadamentc
40% (54-56). Ademas, se ha visto que la GM solo afeeta la porcion endotchal de la barrera de filtracton (52).

La insuficicncia renal oligitrica o aniirica por aminoglicésidos ¢s muy rara, pero la depuracion de creatinina

estd disminuida (45).

1.7.D.3. Alteraciones tubulares producidas por GM.

Sc ha observado que en la nefrotoxicidad por gentamicina hay alteraciones funcionales y morfoldagicas cn
las células dcl tibulo proximal y eventualmente hay necrosis de estas mismas células, En este paso estd
involucrado el transporte y la acumulacion de la droga en altas concentraciones por células del tibulo proxumnal
renal y cstd basado en la interaccidn clectrostatica de los policationes organicos (la droga) con fosfolipidos
antonicos (principalmente fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) en el borde en cepillo de las células tubulares.
Posteriormente, el farmaco s¢  rcabsorbe posteriormente por medio dv pinocitosis y sc acumula en los
lisosomas de las células tubularcs proximales, donde inactiva enzimas como la fosfolipasa A, fosfolipasa C y
la esfingomiclinasa, causando una acumulacién de fosfolipidos ¢ interfiriendo con la funcién normal de jos
hisosomas (57). La absorcion nuta de la GM por ¢ rifon da como resultado una alta concentracion def farmaco
dentro de la corteza renal. Mientras que fa vida media cn ¢l sucro esta cn el rango de algunas horas, el rango de
vida media en cf tejido renal s al mivel de cientos de horas (mas de un mes) (45). Sin embargo, [a acumulacion
del antibidtico en el tibulo no necesanamente correlaciona con su nefrotoxicidad. Se ha informado que algunos
agentes (por gjemplo, SOD que cs una enzima antioxidante y la dimetiltiourea que es un atrapador de radicales
libres) protegen contra la nefrotoxicidad por GM, aunque esto no disminuye la concentracién de GM renal
{47). Por otro lado, 1a disminucién de la GM acumulada en el rifién no es sicmpre indicador de proteccién. Por
¢jemplo, en ratas tratadas concomutantemente con GM y 5-pindoxal-fosfato, los niveles de GM renal sc
redujeron aproxtmadamente un 40% comparado con ratas tratadas solo con GM. Esto sin embargo, no sc
asocio con protecedn contra GM (58). La GM también induce pérdida del area superficial basolateral de los

tubulos contorneados proximales de rata {59)



1.7.D.4, Otras alteraciones producidas por GM.

Se ha visto que ln GM cn tas mitocondrias de la corteza renal induce alteraciones' a) en la permeabilidad de
la membrana (60), b} ¢n el transporte de calcio (60,61), c) en la respiracion(62), d) ¢ inhibe la fosforilacion
oxidativa in vivo ¢ 1a vitro (63). Ademas hay hinchamiento de estas mismas mitocondrias (64,65), debido a que
se llenan de citoso! Se ha demostrado in vitro que la GM incrementa la generacién de perdxido de hidrogeno
por la mitocondria du corteza renal de rata (66) con la probable generacion de otras ERO, [as cuales pueden
alterar procesos intracelulares Se ha demostrade que la GM induce la liberacién de hicrro de mitocondrias de
cortezs renal de rata, mediado esto por la gencracion de perdxido de hidrogeno (67). Estos datos indican que la

mitocondria puede servir como una importante fucnte de hierro, el cual al formar un complejo con la GM (68)
induce la formacién de ERO (en particular OH'), las cuales pueden iniciar lipoperoxidacion en rifidn de rata

(69).hay hinchamiento debido a que s Henar de crtosol
Por otro lado, la bomba de sodio y potasio dependicnte de ATP se altera como parte dul dafio renal inducido
por la GM (70). También se ha observado quc el diimctro de las arteriolas aferentes de las ratas tratadas con

GM, parccen cstar ligeramente mas pequedias cn la corteza externa (aproximadamente un 13%) (33}

1.8. EVIDENCIAS DE LA PARTICIPACION DE LAS ERO EN LA NEFROTOXICIDAD POR GM
Como se ha visto, el dafio al rifion inducido por GM se ha estudiado mucho. Sin embargo, el mecanismo

cxacto de la nefrotoxicidad por GM aun se desconoce a pesar de que muchos estudios se han enfocado a

investigar esto, asi como diferentcs tratamientos que aminoren o eviten dicho dafio renal. Como resultado de

todos estos estudios sc han encontrado evidencias que sugicren que las ERO participan ¢n ¢l mecanismo de la

nefrotoxicidad por GM.

- La adicién de GM aumenta la produccion mitocondnal de amones superoxido (71,72) y radicales hidroxilo 1n

vitro (1)

- La adicion de la cnzima catalasa a estas mismas mitocondrias, ihibe significativamente e! incremento de los

radicales Libres (71)

- La GM aumenta la produccion rn vitro de peroxido de hidrogeno de mitocondrtas de corteza renal. Lo

anterior sugicre que la produccion del anién superéxido también aumenta, ya que el peroxido de tudrogeno es

producto de la dismutacién de superéxido (66).

- La lipoperoxidacién aumenta en la corteza renal de ratas inyectadas con GM (47,49,50,73).

- La administracion de SOD a ratas tratadas con estc antibiotico, mitigd la nefrotoxicidad, probablemente por

la inhibicidn de la accién de los anioncs superdxido (47,74).
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- Tambicn se ha demostrado que la defiroxamina, un quelante de Fe, ticne un eficto protector ca el dafio renal
inducido por GM, esto se ha tomado come evidencra de la participacién de los radicales hidroxilo en ol dadio
del tejido, ya que ¢l Fe es critico cn fa generacion de radicales hidroxilo (via reaccion Haber-Weiss) (48).

- La formacidn de complejos hicrro-gentamicina causa ipoperoxidacion in vitro y es un potente catalizador de
la formacién de radicales ibres (68)

- Se ha encontrado que atrapadores de radicales hidroxilo como la dimetiltiourca (47,48) o metalotioneina (73)

tamb:cn ticnen eficto protector.

[.9. ENZIMAS ANTIOXIDANTES EN EL MGDELO DE NEFROTOXICIDAD POR GM

Sc ha estudiado también el comportamiento de las cnzimas antioxidantes en el nfién de diferentes
organisinos tratados con GM. Se ha encontrado que la actividad de la cnzima catalasa de corteza renal de ratas
tratadas con GM, disminuye en comparacion a los valores de los controles (47,49,50,73,76) y que la inhibicién
de esta actividad es, posiblemente, la responsable de la iniciacién dcl ataque de los radicales libres a 4cidos
grasos poliinsaturados (73). La actividad de la SOD no muestra altcracioncs consistentes en la nefrotoxicidad
por GM (Cuadro I). Y ¢n cuanto a la glutation peroxidasa no sc ticnen datos del comportamiento de su
actividad ¢n ratas con nefrotoxicidad por GM {Cuadro 1). Ademas no se han realizado estudios en los cuales

relactonen la actividad de estas enzimas con la cantidad de proteina y los niveles de ARNm.

Cuadro . Actividad du las enzimas antioxidantes en la nefrotoxicidad inducida por GM.

AUTORES Organo/espucie SOD GSH-Px CAT
U/mg proteina Ufmg proteina x/mg proteina

Nakajma er al, niiion/rata = - -

1994 (47).

Ramsammy ef al, nifidn/rata - - 138%

1989 (50).

Ramsammy ef al, rifién/rata 1 44% - 1 54%

1987 (77).

Ramsammy ¢ al, rifién/rata = - *30%

1985 (73).

Ramsammy ef al, rifton/rata = - $ 2%

1986 (49)

Sandhya et al . 1997 rifion/rata { - 1

(78)

= No cambian sigmificativamente con respecto al control

1.10. CARACTERISTICAS DEL AJO (Alfium sativam)
El ajo ha sido muy cmpleado no solo como un condimento sino tambicn por sus proptedades profilacticas v

curativas (79). El ajo fresco ticne un alto conterado de selento {Se) (0.276 pg Se/g) en comparacion con otros
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vegetales, por cjemplo, los hongos, las cebollas, los tomates y las papas frescas tienen 0 122, 0 015, 4005 4
0.007 pg Sufg respectivaments (80) El Se cs un micronutricnte esencial, requerido para para la funcion
correcta def sistema inmune y para defender a la célula contra dafio oxidativo (81). El ajo también tiene un alto
contenido de compucstos sulfurados come dialil sulfuro, dialil disulfuro, alina {S-alil cisteina sulfoxido) ¥
alicina (79,80). Se ha encontrado que el ajo posec propicdades anticoagulantes (82), antibactenianas (83),
antioxidantes {84-93). hipolipemiantes (94-97) y anticarcinogémicas (98-100) Los siguicntes datos son una
evidencia de que el ajo en polvo o sus cxtractos acuosos o alcohdlicos tienen propredades antioadantes. {a)
previenen la formacion de sustancias reactivas al acido ticbarbitineo durante la peroxidacién de lipidos de
microsomas hepaticos de rata (84), (b) reducen los radicales gencrados por la reaccién de Fenton y atrapados
por alfa tert butil nitrona (85), {c) atrapan radicales hidroxilo generados por fotdlisis de H;0: con luz UV y
previenen Ia formacion de malondialdehido inducido por radicales hidroxilo en homogenados de higado de
conejo (86), (d) confiercn proteccién del dafio causado por isquemia y reperfusién cardiaca (87) 3 cerebral
(88), (¢) protepe def dafio cromosomal inducido por radiaciones gama (89}, y (f) inhibe la oxidacién de las
LDL inducida por Cu™ in vitro (90). No s¢ han doterminado cuantas son las sustancias que le conficren
propicdades antioxidantes al ajo, pero se ha encontrado que la alicina funciona como un atrapador de radicales
hidroxilo (91), que la S-alil cistcina sulféxido (alina) disminuye el contemdo de malondialdeludo, de
hidroperoxidos y de dienos conjugados en higado y rifién y aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes
CAT y SOD en higado de ratas diabéticas (92), y que S-alil cisteina y S-alil mercaptocisteina, compuestos
sulfurados encontrados cn los extractos envejecidos de ajo, inhiben la formacién de sustancias reactivas al
icido tiobarbitirico iniciada por t-butilhidroperéxido cn microsomas hepaticos (93).

