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1. RESUMEN

L.a ciclosporina A (CsA) es un farmaco ampliamente utilizado en la prevencion del rechazo de érganos
trasplantados; su selectiva accion inhibitaoria de la activacion y proliferacion de linfocitos T la
caracterizan como un farmaco ideal en (a terapia de inmunosupresion. Sin embargo, bajo ciertas
condiciones este medicamento causa serios efectos nefro y hepatotoxicos. Existen muchas
evidencias de que en estos efectos toxicos estan involucradas las especies reactivas de oxigeno
(EROs). las cuales reaccionan con practicamente todos los tipos de biomoléculas. Debido al gran
interés clinico que tiene este medicamento, ya que mejora de manera importante las condiciones de
vida y supervivencia de {os pacientes que lo utilizan, los objetivos de este trabajo fueron: a) estudiar el
comportamiento de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT), superéxido dismutasa (SOD total.
Cu,Zn-SOD y MN-SOD) y glutation peroxidasa (GPx) en el dafio renal inducido por ciclosporina A, y b)
evaluar si un agente antioxidante como el extracto de ajo envejecido, evita o disminuye el daiio renal
inducido por ciclosparina A y si esto se asocia a cambios en las enzimas antioxidantes antes
mencionadas.

Para cumplir con estos objetivos fue necesario establecer previamente las condiciones para
desarrollar un esquema de induccion de dafo renal por este medicamento. Se utilizaron ratas macho
Wistar con un peso inicial aproximado de 240 g, las cuales fueron uninefrectomizadas para simular
Ias condiciones de un paciente al que se le realizd un trasplante de riiidon. Quince dias después de
esta cirugia se formaron cuatro grupos tratados de la siguiente manera:

Grupos Administracion Administracion
Intragastrica Subcutanea
Contiol solucion salina isotonica aceite de oliva
Ajo extracto de ajo envejecido aceite de oliva
CsA solucidn salina isotonica CsA (30 mg/Kg)

CsA+EAE extracto de ajo envejecido CsA (30 mg/Kg)

Todas las ratas tuvieron libre acceso al agua de beber. Las ratas tratadas con CsA fueron
alimentadas ad /ibitumn, y los tres grupos restantes fueron alimentados a la par con respecto al grupo
CsA. Los tratamientos fueron administrados cada 24 horas durante siete dias, al término de los cuales
los animales fueron sacrificados para la obtencion de las muestras.

Para comprobar el dafo renal se determinaron los niveles de nitrégeno de urea en sangre (BUN) y de
creatinina en suero, y se realizd un andlisis histologico por medio de microscopia de luz.
Posteriormente, se realizaron las determinaciones de la actividad de las enzimas GPx, CAT y SODs

en el rinon.



Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los marcadores de funcion renal utilizados
(creatinina y BUN) se encuentran aumentados al administrarse CsA, demostrandose con esto el
establecimiento del dano renal, asi como con los estudios histoldgicos, donde se observaron
alteraciones estructurales en el tubulo proximal inducidas por el farmaco. El tratamiento con et EAE
indujo una proteccion contra las alteraciones cobservadas en el grupo tratado con CsA, ya que el
aumento observado en los niveles de creatinina y de BUN se previene o disminuye con este
antioxidante, asi como el dafio renal observado en el analisis histologico. En cuanto a {a actividad de
las enzimas antioxidantes estudiadas, se encontré que la GPx disminuye con el tratamiento con
CsA y esta disminucidn se evita parcialmente con el EAE; las SODs y la actividad de CAT no
presentan cambios. Por los resultados obtenidos se puede concluir que: a) hay una respuesta
diferencia! de la actividad de las enzimas estudiadas, la disminucién de la actividad renal de GPx
podria tener algtin papel en el desarrollo del dafio renal, y b) El EAE disminuye el dafio renal inducido
por CsA y esto puede deberse, al menos en parte, a su efecto sobre la actividad de GPx.




it INTRODUCCION.

1. Generalidades de las especies reactivas de oxigeno (EROs)

Un radical libre es una especie quimica que contiene electrones desapareados y puede formarse tanto
por la pérdida (oxidacidn) como por la ganancia (reduccidn) de electrones. Los radicales libres son
altamente reactivos ya que buscan completar su ultimo par electronico reaccionando con otro radical o
sustrayendo electrones a otra especie quimica convirtiéndola, a su vez, en un radical (Zentella &\
Saldana, 1995).

£n los organismos aerobios, el oxigeno (O;) es esencial en el mantenimiento de la vida, ya que es el
aceptor de electrones final de la cadena respiratoria. Sin embargo, la reduccion incompleta del oxigeno
genera intermedarios conacidos como especies reactivas de oxigeno (EROs). Estos son: el anidn
superoxido (02"), el peroxido de hidrogeno (H:0;), el radical hidroxilo (OH+) y el singulete de oxigeno
('0z) (Fig.” 1). Estas especies son generadas durante el metabolismo normal de las células e
intervienen ;en procesos importantes como la fagocitosis durante ia eliminacion bacteriana en los
procesos irifeccllosos (Bast et a/., 1991). Sin embargo, estas especies reactivas ocasionan dafo celular
actuando sobre la mayoria de las moléculas biologicas como es el caso de aminoacidos,
carbohidratos, fosfolipidos y acidos nucleicos (Stadtman, 1990). por lo que la célula cuenta con
sistemas de defensa antioxidante tanto enzimaticos como no enzimaticos, de los cuales se hablara
mas adelante. Entonces, cuando se presenta un desequilibrio entre la produccion de EROs y los
sistemas celulares de defensa antioxidante se genera un estado patologico. Por esta razon, existe una
variedad de enfermedades donde se ha demostrado que las EROs estan involucradas, como por
ejemplo cancer, fibrosis pulmonar, isquemia-reperfusion, artritis reumatoide y colitis inflamatoria etc.
(Mates et al., 1999).

singulete de oxigeno

> 90, 'AgO,
» v
\‘ /hs- - 1e- + 2H" Te- = H*® te- e H°
O —» O: H,0; OH- H:0O
oxigeno anion peroxido de radical agua
superoxido hidrogeno hidroxilo

Fig.1. Intermediarios conocidos como EROs.




1.1 Anién superéxido (O27)

El O>" se origina a partir de la incorporacion de un electrén a la molécula de oxigeno, es un agente
téxico y puede transformarse a perdxido de hidrogeno (reaccion 1). Este radical se genera en la
cadena de transporte de electrones dentro de la mitocondria (Zentella & Saldaha, 1995). Ademas, la
produccion de este radical via NADPH oxidasa es importante, ya que participa en las células del
sistema inmune como parte de la cascada de eventos en la respuesta tisular para eliminar
microorganismos y material ajeno a través de la accion antimicrobiana de las células fagociticas

(neutréfilos, monocitos, macréfagos, eosindfilos) (Bannister & Rotillo, 1987).
Oz + @ + 2H° —® H;O; (&)

1.2 Perdxido de hidrégeno (H,O

Esta especie reactiva no es un radical libre, ya que no posee electrones desapareados. El H.O; se
descompone en moléculas de agua por la intervencion de enzimas como catalasa, glutation
peroxidasa (GPx) y glutation transferasa. Aunque esta transformacion es muy rapida, se pueden
presentar condiciones gque modifiquen el funcionamiento de estas enzimas, entonces el peréxido de
hidréogeno puede producir radical hidroxilo, por medio de la reaccion descrita por Habber & Weiss,
(reaccién 2). En realidad esto es lo peligroso del H,O;, ya que es un agente que puede difundir
facilmente a través de las membranas celulares y participar en la formacién del OH+ que es altamente

reactivo.

O + HOp ——® O; + OH +OH- 2)

También, el H.O. puede interactuar con halogenos y el sistermna de la mieloperoxidasa para producir
acidos como el hipocloroso, hipobromoso, etc. (reaccién 3). Por esta razén, se le considera un
oxidante importante en las células endoteliales y en plaquetas, y su vida media depende de la
presencia o ausencia de las enzimas encargadas de removerio del medio.

HO, + 2X° —» 2HXO )

1.3 Radical hidroxilo (OH)

El radica! OH- es considerado una de las especies oxidantes mas dafinas ya que reacciona a una
velocidad muy alta con casi todas las moléculas biolégicas (carbohidratos, aminoacidos, fosfolipidos
y acidos nucleicos), formando, entre otros productos, radicales libres de las moléculas con las que
reacciono (Jassen et al., 1993). Tiene un tiempo de vida media de 10° segundos y puede generarse
de varias formas, una de ellas es por la ruptura homolitica del H.O; generando el radical hidroxilo y un

a4




ion hidréxido que se protona para formar agua (Hlamada reaccion de Habber-Weiss, reaccion 2). Oua
forma de generar OH- es la via descrita por Fenton donde participan el anidn superoxido y metales
de transicion (Fig. 2). Sin embargo, la via por la cual es generado este radical in vivo es aun objeto de

discusidn en la bioquimica de los radicales (Olinescu & Smith, 2002).

H,O, Fe(ll) ——® OH +OH + Fe (lil)
H:O; +Fe(lll) —— —p OOH +H' +Fe (Il
O:' +Fe(l— > Foun+ O,

Fig. 2. Generacion del radical hidroxilo por reaccién de Fenton.

Aparie de las vias antes mencionadas. ha sido descrita otra forma de produccion de OH-«, que no
requiere de la presencia de los metales de transicion. Esta via involucra al O, 'y al oxido nitrico (Fig.

3).

O 4 NU - DNONTe
(anicn peroxinitnlc)

DRSO -« H — DNOUO

ONOOH  —.ce UH 4 NO_

T4
MNOy o+ H

Fig. 3. Via alternativa de generacion de OH-.

1.4 Singulete de oxigeno ('O;)

Esta especie se forma por la inversion del spin de uno de los electrones de la molécula de oxigeno.
entonces esta especie reactiva de oxigeno no tiene eiectrones desapareados, por lo que realimente
no es un radical libre, pero es muy reactiva; se forma cuando algunos pigmentos son iluminados en
presencia de oxigeno o por la reaccidn del acido hipocloroso (reaccidn 4). Presenta una gran
capacidad oxidante frente a muchas moléculas bioldgicas. sobre todo con lipidos de membrana

(Maldonado, 2000).
H.0, +OCt —® 'O, +H,0 +ClI )

2. Defensas naturales contra las especies reactivas de oxigeno

La citocromo oxidasa es la responsable de la reduccion tetravalente de mas del 90% del oxigeno en
el organismo, y esta reduccion del oxigeno hasta agua se lleva a cabo sin la liberacion de




intermediarios potencialmente toxicos. Sin embargo, la reduccion incompleta del oxigeno puede
generar EROs (Fig. 1). por lo que las células cuentan con numerosos mecanismos de proteccion
contra los efectos daninos de los radicales libres. Estos sistemas de defensa antioxidante pueden ser

o no de naturateza enzimatica.

2.1 Mecaniasmos antioxidantes_no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos pueden ser clasificados en base a su solubilidad en solventes
polares o apolares. En las tablas 1 y 2 se resumen las caracteristicas de los principales antioxidantes
no enzimaticos liposolubles e hidrosolubles respectivamente (Krisky & Deneke, 1982: Krisky. 1992;

Norberg & Arner, 2001)

Tabla 1. Algunos antioxidantes no enzimaticos liposolubles.

Antioxidante Accidén antioxidante

Vitamina E . . . . . . Posee actividad antioxidante muy potente,

: L : 7. Blogquea la cadena de la lipoperoxidacion por
. . atrapar el radical peroxila (ROO*)( Norberg &
- Arner, 2001).

Vitamina A, [} carotenos y otros carotenoides Tienen capacidad de atrapadores de EROs como
relacionados con pigmentos de plantas el 'O; por lo que, por ejemplo, protegen contra la

lipoperoxidacion (Krisky .,1982)
Atrap pech r de igeno y de
nitrébgeno, y reacciona con el ROO+y con el 'O,
(Krisky, 1992).

Biulirrubina

Tabla 2. Algunos antioxidantes no enzimaticos hidrosolubles (Knsky, 1992).

Antioxidante Accion antioxidante

Vitamina C . Atrapa radicales libres, reacciona con el O;" y con
el OHe, y puede restaurar las propiedades
antioxidantes de la vitamina E.

Glutation Es el sustralo de la GPx en el ciclo redox,
reacciona con el OH- y con el 'O,, asi como con
radicales libres organicos.

Acido drico . o Atrapa OH-, O;", ROO~ y se une a metales de

AL transicion.

2.2 Mecanismos autioxidantes enzimaticos.
Existen varias enzimas que forman parte de este sistema antioxidante, entre las principales
encontramos a la glutation peroxidasa (GPx). a la superoxido dismutasa (SOD) y a la catals AT)
(Fig. 4). Estas llevan a cabo la proteccidon en los lugares especialmapta :




como son el epitelio puimonar y los gldbulos rojos, donde estas enzimas existen en mayor cantidad
que en otras células (Yu ef al., 1994).

(o M Lo I

_ —»NADP"

OH" + OH = - _NADPH
Fo "
Lesion HO
Fig. 4. Cascada de ias enzimas antioxidantes superéxido di (SOD), ion peroxi (GPx) y
catalasa (CAT).
2.2.1 Superoxido dismutasa D).

La SOD es una metaloenzima que cataliza la conversion del radical O:° en peroxido de hidrogeno y
oxigeno molecular (reaccion S). En las células eucariotas existen tres isoformas de esta enzima, y
todas son productos de genes nucleares diferentes y se sintetizan en los ribosomas citoplasmicos
{Ho et al., 1991). Dos de estas isofomas contienen cobre y zinc en su sitio activo, y la tercera
contiene manganeso.

20y + 2H" _S%° = O, + H:0; (5)

a) Superdxido dismutasa de cobre y zinc (Cu,Zn-SOD.

Esta enzima se localiza principaimente en el citoplasma de ceélulas eucariotas, sin embargo se ha
encontrado también en lisosomas, nucleo y en menor cantidad en los peroxisomas (Veisger &
Fridovich, 1973). Es una hemoproteina de 34 kDa en rata, que contiene 4 subunidades, y cada
subunidad contiene 151 aminoacidos junto con un atomo de Cu®* y otro de 2Zn?* unidos por el
imidazolato de una histidina. Esta isoforma cataliza la dismutaciéon del anidn superdxido a través de la
reduccion—oxidacion alternativa del cobre (Hsu et al., 1992; Tainer et al., 1983) (Fig. 5).