E! ajo se ha administrado en difercates maneras a las ratas: (a) como polvo, mezclado con el alimento a
diferentes porcentajes 0.8% (Y8), 2% (85,94.99), 3.8% (100) y 5% (101,102}, (b} como extractos acuosos
crudos a diferentes dosis (25 a 500 mg/Kg) en forma intragastrica durante 6-30 dias antes de Ia admmistracién
de los toxicos (89,103,104} o como extractos envejecidos de manera intraperitoneal, 30 minutos antes de la
isquemia (88} Ademas, s¢ ha comprobado la estabilidad térmica de los extractos de ajo ya que su capacidad de
atrapante de OH' sélo disminuy6 en un 10% cuando sc someticron a temperaturas altas, caracteristica que le

conficre al ajo una mayor versatilidad de uso sin perder por ello sus propiedades (86)



{L PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

D¢ acuerdo a fa informacion presentada, sc puede observar que la GM ¢s muy utihizada en ol tratamiento
contra bacterias gram-ncgativas. Sin embargo, este medicamento induce nefrotoxicidad como un efecto
sccundario. La nefrotoxicidad por GM se ha cstudiado ampliamente v los resuitados de estos estudios indican
que las ERO estan implicadas en este daiio renal. Los estudios realizados hasta el momento, cn este modelo de
nefrotoxicidad por GM, se han cnfocado a la medicion de las actividades de algunas enzimas antioxdantes y
no s¢ han visto aspectos de regulacion a nivel de la cantidad de proteina y de ARNm.

Si se encontrara ¢l modo de climinar o disminuir la nefrotoxicidad, aumentaria la utilidad climica de este
antibidtico. Y dadas las propiedades antioxidantes del ajo, a su bajo costo y extendido uso, se hace muy
atractivo estudiar sus posibles efectos protectores en este daiio renal. Por lo tanto, la informacion que se gencre

de este trabajo puedu ser util para intentar desarrollar estrategias que reduzcan o prevengan la nefrotoxicidad

inducida por la GM.

Ill. HIPOTESIS

Al participar las ERO e¢n la nefrotoxicidad inducida por GM, es probable que estas cspecics alteren la
cxpresion de fas cnzimas anttoxidantes en el rifion de rata. Ademas, de acuerdo a las propiedades antioxidantes
del ajo, se espera que la alimentacidn con una dicta enriquecida con ajo prevenga o aminore la nefrotoxicidad
por la GM. Es posible también que ¢l ajo altere las defensas enzimdticas antioxidantes du la rata, modificando

fa actividad y, probablementc, la expresion de los genes de las enzimas antioxidantes



H. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a la informacién prusentada, sc puede observar que la GM es muy utilizada en ¢! tratamuento
contra bacterias gram-ncgativas. Sin embargo, este medicamento induce ncfrotoxicidad como un cfecto
seccundario. La nefrotoxicidad por GM se ha estudiado ampliamente y los resultados de estos estudios indican
que las ERO estan implicadas en este dafio renal. Los estudios realizades hasta el momento, en este modelo de
nefrotoxicidad por GM, se han enfocado a la medicion de las actividades de algunas enzimas antioxidants y
no se han visto aspectos de regulacién a nivel de la cantidad de proteina y de ARNm,

Si sc encontrara el modo de climinar o disminuir la nefrotoxicidad, aumentaria la utilidad clinica de cste
anttbidtico. Y dadas las propiedades antioxidantes del ajo, a su bajo costo y extendido use, s¢ hace muy
atractivo estudiar sus posibles cfictos protectores en este dafio renal. Por lo tanto, la informacidn que se genere
de este trabajo puede ser Gul para intentar desarrollar estrategias que reduzean o prevengan la nefrotoxicidad

inducida por la GM.

111. HIPOTESIS

Al participar las ERO cn la nefrotoxicidad inducida por GM, s probable que estas especies alteren [a
cxpresion de las enzimas antioxidantes en el rifion de rata. Ademas, du acucrdo a las propiedades antroxadantes
del ajo, se espera que la alimentacion con una dieta enriguecida con ajo prevenga o amunore la nefrotoxicidad
por la GM. Es posible también que cl ajo altere las defensas enzimaticas antioxidantes de la rata, modificando

la actividad v, probablemente, la cxpresion de los genes de las enzimas antioxidantes.



V. OBJETIiVOS GENERALES

1 - Determinar ias postbles alteraciones cn la expresion renal de las cnzimas catalasa, glutation peroxidasa
citosolica y glutatién peroxidasa plasmatica en la nefrotoxicidad inducida por GM.

2 - Investigar si la alimentacion con ajo ticne cfecto protector sobre la nefrotoxictdad inducida por la GM. v si

altera la expresion de catalasa, glutatién peroxidasa citosolica y glutatién peroxidasa plasmatica

IV.1. CBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar el dafio renal inducido por la GM cn ratas y si el ajo tiene un efecto protector sobre el dafio renal,
realizando las sigutentes determinaciones: a) Proteinuria, b} depuracion de creatinma, ¢) fraccién excretada de
sodio, d) nitrogeno de urca en plasma y e) cxerecién urinaria de la cnzima N-acetil-B-D-glucosammidasa

?- Evaluar ¢l cstrés oxidativo renal midiendo hipoperoxidacion y estudiar si el ajo disnunuye la
lipoperoxidacion.

3 - Evaluar la expresion renal de la enzima CAT y estudiar si el ajo modifica csta expresion.

a) midiendo la actividad, la cantidad de proteina y los niveles de ARNm de la cnztma CAT en corteza y

médula renal

4.- Medir Iz actividad de la isomorfa cGSH-Px cn corteza y médula renal y estuchar si ¢l ajo modifica esta

actividad
5 - Medir la actividad en plasma de la isomorfa plGSH-Px y determinar si ¢l ajo modifica esta actividad



V. DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo sc reatizo en ratas macho de la cepa Wistar du aproximadamenty |50-200 g de peso dol broteno de
la Facultad de Quimica UNAM, que se dividieron en 4 grupos: control (CT), gentamicina (GM), control
almentado con ajo (A) y gentamicina alimentado con ajo (GM+A). Cada gruepo cstuvo constituido por 8 ratas
La GM sc administré cada 12 horas durante 6 dias subcutincamente cn una dosis de 75 mg/Kg Los animales
sc colocaron en jaulas metabdlicas para recolectar, cada tercer din, la oring de 24 horas para medir la
excrecion de proteinas totales y de la enzima N-acetil-B-D-glucosaminidasa. Ademas, cn la orina y en ¢l
plasma que sc recogieron el dia del sacrificio (dia 7), sc midié fa concentracion de creatinina y de sodio para
calcular el cociente creatinina orina/creatinina plasma (un indice de la reabsorcién tubular de agua), la
depuracién de ereatinina y la fraccion excretada de sodio En plasma, también s determing nitrogeno de urca
{BUN) y la actividad dv pIGSH-Px. Los rifioncs se obtuvicron y se dividieron cn médula y corteza para
duterminar en ambas porciones la actividad, la cantidad de proteina y los niveles de ARNm de CAT v la
actividad de ¢GSH-Px. Paralclamente, se midio la lipoperoxidacién cn corteza renal, un marcador de cstrés
oxidativo. En los tejide de corteza renal que se obtuvieron, se realizaron estudios histolégicos y se deternune fa

concentracion de GM

V.1. BIETAS

S¢ comprd ajo en polvo (McCommick Meéxico D.F), ¢l cual se mezclo con el alimente pulvecrizado
(Nutricubos de purina) a una concentracion de 2% (105) y con este sc alimentaron las ratas de los grupos
correspondientes. La dnica diferencia entre las dos dietas que se administraron, fue la presencia de ajo. La

alimentacién con ajo al 2% se inicié 14 dias antes de la administracion de la GM.

V.2. DETERMINACIONES DE BIOQUIMICA CLINICA EN SUERO, ORINA Y RINON.
*Las proicinas totales en homogemzados de médula y de corteza se determinaron espectrofotométricaments por

¢l método de Lowry ef al (106)

*Las proteinas totales en orina se midicron por un método turbidimétrico, usando acide tricloroacético (TCA)
(107). Se incubd durante 10 min. a temperatura ambiente 250 ul de TCA al 12 5% con 1 ml de orina diluida
previamente |5 con solucion salina. La absorbencia se leyo a 420 nm. Se preparé un blanco para cada
muestra que contenia 1 ml. de orina diluida y 250 pl de solucion salina. Las absorbencias se interpolaron en
una curva estandar en el rango de 0.04 a 0.8 mg/ml de una solucion de albiimina sérica bovina al 0 1%. Los
datos se expresan en mg de proteinas/24 h,

*El nitrdgeno de urea cn plasma. La concentracion de urea se determuno por ¢l método cinético UV mediante ¢l
estuche comercal UREA MPR2 de¢ Bochringer Mannheim (Alemania) La urea presente en la muestra se

hidrohza por la urcasa a amonio ¥ CO,. En una reaccion acoplada, ol o cetoglutarato y o) NADH presentes en
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la misma mezela de reaccidn, reaccionan utiizande o amonio producido por la ureasa, constriiende of a-
cetoglutarato a L-glutamato por 1a glutamato deshidrogenasa El consumo de NADH disrmouye la absorbeacra
a 340 nm y esta disminucion s directamentc proporcional a la cantidad de urea presente en fa muestra

*La cratinina ¢n plasma y cn orina s determinaron a travds de la reaccién de Jaffé utilizando un estuche
comercial de Lakeside (México). Un método de punto final donde se desproteinizan las muestras En esta
reaccion, |a creatinina forma un complejo colorido con picrato en medio alcalino. El producto formado absorbe
a 520 nm y su absorbencia cs directamente proporcional a la concentracién de creatinina, presente en la
muestra

*El sodio urinario y plasmatico se midio por ¢l método dv flamometria.

V.3. LIPOPEROXIDACION POR EL METODO DE OHKAWA.