Cu() +0; + H' g Cu(l)+ Oz + it
H + Cu(l) + Oz +H"  Cu (i) + H:O:
20 +2H'  g# H:0: +O>

Fig. 5. Dismutacion del anién superdxido a través de la reduccién-oxidacion alternativa del cobre.

b) Superoxido dismutasa de manganeso (Mn-SOD).

Esta isoenzima es un tetramero, contiene un atomo de Mn“" por subunidad, y tiene un peso molecular
de 85 KDa en rata. Aunque la Mn-SOD del humano y de ia rata son similares en el contenido de los
aminoacidos, la localizacion y niveles de actividad presente en tejidos de estas especies es diferente,
Por ejemplo, en el higado humano esta presente en el citoplasma y en la mitocondria y representa
mas del 50% de la actividad total de SOD (Salin e! al., 1978). mientras que en e! higado de rata se
localiza estrictamente en la matriz mitocondrial y representa sélo el 10% o menos de la actividad de
SOD total. La dismutacidn del anién superdxido ocurre porque el atomo de manganesc cambia su
estado de oxidacion al interaccionar con él.

) Superoxido dismutasa extracelular (EC-SOD)

Es una glicoproteina tetramerica de 118 KD en rata, fue descrita por Marklund en 1982 y contiene
cobre y zinc en su sitio activo (Marklund, 1982). Esta isoenzima se localiza en fluidos como plasma,
liquido sinovial y linfa, y se ha sugerido que su sitio de sintesis son las ceélulas endoteliales, y que
cuando esta unida a ellas funciona como una cubierta protectora. Posee afinidad por la heparina y
por los proteoglicanos de sulfato de heparan, caracteristica que no poseen las otras isoenzimas

(Marklund , 1982).

2.2.2 Catalasa (CAT)

La CAT reacciona rapidamente con el H;O, convirtiéndolo en agua y oxigeno (reaccion 6). Es una
hemoproteina tetrameérica con cuatro ferriprotoporfirinas y tiene un PM de 240 KDa en rata (Aebi.
1982). En tejidos de mamifero, esta enzima esta presente en altas concentraciones en higado y en
rifdn, y en bajos niveles en tejido conectivo. En general, en las células esta presente principalmente
en peroxisomas y mitocondrias.

H.0, 2l 2H,0 + O (6)

2.2.3 Glutation peroxidasa (GPx)

Para reducir el H,O, a agua, ta GPx cataliza la oxidacion de! glutation reducido (GSH) a glutation
oxidado (GSSG), el cual, a su vez, es reducido a GSH por la enzima glutation reductasa en presencia




niveles de NADPH son regenerados por 1a accién de las enzimas malicas y glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa.

H:O: - - GSH - & NADP”
GPx nl:
reductasa
H:O - * assc NADPH <

Fig. 6 Participacion de la GPx en la reduccion det H.Ox

Se han identificado cuatro tipos de GPx, todas ellas dependientes de un atomo de selenio: GPx
citosdlica, GPx extracelular, GPx gastreintestinal y GPx de fosfolipidos (tabla 3).

a) GPx citosdlica: Es una proteina tetramérica con cuatro subunidades idénticas (homotetrameros),
con un peso molecular de 84 KDa en rata. La GPx citosdlica tiene funciéon antioxidante bajo
condiciones donde hay relativamente grandes cantidades de H,O: o hidroperoxidos de lipidos que
son producidos en el citosol (Burk, 1991).

b)_GPx extracelular; Es una proteina homotetrameérica de 100 KDa en rata. Es la responsable de toda
la actividad peroxidasa en el plasma (Takahashi et al/.,, 1990). Se ha demostrado por inmunoblot,
Northern blot. clonacion y estudios de hibridacion in situ, que el rifndn es el principal sitio de sintesis
de esta enzima en ratas, humanos y ratones (Yoshimura et al., 1994). Por medio de técnicas
moleculares se ha demastrado que esta presente en las células epiteliales de los tibulos proximales
y en las células parietalés de la capsula de Bowman (Avissar ef al., 1994).

c} GPx gastrointestinal: €s un tetramero de 75 KDa en rata y se localiza en el citosol. Puede
metabolizar peroxido de hidrégeno e hidroperoxidos de acidos grasos eficientemente. Se localiza
principaimente en el tracto gastrointestinal de los roedores y en el caso de los humanos se ha
encontrado en higado y colon (Chu et al., 1993).

d) GPx de fosfolipidos: Es la unica isoforma de GPx que es un monémero y pesa aproximadamente
20-22 KDa en rata. Es una hidroxiperoxidasa de fosfolipidos, esta unida a membranas intracelulares,
su actividad se encuentra abundantemente en testiculos y puede ser regulada por gonadotropinas
(Roveri et al., 1992). Se ha reportado que reduce hidroperédxidos de colesterol entre los cuales esta
el 7R-hidroxiperoxido de colesteroi. uno de los compuestos mas citotoxicos de las lipoproteinas
estudiadas (Brigelius- Flohé et al., 1994).




Tabla 3. Aigunas caracteristicas de las diferentes isoformas de GPx (Chu et al, 1993).

ISOFORMA LOCALIZACION ESTRUCTURA PESO MOLECULAR
GPx citosdlica citosol tetramero 84 KDa (rata)
Gpx extracelular extracelutar tetramero 100 KDa (rata)
GPx gastrointestinal gastrointestinal tetrémero 75 KDa (rata y humano)
GPx de fosfolipidos membranas monomero 21 KDa (rata)
3. RidvdN

En condiciones normales, el rifidn se encarga de la excrecidon de productos finales del metabolismo,
del mantenimiento del pH de los fluidos corporales, del mantenimiento de la presion sanguinea dentro
de los limites tolerables para la vida, asi como de mantener el agua y electrolitos circulantes dentro de
valores fisiologicos. El rifién esta dividido en dos grandes secciones: la conteza y la meduta (Fig. 7).
En la corteza se localizan los glomérulos, los cuales se encargan de la filtracion de la sangre,
mientras que los tubulos estan en la corteza y en la méduia, y se encargan de transformar el fluido
tubular en orina mediante diferentes procesos de reabsorcion y secrecion.

Capsula ..

Corteza - -/’4 .. Médula

_-~Columnas renates

- Papitas

Pirdrudes renales

" Catces

“Artena ascuata

Fig. 7. Diagrama de un corte longitudinal de rion donde Se mMuestran sus estructuras anatdémicas principales.
{Brenner & Rector, 2000).

La unidad morfofuncional del rifidn se conoce como nefrona, y en el humanoc cada rindn contiene
aproximadamente un millén de nefronas. Esta estructura esta formada por un glomérulo y un tabuio,
el cual esta subdividido en tubulo proximal, asa de Henle, tubulo distal y ducto colector (Fig. 8).
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Fig. 8. Estructura de Ia ¥ su en ol iHhdn ( , 1997).
El glomeérulo esté constituido por capilares sanguinecs, y esth rodeado por Ia ciépsula de Bowman,
los estén irig por una arteriola aferents y son drenados por una arteriola eferente. El
liquido que se fitra a través de! glomérulo hacia la cépsuia de Bowman recibe @ nombre de filtedo
glomerular, y la membrana a través de la cual se realiza esta filracién se conoce como bammera de
filtracion glomerular, que consta de tres cCapas principales:
1) La capa de células er las b estén dispuestas a o largo de ia parte intema de la
membrana basal glomerular, por 0 Que estin en contacto con la sangre. - e 40
nm de grosor, y una de sus o8 Que P Heros o fer
2) La membrana basal, compuesta pfrir e por un er de fibras de colégeno y
pr L 0S8, qL do entre déstas por donde el liquido puede pasar féciiments.
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3) La capa de células endoteliales situada en la superficie exterior de los capilares glomerulares, las
cuales presentan proyecciones cif tasmicas Il P il que abrazan al capilar, en ellos se
encuentran sialoproteinas. La superficie de las sialoproteinas esta cargada negativamente, por lo que
la filtracidn es mayor para las sustancias catidnicas que para las neutras y las cargadas

negativamente.

De acuerdo a la composicién de la barrera de filtracidn, las caracteristicas como el tamafio de las
moléculas, la deformidad, ta carga eléctrica y la configuracion molecular, asi como la hemodinamica
glomerular, son los factores que determinan el paso de las moléculas por dicha barrera. Después que
el fitrado glomerular ha pasado por la capsula de Bowman, pasa al tubulo proximal situado en la
corteza renal, donde se reabsorben varias motéculas, de manera mas importante glucosa y
aminodacidos. Posteriormente, e! filtrado pasa por el asa de Henle situada en la médula renal; este
segmento estd formado por una porcion descendente que reabsorbe al potasio y a otros jones, y por
una porcién ascendente en donde tiene lugar un importante transporte activo de iones sodio y cloro
de la luz tubutar hacia el espacio intersticial. Después, el filtrado pasa atl tubulo distal, que se
encuentra de nuevo en la corteza renal; este tubulo reabsorbe iones sodio y en él tiene lugar la
secrecion de potasio controlada por fa aldosterona y otros factores como la concentracidn de este idn
en los liquidos corporales, por lo que el potasio es secretado activamente en estos segmentos
tubulares, constituyendo el principal mecanismo de regulacién de la concentracién de potasio en el
tiquido extracelular. Finalmente, pasa al tubulo colector que redne el liquido de varias nefronas, para
luego vaciarse en la pelvis renal. Entonces, el filtrado glomerular pasa a través de los tubulos, éstos
permiten que parte def agua y cantidades variables de solutos se reabsorban, y el agua y solutos que
no se reabsorbieron, junto con los que se secretan, forman la orina (Brenner & Rector, 2000; Guyton,
& Hall, 1997).

3 suficiencia ren: guda (IRA):

La insuficiencia renal aguda (IRA), es una enfermedad caracterizada por la disminucion abrupta de
la filtracién glomerular, que da como resultado la acumulacion en circulacion de productos finales del
metabolismo como creatinina y urea. L.a IRA es usualmente asintomatica y reversible, y se detecta
mediante un perfil bioquimico midiendo por ejemplo creatinina en plasma (Guyton & Hall, 1997). La
IRA puede evolucionar a una insuficiencia renal crénica (IRC), la cual es irreversible, por lo que puede
llevar a la muerte si el paciente no se dializa o se le realiza un transplante de rifién. Por esta razén, es
muy importante diagnosticar y tratar a tiempo, 6 hacer lo posible por evitar la IRA, sobre todo en
pacientes que estan bajo riesgo de desarrollarla.

La IRA puede producirse como consecuencia de alteraciones en el proceso de ultrafiltracién de ia
sangre que entra a los glomérulos, afteraciones en los procesos de reabsorcién y secrecién, o bien,
por insuficiencia de la perfusidn renal. La IRA generaimente es causada por isquemia o por diferentes
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agentes como antibidticos, anestésicos, venenos, inmunosupresores, solventes organicos o metales

pesados.

4. Sistema inmunoldgico

Debido a que la funcion de la CsA esta relacionada con la inmunidad, a continuacidn se explica de
manera muy general lo que es la respuesta inmune.

El sistema inmune es el encargado de mantener a un individuo libre de infecciones atacando a
cualquier cuerpo extrano. La resistencia a las infecciones puede ser natural (inmunidad innata) o se
puede desarrollar (inmunidad adquirida). La inmunidad innata representa la primera linea de defensa
contra los microorganismos.

La inmunidad adquirida es un mecanismo de defensa mucho mas evolucionado que es estimulado
tras la exposicion a agentes infecciosos y se caracteriza por ser especifica, siendo los responsables
de este tipo de inmunidad los linfocitos y sus productos (Rojas, 1996). La respuesta inmunitaria
adquirida amplifica los mecanismos de la inmunidad natural, y potencia su funcidn sobre todo tras la
exposicion repetida al mismo antigeno.

La respuesta inmunitaria adquirida se clasifica en dos tipos, segin el componente del sistema
inmunitario que participa en la respuesta (Abbas et al., 1999):

1) Respuesta inmunitaria humoral: consiste en la participacion de las células llamadas linfocitos B.

2) Respuesta inmunitaria mediada por células o inmunidad celular: consiste en la participacion de
células tamadas linfocitos T.

Los linfocitos son las Unicas células inmunocompetentes capaces de reconocer {a forma especifica de
los antigenos. Son morfoldégicamente homogéneos pero hay varios grupos que realizan funciones
diferentes. Se ha desarrollado un método sistematico de nomenclatura, denominado CD (del inglés
cluster designation = denominacion de grupo), e! cual designa grupos de anticuerpos monoclonales,
cada uno de 10s cuales se une especificamente a un determinado marcador celular. En humanos,
dentro de los linfocitos T se incluyen dos subtipos: los Infocitos T-CD4" o linfocitos T cooperadores
(Th) y los linfocitos T- CD8* o linfocitos T citotdxicos (Tc). El mejor marcador de los linfocitos T es el
receptor de las célutas T (TCR, del ingtés, T cell receptors). Hay dos tipos de TCR bien definidos, el
TCR-2 que es un heterodimero compuesto de dos polipéeptidos (a y B) unidos por un enlace disuifuro;
y el TCR-1 que presenta una estructura parecida, pero los polipéptidos que lo integran son diferentes
(v v 5). Ambos receptores se encuentran asociados a un conjunto de cinco polipéptidos, el complejo
CD3, y juntos forman el complejo receptor de las células T (Roitt ef al., 1997).
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€Il reconocimiento de! antigeno por las células T da lugar a respuestas funcionales que son muy
importantes en la inmunidad mediada por células y en la inmunidad humoral. Estas respuestas
incluyen la diferenciacion y la activacion:

-La diferenciacién, es el proceso que transforma a los linfocitos T no estimulados, en células efectoras
que desemperian varias funciones. Este proceso de diferenciacion depende de la activacion de las
células T inducida por el antigeno, y de las acciones de otros factores tales como citocinas y sefiales
derivadas de moléculas accesorias. El proceso de diferenciacidon conlleva cambios en el control
transcripcionatl de los genes que codifican moléculas efectoras liberadas por las células T, como
citocinas, asi como el control de la expresién de las moléculas de la superficie en la célula T.
-Después de la diferenciacion de los linfocitos T, sigue el proceso de activacién, en ef cual se lleva a
cabo el reconocimiento de antigenos especificos por parte de estos linfocitos y que involucra un
receptor en la superficie de dichas célutas (TCR). Para generar o inducir una respuesta inmunitaria
mediada por células T-CD4°, las células presentadoras de antigeno (APC) internalizan al antigeno y
lo procesan generando peéptidos de ocho a catorce aminodcidos de longitud (inactivada), los cuales
mas tarde son ensamblados con moléculas del complejo principal de histocompatibitidad (MHC, del
inglés, major histocompatibility complex) clase ll y son expuestos en la superficie celular de la APC
(Fig. 9a). La unién de receptores especificos de los linfocitos T al complejo péptido-MHC clase I,
activa a la célula T-CD4" para que prolifere y con ello libere linfocinas (glucoproteinas que actuan
como mediadores de la reaccion inflamatoria), las cuales son necesarias para que se originen los
otros dos componentes de esta respuesta inmunitaria, que son los linfocitos T citotoxicos y la
respuesta de anticuerpos.