Para determinar ¢l indice de lipoperoxidacion se cuantificaron los niveles de uno de sus productos finales. ¢l
malondialdchido, sustancias que reaccionan con ¢l icido tiobarbitirico (TBARS). Se emples ¢l mdtodo de
Ohkawa et al. (108) Las medicionvs se realizaron en orina de 24 h en plasma y en homogencizado de nfon
obtemidos cl dia del sacrificio. Los rifiones se lavaron con NaCl al 0.9% y se homogencizaron en amortiguador
de fosfatos 50 mM a pH 7.0 con Tritén X-100 al 1% en una proporcion de 1:10. El homogeneizado sc filtré a
través de gasa. Se incubaron 100 pl del filtrado a 95°C en un baito de aceite durante 1 hora con la siguicnte
mezcla de reaccién; 0.2 mi de dodecil sulfato de sodio al 8.1%, 1.5 ml de acido acético al 20% pH 35, 1 5 mi
de dcido tiobarbitirico al 0.8% y 0.7 ml dc agua destilada. Al témmino de la incubacién los tubos se enfriaron v
a cada uno se fes agregd 1 ml de agua destilada y 5 mi de una mezcla de n-butanol:piridina (151 volivol) La
mezcla se¢ agité v se centrifugd durante 15 minutos a 2,000 g Se determind espectrofotomitricaments la
absorbencia de la capa orgnica a 532 nm Los resultados sc obtuvieren interpolando la absorbencia de las
muestras problemas en una curva patron utilizando al 1,1,3,3-tetrametoxipropano como estindar. La

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

V.4. LIPOPEROXIDACION CON UN ESTUCHE COMERCIAL.

La hipoperoxidacion en corteza renal se determind utilizando un estuche comercial de Calbiochem (San
Diego) Es un ensaso colorimétrico especifico para malondialdchide (MDA) y para 4-hidroxialqucnales, como
4-hidroxi-2(E)-nonenal (4-HNE), los cuales son productoes finales de la lipoperoxidacion Este estuche contiene
un reactivo cromogénico (N-metil-2-fenilindole) que reacciona con MDA y 4-hidroxialquenales a 45°C En la
reaccion hay una condensacion de una molécula de MDA o 4-ludroxialquenal con dos moléculas del reactivo

cromogénico, producicndo un cromdforo estable que tienc una absorbencia maxima a 586 nm.
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V.5. DETERMINACIONES ENZIMATICAS

V.5.A. Actividad de la glutation peroxidasa citosdlica en médula y corteza. Sc cmpleo el mitodo de
Lawrenee v Burk (109) en ¢l cual la ¢cGSH-Px presente cn ¢ hemogeneizado catalizé b oxidacion del glutation
reductdo (GSH) a glutation oxidade (GSSG), ¢l cual 4 su vez, cs reducido por la enzima glutation reductasa en
presencia de NADPH (Figura 1 pagina 4}, 1a oxidacién de este altimo sc detecta a una longitud de onda de 340
nm (4,35)

Los rifioncs se lavaron con NaCl a} 0 9%, se dividicron en médula y corteza y cada fraccion sc homogenzé en
amortiguador dc fosfatos 50 mM a pH 7.0 con Tritén X- 100 al 1% cn una proporcién de 1:10 Et
homogencizado se centrifugod a 105,000 x g durante una hora a 4°C. El sobrenadante sc diluyo 1:10 y 100 pl de
¢sta dilucién se mezcelaron con 800 pl de ia siguicnte solucién: fosfato de potasio 50 mM pH 7.0, EDTA |
mM, azida de sodio [ mM, NADPH 0.2 mM, | unidad de glutation reductasa/ml y glutation reducido | mM.
Se prepard un blanco con la muestra de reaccion afiadicndo agua destilada y no ¢f sobrenadante del
homogenado. Después de 5 minutos de incubacién de la muestta con ¢l amortiguador a temperatura ambicnte,
s¢ agregaron 0.1 ml de H;0, 0 25 mM a cada muestrs e inmediatamente se leyo la absorbencia a 340 nm cada
minuto durante 3 minutos. La actividad dc la GSH-Px se determing promediando los cambios de absorbencia
por minuto y multipkcando este promedio por 0.16, este factor s¢ obtuvo tomando en cuenta que ¢l cocficiente
dc absorcidn miltmolar del NADPH a 340 nm cs de 6,22x10°. Finalmente se dividio este resultado entre los mg

de proteina. Los datos se expresaron como U/mg de proteina (U = pmoles de NADPH oxidado/minuto).

V.5.B. Actividad de la glutation peroxidasa plasmatica,
Se empled el mismo método que para rifién, solo que aqui se utilizaron 0.1 ml de plasma dilwdo

previamente, en una proporcion de 1.8 en lugar de homegencizado de rifign.

V.5.C. Actividad de catalasa en médula y corteza.

Se determino usando el método de Aebi (110), en cf cual la desaparicion del peroxido de drogeno que
absorbe a 240 nm. Las médulas y las cortezas sc tavaron, se homogeneizaron y se centrifugaron de la misma
manera que para glutation peroxidasa En una celdilla de cuarzo de 16 ml sc adicionaron 25 ul del
homogenizado diluido (1:33 en el caso de la corteza v para médula del 3) ¥ 725 ul de peroxido de hidrogeno
7.7 mM en un amortiguador de fosfato 10 mM pH 7 Se midic ¢! cambio d= absorbencia a 240 nm cada 15
segundos durantc 30 segundos, quc es el periodo en que la descomposicién del peroxido de hidrégeno sigue una
cinética de primer orden. La diferencia entre las densidades épticas dadas a los O y 15 seg no debe ser menor de
0.02 (indica que ¢l homogeneizado esta muy diluido), ni mayor de 0.2 (indica quc €l homogenizado esta muy

concentrado)
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De acuerdo a Achi, s usé la constante de reaccion de primer orden (k) como fa unidad de actividad de fa

catalasa la cual queda definida de acucrdo a la siguiente formula

= (I/AtHIn A/A ) Donde At=1; - t,
(2.3/At)(log A /AS) Ay, Ay= absorbencia del H,0,
= {2 3/15)(log A\/A:) en los ticmpos t; y t;

= (0.153) (fog A/A,)

La actividad sc expresa como x/mg de proteina.

V.5.D. Actividad de N-acetil-B-D-glucosaminidasa en orina.

Esta ¢nzima es un marcador du dafio a tibulo proximal (111,112) y aumenta en la nefrotoxicadad por
gentameoina. La actividad se midi6 usando p-nitrofenil-N-acetil-B-glucosaminido como sustrato, liberandose el
p-mitrofenol, €l cual se midio espectrofotométricamente a 405 nm (111,113}

En tubos de ensaye se colocd una mezela de reaccién que contenia 0 75 m] de amortiguador de citratos 0.05 M
apH 4.4, 025 ml de sustrato 6.8 mM y 0.1 mi de orina sin dilsr. Para cada muestra st preparé un blanco con
orna y amortiguador d citratos y también se prepard un blanco de comphracién con amartiguador, sustrato ¥
agua destilada. Los tubos sc agitaron, se taparon y se incubaron durante 15 minutos a 37°C. La reaccidn se
detuvo adicionando 1.1 ml de Na,CO; 0.2 M a pH 10.4. La absorbencia s¢c midio a 405 nm. Bajo estas
condiciones la produccion de p-nitrofenol fue lineal contra tiempo y cantidad de orina. Las absorbencias
obtenidas se interpolaron en una curva estindar de p-nitrofenol 0.6 mM en el rango de 4.68 a 150 nM,
realizadas a partir de una solucién de p-nitrofenol 0.6 mM. La actividad de csta enzima se expresé como U/24

h. Una unidad de NAG sc define como la cantidad de enzima que libera | pmol de p-nitrofenol en 15 min

V.6. SINTESIS DE LA SONDA DE CAT

Los oligonucleotidos que se emplearon en la sintesis del ADNe (sonda) de CAT por RT-PCR se disciiaron
con ¢l programa de computo Oligo Primer Analysis Soffwarc V 5.0 (National Bio Incorporation Plymouth,
Minnessota ), basandose en las secuencias obtedas del banco de datos NCBI y utihizando un sintetizador de
oligonucleotidos OLIGO 100 ADN de Beckman Instruments Inc (Fullerton, CA, USA)

El cebador superior para CAT fue 5°CCG ACG AGA TGG CAC ACT TTG ACA 3 (24 pb), v o cebador

wnferior fue 3°CGC GAG CAC GGT AGG GAC AGT TC3' (23 pb).

La sonda se¢ sintetizd por RT-PCR (Apéndice 1). El ARN total de nifién se aisld por ¢l método de TRIzol
{Gibco BRL) de acucrdo a las intrucciones del fabricante {Apéndice 2). Ei producto de la PCR sc corné en
clectroforesis en agarosa al 1 5% a 50 Volts durante 15 horas a temperatura ambiente para comprobar su

tamafio. La sonda sc a1slo por ciectroelucion.
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El producto d: la RT-PCR fue de 975 nucledtidos de large de Ia posicion 256 a la 1208 de] ARNm.

V.7. DETERMINACION DEL ARNm DE CAT
El ADNc (sonda uspecifica) obtenido se utilizd para determinar los niveles de les ARNm de CAT por la

técnica de Northern blot

V.7.A. Extraccion y electroforesis del ARN total,

El ARN total de corteza y médula se aislo por el método de TRIzol (Gibco BRL) de acuerdo a las
nstrucciones del fabricante (Apéndice 2) y se leyé a 280 y 260 nm para obtener la concentracion del ARN yel
cociente du las lecturas (260/280) que indica fa calidad del ARN {valores de 1.6-1.9 sc tomaron como bucna
calidad). La concentracion final del ARN fue de 5 paful.

Posterionmente las mucstras s corncron ¢n un gel de agarosa al 1% a 55 Volts, durante 4 horas a
temperatura ambiente A cada pozo del gel se Ic colocaren 10 pg de ARN mezclado con una sohucion
dusnaturalizante que contenia 10 ! de formamuda, 2 ul de MOPS 10X (Apéndice 2), 4 pd de formaldchido, 2
ul de azul de bromofinol y 0.32 pl de bromuro de etidio (10 ng/ml). Después, ¢! ARN s¢ transfirio a una
membrana de nylon “Nylon Membranes, positively charged” (Bochringer Mannheim, Alemania), obteniendose
¢l negativo. Se fijé el ARN a la membrana con rayos UV en un crosslinker “CL-1000 Ultraviolet Crosslinker
UVP” (Lansen Scientific CO. [linois), s¢ dejaron secar perfectamente y sc almacenaron cn bolsas de plastico a

4°C hasta su uso

V.7.B. Northern blot.

Para detoctar ol ARNm se utilizé el estuche “Dig Hihg Prime DNA Labeling and Detection” Starter Kitt [1
(Bochringer Mannheim, Alemanta) de acuerdo a las instrucciones de! fabricante (Apéndice 3).