El componente peptidico del MHC clase |l se deriva de proteinas exdégenas. Las proteinas
endoégenas también son expuestas en la superficie de las APC, pero se ligan a los péptidos det MHC
clase | para su exposicidon. El reconocimiento y la unién del receptor de cétulas T-CD8" al complejo
péptido-MHC clase |, en forma concertada con las linfocinas de las células T-CD4” cooperadoras,
hacen que se activen las células T citotéxicas capaces de lisar directamente células que ya han
procesado al antigeno, y que, ademas, poseen en su superficie el complejo especifico péptido-MHC
(Fig. 9c).

Todas las células expresan sobre su supefficie una enorme cantidad y diversidad de moléculas a las
que se les puede llamar antigenos celulares o marcadores de superficie. Las diferencias antigénicas
entre individuos de la misma especie se restringen a las diferencias en los antigenos celulares
propios de cada individuo. Aunque todo el conjunto de diferencias antigénicas celulares podria influir
en el reconocimiento y rechazo de un transplante alogénico. solo un grupo de antigenos celulares es
el responsable fundamental del rechazo. Estos antigenos se conocen con el nombre de antigenos de
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ya se hablo. En las P asth ia is y @ogpresion de los antigenos d
histocompatibilidad, se encuentran bajo ol control de un grupo de genes localizados en una regio
especifica de un par cromosdmico particular para cada especie. En el humano ef MHC se encuentr
localizado en e par cromosomico 68 y es denominada HLA (antigenos de los leucocitos humanos
(Rojas, 19986).
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5. Ciclosporina A (CsA)

La CsA revoluciond el transplante de drganos debido a su potente actividad inmunosupresora y a su
especificidad, ya que previene la activacion de los linfocitos T de manera especifica y reversible sin
afectar su viabilidad, lo cual es muy importante ya que no se ve afectada la funcionalidad de los otros
componentes del sistema inmune, como son los granulocitos, monocitos y macrofagos. que son los
responsables de la fagocitosis, digestion y metabolismo especifico de materiales extrafnos (Kahan,
1989:; Matsuda et al.,, 2000). De esta manera, el paciente transplantado evita el rechazo pero no
queda expuesto a las infecciones. Asimismo, datos clinicos reportan su eficacia en enfermedades
autoinmunes como la artritis reumatoide, la psoriasis y sindrome nefrético (Mowry & McCarthy, 1996).

5.1 Estructura quimica
La CsA es un undecapéptido ciclico altamente hidrofébico con un peso molecular de 1202 KDa (Fig.

10). Los aminoacidos en las posiciones 1, 3 y 11 forman un sitio que es hidrofilico y es el sitio activo

inmunosupresor (Kahan, 1989).
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Fig. 10. Estructura de la CsA (Kahan. 1989).
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5.2 Farmacocinética
Cuando la CsA se administra por via oral su absorcion puede ser baja, incompleta & variable, ya que

los procesos de absorcion son adversamente afectados por algunos padecimientos como la
producciéon de bilis o disfuncion gastrointestinal (Kahan, 1989; Dunn et al., 2001; Olyaei et al., 1999)
Su distribucion en el plasma es de un 33 a un 47%, en los linfocitos de un 4 a un 95%, y en los
granulocitos de un § a 12%. La CsA es metabolizada por enzimas hepaticas pertenecientes a la
superfamilia de la citocromo P450 (3A4) (Ahmed ef al., 1995). Su principal eliminaciéon es biliar (90%),
el resto es excretada por orina (6%), del cual el 0.1% se elimina como farmaco no metabolizado

(Kahan, 1989).

5.3 Mecanismo _de accién
Para comprender mejor el mecanismo de accion por el cual actua ia CsA, a continuaciéon se describen
tas caracteristi princi de las moléculas que intervienen en éste:

Ciclofilina A: pertenece a un grupo de proteinas {lamadas inmunofilinas, que estan presentes
en todas las céfulas eucariotas en altas concentraciones, se encuentra principalmente en el
citosol, y es la inmunofilina mas abundante en las células T (Matsuda & Kayasu, 2000). Aun
no se comprenden bien sus funciones naturales, pero ef complejo CsA/ciclofilina inhibe a la
serina fosfatasa citoplasmica dependiente de [Ca?*/calmodulina]l llamada calceniurina (Abbas

et al., 1999).

Caicineurina: es una fosfoproteina dependiente de Ca®' que pertenece a la superfamilia de
tas serina/treonina fosfatasas. Esta constituida por dos subunidades, la primera es la
calcineurina A (CnA). que tiene actividad catalitica desfosforilando a! factor nuclear activador
de los linfocitos T (NFAT), y la segunda subunidad es la calcineurina B (CnB) que tiene
funcién reguladora y que, a su vez, esta regulada por la relacién Ca®*/calmodulina (Matsuda &
Kayasu, 2000).

Factor nuclear activador de linfocitos T (NFAT): actia sobre regiones especificas del DNA
induciendo la transcripcidon de varios genes en los linfocitos T entre los que estan el de la IL-2
y otras citocinas; el NFAT esta codificado por cuatro diferentes genes: NFATp, NFAT1,
NFATc, NFAT3 (Olyaei et al., 1999). La activacién de NFAT depende de los aumentos de Ca®*

citoplasmico.

interleucina 2 (iL-2): es conocida como el factor de crecimiento de las células T, ademas de
potenciar el crecimiento de las células B. La regién reguladora del gen IL-2 tiene secuencias
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de bases que son el sitio de union para varios factores de trascripcion, entre eflos AP-1, NF-
kB, y e! factor nuclear activador de linfocitos T (NFAT), todos estos factores de transcripcion

se rec en para estimular la trascripcidon del gen de la IL-2.

Entonces el mecanismo inmunosupresor propuesto para !a CsA es a través de la inhibicion de la
sintesis de citocinas, principalmente IL-2 (Resch y Szamel et a/;, 1997). En condiciones normales, la
activacion del receptor de superficie celutar de los linfocitos T (TCR) causa un incremento del Ca*"
citosdlico, lo que activa a la calcineurina por la via [calcio/calmodutina) (Fig. 11). La calcineurina
desfosforila a uno de sus sustratos, el NFAT citoplasmico, el cual, una vez desfosforilado entra al
nucleo, y se combina con el componente nuclear del NFAT y este complejo regula la transcripcion de
varios genes, entre los que estan el de la interleucina 2 (IL-2), y otras interleucinas (Abbas et al.,
1999; Campistol & Sacks, 2000). Entonces, e! papel de la CsA en este proceso es unirse a la
ciclofilina, y e! complejo CsA-ciclofilina inhibe la activacidn de ia calcineurina, por lo que no se lleva a
cabo la desfosforilacion del NFATc, y por o tanto, Ia induccidn transcripcional por parte de este factor
no llega a término (Olyaei et al., 1999).

18



MHCG clase |l

4
antigeno d

receptor de célula '1’i ﬁ

3 ,m-.«.,,]... B 2- otras vias .
j i N L ”ca gl PKC)
N = ouras vias '

{CAM ginasa)

NFAT, |=—[ NFaT, sintocis de nove

modificocidn pos-

raduccional
NFAT,
S 2SN R
tactores de
NFAT INFAT, transeripeién
¥ +

ae genes da

P ~
am-cse | i ] ) B
- -z n-a s TNFoce .
N niclac
cltonot T e -

Fig. 11. Mecanismo de accion de Ila CsA, LICM en el de las céiulas blanco.
Emmlavmsquommumu de adas por los o de las T. La
del de T ol caicio . o cual se con Ia

(c.M). y me O activa la de Y de Ca®"', como

de la s ol D del factor i de ¥ (NFATc).
-l cual Una vez ontrar al nu yal con et
NFAT (NFATN), reguia la ipcion de genes que Y ios q ias 2.3 4
el factor de GM-CSF) y ol immnﬁn Y (INF-T). MHC = comlieja

de P WPKC-WOIMMC(MIMKO [}

1997).
5.4 Nefrotoxicidad de Ia GsA_por Is participacion de EROs
Hay datos en la literatura que indican un papel de las EROs en o de lar i
inducida por la ciclosporina A (tabla 4). Esto se ha demostrado tanto en estudios ir? vivo como in witro.
Por ej varos dios demuestran (a ger 1 de perdxido de ! geno por la CsA en
células inles y o an 1o en (@ produccitn del anidn supers on ol g éruio (Perez de
Lema of al., 1998); ademdas, sstudios /in vivo han Mostrado Que una generacion aumentads de EROs
por la CsA en el riftdn, puede ser blogueada disnte O X (Pérez de Lema et a/., 1998;

wang of al., 1995).
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un papei de las EROs enla sfich ia renatl ag
inducida por CsA

Tabla 4. E que o

s La CsA aumenta ia generacion de peroxido de hidrégeno in vitro (Ahmed et al., 199S; Parra ef
al., 1998; Péraz de Lema., 1998, Wolf ef a/., 1994a; Wolf, 1994b) e in vivo (Serino ef al., 1993;
Zhong et al., 1998).

s La CsA induce un aumento de la per 1 de lipid disminucién de los niveles de
NAHPH, del citoctomo P45S0 microsomal renal y de la relacion (GSH/GSSG) en la corteza
renal, microsomas o en la mitocondria, tanto i wvitro como in vivo (Inseimann ef al., 1998;
Walker ef al., 1986; Walker ef a/., 1990; Wang & Salahudeen, 1995).

e La superdxido dismutasa o catatasa pueden evitar la disminucion de la funcién renal inducida
por la CsA, y un inhibidor de la xantina oxidasa, el oxipurinol, atenda la citotoxicidad inducida
por la ciclosporina in vitro (Wolf et al., 1994a).

e CsA reduce los nivelas de glutation, y la administracion de antioxidantas como la vitamina E,
glutation reducido, quinacrina, N-acetylcisteinada da como resultado una atenuacion marcada
de los efectos dafliinos de la CsA (Al Khader ef a/.,, 1996; Kanji et al., 1999, Kriystopik ef al.,
1997; Tarik et al., 1999; Wang & Salahudeen, 1995).

e Una mayor peroxidacion de lipidos y dafio renal son cbservados en ratas con deficiencia de
antioxidantes tratadas con CsA que en ratas normales (Kumano et al., 1989).

e La peroxi 1 de lipi inducida por CsA es bloqueada mediante un inhibidor del citocromo
P450 (Serino eof al., 1993).

El ajo es miembro de la familia liiaceae y su nombre botanico es Allium sativurm, el tdrmino Allium
procede de |a palabra celta a//, que significa ardiente o caliente, mientras que safivurm es un término
tatino que significa cultivado (Garcia & Sanchez ef al., 2000). E! ajo ha sido utilizado médicamente
desde tiempos muy antiguos, los babilonios, egipcios, chinos, romanos, vikingos e indios usaban ajo
frecuentemente, pues 0 recomendaban, por ejemplo, para desordenes intestinales, heridas e
infecciones respiratorias (Satazar, 2000).

La ciencia modermna ha encontrado que en el ajo existen diferentes compuestos que presentan
efectos terapéuticos; la mayoria de los investigadores consideran que la clave de los efectos
benéficos del ajo para la salud residen en su alto contenido de compuestos sulfurados, entre los que
destacan la afiina, el ajoeno, la alicina, los tiosulfinatos, el alil-mercaptano, el sulfuro de dialilo, y la S-
alil-cisteina (Garcia & Sénchez of al., 2000). La mayoria de los P azufi no estan
presentes en las células intactas del ajo. Cuando el ajo es machacado, partido o cortado, varios de
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sus componentes azufrados son liberados, abandonando el interior de las células y entonces
interaccionan unas con otros para desencadenar una cascada de reacciones qQuimicas, generando un
elevado nimero de componentes. Asi, por ejemplo, cuando la ceélula se rompe tiene lugar la

reaccion entre la enzima aliinasa y tos precursores volati S-alkenilci ina, sulfoxido y acido
sulfénico, resultando la formacion de diferentes tiosulfinatos y compuestos derivados relacionados
con el acido sulfdnico (Garcia & Sanchez et al, 2000). Se pueden obtener distintos compuestos
dependiendo del procedimiento de extraccion que se emplee (Fig. 11), y se pueden clasificar en
liposolubles e hidrosolubles por ejemplo cuando el ajo es sujeto a extraccion con agua y etanol a
temperatura ambiente se obtiene la alicina, la cual es responsable del olor del ajo. Con extraccion
mas suave empleando etanol a temperaturas inferiores a 0°C, se obtiene alina que en presencia de
alinasa, se descompone en acido 2- propensulfénico, el cual se dimeriza a alicina (Block, 1995).
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Fig. 12. Algunos compuestos sulfurados del ajo obtenidos dependiente del tipo de extraccion utilizada (Block,
1885).

Aungue hay muchos suptementos de ajo comerci ite disponibles, éstos caen en cuatro
categorias: polvo de ajo deshidratado, aceite de ajo, macerado de ajo O extracto de ajo envejecido
(EAE). La presentacion de ajo utilizado para esta investigacion fue el EAE, el cual, como su nombre (o

indica, se envejece por mas de 20 v El pr de en

jecimiento ayuda a convertir los
compuestos olorosos, fuertes e irritantes en compuestos sulfurados estables y seguros (Amagase et
al., 2001). Este extracto se caracteriza por contener compuestos suffurados solubles en agua,
incluyendo la S-alil-cisteina y la S-alil-mercaptocisteina, y posee propiedades hepatoprotectoras y
actividades anticancerigenas, asi como efectos antioxidantes (Imai ef al., 1994).
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En estudios i con tes con enfermedad coronaria arterial, se ha observado que la

idn con ite esencial de ajo durante 5 meses produce una disminucién del 10% del
colestero! del suero y un 21% de triglicéridos, y ias lipoproteinas de alta densidad (HDL) se
incrementan en un 31% y las de baja densidad (LDL) disminuyen en un 7.5% (Damnau ef al., 1891).
Por otro lado, el ajo puede ser utilizado en el manejo de la hipertension, ya que se ha demostrado que
@s capaz de incrementar, in vivo, la actividad de ia sintetasa de oxido nitrico, enzima responsable de
Ia formacion de éxido nitrico o factor relajante derivado del endotelio (EDRF), potente vasodilatador,
cuya liberacién basal y constante contribuye al mantenimiento de la presion sanguinea sistémica
dentro de los valores nonmales, inuyéndola (S Y, 2000). Asimismo, las plagquetas juegan un
papel fundamental en la hemostasia, por lo que su inhibicion resulta una via vélida para prevenir
trombosis. Muchos de los compuestos sulfurados presentes en el ajo poseen propiedades de
antiagregantes plaquetarios, como la alicina, el dialitrisutfuro y el alil 1,.5- hexadieniltrisulfuro, cuyas
acciones in vitro han sido o pli ite (S Y, 2000).

8.2 Evidencias que apoyan ades ntes L

« Los compuestos organosulforados de! EAE son eficaces para atrapar H;O: e inhibir [a
lipoperoxidacion (ide ef al.,, 1996).

«» El ajo contiene selenio que es reconocido como antioxitante (Horie et al., 1989).

+ Se ha propusesto que los componentes azufrados del ajo actiGan como precursores y
generadores de GSH, o como antioxidantes per se (Block, 1995).

e Los extractos acuosos de ajo inhiben la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
inducida por Cu?* (Horie et af/., 1989).

« El EAE previene la lipoperoxidacion en homogenados de higado de conejo inducida por el
radical hidroxilo de una manera dosis dependiente (Prasad of al., 1996).

» En células del endotelio vascular tratadas con EAE, disminuye ia liberacion de EROs, en
particular de H;O., de manera dosis dependiente, en condiciones nomales y cuando son
expuestas a estrés oxidativo a través del sistema generador de aniones superdxido. Los
niveles de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx aumentan en las células tratadas con
EAE, lo cuat puede explicar la disminucion de Hx0O: en estos cultivos (Wei ef al., 1998).

e En cslulas de! er io vascular con EAE, existe un incremento dependiente de (a
dosis y de! tiempo en la actividad de SOD y glutation reductasa, asi como de los niveles de
glutation, lo que sugiere que este extracto puede modificar elementos enzimiticos y no
enzimdticos del ciclo redox-GSH (Gend et af., 1997).




e Estudios del efecto de la dieta de ajo al 2% demuestran que el ajo disminuye la produccion de
H20:z in vivo (esto probablemente por sus propiedades antioxidantes) (Pedraza et al., 2001).

e Las EROs estan involucradas en la nefrotoxicidad por gentamicina, y esta toxicidad es
disminuida cuando hay un tratamiento con ajo al 2% (Pedraza et al., 2000).

La CsA es un medicamento inmunosupresor utilizado ampliamente en la prevencion del rechazo de
arganos tr ios, su iva accion inhibitoria en la activacion y la proliferacion de células T,
ta han caracterizado como un féarmaco ideal para la terapia de inmunosupresion. Su eficacia ha sido

ada al i las condiciones de vida y supervivencia de los pacientes que la utilizan. Sin
embargo, bajo cierntas condiciones, este medicamento causa serios efectos nefro y hepatotdxicos
(Adhirai & Selvam, 1898, Romano et al.,, 2000, Remuzzi & Perico, 1995). Se ha encontrado en
algunos estudios que en estos efectos tdxicos estan involucradas las especies reactivas de oxigeno
(EROs) (Kumano et a/., 1989; Pérez de Lema et al, 1998; Serino et al., 1993; Walker et al., 1906,
Wolf et al., 1994a). Por estas razones, se decidié estudiar el comportamiento de las erzimas
antioxidantes como [a glutatiéon peroxidasa (GPx), la superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT),
en un modelo de insuficiencia renat aguda inducida por CsA, y utilizar un agente antioxidante como el
extracto de ajo envejecido (EAE) para ver si este evita o disminuye el dafio renal, y si esta proteccion
se da a través de cambios en las enzimas antioxidantes.




M. OBJETIVOS

1. Estudiar el comportamiento de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT), superéxido dismutasa
(SOD) y glutation peroxidasa (GPx) en la insuficiencia renal aguda inducida por CsA.

2. Evaluar si el extracto de ajo envejecido, agente antioxidante, evita o disminuye el dafio renal
inducido por ciclosporina A, y si esto se asocia a cambios en la actividad de las enzimas

antioxidantes antes mencionadas.

V. HIPOTESIS

Si el dano renal inducido por ciclosporina A esta relacionado con la formacién de especies reactivas
de oxigeno, es de esperar que las enzimas antioxidantes se encuentren alteradas y que el extracto de
ajo envejecido, agente antioxidante, proteja contra el dafio renal, lo cual podria estar asociado a
cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes,
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V. MATERIAL Y METODOS

1. Reactivos
La xantina oxidasa, e! nitroazul! de tetrazolio (NBT), la albumina sérica bovina, el dietildicarbamato

(DDC). el NADPH, la glutatidn reductasa, el giutation reducido y el triton X100 fueron de Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO). La ciclosporina A (CsA) que se uso fue la presentacidn comercial
Sandimmum® Neoral® con solucién microemulsionada en capsulas de 100 mg de Novartis (México,
D.F.). Para las determinaciones de nitréogeno de urea y de creatinina se usd el estuche de Spinreact
(Santa Coloma, Espafia). Las sales de fosfato para los amortiguadores, el EDTA, el carbonato de
sodio, el cloruro cuprico, el sulfato de amonio y el éter fueron de J.T. Baker (México, D.F.). El perdxido
de hidrégeno fue de Maltinckrodt (México, D.F.). El extracto de ajo empleado para este estudio fue
KYOLIC Liquid Aged Garlic Extract ™. Las suturas utilizadas fueron 3-0 Silk (2 Metric) Black Braided

T-5 26 mm de Sherwood Davis & Geck.

2. Dieta
Como dieta se utilizé alimento global para roedor 2018 de Harlan México S.A de C.V. (México. D.F.).

3. Animales
Este trabajo se realiz6 con ratas macho de la cepa Wistar con un peso iniciat de 240 £ 9.7 g de Harlan
Meéxico, que se obtuvieron y mantuvieron en e! bioterio del conjunto E de 1a Facultad de Quimica de la

UNAM.

4. Disefio experimental
En base a la literatura (Bobadilla et al., 1994; Kumano et al., 1989; Mihatsch et al., 1986) y después

de varias pruebas piloto, se decidid el siguiente disefio experimental: Las ratas utilizadas fueron
uninefrectomizadas para simular las condiciones en fas cuales se encuentra un paciente al que se le
realizd un trasplante de riidn. La cirugia se realizé bajo anestesia con éter; se hizo una incisidn en la
parte superior del vientre, se localizé el rifidn izquierdo y se descapsuld. Se ocluyeron las arterias y
venas renales utilizando el hilo de la sutura, y se seccionaron estas lo mas cerca posible al rifidén,
extrayéndolo. Posteriormente, se suturd la incision y los animales se mantuvieron en observacion
durante 15 dias. al término de los cuales se formaron cuatro grupos tratados de la siguiente manera:
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Grupo Administracion Administracion
intragdastrica subcutanea
Controf (Ct) solucion salina aceite de oliva (70 i)
isoténica (400 jt)
Extracto de ajo extracto de ajo aceite de oliva (70 plL.)
envejecido (EAE) envejecido (400 ptb)
Ciclosporina A (CsA) solucion salina CsA (30 mg/kg)
isoténica (400 L)
CsA + EAE extracto de ajo CsA (30 mg/kg)
enwvejecido (400 pil)

Nota: El namero de animates para cada grupo fue de 12-13._el material utilizado para la administracion
intragastrica fue una jeringa de insulina a la que se le adapté una manguera de liatex de 0.86 mm de
diametro y de una longitud de aproximadamente 8 cm.

Todas las ratas tuvieron libre acceso al agua de beber. Las ratas tratadas con CsA fueron
alimentadas ad /ibitum y los tres grupos restantes fueron alimentados a la par con respecto al grupo
CsA, ya que en la literatura esta reportado que las ratas tratadas con este fammaco disminuyen el
consumo de alimento (Bobadilla et al/.,, 1994; Mihatsch, 1986), observacién también encontrada en
protocolos anteriores en nuestro laboratorio. En este estudio se establecid como dia cero el dia en
que se dio inicio al tratamiento, e! cua! fue administrado cada veinticuatro horas durante siete dias, at
termino de los cuales los animales se sacrificaron por decapitacion para la obtencién de las muestras
de sangre y rildon. Después del sacrificio se recolectd la muestra de sangre y se extrajo rapidamente
el rifion, al cual se e realizaron varios cortes transversales de aproximadamente 100 mg de peso,

que fueron colocados en pape! aluminioc y cong ir i mente en nitrogeno liquido,
guardandolos después a una temperatura de -70°C. Uno de estos cortes transversales se fijo en 1 mi
de solucion de formaldehido al 10% para los estudios histoldgicos.

Las muestras de sangre se dejaron reposar aproximadamente 30 minutos con el fin de separar el
paquete globular del suero, para lo cual la muestra se centrifugé a 5000 rpm (radio 9.2 cm) durante
15 [ninutos. Posteriormente el sobrenadante se almacens en alicuotas en tubos eppendorf a -20°C

hasta la realizacion de las determinaciones cormrespondientes.

5. Determinaciones

Las determinaciones reafizadas en el estudio fueron las siguientes: a) un registro diario del consumo
de alimento y del peso corporal en los cuatro grupos de estudio; b) para comprobar el dafio renal se
determiné nitrogeno de urea en sangre (BUN) y creatinina en suero, y se realizé un andlisis
histologico; c) por Gltimo, se determind la actividad de las enzimas antioxidantes en rifén: GPx, CAT y
SOD (total, Mn-SOD y Cu,Zn-SOD).



5.1 Determinaciones de daio renal

5.1.7 Nitrogeno de urea en sangre (BUN)

El origen de la urea es la descomposicion metabdlica de los aminoacidos de la dieta. La sintesis de la
urea se lleva a cabo en el higado mediante el ciclo de la urea, y la cuarta parte de esta se metaboliza
en el intestino para forma amoniaco y dioxido de carbono mediante la actividad de la flora bacteriana
normal. La eliminacion de la urea ocurre principalmente en el rifén filtrandose libremente a traves del
glomeérulo. El deterioro de la funcion glomerular, por lo tanto, conduce a una elevacion de los
niveles de nitrogeno ureico en circulacion, por lo que es un buen marcador de daiio renal.

Para la determinacion del BUN se utilizo un estuche comercial con un método colorimetrico de punto
tinal, el cual es una adaptacion de la reaccion propuesta por Jung (Jung et a/., 1975). Este metodo
consiste en ia reaccion de la urea con ei ortoftalaldehido en medio acido donde se produce un
compieajo colorido que se lee a 510 nm (Fig. 12).

El estuche esta formado por 2 reactivos, uno de ellos es el ortoftaldehido y el otro es una solucion de
borato, ademas de un estandar cuya concentracidn se toma de referencia para realizar el calculo
{técnica detallada en el apéndice 1).

El calculo del BUN se hace utilizando la siguiente formula:

D.O. de la muestra x |[estandar] = [muestra | Donde: D.O = densidad optica,
D.O. del estandar 2.14 [ ] = concentracion en mg/d|

Nota: el 2.14 es el factor que se utiliza para convertir los mg/dl de urea en mokeculas de nitrégeno.
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Fig. 13. Reaccion entre la urea y el ortoftaldehido en medio acido para producir un complejo colorido que
absorbe a 510 nm.
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$.1.2 Creatinina.

La creatinina es un producto de desecho forrmmado en el musculo a partir de la creatina. La eliminacion
de la creatinina tiene lugar casi exclusivamente a través de la filtracion glomerular, siendo un
importante indicador de la funcion renat. La eliminacion de la creatinina no es afectada por |la diuresis,
Yy su generacion es independiente de la dieta alimenticia.

El método por el cual se midieron los niveles de creatinina se basa en la reaccion Jaffé (Kroll et a/.,

1987). en la cual la creatinina reacciona con una solucion alcalina de picrato de sodio formmando un

complejo colorido (creatinina-picrato) cuya densidad optica se mide a 505 nm (Fig. 13).

— o,
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creatinina Acido picrico Complejo creatinina acido
picrico

Fig.14. Reaccién de Jaffé, donde se forma un complejo colorido creatinina- acido picrico.

Para realizar esta determinacion se utilizé un estuche comercial que contiene un estandar que es una
solucion de creatinina con concentracion conocida y 2 reactivos, uno de ellos es una solucion de
acido picrico y el otro es una solucion de hidroxido de sodio, los cuales son utilizados para hacer una
mezcla reactiva. Este método es cinético por lo que se toman lecturas tanto de las muestras
problemas como del estandar a una longitud de onda de 505 nm a tos 30 (Es), 60 y 90 (Ez2) segundos
(apéndice 2).

Para calcular la concentracion de creatinina en mg/dl se aplica la siguiente formula:

(Ex-E1) muestra/(Ez-E,) estdndar x concentracion del estandar = concentracion de la muestra
(mg/dl). Donde E, = D.O. a 30 segundos y E; = D.O. alos 90 segundos.

5.1.3 Estudios histologicos.
Para determinar el dafo estructural renal generado por la CsA se

r i on  prep. iones
histolégicas en cortes de 4 micras que Se montaron en poftacbjetos (apéndice 3). Estas
preparaciones se tineron con hematoxilina/eosina (la hematoxilina tifle material genético y la eosina
tife proleinas en general) y se observaron con microscopia de luz.