Este sistma no radioactivo usa digoxigenina (DIG), ¢l cual es un esteroide hapteno, para marcar DNA,
RNA u oligonucleotidos para hibridacién y deteccion por color o luminiscencia,

La sonda de CAT s¢ marcé con la DIG que cstaba acoplada a dUTP via marcador alcaline. La sonda ya
marcada se hizo hibridar con el ARN fijado el las membranas de nylon. La deteccion inmunoldgica se realizé
con un antiDIG acoplado a Fosfatasa alcalina v son después visualizados con el sustrato quemtifuminiscente
CSPD. La desfosforilacion cnzimitica de CSPD por la fosfatasa alealina emite luz en una longttud de onda

maxima de 447 nm la cual es registrada en una placa de rayos X

V.7.C. Determinacion de las unidades relativas densitométricas.
Mediante un programa de compute llamado Sigma Scan-Pro, se determing cn el negative de la fotografia

tomada a [a membrana recicn transfenda y en la placa dc autorradigrafia del Norther Blot la intensidad v el
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arca de la banda que corresponde a la fraccion 188 del ARN y la banda que correspondia 2l ARNm de CAT,
respectivantente Esto se¢ hizo para cada muestra, expresando los resultados como umdades densitomitricas
Con cstos dos datos sc caleuld ¢l cociente “umidades densitorétricas de la autorradiografriafumdades
densitométricas del 188 en el negativo = Unidades relativas densitométricas™ Este cociente se realizo para

corregir por la cantidad de ARN total colocado en cada pozo (114)

V.8, DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA DE CAT
La cantidad de proteina de la CAT s¢ determind por el método de Western blot, utilizando los anticucrpos

comerciales anti-CAT de Calbiochem (San Diego, CA).

V.8.A. Extraccion de proteinas totales.

Sc¢ homogcernizaron 160 mg de corteza o du médula renal en 300 pl de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH
7.4) que contenia un cocte] de antproteasas (leupeptina Spg/ml, pepstatina 7 pg/mi y aprotinina Spg/ml) y
EDTA 1 mM

Se mdié ol contenido de proteina en los homogeneizados por el método de Lowry (106) y se hicieron

alicuotas con una concentracion de 5 pg/pl.

V.8.B. Western blot.

Sc utilizo el estuche comercial “ECL Wusten blotting analysis system” dc Amersham Life Scicnces
(Inglaterra) {apéndice 4). Este sistema ¢s un método que cmite luz para fa deteccidn de antigenos especificos
inmovilizados, conjugado con un anticuerpo marcado con la peroxidasa de rabano.

Las proteinas fucron separadas por elcctroforesis y transferidas a una membrana de nitrocelulosa, la cual se
mecubd con el anticuerpo primana (anti-CAT) y posteriormente con cl anticuerpo secundario {anti-Ig) acoplado
a la peroxidasa de ribano. La membrana se cubnié con una mezcla que contenia luminol y un amplificador
para quc la peroxidasa dc rabano catalizara la oxidacion del luminol y se produjera enuston de luz
{quemiluminiscencia). La sefial de luz producida sc registrd en una placa de rayos X que luego se sometid a
densitometria.

Los datos de densitometria se obtuvicron utilizando un anahzador dc imagenes Eagle Eye de Stratagene,
este programa da los resultados en prxcies (unidades de luz). Los datos sc expresan como porcentaje de

cambios respecto a los controles {% de cambio).
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V.9. ESTUDIOS DE HISTOLOGIA EN CORTEZA RENAL

Se tomaron muestras de corteza renal para analisis de histologia. L.a mucstra de eorteza se fijé con un ml de
solucion de formaldehido al 10%, despuds se deshidratd gradualmente cn alcghol y s¢ cmbebid ¢n parafina
Posturiormente s obtuvicron cortes de 3 pm de grosor los cuales s tificron con cosina/hematoxiling,

La cuantificacion del dafio histolégico sc realizo usando un analizador de tmagen de Leica Qwan
{Cambridge, England). Se hizé un perfil histologico de 50 tibulos proximales por rata scleccionados al azar (4-
3 ratas por grupo cxperimental). S¢ midid su drea en micrémetros cuadrados (m?) y s¢ determind aquella
ocupada por las células cpiteliales que presentaban alteraciones histolégicas como inflamacion, vaciolizacion

citoplasmica, descamacion y necrosis, De csta mancra se caleuld ¢l porcentaje del drea tubular afectada

V.10. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GM EN CORTEZA RENAL

La gentamicina sc midié ¢nt homogeneizado de corteza renal con un inmunoensayo de fluorcscencia
polarizada, empleando el sistema TDX-GM de laboratorios Abbot (Abbot Park, IL). El homogeneizado renal
sc diluyd en amortiguador TDX para obtetier concentraciones entre 3 y 7 pe/ml. Se hizo una curva patrén a
partir de los siguientes estandares de gentamicina: 0.0, 0.5, 1.5, 3.0, 6.0 y 16.0 pg/ml. Ei porcentaje de
recuperacion de GM del homogeneizado renal fue de 98.2 + 7.8%. Los resultados sc interpolaron en la curva y

¢l contenido de gentamicina cn corteza se ¢xpreso como ug de gentamicina/mg de proteina

V.11. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron por ANOVA y comparaciones miltiples usando la prucba de ¢ d¢ Bonferroni,
mediante el programa Prisma 2.01 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) y se presentaron como la media * DE.
Los resultados obtenidos del contenide renal de gentamicina y del analisis histologico s¢ analizaron con una ¢

de Student no parcada. Un valor de P<0.05 se considero significativo.
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V1. RESULTADOS
Prnmeramente se tenian que encontrar las condicrenes adecuadas con las cuales inducir nefrotoxicidad con
gentamicina. De acucrdo a la hiteratura se habia cncontrado que hay diferentes mancras de inducir csta

nefrotoxicidad (Cuadro I1) y nosotros  probamos cuatre modclos (Cuadro 111).

Cuadro il. Esquemas de induceion di nefrotoxicidad por gentamicina usados por varios aulorcs

ESPECIE |[CEPA SEXO PESO DQSIS/ VIA ADMON. | AUTORES
(@) DURACION
RATA Spraguc- |MACHO |200-250 (100 mg/Kg/dia subcutanea Ramsammy
Dawley 4 dias el al., 1986 (49)
RATA Sprague- |[MACHO (200-220 | 100 mg/Kp/dia subcutanca Ramsammy
Dawley 6 dias etal, 1989 (50)
RATA Sprague- |MACHQC |240-280 |40 mg/Kg/dia. subcutinea Nakajima
Dawley 13 dias etal, 1994 (47)
RATA Spraguc- |{MACHO |[275-300 {100 mg/Kg/dia. subcutanea Wemberg,
Dawley 4 dias 1985 (113)
RATA Sprague- {MACHO [200-250 {100 mg/Kg/dia. subcutinea Walker y Shah, 1988
Dawley 8 dias (48)
CuUYo MACHO {450 200 mp/Kg/dia. intra- Kawvutcu er af , 1996
aprox. 10 dias muscular (37
RATA Sprague- |MACHO [180-200 | 100 mg/Kg/dia. subcutanea Stratta et af . 1994
Dawlcy 8 dias (116)
RATA Sprague- |MACHO |180-200 | 150 mg/Kg/dia. subcutanea Stratta ef al.. 1994
Dawlcy 8 dias (116)
RATA Wistar MACHO |210 30 mg/Kp/dia, subcutinea Ali y Bashir, 1996
aprox. & dias (74)
RATA Fisher MACHQ | 150-180 |{20-180 mg/Kg/ intra-penitoncal | Elfarra er al . 1994
12h (51)
RATA Spraguc- |HEMBRA | 175-200 |30 mg/Kg/12h intra- Thibault cf af , 1993
Dawley 10 dias peritoneal 01
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Cuadro [li. Modelos de nefratexicidad probados por nosotros

MODELO TRATAMIENTO
I 100 mg GM/Kg peso/24 h. Durante 8 dias
2 50 mg GM/Kg peso/12 h. Durante 8 dias
3 75 mg GM/Kg peso/12 h. Durante 8 dias
4 75 mg GM/Kg peso/12 h. Durante 6 dias

VLI. MODELO 1. Con la finalidad de caracterizar ¢! modelo y estandarizar algunas técnicas, se decidio
probar primero ¢l ¢squema usado por Walker y Shah de 1988 (48} que fue de 100 mg GM/Kg/dia durante 8
dias (Cuadro II). Para hacer cvidente que los animales desarrollaron nefrotoxicidad s midieron los sigulentes
parametros: a) protuinuria, b) creatinina plasmatica y depuracion de creatinina, y c) nitrdgeno de urca (BUN),
No se obtuvieron resultados que evidenciaran que los animales desarrollaron nefrotoxicidad, ya que los datos

obtenidos en las ratas tratadas con GM fucron similares a los obtenidos de las ratas controles.

VL.2. MODELG 2. Posteriormente, se decidié inyectar 50 mg de GM/Kg/12 h de GM durante 8 dias porgue
al revisar mas litcratura s¢ encontrd que hay mayor probabilidad de inducir nefrotoxicidad 2l dividir 1a dosis
original en dos, aplicandolas cada 12 h (45) y porque vimos que algunos autores inyectaban dos vecys al dia.
(Cuadro [I). Las ratas sc sacrificaron ¢l dia 9, 12 h después de la dltima inyeccion de GM. La orina se

recolects los dias 3, §, 7y 9 y se realizaron las mismas mediciones que en el modelo anterior.

Los resultados indicaron que si habia dafio renal: e volumen urinario y la proteinuria aumentaron
significativamente cn ¢l grupo tratade con GM desde f dia 7 (Figura 5), la creatinina plasmatica aumentd
aproximadamente un 100%, la depuracion de creatinina disminuyd un 50%, v el nitrogeno de urea incrementéd

400% cn el grupo tratado con GM (Tabla 1)
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Figura 5 Comportamicnto de! volumen urmario y de la excrecién de las proteinas totales de ratas del modelo 2
(30 mg/Kg/12 h durante 8 dias) n=8§

Tabla 1. Funcién renal en el dia 9 cn ratas tratadas con GM del modelo 2 (50 mp/Kp/12 h por 8 dias). n = 8

Grupo experimental Creatinina plasmitica | Depuracién de creatinina | BUN cn plasma (mg/dL)
{mg/dL) {m{/min)

Control 06 = 01 14+ 04 23+ 5

Gentamicica I4 & 04* 06 01* 96 + 23*

* P<0 05

Todos estos datos nos indicaban que la gentamicina habia provecado nefrotoxicidad en las ratas Sin
cmbargo, consideramos que no eran tan cvidentes como en los reportes de algunos autores Por lo cual,

realizamos un tercer cxpurumento.