FALLA DE ORIGEM




5.2 Actividad renal de las_enzimas antioxidantes
Para la determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes se realizd previamente un
homogenado de rifnén. La muestra se homogenizd en una proporcion 1:100 (0.1g de muestra de rifién
en 1 ml de amortiguadaor de fosfatos 50 mM pH 7.0 y tritdn X100 al 1%) (apéndice 4). Ademas, se
determind la concentracion de proteinas totales en el homogenado por el método de Lowry (apéndice
5). para poder calcular la cantidad de proteinas colocadas en los ensayas enzimaticos y expresar los

resultados como actividad especifica (U/mg de proteina).

5.2.1 Actividad de GPx

La actividad de la GPx se midid de manera indirecta por una reaccion acoplada con la glutation
reductasa (Fig. 14). La GPx, al reducir los hidroperoxidos oxida al glutation reducido. el cual es
regenerado por la glutation reductasa. proceso que consume NADPH. Entonces, este método se
basa en la disminucién de la absorbencia a los 340 nm debido a la desaparicion de NADPH (Harris,
1992; Ichikawa et al., 1994) (Apéndice 6).

2.
HiOz GSH o » NADP* L
P glutation AD! N
reductasas
HiO < * GssG NADPM @~

Fig. 15. Participacion de GPx en la eliminacion del H,O:.

La actividad de la glutation peroxidasa se calcula promediando los cambios de absorbencia (A) por
minuto durante cinco minutos, y multiplicando este promedio por 0.16. Para obtener este factor se
parte de la ley de LLambert y Beer (A = c x « x |), tomando en cuenta que el coeficiente de absorcidon
milimotar del NADPH a 340 nm (c) es de 6.22 | mmol’ cm'' y la longitud de la celda utilizada (1) es de
1 cm. Finalmente, se divide este resultado entre los mg de proteina adicionados al ensayo. Asi se
obtiene la actividad de GPx expresada en U/mg de proteina, donde 1 U = pmol de NADPH
oxidado/min. La concentracion de proteina en el homogenado se determina por el método de Lowry
(mg/ml), y después se caicutla la cantidad de proteinas colocadas en el ensayo considerando que se
agregan 0.1 m! del homogenado diluido 1:10. Esto equivale a adadir 10 pl del homogenado sin diluir.
Por io tanto, se divide entre 100 el valor de concentracion de proteinas totales (mg/ml) para obtener

tos mg de proteinas en esos 10 ul que se colocaron en el ensayo.
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5.2 2 Actividad de SOD.
La actividad de la SOD se mide por la capacidad de esta enzima de evitar la reduccion del azul de

nitroazil de tetrazolio (NBT) por los aniones superdxido formados al actuar la xantina sobre la xantina
oxidasa (Oberley & Spitz, 1984). Es decir, |la mezcla de reaccion utilizada en el ensayo contiene este
sistema generador de iones superdxido y NBT, un reactivo que adquiere color cuando es reducido a
formazan por los iones superéxido y el cual absorbe a 560 nm (Fig. 15). Entonces. en la mezcla de
reaccion habrd una competencia entre la SOD de [a muestra y el NBT por los iones superdxido. La
actividad de la SOD es directamente proporcional al grado de inhibicion de la reduccion de! N8T. Por
lo tanto, una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima que inhibe el 50% de la reduccion

del NBT.

~
> Nuntina_oxidasa s I

Xantina Acido anico
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Fig 16. Componentes de la mezcla de reaccion para delcrmlnar la actividad de SOD, donde se observala
generacion del ion superoxido, por el xantir y la competencia de la SOD y el NBT por
estos iones superéxldo

En esta determinacion se utilizan tres tubos por muestra; uno de ellos es un blanco, al cual se le
agrega mezcla de reaccidn, muestra y amortiguador de fosfatos, pero no se le agrega xantina oxidasa
por lo que no hay fuente de generacion de iones superoxido. y la reduccion del NBT se debe a los
componentes de la muestra. Los otros 2 tubos son los tubos problema y contienen mezcla de
reaccion, muestra y xantina oxidasa (técnica detallada en el apéndice 7). Ademas. al principio y al
final del ensayo se colocan 2 tubos denominados 100% de reduccion, a los cuales se les agrega
mezcla de reaccion, amortiguador de fosfatos y xantina oxidasa, pero no llevan muestra. Estos tubos
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nos sirven como control, ya que ai no ponerie muestra no hay SOD que impida que el NBT sea
reducido por los iones superdxido y se produzca el formazan.

La actividad de la SOD total se calcula utilizando la siguiente formula: U = B-y/b, donde U = actividad
de SOD en unidades; B = promedio de las densidades Opticas abtenidas en los tubos de 100% de
reduccion; y = promedio de la densidad 6ptica de los duplicados de la muestra menos el valor de la
absorbencia de su respectivo blanco; y b = 50% de la reduccion total (B+2).

Para el calculo final es necesario corregir por los mg de proteina adicionados al ensayo para obtener
la actividad especifica. Lina vez determinada la concentracion de proteinas por el método de Lowry
de una muestra de!l homogenado que se utilizdé para las determinaciones, expresada en mg/m.l
(apéndice 5), se calcula la cantidad de proteinas adicionadas en el ensayo de la siguiente manera:
proteinas totales (mg/ml) x 0.33 ml colocados en el ensayo + la dilucion de Ia muestra; en este caso
la dilucién de la muestra fue 1:100 por lo tanto:

(Proteinas totales x 0.33) / 100

a) Mn-SOD

Esta técnica se basa en la inhibicién o inactivacion de la isoforma Cu,Zn-SOD por dietilditiocarbamato
(DDC) de acuerdo al método de Igbal y Whitney, 1991). Este compuesto es capaz de quelar a los
iones metdlicos (Cu®* y Zn®") contenidos en la isoforma Cu,Zn-SOD, y de esta manera inactivarta. Sin
embargo, el DDC puede interferir con la determinacién de la actividad de Mn-SOD, ya que si este esta
en exceso puede interaccionar con el sistema generador de los iones superdxido y evitar que se lleve
a cabo Ia reaccion, por lo que es necesario dializar las muestras para eliminar el exceso de DDC
(apéndice 7.1). En los calculos que se realizan para obtener la actividad de Mn-SOD se sigue el
procedimiento ya descrito para SOD total, solo que en este caso es necesario medir la concentracion
de proteinas totales en el dializado. Las proteinas del dializado se miden por el método de Lowry
(mg/ml) (apéndice 5), y después se calcula la cantidad de proteinas adicionadas en el ensayo de la
siguiente manera:

proteinas totales (mg/ml) x 0.33 m! colocados en el ensayo + la dilucion de la muestra; en este caso
la dilucion de la muestra fue 1:2 durante el dializado con DDC y 1:50 antes de colocar la muestra en
el ensayo, por lo tanto la dilucidn final fue 1:100. Entonces:

(Proteinas totales x 0.33) 7 100

Nota: Cuando se requiera hacer otras diluciones se deben de tener en cuenta de la misma manera en

el calculo final.
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Para obtener la actividad de la Cu.Zn-SOD (UWmg prot) se tiene gue restar la actividad de Mn-SOD a
la actividad de la SOD total, y la diferencia cormespondera a la actividad de Cu,Zn-SOD.

5.2.3 Actividad de CAT

Esta se determind por el método de Aebi (Aebi, 1984) que se fundamenta en la disminucion de la
concentracion del H,O;, sustrato de ia catalasa, el cual absorbe a 240 nm, por lo que su
descomposicion puede seguirse espectrofotométricamente.

2H0; — 2 H0z + O,

La diferencia en la densidad optica (AA24) POr unidad de tiempo es una medida de la actividad de la
catalasa (Aebi H, 1984). La descomposicion del H.Q. sigue una cinética de primer orden (k) y puede
calcularse usando {a siguiente férmula:

k = (14) (In [AVAZ])

Donde t = intervalo de tiempo medido; Ay ¥ Az = densidades Opticas de H Oz en los tiempos t; y 1o,
Para un intervalo de 15 segundos se aplica la siguiente férmula:

Kk = 0.0667 x In [A/Az]

Los resultados se expresan en k/mg de proteina, por lo tanto es necesario medir la concentracion de
proteinas totales en la muestra por el método de Lowry (técnica detallada en el apéndice 5) y
después calcular la cantidad de proteina colocada en el ensayo para lo cual se divide la
concentracion de proteinas (mg/ml) entre 1200, que se obtiene de multiplicar 30 (dilucién de la
muestra en el ensayo) por 40 obtenido al dividir 1000 ul/25 pl con e! objeto de convertir los 25 pl qQue
es el volumen de muestra en el ensayo a ml.

6. An#tisis Estadistico.

Los resultados se presentan como media + error estiandar. Los datos se analizaron con el programa
Prism 2.01 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) mediante ANOVA de una via y comparaciones
multiples de Tuckey. La comparacion del peso corporal y consumo de alimento del dia en que se
inici® e! tratamiento (D-0) y del dia en que término (D-7) se realizé mediante una ¢ de Student

pareada. Un valor de p < 0.05 se considero estadisticamente significativo.




Vi. RESULTADOS

1. Consumo de alimento

Como se ha reportado en la literatura (Bobadilla et a/., 1994; Mihatsch et a/, 1986) y observado
previamente en nuestro laboratorio, las ratas tratadas con CsA disminuyen su consumo de alimento (t
pareada D-0 Vs D-7 p<0.05) (Fig. 17), razén por 1a cua! se decidié alimentar a {a par al resto de los
grupos estudiados. Asi, se observé el mismo comportamiento obteniendo valores similares entre
todos los grupos en el dia 7 cuando se realizaron las demas determinaciones (ANOVA de una via
p>0.05). Aunque el grupo CsA+EAE muestra una disminucién mayor de! consumo de atimento que el
resto de los grupos, esta disminucién no es estadisticamente significativa.

Consumo de atimento
20 —r —r —~—

n= 12

Fig. 17. Comportamiento del consumo de alimento en los cuatro grupos de estudio. Se grafica media + error
estandar. Ct = grupo control; EAE = grupo, tratado con extracto de ajo envejecido; CsA = grupo, tratado con
- ciclosporina A; CsA+EAE = grupo, tratado con ciclosporina A + extracto de ajo envejecido.

2. Peso corporal
€) peso corporal de los cuatro grupos de ratas en el dia cero y en el dia siete se presenta en la Fig.

18. LlLos cuatro grupos presentan una disminucion de peso comparando el valor inicial (D-0) y el final
(D-7) (t pareada p<0.05). y en ambos dias no hay diferencias entre los cuatro grupos (ANOVA de una

via p>0.05), al igual que en el caso dei consumo de alimento.
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Peso corporal

Ct EAE CsA CsA+EAE
n= 12 12 13 12
«p<0.05

Fig. 18. Comportamiento del peso corparal en 10s cuatro grupos estudiados. Se grafica media + error estandar.

5 terminaciones de dafio renal

3.1 Nitrégeno de urea en sangre (BUN)

En la Fig. 19 podemos observar que el tratamiento con CsA induce un incremento de un 45.9% en el
nivel del BUN con respecto a los valores det grupo control, demostrandose con esto e! dafio renal. Se
observa una recup ion con el iento con EAE, ya que hay diferencias significativas entre los

grupos CsA y CsA+EAE; sin embargo, esta recuperacidn es parcial ya que aun hay una diferencia
estadisticamente significativa entre e! grupo CsA+EAE (26.2 + 0.9) y el grupo control (22.0 + 0.7). EI
EAE per se no induce ningun efecto en et nivel del BUN.




80

40
£
20
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o 3 =

Ct EAE CsA CsA+EAE
n= 12 11 13 10
*p<0.05
Fig. 19. Efecto de la cicl ina A y del tr: 1to con extracto de ajo envejecido en la concentraciéon de

nitrégeno de urea en sangre. ANOVA de una via, Tukey. Se grafica media + error estandar.

3.2 Creatinina
En los valores obtenidos de creatinina en suero (Fig. 20) hay un incremento estadisticamente
significativo del 26.5% en e! grupo CsA con respecto al grupo control, lo que demuestra, junto con
los valores de BUN, el dafio renal inducido por el tratamiento con ta CsA. El EAE per se no induce
alteraciones en este marcador. Interesantemente, se podria decir que en el grupo tratado con
CsA+EAE se previene totalmente el efecto de la CsA en los niveles de creatinina, ya que el grupo de
CsA+EAE (0.7810.03) no presenta diferencias significativas con respecto al grupo control (0.73+ 0.01)
y si presenta diferencias significativas con respecto al grupo de CsA (0.92+0.05).
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Creatinina en suero

1.25
—=—
1.00
§ 0.75 ey w ——]
0.50 E EEE
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o =
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Ct EAE CsA+EAE
n= 11 1 -]
*p<0.05

Fig. 20. Efecto de la Ciclosporina A y del extracto de ajo envejecido los niveles séricos de creatinina. ANOVA
de una via, Tuckey. Se grafica media + error estandar.

3.3 Estudio histolégico

En la Fig. 21 se muestran imagenes representativas del analisis histolégico en cada uno de los
grupos estudiados. Las ratas control y las tratadas con ajo Nno presentan ningtn tipo de atteracion
(Fig. 19A y 19B respectivamente). En la Fig. 19C se observa que el tratamiento con CsA indujo
inflamacion, vacuolizacién y necrosis en las células epiteliales de los tibulos proximales; en el caso
de las ratas tratadas con CSA+EAE (Fig. 19D), puede verse una disminucion del darto inducido por

CsA.




Fig. 21. R‘ ivas del e por ia de fuz de cada uno de {os grupos

ata (A). rata tratada eon EAE (B). rata tratada con CsA (C) rata tratada con csA+EAE (D).
Tincion con hematoxilina-eosina, 200X. La G ol érulo, el
de fi on y las e .
4. Actividad rena) de antiox E 3
4 ido

En la Fig. 22 se observa que ia actividad de la SOD total en el tejido renal no presenta diferencias
significativas entre los grupos estudiados. De la misma manera, cuando se determinaron la:
actividades de Mn-SOD y Cu,Zn-SOD, y No se sncontraron alteraciones.