VL3. MODELO 3. Este se realizd on 8 ratas con una dosis de 75 mg de GM/Kg/12 h durantc 8 dias y en 8
ratas contreles. En este modelo, ademds de la proteinuria, la creatinina plasmatica, 1a depuracién de creatinina
¥ ¢l BUN, se mudid la actividad de las enzimas N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) e orina, v de la plGSH-
en plasma, y de CAT v ¢GSH-Px cn homopenado renal. También se midié uno de los productos de
lipoperoxidacion (el malondraldehido) por ¢l método del dcido tiobarbitirico como un marcador de estrés
oxidativo cn orina durante ¢l tratamiento, ¢n plasma y en homogenizados de nifén obterudos ol dia del

sacrificio.
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VL3.A. Funcién renal para el modelo 3.
El volumen yrinano v 1a protemuria llegaron a un pico maximo en ol dia 7y en ol dia 9 disminuy cron
claramente (Figura 6). La proteinuria llepé a una concentracion de 60 mg/24 h en ¢f dia 7 La actividad
urinaria de NAG. al 1gual que fa proteinuria, alcanzé un pico maximo ¢l dia 7 (Figura 7). Como ya sc habia
mencronado. la NAG ¢s una enzima que sc encuentra cn los lisosomas de las células del tiabulo proximal, por
lo tanto, ¢l incremento en la excrecidn de esta enzima indica que hay dafio (necrosis) cn estas células
En este experimento la creatinina plasmatica aumenté 5 veces, la depuracién de creatinina disminuyo 90% y

¢l BUN auments aproximadamente 7 veces (Tabla 2).

VOLUMEN URINARIO PROTEINURIA
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Figura 6 Comportantiento del volumen urinario y de la proteinuria durante ¢l tratamiento con GM cn el
modelo 3 (75 mp/Kg/12 h durante 8 dias) n=8.
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Figura 7. Comportamicnto de la cuzima N-acett!-B-D-glucosamunidasa (NAG) en ¢l modelo 3 (75
mg/Kg/12h durante 8 dias) n=8
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Tabla 2. Funcion rena en of dia 9 en of modelo 3 (75 m Kg/12 h por § dias)

Grupo experimental Creatinina plasmatica Depuracian de creatinina BUN ¢n plasma
(mg/dl) (ml/mun) {mg/dL.)
Control 06101 16+06 23+4
Gentamicina 3Lt 017+010* 170 + 27*
*P<0.001n- 8§

VI.3.B. Marcadores de estrés oxidative para el modelo 3.,
Los resultados du la Lipapcroxidacién no fucron diferentes entre las muestras controles y las de GM (tabla 3),
ademas no s¢ parceian a los resultados reportados ¢n la litcratura (47,49,50,73), por lo que se decidié utilizar

posteriommente un estuche comercial.

Tabla 3. Lipoperoxidacion cn orina, en homogenizados de rifion y cn plasma cn ef modelo 3 (75 mg/Kg/12h
durante § dias).

Grupo experimental ORINA RINON PLASMA
(rmo! MDA/24 k) {nmol MDA/mg proteina) (ol MDA/ml)

Control 121£24 0394019 26+13

Gentamicina 80 + 48 0394022 26+12

n=s.

VL3.C. Actividades de las enzimas antioxidantes para el modelo 3.

La acttvidad de pIGSH-Px en plasma disminuys aproximadamente un 70% (Figura 8). La actividad de
¢G5H-Px de homogencizado de rifion no cambié significativamente (Figura 8) aunque sc observé uma
tendencia a disminuir con gentamicina.

La actividad dv CAT disminuy¢ aproximadamente un 65% (Figura 9).
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Figura 8. Actividad de las isomorfas extracelular y citosélica de GSH-Px para ¢l modeio 3 (75 mg/Ke/12 h)
u- X

CATALASA
0.4;
T *P<0.0001
g 0.3
8
o
E 0.2
= —*_
0.14
00!

CONTROL GENTAMICINA
Figura 9. Actividad de CAT para ¢l modelo 3 (75 mg/Kg/12 h durante 8 dias). n = 8.

En basc a les resultados obtenidos se realizé otro experimento cn el que sc sacrificaron los animales el dia
7 donde se presenta el pico maximo de dafio en base a volumen urinario, proteinuria y NAG. Esto con la
finalidad de observar el comportamiento de las enzimas antioxidantes a cste mivel de dafio Ademds se
scpararon la corteza y la médula para observar si habia una regulacion diferencial. Lo que nos levo a)

sigwente modelo (modelo 4)

V1.4 MODELO 4. Con los cxperimentos realizados anteriormente se determunaron las condiciones para
mducit la nefrotoxicidad v se procedié a estudiar ¢l efecto protector del ajo. En este modelo sc cstudiaron 4
grupos con 8 ratas cada uno: control (CT), gentamicina (GM) (75 mg/Kg/12 h durante 6 dias), control
alunentado con ajo (A} y gentamictna alimentado con ajo (GM+A). E! sacrificio fue ¢l dia 7. Aunado a ios

parumetros mencionados anteriormente, se calculd el cociente creatinina onna/creatning plasma (LCHPCr), y
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sc dotermund el sodio urnnano y plasmitico, con lo cwal s¢ pudo calcular la fraccion cxcretada de sodio
Tambien se extrajeron los nifiones de cada rata y se separaron la corteza y [a médula, La activadad. {a cantdad
v los mveles de ARNm de CAT se mudicran on medula y corteza renal y la actividad de ¢GSH-Px se mudio
tambtin en midula y corteza, la activdad de plGSH-Px s¢ mudid en plasma. Paraldlamente. se midio
lipopuroxidacion en homogenados de corteza del dia del sacrificio con un estuche comurcial. Ademas, se

realizaron los estudios de histologia renal y concentracion de gentamicina en nifidn.

VI.4.A. Funcion renal para el modelo 4.

El volumen urinarto aumenté significativamente cn el dia 7 ¢n los grupos GM y GM+A (Figura 10)

La protcinuria aumento significativamente en los grupos tratados con GM desde ¢l dia 5 del tratamiento En
¢l grupo GM se observo el dia 7 un valor aproximado de 50 mg de protcina cn 24 horas v de 35 mg para ¢l

grupo GM+A (Figura 10).
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Figura 10. Volumen urinario y protemuria para ¢l modelo 4. CT = grupo control, GM = grupo tratado con
gentamicina, A = grupo alimentado con ajo, GM+A = grupo alimentado con ajo y tratado con gentamicina
(n=8).

La excrecton urinaria de la enzima NAG tuvo el mismo comportarniertto que la proteinuria, alcanzando en
¢l dia 7 un valor de 45 Ur24 hen ¢l grupo GM y 2 0 U724 h en ol grupo GM~+A (Figura 11). Estos resultados

junto con los del volumen unnario y los de la proteinuna indican gue ¢l ajo previno parcialmente ¢l dafio renal.

Los niveles de nitrégeno de urca en plasma s¢ muestran en la figura 12. La GM aumentd los miveles de
mitrogeno mas del 200%, pero el ajo impidid gue los niveles fucran tan altos, ya que incrementaron sélo

aproximadamente ¢n un 100%
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Los resultados de [a creatinina plasmatica fucron stmilares a los del nitrogeno de urca (Figura 13A). La GM
incrementd los riviles y ol ajo previno parcialmente ¢l dafio renal. En cuanto a la depuracién de creatimina, on
¢t grupo GM disminuyo aprox:madamente un 50% en comparacién con cn grupo control y ¢l ajo previno la

distinucion de la depuracidn causada por Ja GM (Figura [31B)
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Figura 11. Excrecién urinaria de Ia enzima NAG para el modelo 4. CT = grupo control, GM = grupo tratado
con gentamicina, A = grupo alimentado con ajo, GM+A = grupo alimentado con ajo y tratado con gentamicina.
n=8.
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Figura 12. Concentracion de mitrogeno de urea cn plasma en el dia 7 para el modelo 4. CT = grupo control,
GM = prupo tratado con gentamicina, A = grupo alimentado con ajo, GM+A = grupo alimentado con ajo y
tratado con gentamicina. La n de cada grupo se muestra dentro de Ias barras.
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Frgura 13. {A) Creatinina ¢n plasma y (B} depuracion de creatinina en ¢l dia 7 para el modelo 4 CT = grupo
control. GM = grupe tratado con gentamicina, A = grupo alimentado con ajo, GM+A = grupo alimentado con
ajo y tratado con gentamicina. La n de cada grupo sc muestra dentro de las barras.

Por otro lado, también podemos observar que Ia reabsorcion tubular de agua disminuy6 mas del 60% en los
grupos tratados con GM (Figura 14A) pero el ajo no previno cste cambio. No hubo cambios significativos en

la fraccion excretada de sedio entre los 4 grupos (Figura 14B)
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Figura 14. (A) Reabsorcion tubular de agua y (B) Fraccion excretada de sodio para el modelo 4 CT = gnipo
contral, GM = grupo tratado con gentanucina, A = grupo alimentado con ajo, GM+A = grupo alimentado con
ajo y tratado con gentamicma  La n de cada grupo se muestra dentro de las barras
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V1L.4.B. Marcador de estrés oxidativo para el modelo 4.

Para determunar la lipoperoxidacion se utiliz6 un estuche comercial, encontrando diferencias significativas
ctre fos cuatro grupos  Como podemos observar cn la figura 15, la lipaperoxidacién  aumentd
aproximadamentc 3 veces en el grupo tratado con GM ca comparacion con ¢l grupo centrol. Esto corrohora
que Jas ERO si mtervicnen en la nefrotoxicidad inducida por gentamicina. Tambidn podemos observar que el
ajo previno el aumento en la lipoperoxidacion que causa la GM, ya que cl grupo GM+A tuvo valores sumifares

a los del grupo control
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Figura 15. Lipoperoxidacion et corteza renal para ¢l modclo 4 CT = prupo control, GM = grupo tratado con
gentamicina, A = grupo alimentado con ajo, GM+A = grupo alimentado con ajo y tratado con gentamicina. La
n de cada grupo se muestra dentro de las barras.

VIL4.C. Actividad de las enzimas antioxidantes GSH-Px para el modelo 4.

En cuanto a la actividad de cGSH-Px en corteza, podemos ver cn la figura 16A que la CGMdisminuyo la
actividad de esta enzima en comparacion con el grupo control, y que ¢l ajo evité esta disminucidn ya que la
actividad en ¢l grupo GM+A cs igual al grupo C. Sin embargo, en médula no se gbservaron cambios {figura
16B). Por otro lado, la actividad de pIGSH-Px también disminuyd por la GM, v ¢l ajo tuvo un efecto

parcialmente protector, ya que se observé que en el srupo GM+A la disminucién fue menor(figura 16C)
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Figura 16. Actividad de las isomorfas de GSH-Px. ¢GSH-Px en corteza (A), cGSH-Pxen mddula (B) v
pIGSH-Px en plasma (C) en el dia 7 para ¢l modelo 4 CT = grupo control, GM = grupo tratado con
gentamicina, A = grupo alimentado con ajo, GM+A = grupo alimentado con ajo y tratado con gentamicina. La
n de cada grupo se muestra dentro de las barras

V1.4.D. Expresion de [ enzima CAT para el modeio 4.

La actividad enzimatica dc CAT en corteza (Figura 17A) disminuyd cn los grupos GM, A v GM+A en
aproximadamente un 5% en comparacién con ¢! grupo control. Esta disminucion sc debid a que la cantidad de
esta enzima, medida por Western blot, también dismunuyé cn estos rusmos grupos como podemos verlo ¢n la
figura 17B. Por otro lado, cn la figura 17C se muestra que los niveles de ARNm de la cnzima CAT en coffeza

renal, solo disminuyeron ¢n el grupo GM. Lo anterior significa que la cantidad de CAT disminus o, ¢n parte.
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como consecuencia de la disminucion de los mveles de ARNm de esta crizima en ¢l grupo GM. Sin cmbargo ol
3o preving csta disminucion, por lo que la disminucion de la concentracién de la proteina cn los grupos A s

GM+A muy probablemente se debe a eventos pos-transcripcionales.
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Figura 17 Actividad (A}, niveles de proteina (B) y niveles de ARNm (C) de la enzima CAT en corteza renal
para ¢l modelo 4 CT = grupo control, GM = grupo tratado con gentamicina, A = grupo alimentado con 2jo,
GM+A = grupo alimentado con ajo y tratado con gentamicina La n de cada Brupo sc muestra dentro de las

barras.

En medula la actividad de la cnzima CAT disminuyé en fos grupos GM, A y GM+A (figura 18A), lo que

puede deberse a que la cantidad de proteina analizada por Western blot disminuyd en estos mismos prupos
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{figura 18B). Sin embargo los niveles del ARNm de CAT ¢n médula renal no se modificaron en ninguno d fos
grupos {figura 1%C). por lo que se puede decir que la disminucion de la cantidad de CAT en médula en o

grupo GM no s¢ debe a la disminucion del ARNm de csta cnzima

CATALASA EN MEDULA RENAL
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Figura 18. Actividad {A), niveles de proteina (B) y mveles de ARNm (C) de Iz enzima CAT en modula renal
para el modelo 4. CT = grupo control, GM = grupo tratado con gentanucina, A = grupo alimentado con ajo,
GM+A = grupo alimentado con ajo y tratado con gentamicina La n de cada grupo se muestra dentro dc las

barras
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Con estos resultados podemos ver que la GM disnunuye la cantidad de proteina y fa actividad de la cnzima
CAT. tanto en corteza como vn medula renal, pero tambicn podemos observar que ol 3jo por si solo disminuye

la cantrdad de proteina v la actrvidad de esta cnzima tanto cn cortezs como en midulz

VI4.E. Contenido de gentamicing en corteza renal para el modelo 4.
En 1a figura 19 s¢ mucstra que cf ajo no alter6 el contenido de gentamicina en la cortuza renal, ya quu no
hubo diferencias significativas entre los grupos GM y GM+A que tuvicron valores de 3 7340 32 ¥y 435+407,

respectivamente

CONTENIDO DE GENTAMICINA EN
CORTEZA RENAL,

g &
N=
&
g [
e
o 4 -0
ua
5
g 2
@
-
s
0 7 7
GM GM+A

Figura 19. Contenido de gentamicina en cortcza renal para ¢l modelo 4. CT = grupo control, GM = grupo
tratado con gentamicina, A = prupo alimentado con a0, GM+A = grupo alimentado con ajo y tratado con
gentamicina. La n de cada grupo se muestra dentro de las barras.

V1.4.F. Daiio histolégico.

En la figura 20 sc observa quc el grupo tratado con GM muestra inflamacién, vacuolizacién ¥ NECTOsIS ¢n
las células epucliales del fibulo proximal (figura 20B), comparadas con el grupo control (figura 20A), donde
no s¢ obscrvan estas alteraciones histologicas. En el grupo GM+A cl dafio tubular inducido por GM disminuyo
significativamente (figura 20C). No sc observaron alteraciones histolégicas en los tibulos proximales de las
ratas alimentadas con ajo {datos no mostrados). Al hacer ol analisis cuantitativo, se encontré que el porcentaje
de drea tubular dafiada es mener en el grupo GM+A (33.5 + 14) que en ¢f grupo GM (78.2 + 11.3) (figura 21)

haciéndose evidente el dafio histoldgico inducido por la GM y «i efecto protector del ajo.



Figura 20. Microscopia de luz de los cortes de corteza renal de (A) ratas controles, (B} ratas tratadas con GM
para el medelo 4, las cuales muestran necrosis (flechas) y descamacion de las células epitcliales del tabulo
proximal (cabeza de flecha) y (C) ratas tratadas con GM+A, cn las cuales es evidente un menor dafto
histologico que ¢l observado en las ratas tratadas con GM. H&E. (A) y(B) 100X; (C) 200X
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Figura 21 Dafio histologico presentado cn la nefrotoxicidad inducida por GM para ¢l medele 4 GM = grupo
tratado con gentarmcina, GM+A = grupo alimentado con ajo ¥ tratado con gentamicina. La n de cada grupo se

muestra dentro de las barras
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VII. RESUMEN DE RESULTADOS

La GM provocd alteraciones a nivel tubular (aumento de la exerecion urinana de proteinas y de NAG y
dafio histolégico) y glomerular {aumento de creatinina y mitrogeno de urea en plasma, y disminucién cn la
depuracién de creatinina) También provocs un aumento cn la lipoperoxidacion.

El ajo disminuyd ol dafio tubular, glomerular y la lipoperoxidacién causada por la GM, sin que disminuycra
la concentracién del antibidtico en la corteza renal.

La actividad de la enztma ¢cGSH-Px en corteza renal disminuyo cn el grupo GM, y ¢l ajo previno csta
dismunucién,

La actividad de la pIGSH-Px  disminuyo en el grupo tratado con GM ¥ ¢l ajo previno parcialmente esta
dismunucién,

La GM disminuyé la actividad, la cantidad y los niveles de ARNm de CAT en corteza renal,

Los grupos A y GM+A tienen el mismo comportamiento, la actividad y la cantidad de CAT disminuyeron
cn corteza renal, pero los niveles de ARNm no cambiaron.

En cuanto a las mediciones realizadas en médula, se observéd que los grupos GM, A y GM+A tuvicron ¢l

mismo comportamiento, la actividad y la cantidad de CAT disminuyo, pero no los niveles de ARNm.
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VIII. DISCUSION
VIILT. MARCADOR DE ESTRES OXIDATIVO

Los fosfolipidos d¢ membrana contienen gran cantidad de acidos grasos polinsaturados muy sulnerables a
la peroxidacion. A este fenomeno s le denromina lipoperoxidacion, ¢f cual indica la presencia y parucipacion
de las ERO (73) En ¢l modelo 4 medimos los niveles de MDA y 4-hidroxinonenal, productos de la
lepoperoxadacidn, y encontramos que estos aumentan  significativamente cn la corteza renal de ratas tratadas
con (GM, lo cual concucrda con otros trabajos (47,49,50,73), confirmando asi quc las ERO ¢stan imvolucradas
¢n la nefrotoxacidad inducida por la GM.

Debido a que vn el grupo GM+A no hubo aumento en la lipoperoxidacion y el dafio histoldgico fue mucho
menor en comparacion con ¢l grupo GM, ol efecto protector del ajo pucdo deberse a sus propeedades
antioxidantes y a que previno la disminucion de la actividad de Ja cnzima ¢GSH-Px en corteza v la plGSH-Px

cn plasma.

VHL2. DISFUNCION TUBULAR

Para evaluar la functén tubular se evalué e! dafo histoldgico, la excrecion urinaria de proteinas y de NAG,
Ia actividad de la cnzima plGSH-Px, la reabsorcion tubular de agua y la fraccion excretada de sodio.

Al cvaluar el dafio histologico se encontrd que hubo necrosis celular de los tibulos proximales en ¢l grupo
GM  Esta necrosis celular explica, al menos en parte: a) el aumento en la excrecion urinaria de proteinas, ya
que las proteinas (de bajo pese molecular) son reabsorbidas en las células de los tibulos proximales y
posiblemente también porque se excretan todas las proteinas de las células necrosadas, b) el aumento en la
excrecion unnaria de la enzuma NAG, porque esta enzima se localiza en los lisosomas de los tibulos
proximales, ¢) la dismunucion de la actividad de plGSH-Px, ya que ¢s una enzima que se sintetiza en los
tabulos proximales (24) y que se secreta a la sangre, por lo tanto, la GM al dafiar las células tubulares,
conduce probableniente a una disminucion cn la sintesis de esta enzima y consccuentemente a una disminucion
de su actividad en plasma, y d) la disminucion en la reabsorcién tubular de agua, ya que ¢n el tubulo proximal
se reabsorbe agua y 1 las células de los tibulos estan dafiadas por la GM, entonces se altera la reabsorcién dl
agua. Por otro lado, uno esperaria que [a fraccion excretada de sodio se hubiera visto afectada por la necrosis,
sin embargo no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los cuatro grupos.