-

Y TESIS COY
3

ALLA DE atttablN §




Uimg de proteina

20

10

Actividad renal de SOD Total Actividad renal de Mn SOD

7.5
—_— |8
-]
F 2s
S
0.0
ct EAE CsA  CsA+EAE ct EAE CsA CsA+EAE
n= 12 12 13 12 = 7 7 6 6

Actividad renal de Cu,Zn-SOD

N
(-]

U/mg de proteina
5

Fig. 22. Actividad renal de la superéxido dismutasa total, Mn-SOD y Cu-Zn-SOD en los cuatro grupos
estudiados. ANOVA de una via, Tukey, se grafica media + error estandar, p = no significativa,




4.2 Cal aa (CAT)

La actividad de CAT se muestra en la Fig. 23. AqQui se puede observar que no hay diferencias
significativas entre los cuatro grupos estudiados, aunque en los grupos de CsA y CSA+EAE se ve una
tendencia a disminuir.

Actividad renal de CAT

0.3
- —

0.2
&
L]
B o1
=

0.0

ct EAE CsA  CsA+EAE
n= 12 10 12 12

Fig. 23. Actividad renal de catalasa en los cuatro grupos de estudio. ANOVA de una via, Tukey. Se grafica
media + error estandar p = no significativa.

4.3 Glutatién peroxidasa (GPx)

La actividad de GPx en rifidn se muestra en la Fig. 24, donde se puede observar que el grupo CsA
presenta una disminucion significativa de la actividad de la enzima de un 23.25% con respecto al
grupo control. Esta disminucién es revertida parcialmente por el tratamiento con EAE, ya que el grupo
CsA+EAE (0.11+0.008) no es diferente de! grupo control (0.13 + 0.008) pero tampoco es diferente del
grupo CsA. El EAE solo no tuvo efecto sobre la actividad de esta enzima.
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Actividad renal de GPx
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Fig. 24. Actividad renal de glutation peroxidasa en los grupos de estudio. ANOVA de una via. Tukey.
Se grafica la mediax error estandar.
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Vil DISCUSION

La CsA es un medicamento inmunosupresor ampliamente utilizado en la prevencidn del rechazo de
drganos trasplantados, asi como también es efectivo en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes; sin embargo, bajo ciertas condiciones este medicamento causa serios efectos nefro y
hepatotdxicos (Ahmed et al., 1995; Adhirai & Selvam, 1998; inseiman et al., 1994; Mathieson, 2000;
Remuzzi & Norberto, 1995; Romano 2000). El mecanismo por el cual, la CsA induce la nefrotoxicidad
no esta claro, sin embargo existen evidencias que apoyan la participacién de EROs (Campistol et al.,
2000; Inselman et al., 1998; Pérez de Lema ef al.,, 1998; Sharon et al., 1995;; Walter et al., 1990), por
lo gue se explord la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD (total, Mn-SOD y Cu,Zn-SOD) y
GPx en el rifidn de ratas tratadas con CsA. Ademas, se utilizé EAE como antioxidante para ver si este
evitaba o disminuia el dafio renal y si esto era por cambios en las enzimas antioxidantes.

La CsA puede causar dos tipos de nefrotoxicidad: a) nefrotoxicidad aguda y b) nefrotoxicidad crénica
(Campistol et al., 2000). E| presente trabajo experimental se orientd a la primera de ellas, la cual se
genera en corto tiempo y es reversible. Nuestro interés en la insuficiencia renal aguda se debe a que
si esta se detecta a tiempo se puede evitar que progrese a la fase crénica, la cual ya es irreversible.
Para poder realizar este estudio fue necesario establecer previamente las condiciones para la
induccion del dafo renal. Para lograr esto, se realizaron varias pruebas piloto donde se probaron

diferentes dosis y vias de administracién de la CsA, asi como algunos grupos de ratas fueron
er y demostrar el

nefrectomizados y otros no; todas estas pruebas fueron r izadas hasta
dario renal.

Como se describe en los resultados, en las ratas tratadas con CsA e! consumo de alimento disminuye
significativamente por lo que éstas bajan de peso, lo cual es consistente con lo reportado en la
literatura (Ferguson et a/., 1993; Bobadilla et al, 1994,1998; Mihatsch, 1986). Por esta razdn los
demas grupos fueron alimentados a la par, obteniendo un comportamiento similar entre los grupos,
tanto en el consumo de alimento como el peso corporal. Esto es muy importante, ya que los
marcadores de dafio renal (creatinina y BUN) pueden presentar algunas alteraciones bajo ciertos
estados fisiolégicos. Los niveles séricos de creatinina pueden variar dependiendo de la masa
muscular del organismo, ya que esta es el producto final del metabolismo de [a creatina, que es una
molécula que el musculo utiliza como reserva de energia, por lo que la produccién de creatinina sera
proporcional a fa masa muscular del organismo. Por otra parte, el BUN varia con la dieta, ya que es el
producto final del catabolismo de los aminoacidos, por lo que los niveles de este se veran afectados
por la cantidad de aminoacidos ingeridos en la dieta. Entonces, para que los resultados de estas
determinaciones (creatinina y BUN) fueran perfectamente comparables entre los grupos estudiados,
era necesario asegurarse de que no hubiera diferencias de ingesta de alimento o de peso corporal
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entre ellos. Otro aspecto imporntante de que todos los grupos ingirieran la misma cantidad de alimento,
es que e! alimento utilizado en la dieta contiene antioxidantes no enzimaticos como vitaminas Ay E, y
si los grupos estudiados no ingieren la misma cantidad del alimento, los resultados obtenidos podrian
no ser comparables, sobre todo en el caso de la actividad de las enzimas antioxidantes. Por todo esto
es importante aclarar que los resultados que se obtienen en este estudio se deben exclusivamente al
tratamiento realizado y no se deben a variaciones en la dieta y/o el peso corporal.

E! incremento de los niveles de BUN y creatinina sérica y la presencia de dafo histologico son
pruebas del establecimiento del dafio renal, es decir, se logré establecer la IRA inducida por CsA. Los
valores obtenidos para la creatinina sérica y BUN son consistentes con los datos obtenidos por otros
autores (Clarke ef al., 1999; Kumanco et al., 1989; Tariq et al., 1999; Zima et al., 1997). La explicacién
para la elevacion del BUN y creatinina sérica es que la administracion de la CsA causa
vasoconstriccion de las arteriolas eferentes (Ferguson et! al., 1993; Mathieson, 2000; Nagasawa &
Ehara, 2000), lo que resulta en una disminucién en el fiujo sanguineo y por lo tanto una disminucién
de la filtracion por parte del glomérulo, ¥ todo esto provoca un aumento en el nivel de BUN y de la

creatinina sérica.

En los resultados obtenidos en e! presente trabajo, se observa una proteccidn por parte dei
antioxidante utilizado (EAE), ya que el aumento en los niveles de BUN y creatinina observados en el
grupo con CsA se previene © disminuye con la administracion de este antioxidante, asi como el dafio
renal observado en el analisis histologico. Estos resultados son una evidencia mas de que las EROs
estan involucradas en el desarrollo de! dafio renal inducido por CsA, lo cual estd ampliamente
documentado en 1a literatura (Ahmed et a/., 1995; Al Khader et a/., 1996; Inselman et al.,, 1998;
Kumano et al,, 1989; Pérez de Lema et al., 1998; Serino et al.,1986; Walker ot al.,1986; wWang et al.,
19985). Ademas, nuestras observaciones coinciden con las de otros autores que utilizando otros
antioxidantes encontrando una disminucion del dafo renal inducido por CsA; por ejemplo, Wang y
Salahudeen (1995) y Kanji et a/. (1999) con vitamina E, Al Khader et al. (1996) con quinacrina, Tariq

et al. (1999) con N-acetil-cisteina, y Zhong et al. (1998) con glicina.

Por otro lado, en otros modelos de dafio renal donde estan involucradas las EROs como es el caso
de la gentamicina, e! tratamiento con una dieta de ajo confiere proteccion (Pedraza ef al., 2000) y
estos autores concluyen que este efecto protector puede deberse a las propiedades antioxidantes del
ajo, las cuales evitan probablemente el aumento de las EROs. Una explicacion que se ha propuesto
de coémo las EROs pueden inducir Ia IRA, es que se ha demostrado que el H.0O. induce contraccién
de las células presentes en el glomeérulo, disminuyendo de esta manera la velocidad de filtracion
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glomerular; por lo tanto, es probable que la proteccion por EAE observada en este modelo de IRA por
CsA sea, al menos en parte, a través de la capacidad de! EAE de disminuir la produccion de H:O., ya
que existen evidencias que sugieren que la CsA aumenta la generacién de H;Q, in vitro (Pérez de
Lema et a/.,, 1998; Parra et al., 1998; Wolf ef al.. 1994a, 1994b) e in vivo (Zhong et al, 1998, Ahmed et
al; 1995; Serino et al, 1993) y que hay una vasoconstriccion del glomeérulo en la IRA por CsA
(Ferguson et al., 1993; Mathieson, 2000; Nagasawa & Ehara, 2000).

Con respecto al comportamiento de las enzimas antioxidantes, en este trabajo se encontré que la
actividad renal de fas SODs no presenta diferencias significativas entre los grupos estudiados. Otros
autores han encontradc comportamientos diferentes de la actividad de esta enzima. Por ejemplo,
Cristol et al. (1998) encontraron una disminucién en eritrocitos de pacientes tratados con CsA, en
cambio, Zima et al. (1997) encontraron un aumento en la actividad de SOD total en eritrocitos de ratas
Wistar tratadas con el farmaco. Asimismo, Mun (2000) reportd una disminucién tanto de CAT como de
SOD y un aumento de GPx en el plasma de ratas Sprague Dawley. Todo esto indica que el
comportamiento de esta enzima varia dependiendo de! tejido, el tratamiento,. el tipo de organismo,
etc. Lo que si es consistente es que el aumento en la actividad de esta enzima (SOD). ya sea por la
introduccion det gen (Zhong et al., 2001) o por la inyeccion de {a enzima (Wolf et a/., 1994a). induce
una disminucion del dafio rena! por CsA, y parece que en este efecto benéfico esta implicada la
inhibicién significativa de la vasoconstriccion inducida por CsA (Wolf et al, 1994a).

disticamente signi va solo en el grupo

En cuanto a la actividad de CAT, hay una disminucion
tratado con CsA+ EAE, sin embargo, los grupos CsA y CsA+EAE presentan una tendencia a

disminuir. Existen otros modelos de estrés oxidativo en donde también se ha observado una
disminucién de la actividad de esta enzima como la nefrotoxicidad inducida por dicromato de potasio
(observaciones de nuestro laboratorio aiun no publicadas), 1a IRA inducida por isquemia y reperfusion
(Singh et al. 1993), o la nefrotoxicidad por gentamicina (Pedraza et al/. 2000), donde tampoco una
dieta al 2% de ajo pudo revertir esta disminucion.

La disminucién observada en la actividad renal de GPx en el grupo con CsA puede deberse a un
aumento en la produccion del O;", ya que se ha demostrado la generacion de este radical por la CsA
(Pérez de Lema et al; 1998, Wolf et al., 1994a) y hay evidencias de que este inactiva a la GPx (Blum
& Fridovich, 1985). Por otro lado, también se ha demostrado que la CsA induce una disminucién de la
relacion GSH/GSSG, o que, a su vez, puede disminuir la actividad de la GPx. En cuanto al efecto del
EAE. se observo que este revierte parcialmente la disminucion de la actividad renal de GPx, lo cual
podria deberse a la capacidad del EAE de atrapar EROs (lde of a/, 1996), o bien de aumentar los
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actividad de GPx, asi como de SOD y CAT, en células del endotelio vascular tratadas con EAE in vitro
(Wei et al., 1998).

Con base en todos estos resultados, se puede decir que hay una respuesta diferencial de las enzimas
antioxi ites estudi; y que la disminucion en la actividad de GPx puede ser responsable, al
menos en parte, del desarrollo de la IRA inducida por CsA, ya que esto puede traer por consecuencia
que aumente el estrés oxidativo, ademas de que el tratamiento con EAE disminuye el dafio renal asi
como los efectos de la CsA sobre la GPx. Por otro lado, se puede decir que la proteccidon inducida por

el EAE puede deberse, directa o indirectamente, por su efecto sobre la GPx.




Miil. CONCLUSIONES

1. Hay una respuesta diferencial de la actividad de las enzimas antioxidantes estudiadas en et dafio
renal inducido por CsA, y la disminucién de la actividad renal de GPx podria tener algtn papel en el

desarrollo del dafio renal.
2. El EAE disminuye el dafio renal inducido por CsA y esto puede deberse, al menos en parte, a su

efecto sobre la actividad de GPx.
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1X. APENDICES

En esta seccion estan descritas las técnicas como se montaron en el presente trabajo. En el capitulo
“material y métodos” esta el fundamento tedrico y el procedimiento para calcular los resultados de

cada una.

APENDICE 1

Nitrégeno de urea en sangre (BUN)

Para realizar esta determinacidn se utilizé un estuche comercial (Spinreact # cat 10013254).

Los reactivos utilizados son los siguientes:

Reactivo 1
Reactivo 2

Estandar

Ortoftaldehido
Solucién borato
Solucién urea

4.8 mmol/L
87 mmol/L
50 mmoldL

La técnica utilizada para esta determinacion es de punto final y los reactivos se colocan de la

siguiente manera:

8lanco Estandar Muestra
Muestra — — 10 pL
Reactivo 1 400 pl 400 pl 400ut
Estandar — —

Anadir a todos los tubos 400 i, del reactivo 2 cada 30 o 60 segundos
dependiendo de la habilidad de cada persona para leer los tubos al finalizar el
tiempo de incubacidn, mezclar por inversion rapidamente e inmediatamente
incubar a 37°C durante 15 min.

Se lee en e! espectrofotdmetro a 5§10 nm calibrando a cero con e! blanco.

APENDICE 2
Creatinina en suero

Para realizar esta determinacion se utilizé un estuche comercial (Spinreact # cat 1001111)

Los reactivos utilizados son los siguientes:

Reactivo 1
Reactivo 2
Estandar

Acido picrico
Hidréxido de sodio
Creatinina

17.5 mmol/L
0.29 mol/L.
2.0 mg/dL
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Para poder realizar esta determinacién se prepara una mezcla reactiva, de la siguiente manera: Se
mezclan los reactivos 1 y 2 en una proporcion 1:1 y la cantidad de la mezcla a preparar se calcula
tomando en cuenta el nimero de muestras que se procesan, el estandar y el blanco, considerando

que por cada tubo se utilizan 0.5 mi. La solucidn es estable por 10 dias a temperatura ambiente.