El ajo tuvo un cfecto parcialmente protector por que previno que los valores de la protenura v los de la
excrecion uriaria de NAG en el grupo GM+A fucran tan altos como los del grupo GM. El ajo tambicn
pradujo que cl dafio hustolégico fucra menor que en ¢ grupo GM+A cn comparacién con el grupo GM 4
previne que la actividad de plGSH-Px disminuycra en of grupe GM+A vn mener proporetdn que en ol grupo

GM . Por lo tanto, ¢l ajo disminuyo algunas alteraciones tubulares inducidas por la GM
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VIIL3, DISFUNCION GLOMERULAR

En este trabajo sc encontraron incrementados los niveles de creatinina y nifrogeno de urea en plasma, asi
como una dismnucién en la depuracién du creatinina on las ratas tratadas con GM

Estas altcraciones cn el grupo GM pucden deberse a la produccién exagerada de ERO, apoyado csto con ¢
meremento ¢n Ia hipoperoxidacién y en que se conoce que las ERO pueden disminuir la velocidad de filtracion
glomerular (GFR). Se ha demostrado que tanto las ERO, en particular ¢l H,0, (118), como la GM (119) ticnien
cfectos contractiles sobre céfulas mesangiales cultivadas de rata, lo cual modifica la superficte d filtracién y
consceuentement. el cocficiente de ultrafiltracion capilar glomerular (K1), lo que conduce a una disminucion cn
ol GFR. Ademas, la GM disminuye la actividad dc la enzima Mn-SOD (120), por lo tanto aumenta [a
concentracion del anién superéxido, ol cual a su vez pucde inactivar al oxido nitrico que ¢s un vasodilatador, lo
que conduciria a una disminucién de la GFR, ya que se ha visto que las ratas tratadas con GM mas N-nitro-
l.-arginina meti] uster (un inhibidor de la produccién de éxido nitrico) presentan mayor deterioro de la funcion
renal que ol obscrvado en ratas tratadas dnicamente con GM (121). Por otro lado, s¢ ha reportado gue [a GM
cstimula la sintesis del 6xido nitrico en las células mesangiales de rata (122,123), lo que nos indica quc
posiblemente el dxido nitrico es sintetizado para proteger al rifion de los efectos de la GM.

t.as ERO pueden estar actuando por una via indirecta. Se ha demostrado que el Hy0; (118) y la GM (119)
cstimulan la sintesis y liberacién del factor activador de plaquetas (PAF) en cultivos de eélulas mesangiales de
rata. El PAF es un lipido con efectos vasoactivos sobre el rifion, el cual causa una disminucién total en [a
filtracion glomerular y ¢l flujo renal, debido a la vasoconstriccion arterial del rifion v/o a un efecto sobre la
contraccion de células mesangiales (124-126). Se ha visto que al tratar ratas con GM y BN 5202] (un
antagonista de PAF), s¢ previene parcialmente la disminucion en la filtracion glomerular por nefrona ({124)
También s¢ ha obscrvado que el Kr regresa a sus mveles normales en animales tratados con captopril (un
mhibidor de la enzmma que convierte a la angitensina I a la 11) mas GM (124). La angiotensina 11 estimula la
produccion de PAF en cultivos de células mesangiales de rata {127). Asi, ¢l eficto protector de captopril sobre
ol Kr, pucde ser mediado por la disminucién de la produceién de PAF. Entonces la participacion de la
angiotensina [I scria otro mecanismo por ¢! cual la GM esta inducicndo [RA

Estos tres parametros concucrdan con los reportados por algunos autores (49,50), aunque la magnitud

dv estos cambios son diferentes cn cada trabajo. Estas diferencias pueden deberse a varios factores, asi como la
cspecic de animal usado, ¢l scxo, la duracién dul tratamicnto, la dicta, la dosis y la via de administracion de la

droga, ctc.

El ajo ademas de disminwir las alteraciones tubutares, también dismmuye las alteractones glomerulares,

probablemente debido a sus propicdades antroxidantes y a la capacidad de prevenir la dismunucién de la
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actividad de Ma-SOD (120) y de ¢cGSH-Px ¢n corteza, lo que probabicmente cvitaria ¢l aumento cn las ERQ 4

por lo tanto su efecto sobre ¢l GFR.

VIIL4. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ANTIOXIDANTE ¢GSH-Px

En cuanto al comportamicnto de las actividades de la ¢cGSH-Px ¢n corteza renal y la plGSH-Px ¢n ratas
tratadas con GM no habia informacidnen la litcratura, excepto un trabajo donde utilizaron cobayos, donde se
encontrd que la cGSH-Px de tejido de nfidn disminuia de 0.117 £ 0014 2 0 (46 * 0017 U/mg du proteina
(37)

En ¢l presente trabajo se encontré que la actividad de 1a cGSH-Px en corteza renal disminuyé en ¢l grupo
GM Esto pucde deberse a una produceion cxagerada de el anion superdxido, ya que hay un aumento en la
lipoperoxidacion, una dismtnucidn ¢n la actividad de la Mn-SOD (120) y que se sabe que el anion superoxido
nhibe fas actividades de las enzimas CAT y ¢GSH-Px (128-130).

Otra explicacion es que la concentracion de selenio (Se) pudiera estar disminuida y seria la razdn por la cual
la actividad de [a enzima ¢GSH-Px de corteza se vea alterada cn este trabajo Ngaha er al. (131), han
observado que el Se, el cofactor de GSH-Px disminuye la nefrotoxicidad por GM en ratas. Ademas, s¢ ha
demostrado que la expresion del ARNm de esta ¢nzima disminuye en higado de rata deficientes cn Sc (132)
Aunque nosotros no hemos medido la concentracién de Sc, esta puediera ser una posibilidad

Por otra parte, la actividad dc la ¢cGSH-Px cn corteza no disminuy6 en et grupo GM+A, lo cual indica que
¢l ajo previno la disminucion de la actividad de esta enzima inducida por la GM, debido a sus propiedades

antioxidantes (120,133,134).

VIIL5.EXPRESION DE LA ENZIMA ANTIOXIDANTE CAT

En otros modelos donde se relacionan el estrés oxidativo y la regulacion de la CAT, se ha encontrado que ta
respuesta de la CAT al estrés oxidativo es impredecible. Hay evidencias de que la actividad y/o cxpresién
génica de la CAT dismmuye (135-137), no camba (138} o se incrementa (40,139,140) durante ol estrés
oxidative. Por ¢jemplo, Gwinner ¢f al en 1997 (141) cncontraron en ¢l modelo de sindrome nefrotico por
aminonucledsido de puromicina que los niveles de la CAT renal (medido por Western blot) disminuyen, pero
los mveles de ARNm no cambian. Estos autores sugineron que la disminucion de la actividad de la CAT cs
consceucncia de la baja cantidad de enzima, lo que puede estar contribuyendo al dafio por las ERO en la
nefrotoxcidad por aminonuchedsido de puromicina Ademds, se ha cncontrado que la expresion de la CAT
pucde regularse a vartos niveles. transenpeion del gen (139), estabilidad del ARNm (140), degradacion de la
CAT (142) y eficiencia de la traduccidn (143).

En ¢ste modelo hubo una disminucidn cu [a actividad, ¢n {a cantidad de proteina y en los miveles del ARNm

de CAT en corteza de ratas tratadas con GM. Esto quicre decir que ol efecto de Ia (iM sobre es, al menos en
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parte. a nivel transeripeional y la baja actividad de CAT, lo que puede causar que células v tejidos estén mis
expucstos al ataque peroxidativo y dafte por radicales hbres

Tambicn se observo que i ajo per se disminuye la actividad renal y fa cantidad de CAT, pero no los mveles
del ARNm. v lo mismo sucedio cn cf grupo GM+A. Algo similar cncontraron Chen v su grupo (144}, quicnes
observaron que la actividad y la cantidad de CAT disminuyt en ¢l higado de ratas y ratones tratados con
homogencizados de ajo fresco (de 2 o 4g de ajo fresco en agua bidestilada/Kg de peso/7 dias) y con dialil
sulfuro (DAS, un componente del ajo, 50 o 200mg/Kg de peso/8 o 29 dias), y que estos mismos tratamicntos
no causaron cambios en las actividades de las enzimas SOD y GSH-Px en ¢l mismo tejido Sin embargo, cllos
no encontraron una explicacién por la cual cl ajo o DAS estuvieran afictando solo a la CAT.

En otro trabajo (145) se encontrd que cn los animales alimentados con ajo ¢n polvo (2%), la sintesis renal de
CAT dismunuy6 y su degradacion no cambi. Entonces la reduccidn en Ia actividad y en ¢l contenido de CAT
es sccundana, probablemente, a la disminucion en la sintesis La disminucién en la sintesis, en presencra de
una invariable degradacion y un estado estable de los niveles de ARNm de CAT, supicre una disminucidn en la
eficiencia traduccional de los ARNm, lo cual ¢s un cvento post-transcripcional. Intercsantemente, se ha
encontrado que el ajo o algunos de sus compuestos como la S-alil-cistcina, la S-alil mercaptocisteina y la alina
son capaces de disminuir la concentracion de H;0, in vitro (133,146)¢ in vivo (92), por lo cual se puede
especular que si hay bajos niveles de peréxido de hidrogeno, no es necesaria la sintesis de CAT ya que seria un
gasto energtico innccesario para la célula, lo cual conduce a una disminucidn en la actividad de esta cnzima

Esta disminucién en la ¢xpresion renal de CAT pudicra ser considerada como una desventaja, sin embargo,
esto no se reflejo como dafio renal (aumento de lipoperoxidacién, de nitrogeno de urca, de la excrecidn urinana
de proteinas, etc., ¢n las ratas alimentadas con ajo). Y esto pucde estar asociado con gue la dieta con ajo no
modifica las actividades de otras enzimas antioxidantes como la ¢GSH-Px cn corteza y médula, la plGSH-Px,
cstudiadas cn este trabajo v la EC-S0D, Mn-SOD y CuZn-50D (120) Esto sugiere que hay una regulacion
difercncial en la expresidn de las enzimas antioxidantes en ratas alimentadas con ajo.