Los reactivos se adicionan de la siguiente manera:

Blanco Estandar Muestra
Suero u orina — — 50 puL
Estandar — 50 uL -—
Mezcla reactiva 500 pL 500 pL 500 pl.
Agua S50 pl. —_— —

Es una té

achica cinética por lo que se hacen las determinaciones individuatmente. En un tubo se

colocan el estandar o la muestra y se adicionan a la mezcla reactiva. se mezcla perfectamente con et
vortex lo mas rapido posible, se vierte rapidamente a la celdilla hechando a andar al mismo tiempo las
lecturas en el espectrofotometro y se toman las lecturas de D.O. a 492 nm a los 30 (E1), 60 y 90 (E2)

segundos.

APENDICE 3

Histologia

Para realizar esta técnica se utilizaron los siguientes reactivos

[ Etano!

Acido clorhidrico 1%

Xilo!

Cloruro de litio

Parafina

Resina

Silano

Hematoxifina eosina

Para deshidratar y tefiir los cortes de rifidn se siguieron los pasos que a continuacion se

describen:

A) La muestra se incluye de la siguiente forma:

1.

Se trata la muestra con etanol al 100%, durante una hora, y se hacen tres cambios.

2. Enseguida, se trata con xilol al 100%, durante una hora. también tres veces.

3. Se funde la parafina y la muestra se trata en ella durante una hora también por tres veces.
4. Se coloca ia muestra en la parafina definitiva y se deja enfriar.
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B) Una vez incluida la muestra, se procede a realizar los cortes:

1. Se dejan enfriar los bloques.

2. Se corta el blogue con un microtomo en rebanadas con un espesor de 3-5 400 pm.

3. Se mete los cortes a un baric de agua a 37°C para extender la muestra.

4. Se coloca el corte en el portacbjetos, que ha sido pretatado con sitlano.

5. Se introduce al horno para evaporar residuos de agua y fundir parcialmente la parafina.

C) Se procede a realizar la tincion hematoxilina/eosina:
1. La muestra se desparafina pasandola por diferentes bafios de xilol y xilol-etanol.
2. Se rehidrata nuevamente la muestra tratandola con etanol al 100%, 96%, 70% y agua.
3. Se tifie la muestra hematoxilina de 2-10 minutos, e inmediatamente después se lava con agua
y luego con alcohol-acido (acido clorhidrico a! 1% en etano! al 70%).
4.Se vira la hematoxilina con cloruro de litio y se lava con agua.
5.Se tifie con eosina y se lava con etanol.

D) Finalmente, se monta la muestra para poderla observar al microscopio de la siguiente forma:

1. Se deshidrata nuevamente, pasando la muestra por diferentes bafios con etano! al 70%, 96%,
100%. xilol-etanol y, por uitimo, dos banos de xilol.

3. Se adiciona dos gotas de resina sin dejar secar el xilol y se coloca e! cubreobjetos.

APENDICE 4

Homogenizacién de rifién para la_determinacién de las enzimas antioxidantes GPx, SOD y CAT

Los reactivos utilizados son los siguientes:

[ Reactivos Catalogo ‘Almacenamiento PM
KHPO, Baker 3246-01 Temp. ambiente 136.09 g
Na;HPO, Baker 3828-05 Temp. ambiente 14196 g
Tritén X-100 Sigma, X-100 Temp. ambiente

Para poder realizar esta homogenizacién se requiere un amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 y
Triton al 1%. Este puede ser preparado dias antes del ensayo.
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Amortiguador de homogenizacion:

[Reactivos 250 ml 1000 mi
KHPO, 10522 g 4.209g
Na;HPO, 0677 2.707 g
Tritén X-100 2.5 ml 10 mi

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH sdélido.

Para la homogenizacién se utilizan tubos de plastico de 12 x 75 mm que se colocan en una gradilla
dentro de una charola con hielo. Se coloca 1 m! de amortiguador en cada tubo y se pesan 0.1 g del
tejido correspondiente.

Para homogenizar se usa e! ‘politrén* (KINEMATICA, Suiza, modelo PT2000) colocando la perilla de
las velocidades en 1 o en 2 (tejidos blandos). Se coloca la cuchilla (KINEMATICA PTA-7) hasta el
fondo del tubo que contiene el tejido. Evitar que la cuchilla gire en seco. Se homogeniza durante 15-
20 segundos moviendo el tubo de plastico levemente de abajo hacia arriba de manera continua y
girandolo. Tratar de escurrir {a cuchilla lo mas posible. Se revisa el contenido del tubo para
asegurarse de que no haya aun algon pedazo de tejido; de haberlo, se homogeniza nuevamente.
Entre cada homogenizacion, se lava la cuchilla con un chorro de agua destilada empleando una
piseta y se seca el exceso de agua con una toalla de papel. Después, se procede a homogenizar el
siguiente tejido (se repite el procedimiento).

Al finalizar la homogenizacién de todos los tejidos, se lava perfectamente la cuchilla: ademas de
enjuagaria como se indicd anteriormente, se hace funcionar el ‘politrén’ pero usando ahora tubos que
contienen solamente agua destilada. La cuchilla estara limpia cuando el agua donde se enjuagoé ta
cuchilla ya no muestre particulas suspendidas.

Posteriormente el homogenado se transfiere a tubos eppendorf de 1.5 ml previamente etiquetados o
numerados. Las muestras se centrifugan a 1000 rpm durante 1h a 4°C y de! sobrenadante obtenido
se hacen alicuotas de 333 nl perfectamente etiquetadas que se guardan a -20, -40 o —80°C hasta su

uso.

49




APENDICE -9
Proteinas totales por método de Lowry.

Los reactivos utilizados son los siguientes:

Reactivos: No.Cat PM
Na.CO, JTBaker 3604-01 106
NaOH JTBaker 3722-01 40
Tartrato de sodio y potasio Mallinckrodt 2376
KNaCH.
CuS0,..5H0 JTBaker 1843 249.68

Reactivo de Folin &
Ciocalteu’s

phenol

Sigma F-9252

Albumina sérica bovina

Sigma A4503

Soluciones:
-Albumina sérica bovina (ASB):

Albumina sérica bovina al 0.05% (50 mg en 100 m! de H,O destilada).

-Sotucién A:
NaCO, al 2% ( 20 g en 1000 ml)
NaOH al 0.4% (4 g en 1000 ml)

Tartrato de sodio al 0.02% (0.2 g en 1000 mI)

Almacenar a temperatura ambiente.
-Solucién B:
CuSO, al 0.5% (0.5gen 100 mb
Almacenar a temperatura ambiente.

-Solucién C (Se prepara al momento del ensayo):

25 tubos 50 tubos
Solucidon A 25 ml 50 mi
Solucion B 0.5 m! Tml

-Solucién D (Se prepara al momento del ensayo):
Folin 1 N (diluir el folin 2.0 N 1:2 con H,O destilada)
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Preparacion de las muestras:
Homogenizar el tejido (la relacion p/v y el amortiguador a usar dependen de la medicion a realizar).

MUESTRA Dilucion del Dilucién necesaria
sobrenadante del
homogenado (p/v)
Orina é suero e 1:10
Tejido de rinGn 1:80. (12.5 gyl + 987.5 i ——
de agua )

Generaimente tas diluciones de tas muestras se hacen con agua y en tubos de 12x75 mm.

Procedimiento:
Preparar una curva estandar con atbtimina sérica bovina a! 0.05%.

[ASBJpg/0.2 mi ASEB (p)) | H0 (u)
0.05%

[Blanco ) 200

5 10 190

10 20 180

15 30 970

25 50 150

35 70 130

50 100 100

Se numeran tubos de 12x75 mm o 13x100 mm (las determinaciones se hacen por duplicado , también
las muestras de la curva patrén). ’

Se colocar en cada tubo 0.2 ml de Ia dilucién correspondiente.

Se-afiade a todos los tubos 1 ml de sol. C incluyendo los tubos de la curva estandar (usar la
micropipeta de repeticion ya que ahorra mucho tiempo).

Se agitan y se incuban 10 min.

Se anaden a todos los tubos afiadir 100 pi de sol. D con agitacion simultanea (usar la micropipeta de
repeticion ya que ahorra mucho tiempo).

Se incuban 30 min.

Se lee a 660 nm calibrando a cero con el blanco
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En el espectrofotémetro PERKIN ELMER (lambda B8io-10), la aplicacion 44 (CALIBRATION
CONCENTRATION) permite obtener la concentracion real de proteinas en la muestra al introducir
parametros como longitud de onda y el factor de correccion, el cual depende de la dilucion que le
haya realizado a la muestra. Por ejemplo si la dilucidn es 1:100, el factor de correccién es 0.5: Se
multiplica x 5 para pasar de ug/200 pl a pg/ml (se usan 200 pl de muestra en el ensayo), se multiplica
por la dilucién de la muestra (lo que permite conocer la concentracion real de la proteina en pg/mi) y
se divide entre 1000 (para pasar de pg/ml a mg/mil).

En Ia siguiente tabla se dan algunos ejemplos:

Pasarde 0.2 mlaml dilucién Pasar de ug a FACTOR DE
mg CORRECCION
5 x 100 + 1000 = i 0.5
5 x 150 + 1000 = 0.75
5 x 200 + 1000 = 1.0
En el espectrofotémetro BECKMAN DU-600 se usa la aplicacion de PROTEIN CO

NCENTRATION,

método LOWRY, y se introduce el factor de correccidn correspondiente.

Acontinuacion un ejemplo de las lecturas de los valores de la curva pétrén.

1:9/200 it D.O. a 660nm.
5 0.0740
10 0.1210
15 0.1740
25 - 0.2660
35 0.3630
50 0.5040
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APENDICE 6
Actividad de Glutatién peroxidasa (GPx)

Los reactivos utilizados en esta técnica son los siguientes:

Reactivos: # Cat PM
EDTA-Na; JTBaker 8993 372.252
Azida de sodio Merck 822335 65.01
NADPH Sigma N-1630 833.4
Glutation reductasa Sigma G-4751 -
Glutation reducido Sigma G-6529 6 G- 307.3

4251
Peroxido de hidr Mailinckrodt §240 34.01

Para llevar a cabo esta técnica se debe preparar una mezcla de reaccién. A continuacion se

mt 1 las canti de los diferentes reactivos que hay que adicionar dependiendo de la

cantidad de mezcla a preparar que, a su vez, depende del nimero de muestras que se vayan a
determinar ya que se necesitan agregar 800 puL de mezcla de reaccién por muestra. Una vez
preparada la mezcla de reaccidén se mantiene en hielo durante el ensayo.

25 mL (31 tubos) | 32 mL (40 tubos) | 50 mL (62 tubos) | Conc. final
EDTANa; 0.0093 g 0.0119 g 0.0186 g 1T mM
Azida de sodio 0.00165 g 0.0021 g 0.0033 g 1 mM
NADPH 0.00415g 0.0065 g 0.0083 g 0.2 mM
Giutation reducido 0.0077 g 0.0098 g 0.0154 g 1mM
Glutation reductasa - - > -
Amortiguador de fosfato de cbp 25 mt cbp 32 mL cbp 50 mL

otasio 50 mM, pH 7.0

Preparar y usar el mismo dia del ensayo.

«Lla cantidad de glutation reductasa a afiadir a la mezcla de reaccion depende del numero de
muestras y del # de lote de esta enzima. Para saber la cantidad de enzima que se debe de agregar,
se debe de tener en cuenta que la concentracion final en la mezcla debe de ser 1 U/ml y que cada
lote de glutation reductasa tiene una actividad especifica diferente. Por ejemplo, para un lote se
tienen 9.2 mg de prot/mlt y 170 U/mg prot, y para preparar 15 m! se necesitan 15 U, entonces e!
calculo se realiza de !a siguiente forma:

15U X 1mgprot X

170U

1 mi = 0.0096 ml o 9.6 pL de enzima para agregar a ia mezcla

9.2 mg de reaccién

53




Por ofro lado, se prepara la solucion sustrato de la siguiente manera:

Se colocan 10 mi de amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0 + 2 p! de H:O; al 30%. Este volumen de
10 ml es suficiente para 100 tubos (0.1 ml/tubo). La solucidn se prepara antes de comenzar el ensayo
y se mantiene a temperatura ambiente durante el mismo.

Procedimiento:

-La muestra del homogenado de rifion (técnica detallada en el apéndice 4), se diluye 1:8 (10 ul de
sobrenadante de homogenado + 700 ul de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0

-Blanco: amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 (para calibrar a cero)

-Actividad inespecifica: Se adicionan 100 pl de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 y 800 ul de la
mezcla de reaccion, se incuba por 5 minutos a temperatura ambiente. Se adiciona todo ef volumen a
una celdilla que contiene 100 ul de la solucidn sustrato y se inicia el registro de la densidad optica a
340 nm durante 3 minutos a intervalos de 1 min.

-Muestras: Se colocan en una celdilla 100 pl de muestra diluida 1:30 (se colocan 25 ul de
sobrenadante de homogenado + 725 ul de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0) y 800 pt de la
mezcla de reaccion en otro tubo, se incuban 5 minutos a temperatura ambiente. Se vacia por
inversion a una celdilla que contiene 100 ul de la solucidn sustrato y se inicia ef registro de la de la
densidad optica a 340 nm durante 5 minutos a intervalos de 1min.

APENDICE 7

Actividad de superoxido dismutasa (SOD).

Los reactivos utilizados en esta determinacion son los siguientes:

Reactivo Catatlogo M
Xantina oxidasa Sigma X-0626 152.1
EDTANa, JTBaker 8993 3723
Nitroazu! de Sigma N-6876 817.6
tetrazotio
Na,CO, Mallinckrodt. 7527 106.99
Albtimina bovina Sigma A-4503
Sulfato de JTBaker 0792-01 132.14
amonio
CuCL.2HO JTBaker1792-01 170.5
Xantina oxidasa Sigma X-4376
(EC 1.1.3.22).




Soluciones contenidas en 1a mezcla de reaccion:

Xantina 0.3 mM.

Se calientan 900 m! de agua y se le agregan 0.0456 g de xantina. Se disuelve completamente la
xantina calentando (sin llegar a ebullicibn), con agitacion y protegida de la luz con papel aluminio.
Este proceso de disolucion tarda aproximadamente 3 horas. Una vez disuelta la xantina se afora a
1000 con agua. Se guarda en frasco ambar de vidrio a temperatura ambiente.

NOTA: Poner la fecha en la que se prepara y descartar después de una semana.

EDTA 0.6 mM.

Se pesan 0.1118 g de EDTA y se disuetven en 450 ml con agitacion. Se afora a 500 m! de agua. Se
guarda a 4°C.

Nitroazu! de tetrazotio (NBT) 150 pM. Se pesan 0.0368 g de NBT y se disuetven en 300 m! de agua
con agitacién, Se guarda a 4°C en frasco ambar de vidrio.

Na;CO, 400 mM

Se pesan 21.2 g de Na,CO, y se disuelven en 450 m! de agua con agitacidn. Se afora a 500 m! con
agua. Se guarda en refrigeracion.

Atbamina 0.1 %.

Se pesaﬁ 0.25 g de atbumina y se disuelven en 250 m! de agua procurando que no se forme espuma.
Se guarda en refrigeracion.

Sulfato de amonio 2M.

Se pesan 66 g del sulfato de amonio y se disuelven en 200 ml de agua. Se afora a 250 m!l. Se guarda
en refrigeracion.

CuCl:.2H;0 0.8 mM.

Se pesan 0.070 g de CuCli..2H,0 y se disuelven en 450 ml de agua con agitacién. Se afora a 500 ml.
Se guarda en refrigeracidn.

Xantina oxidasa (168 U/L) (disuelta en agua destilada). NO HAY QUE ABRIR EL FRASCO DE
XANTINA OXIDASA ENSEGUIDA DE SACARLO DEL REFRIGERADOR SINO HASTA QUE ESTE
A TEMPERATURA AMBIENTE.

La cantidad de xantina oxidasa depende del numero de muestras y del numero de lote, ya que la
cantidad de unidades por mg de sdlido es diferente en cada lote.

Por ejemplo, para preparar 2 ml (suficiente para 60 tubos) de un lote con 0.16 U/mg de sdlido
necesita 2.1 mg de xantina oxidasa:

Se necesitaran

0.16 U-1mg 1050 mg -~ 1000 m!
168 U -xmg x mg- 2 mi
x = 1050 mg x=2.1mg
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Asi entonces, para este numero de lote en particular, hay que disolver 2.1 mg de xantina oxidasa en 2
ml de sulfato de amonio.

Para calcular el volumen necesario se debe considerar que se ocupan 33 ul tubo. En ef siguiente
cuadro se dan algunos ejemplos tomando en cuenta el lote del ejempio anterior.

Xantina oxidasa NH.,);SO. # tubos (33 pt /tubo)
-1 mg -0 ml 61

2.65mg 5m 75

3.15mg .0 mil g0

14.2 mg 4.0 mi 120
Se prepara el mismo dia de uso y se conserva en refrigeracion

Mezcla de reaccién que se prepara el mismo dia del ensayo.
# Tubos (cada 45 tubos | 60 tubas 75 tubos 80 tubos 105 tubos | 135 tubos
muestra genera 3
tubos)
Xantina 0.3 mM 30 ml 40 m| 0 m 60 m 70 m 90 m
EDTA 0.6 MM 15 m 20m 5m 30 m m 45 m
NBT 150 mM 15m 20m 5m 30m m 45 m
Na,CO; 400 MM [9 ml 12 m 15m 8 m 21 m 27 m
Albumina 0.1% 4.5 mi 6 ml 7.5mil 9 mi 0.5 ml 3.5 ml
TOTAL (mh) 73.5mil 98 m! 122.5 m! 147 mi 71.5ml 220.5 m!

Muestra.
Las diluciones de las muestras se hacen con amortiguador de fosfatos S0 mM pH 7.0 en un volumen

final de 1.5 ml de {a siguiente manera:

SOD TOTAL (rifidn completo): diluir la muestra 1:100

(15 ul de sobrenadante de! homogenado (el cual se describe en el apéndice 4) + 1485 pl de
amortiguador).

Procedimiento:

Encender el bafio Maria a 27°C.

Alistar un cronémetro o ‘timer’.

Cada muestra genera 3 tubos: 1 tubo blanco y 2 tubos problema. Ademas se colocan 4 tubos
adicionales: 2 al principio de la serie y 2 al final de la misma que seran los tubos de! 100% de
reduccion.Entonces se debe de preparar una serie de tubos de vidrio de 13 x 100 mm en una gradilla
de metal dejando libres los primeros 4 lugares para que al ir agregando los reactivos los tubos se
recorran un lugar. La siguiente figura representa una gradilla vista desde arriba e ilustra el orden de
los tubos para el ensayo:




P7 Pg* Pn’ 100%
P7 P8 Pn 100%
87 B8 Bn

100% P11’ P2’ P33 P4’ P5’ P6’
100% | P1 P2 P3 P4 PS5 P&

B1 B2 B3 B4 85 a6

100% = Tubo 100% de reduccion; B = Blanco de muestra P = Problema de muestra

* = Duplicado de problema de muestra No. = nimero de muestra
Se debe tener preparadas 2 micropipetas de 200 p! para despachar 33 pl (1 para xantina oxidasa y
otra para amortiguador) y 1 micropipeta de 1 ml para despachar 330 yl (muestra o amortiguador) y

660 p! de CuCl,.

Se adicionan 1.66 mt de mezcla de reaccion con la pipeta de repeticion a todos los tubos

Cada determinado lapso de tiempo (10, 15 ¢ 20 segundos) deben adicionarse los 330 pl de
amortiguador o de muestra (para tubos de 100% y tubos problema respectivamente) y enseguida los
33 ul de amortiguador o de xantina oxidasa (tubo blanco de muestra o tubo problema de muestra

respectivamente).
Lo ideal es que otra persona auxilie en este procedimiento colocando fa muestra, o la xantina oxidasa

y el amortiguador.,
Si se elige por ejemplo un intervalo de 15 segundos el procedimiento es el siguiente agitando en

vortex siempre después de la adicidén del segundo reactivo:

(Tiempo cero segundos) Tubo #1 de 100%
330! de amortiguador
33 pl de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo #2 de 100%
330K! de amortiguador
33 p! de xantina oxidasa
(15 segundos después) Tubo blanco de muestra 1 (B1)
330yl de muestra
33 yl de amortiguador
(15 segundos después) Tubo problema de muestra 1 (P1)
3304t de muestra
33 u! de xantina oxidasa
{15 segundos después) Tubo problema’ de muestra 1 (P1°)
330p de muestra
33 pl de xantina oxidasa

Y asi sucesivamente.
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El tiempo total de incubacion sera de 15 minutos, por lo tanto el nimero maximo para un intervalo de
15 segundos sera de 60 tubos

Intervalo # maximo de tubos*”
10 seg

15 seg 60

20 se

*Considerar siempre los 4 tubos del 100% de reduccion

A los 15 minutos exactos de incubacién del primer tubo se para la reaccién adicionando 660 pL de
CuCl: 0.8 mM y 15 segundos después se adiciona a! 2° y asi sucesivamente, agitando
inmediatamente después con el vortex.

Se lee la absorbencia de cada tubo a 5§60 nm ajustando a cero con la mezcla de reaccién, (usar el
zipper del espectrofotédmetro para obtener las lecturas mas rapido).

Una vez realizado lo anteriormente descrito se mide la concentracién de proteinas totales contenidas
en el ensayo por el método de Lowry de la manera descrita en el apéndice 5 y se realizan los calculos
como se describe en material y métodos.

7.1 Actividad de la superéxido dismutasa de manganeso (Mn-SOD
Los reactivos utilizados ademas de los reactivos usados para SOD total, son los siguientes:

Reactivos Catalogo PM Almacenamiento
Mallinckrodt 7088 | 228.23 T ambiente
JTBaker 3246-01 36.09 9 T ambiente
JTBaker 8993 372.3 T ambiente
Dietilditiocarbamato Sigma D-9428 225.3 Congelacion (-20°C)
Bolsas de diafisis Sigma D-9777 T ambiente
Nota: las bolsas de didlisis son de membrana de celulosa.

Soluciones

Amortiguador de didlisis (fosfatos S mM, pH 7.8 — 0.1 mM EDTA)
1 litro 2 litros g/4 litros
K:HPO4.3H,O 0.233 0.4666 0.9332
KHPO. 0.5416 1.0832 2.1664
EDTA 0.0372 0.0744 0.1488

Se ajusta el pH con NaOH, generalmente con 5 perias son suficientes para ajustar y se almacena a
temperatura ambiente.

DDC_100 mM (preparar en el momento).
Gramos de DDC ml de agua Numero de
muestras

6
13
20
26
33
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Procedimiento:

Didlisis de las muestras.
Se cortan trozos de 4.5 cm. del tubo de didlisis y se remojan en agua con agitacién durante 24 horas.
Se cortan trozos de hilo para amarrar las bolsas de didlisis, y se ciefra un extremo haciendo un nudo.
Posteriormente se colocan 200 ul de la muestra tratado con DDC, durante 1 hora a 30°C (se colocan
en tubos de vidrio de 12 x 75 mm 150 ! de muestra del homogenado + 150 pyt de DDC 100 mM dentro
de !a bolsa, se cierra perfectamente et otro extremo de Ia bolsa y se coloca en un recipiente que
contiene amortiguador de didlisis, sujetando la punta del hilo de cada bolsa con una cinta adhesiva a
la pared externa de! recipiente y etiquetandolo para identificar cada bolsa. La didlisis se realiza con
agitacion constante.
POR CADA 200 pl DE MUESTRA SE REQUIERE DE 80 m! DE AMORTIGUADOR DE DIALISIS (400
VOLUMENES) Y DE 2 CAMBIOS, por lo tanto, seran 3 horas de dialisis.
Al final se saca el dializado usando una micropipeta de 200 ul y se coloca en tubos eppendorf de1.5

mt 11 nente etigL
Para determinar la actividad de la Mn-SOD se sigue el procedimiento ya descrito para la
determinacién de SOD total, solo que en este caso se hace una dilucién a las muestras dializadas
1:50 con amortiguador de fosfatos SOMm pH 7, pero ta dilucién finat a ccnsiderar para calcular ta
actividad en este ensayo es 1:100 ya que previamente se habla diluido 1:2 con DDC.

Una vez realizado lo anteriormente descrito, se mide por el métaodo de Lowry, la concentracion de
proteinas totales contenidas en la muestra del dializado que se coloco en el ensayo de la manera
descrita en el apéndice 5. Los calculos se realizan como se describe en material y métodos.

APENDICE 8.
Actividad de CAT
Los reactivos utilizados son:

Catalogo Almacenamiento | PM
JT Baker 3246-01 | Temp. ambiente 136.09 g/mol

JT Baker 3828-05 | Temp. ambiente 141.96 g /mol
Mallinckrodt 5240 | Refrigeracion 34.01 g/mol

Peroxido de
hidrégeno

Soluciones:

Amortiguadoni de fosfatos 10 mM, pH 7.0

250 m! 500 mi 1000 m!
KHPO. 0.2105¢g 0.421g 0.842 g
Na,HPO., 0.135¢g 0.270g 0.540g

Ajustar el pH con NaOH
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Perdxido de hidrégeno 30 mM (se prep. enel wodelar ion)

La solucién at 30% tiene 300g/L, M = 300 g/34.01 = 8.82. Por lo tanto, la solucion al 30% es 8.82 M.
Entonces V,C, = V2C; endonde V, =x, C; =8.82, V,=50ml, C, = 0.03 M

Lo que significa que V, = 0.17 mi

Por lo tanto se agregan 170 pl de peroxido de hidréogeno al 30% a 50 ml de amortiguador de fosfatos
10 mM.

Procedimiento:

Se enciende el espectrofotometro y la lampara ultravioleta 15 minutos antes de empezar el ensayo
con el objeto de calentar la {ampara.

Se usa el programa de cinética (lecturas cada 15 seg durante 30 seg. en el espectrofotémetro
Beckman DU 64).

Se calibra a cero con amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.0

Se diluye la muestra det homogenado1:30 (5 ml de muestra + 145 ml de amortiguador de fosfatos 50
mM).

Se colocan en un tubo de vidrio de 12 x 75, 25 pl de la dilucién y 725 pt de H,O2 30 mM.

Se agita con vortex inmediatamente y se vacia el contenido del tubo por decantacion a una celda de
cuarzo de 1 cm. de poro. Todo esto se realiza lo mas rapido posible para iniciar la lectura
rapidamente.

Se lee a una absorbencia de 240 nm.

Los resultados se expresan en k/mg de proteina, por lo tanto es necesario medir la concentracion de
proteinas totales en fa muestra por el método de Lowry (técnica descrita en el apéndice 5) y se

realizan los calculos como se describe en material y métodos.




Soluciones:

Amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.0

250 mi 500 mi 1000 mI
KH2PO4 0.21059g 0.421g 0842 g
Na:HPO. 0.135¢g 0.2709g 0.540 g

Ajustar el pH con NaOH

Peréxido de hidrégeno 30 mM (se prepara en el momento de la reaccién)

La solucidn al 30% tiene 300g/L, M = 300 g/34.01 = 8.82. Por lo tanto, la solucién al 30% es 8.82 M.
Entonces ViCy = V2Czendonde vV, = x,C1 =882, V2=50ml, C2=0.03 M

Lo que significa que V, = 0.17 ml

Por lo tanto se agregan 170 ul de perdxido de hidrégeno al 30% a 50 ml de amortiguador de fosfatos
10 mM.

Procedimiento:

Se enciende el @spectrofotémetro y la fAmpara ultravioleta 15 minutos antes de empezar el ensayo
con el objeto de calentar la lampara.

Se usa el programa de cinética (lecturas cada 15 seg durante 30 seg. en el espectrofotémetro
Beckman DU 64).

Se calibra a cero con amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.0

Se diluye la muestra del homogenado1:30 (5 ml de muestra + 145 m! de amortiguador de fosfatos 50
mM).

Se colocan en un tubo de vidrio de 12 x 75, 25 p! de la dilucion y 725 i de H2O2 30 mM.

Se agita con vortex inmediatamente y se vacia el contenido del tubo por decantacién a una celda de
cuarzo de 1 cm. de poro. Todo esto se realiza lo mas rapido posible para iniciar la lectura
rapidamente.

Se lee a una absorbencia de 240 nm.

Los resultados se expresan en k/mg de proteina, por lo tanto es necesario medir la concentracién de
proteinas totales en la muestra por el método de Lowry (técnica descrita en el apéndice 5) y se
realizan los calculos como se describe en material y métodos.
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