Se considcra que la GSH-Px jucga un papel mucho més importante que CAT, porque se ha reportado que la
peroxidacion en el corazdn de rata cs incrementada solo por la restriceion de selenio, un componente clave para
la actividad de GSH-Px, pero no por ATZ, un fuerte inhibidor de CAT (147), y se ha observado que la
induccién de fa produccidn de H;0: en hepatocitos de rata por ctilmorfina ocurre solo cuando GSH-Px s
mhibida, pero no por la inhibicidn du la CAT {148). Por lo tanto, ¢n este trabajo la disminucion de la expresion
de CAT por la alimentacidn con ajo no estd causando dafic renal a las ratas, probablemente porque las
actividades de cGSH-Px y plGSH-Px no son afectadas por la dicta con ajo

Funalmente, se obscrvd que el efecto protector del ajo, no se basé en que éste hubicra disminuido la
concentracion de la GM en [a corteza renal, lo que indica que fucron sus propiedades antoxidantes las que

protegicron.
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IX. CONCLUSIONES
I.- La GM alterd [a expresién renal de las cnzimas antioxidantes catalasa y plutatién peroxidasa
2.- La dicta con ajo disminuyé Ia nefrotoxicidad inducida por el antibiético. El ajo previno las alteraciones

tubulares y glomentlares posiblemente por sus propiedades antioxidantes, ya que previno cl incremento en Ja

lipoperoxidacion y Iz disminucién de la actividad de cGSH-Px en corteza renal.
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X. APENDICES
APENDICE |
Condiciones para iz RT-PCR para la sintesis de la sonda de CAT,

La transcripcion reversa fue realizada usando el GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer Corp,
Norwalk, CT, USA) con Ia siguiente mezcla: 2 pi del amortiguador transcriptasa reversa 3X. 2 wl de los
dNTPs (2mM cada uno), | pl de ohigo-dT (0.1 myg/ml), 1.75 pl de agua con DEPC, | pl de inhibwdor de
RNAsa (10 Usml), 0 23 transcriptasa reversa M-MuLLV {200 U/nl), y 2 pl de ARN total ultrapurificado. Los
ciclos fueron lo siguientes. 1 h a 42°C, 5 mun a 94°C y 10 min a 4°C. La PCR s¢ tealizo afadiendo 5 il de
amortiguador para PCR (10X), 5 ul dc la mezcla de NTPs (2 mM cada uno), 24 pl de agua con DEPC, 3 !
de primer supcrior (10 mM), 3 ub de primer inferior (10 mM) y 0.4 ul de ADN Taq polimerasa; ! ciclo: 5 min
a95°C, I mina $5°C, 1 5 min a 72°C. 33 ciclos | min a 95°C, | min a 55°C, 1.5 min a 72°C; y L cclo 1 mmn

a 95°C, ! mun a 55°C, 7 min a 72°C, 10 min a 4°C

APENDICE 2
Extraccién del ARNm total por el método de TRIzol.

Se homogeneizaron 0.1 g de tejido (corteza o médula renal) en 1 ml de TRIzol (Gibeo BRL) y st incubé
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Sc agregaron 0.2 ml de cloroformo, se agité durante 15 seg. cn
vortex y se mcub6 de 2 a 3 min. a temperatura ambiente. Sc ceatrifugd a 12000 r.p.m, durante 13 min. a 4°C.
La fasc acuosa (superior) se transfirié a otro tubo con cuidado de no tomar nada de la interface Se le
agregaron {.5 m! de isopropanol, mezclando por inversién, se incubé durante 10 minutos a 4°C, se centrifugo a
12000 r p.m. durantc 10 min. 2 4°C v sc descarté el sobrenadante. La pastilla se lavé con 1 m] dc etanol al 75
% cn agua con DEPC por cada mikilitro de TRIzol. Se agitd en el vortex, se centrifugd a 7500 r.p.m. durantc 3
min. a 4°C y sc le quité todo cl sobrenadante posible. La pastilla s¢ resuspendié cn agua con DEPC ¥ s
almacend a -80°C.

Las pastillas resuspendidas sc leyeron a 280 y 260 nm para obtener la concentracion del RNA (260 nm) y
un cociente de las lecturas obtenidas (260/280) y que ¢s un indicador de la calidad del RNA Un cociente de

1.7-2.0 indica que ¢ RNA csti cn bucnas condictones. Las muestras se ajustaron a una corcentracion de 3

Hg/pl.

Soluciones utilizadas en la extraceitn de ARN y en cf Northern blot.
Agua con DEPC: Dictilpirocarbonato (DEPC) disuclto en agua bidestilada para dar una concentractén final
de | plfml, dejar cn agitacién toda la noche y estenlizar en autoclave

Amortiguador A {Acido maleico 0.1 M, NaCl 0 15 M)
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Amortiguador B Mezclar 2 ml de reactivo de bloqueo al 10X (estuche comereial) por cada & ml de
amortiguador A Preparar al momento du usar
Amortiguador C. Mezclar 20 ml de Tris-base HCi 1M pH 9.5 con 4 ml de NaCl 5 M y 3 mi de MgCl: IM
Aforar a 200 mi con agua bidestilada. Preparar al momento de usar
Amortiguador MOPS 10X Mezclar 41 86 g de MOPS (3cido propanesulfonico 3-N-Morfolino), 6 8 g d
acetato de sodio y 20 m} de EDTA 0.5 M en agua con DEPC, ajustar a pH 70 » aforar a
1000 ml con agua con DEPC. Esterilizar por filtracion
Amortiguador 20X SSC (NaCl 3 M; Na;CeH.07.H,0 300 mM)
Amortiguador 10% SDS (laurt! sulfato de sodio). No estertlhizar por autoclave Almacenar a temperatura
ambiente por no mas de [ mes
Amortiguador du lavado | Mezclar 100 ml de 20X SSC y 10 ml de SDS 10% Aforar a un litro con agua
bidestilada estéril
Amortiguador dc lavado 2: Mezclar 2.3 ml de 20X SSC y 10 ml de SDS 10%. Aforar a un litro con agua
bidestilada esténl.
Azul de bromofenol: Preparar una solucién al 0.25% de azul de bromofenol y 0.25% de xilen-cianol en
glicerol al 35%.

Bromuro de etidio 10 ng/ml Para prepararlo se usan guantes y cubre bocas

APENDICE 3
Northern blot con el estuche comercial “Dig Hihg Prime DNA Labeling and Detection™ Starter Kitt [1

Para la hibridacion, se¢ colocod la membrana que contenia ¢l ARN (10pg por muestra) en bolsas de plastco.
sc le adictonaron 15 ml de solucidn de prehibridizacion (Dig casy hyb Bochringer) y se incubé durante 2 h a 30
°C. Simultaneamente, s¢ mezclaron 5 pl de sonda marcada con 95 pl de solucién de prechibndacion, y se
coloco a baiio Maria cn agua hirviendo durante 10 mun para desnaturalizar la sonda, inmediatamente despuds
st puso en bafio de hiclo. Esta mezcla se adictond a la bolsa con la membrana y se tncubé de 15 a 20 ha 42°C.

Para los lavados, sc colocaron 100 ml de solucion SSC 2X-SDS al 0.1% (apéndice 2) en un recipiente y se
puso la membrana a lavar durante 15 min. a temperatura ambiente con agitacién Este mismo procedimiento se
repitio upa vez mas. Despuds, la membrana se lavo con 100 ml de solucion SSC 0.5X-8DS al 0 1% (apéndice
2) y s¢ incubo durante 13 mun a 55°C.

Sc colocd la membrana lnbnidada y lavada cn un reciprente, se le¢ adicionaron 100 ml de amortiguador A
(apéndice 2) durante | min La membrana sc volvio a colocar en bolsa de hibndacién v se e adicionaron 15 ml
de amortiguador B (apéndice 2) y se dujd incubando durante 1 b a temperatura ambiente Postenommente sc
adiczond 1 pl del anticuerpo del estuche comercral por cada 10 ml de amortiguador B v se dojo mcubar durante

30 min a 37°C S lavo 2 veces durante 15 min a temperatura ambiente con 100 ml amortiguador A S cxpuso
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durante 2 mun a temperatura ambiente al amortiguador C (100 ml). Duspuds s¢ escurnd ol cxceso a la
membrana v ose incubd cor «l sustrato del estuche comercial (CSPD) (aproximadamente 20 gotas por
membrana) durante 30 mun. a 37 °C. colocando 1z membrins entre dos acctatos, s¢ quitd rucvamente of execso,

v st expuso a pelicula de R-X durante 2 h y se reveld la autorradiografia

APENDICE 4
Western blot

Se prepararon dos gelvs de poliacrilamida usando ol gel de resolucion al 12% y el gel concentrador al 5% en
una cimara Hocfer Mighty Small™ SE 245 dual gel caster de Hoefir Pharmacia Biotech Inc. (San Francisco,
CA). Cuando los peles sc habian polimerizado, s¢ montaron en la cimara de clectroforcsis En tubos
cppendorf, se desnaturalizaron 6 pl del homogeneizado {con concentracion de 5 pg/pl).con 6 pl de solucion
desmaturalizante (Tnis HCi 50 mM pH 6.8, ditiotreitol 100 mM, SDS al 2%, azul de bromofenol al 0 1% ¥
ghicerol al 10 %) en agua hurviendo durante 7 min. El contenido de los tubos se colocé ¢n cada uno de los pozos
de los geles de poliacrifamida montados previamente. La electroforesis se corrié durante 1 h a 20 mA por cada
gel. Ocasionalmente uno de los geles se tifid con azul de Coomassie durante 2 h para vernficar que la cantidad
de proteina colocada en los pozos haya sido similar. En scguida, las proteinas s¢ transfincron
clectroforéticamente durante 2 h a 400 mA a una membrana de nitrocelulosa “Hybond ECL” de Amersham
Lafe Science (Inglaterra) con la ayuda de una cimara de trasferencia. Para ascgurar que la transfercncia de
proteinas fuc completa, al fina! de ésta algunos geles se tifiieron con azul de Coomasie durante 2 h. y despuds
s destifio con una solucion que contenia metanol-agua en una proporcion 1:1 (45 ml + 45 ml} y 10 ml de
dcido acetico. La ausencia de bandas indicd que la transferencia fue completa.

Para et Western blot, las membranas sc bloguearon con leche svelty cn polvo al 5% cn PBS-T pH 73
{fosfato de sodio dibisico 80 mM, fosfato de sodio monobasico 20 mM; NaCl 100 mM y Tween 20 al 0.1%)
durante | h a temperatura ambiente y cn agitacion constante Después se realizaron dos lavados de 20 min con
PBS-T y las membranas su incubaron en apitacion durante | h a tcmperatura ambiente con ¢l anticuerpo
comereial {antiCAT). Despuds, s¢ realizaron otros dos lavades de 20 min con PBS-T, scguido de la incubacion
a temperatura ambiente en agitacion con el anticuerpo secundario acoplado a la peroxidasa de ribano (HRP)
durante 1 k, despucs de la cual se realizaron dos lsvados mas de 20 min con PBS-T. Los anticucrpos undos a

la membrana se visualizaron usando un sistema de deteccion que cmplea quemioluminiscencia,

Solucion usada para western blot.
Amortiguador PBS-T. Mezclar 2.42g d¢ Tris basc (20 mM), 8 g de cloruro de sodio (137 mM), 3.8 m] IM
HCl'y I midc Tween 20 en 1 L de agua bidestilada. Ajustar ¢f pH a 7.6 con hidroxido de sodio

B s m
MR L sim.liriftu
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