
UNIVERSIDAD 
AUTO NOMA 

NACIONAL 
DE MEXICO 

FACULTAD DE OUIMICA 

ENZIMAS ANTIOXIDANTES EN EL DAAO RENAL POR 

CICLOSPORINA A Y SU RESPUESTA AL TRATAMIENTO 

CON EXTRACTO DE A.JO ENVE.JECIDO 

T E S 1 S 

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUI MICA FARMACEUTICA- BIOLOGA 

PRESENTA 

ROCIO lMURoz SALAS 

MEXICO. D. F. 
c=;x.c,:v:E¡-~2S P~CJrE'S\C1:--~i\LES 

F .. ~~.c;. ~)E ~uu~t!C;l:·1 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

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

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



PRESIDENTE: 
VOCAL: 
SECRETARIO: 
1 ER SUPLENTE: 
2º SUPLENTE: 

JURADO ASIGNADO: 

PROF. JOSÉ PEDRAZA CHAVERR( 
PROF. MARIA ELENA IBARRA RUBIO 
PROF. MARTA ALICIA MENJIVAR IRAHETA 
PROF. JOSÉ IGNACIO PÁRAMO RAM(REZ 
PROF. PERLA DEYANIRA MALDONADO JIMÉNEZ 

Sitio donde se desarrolló el tema: 

Laboratorio 209, Edificio B. Facultad de Quimica, UNAM, México, D.F. 

El presente trabajo fue apoyado por: CONACYT (25441-M). 

Asesora: Dra. María Elena lbarra Rubio 

Sustentante: Rocío Muñoz Salas ~-

l\utorizo a t• Dirección General de BibUot~ ;..,~ e 
UNA.U a difundir en formato electróntea e~ aal 
contenido de mi trabajo ,,~_..J>Cti> ,. 
NOM~RE: t-'lyQQ'? Solos :Ro~ 



ABREVIATURAS: 

ANOVA ............... Análisis de varianza 

APC ....•.••....•.••.... Células presentadoras de antlgeno 

ASB •..•.• ..• ..•...•. Albúmina sérica bovina 

BUN... ..••.• ••• .•...• Nitrógeno de urea en sangre 

CAT •....••••••••.... Catalasa 

CD . . . ... ... ••• •. . ••. . Designación de grupo 

CnA ....... ....... .••• Clclofilina A 

CnB ..................... CiclofUina B 

CsA .......... ..• ... ... Ciclosporina A 

Cu,Zn-SOD... ...•. Superóxido dismutasa de cobre y zinc. 

DOC.................. Dietilditiocarbamato 

EAE • .. ••. . . .. .. . .. .. Extracto de ajo envejecido 

EDTA ... ... ......... Acldo etilen diamino tetracético 

EROs ... .•• •. . .•.... Especies reactivas de oxigeno 

GPx .• . .. . .• . . . .... .. Gfutatión peroxidasa 

GSH .•. . .. .. . . .. . •• •. Glutatión reducido 

GSSG .. .... . . .. ..... Glutatión oxidado 

IL-2 ... ... ... ...... ... lnterleucina 2 

IRA . . ... .. .. . . .. . . .. . Insuficiencia renal aguda 

LDL ... ...... ......... Lipoprotelnas de baja densidad 

Mn-500 ..•......... Superóxido dismutasa de manganeso 

MHC . . . . . . .. . . . . . . . . Complejo principal de histocompatibilidad 

NADP ... . . .. .. .. . ... Nicotin adenln dinucleótido fosfato oxidado 

NADPH ... ... ... . . .. Nicotln adenln dinucleótido fosfato reducido 

NFAT ... ... ....... Factor nuclear activador de linfocitos T 

SOÓ ........... · · · · ·· Superóxido dismutasa 

TCA .................... Acido tricloroacético 

TCR .................... Receptor de células T 



l. RESUMEN ...........................................•.•..........................................•.•.......•.....•.......•••.. 

11. INTRODUCCIÓN 

1. Generalidades de las especies reactivas de oxigeno (EROs) ••••.•...••. -~·-········ •.• 3 

1.1 Anión superóxido (02--) •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 04 ..................... -... 4 

1.2 Peróxido de hidrógeno (H2 0 2 ) ............................... ~ •••••••••••••••••••• ; ......... ~··········· 4 

1.3 Radical hidroxilo (OH·) ................................................................. -.................... 4 

1.4 Singulete de oxigeno ( 102) .................................... : •• ~ •.•• ·: •.•• :. ........ :.................... 5 

2. Defensas naturales contra las especies reactivas.de OxrQ~·ri·i,:~~'~·:.'~-~-~~~~'~: ..... ~:.......... 5 

2.1 Mecanismos antioxidantes no enzimáticos •...•.•..•• :;~.~::.L~·~-::.~ . .' ... :.·: ................ :.'... 6 

2.2 Mecanismos antioxidantes enzimáticos ...... ; • .'.·:.~ .. ;~·~~:~·:zL·~~ .. :~L:.L:~::............... 6 

2.2.1 Superóxido dismutasa (SOD) ............. :.: •... :~~-~-'·:~:.'~·~:~~: . .-:.: .............. ~.' •• : .. ~:..... 7 

a) Superóxido dismutasa cobre y zinc (C:~.z~~S~.~j:.:).:~~:·~~-----·.~; ............ :..... 7 

b) Superóxido dismutasa de manganeso· (Mñ.:.soo}~~ .. ~~~~-:; ... ':._·:::;............... a 
c) Superóxldo dismutasa extracelular ceC..:SOO)~~:·.~·:~ .. ·-~~ ... :L::: .... : ...... :...... 8 

2.2.2 Catalasa (CAT) ......•............•...•..••....••... :~.:::;·.::.:· ••.• ;.:; .••• :,::·.: •••• :: .•....•.....• ."... 8 

2.2.3 Glutati6n peroxidasa (GPx) .•...•••.•.••••••. : ••••• :: ...• ;:º:2 ... u ••• ; •• ,:.,· •• :: ••••••••• :c •• 8 

a) 

b) ::: ::,:~~c;:;~~::::.-.::::.-.::::.-.::::::::::::.':X,~/:~~!:::::::::::.':~:::I::;.·;,'::j::;:::::.. : 
:~ ::: ~=~::;::~~:::'.::.-.-.::::.·.::::.:::::.-.:::·::~::;:::~~:~~:~:::::~:::::é:~a~:::::::::::::::::: 

3. Riñ6n ..•.......•.......•.......•.......•••.••.....••...••••• : ••••. :.·.L .. :::::: .... :::::: .. :.:::::.,;~;;,.;;,.;:.::.:.~~ ... 

9 

9 

. 10 

4. :;:t~:s:~~=~~:::;,::'..:~.~~:.~'.:'.:::::~::::::;::::::~~:{E?~:f::::::::::::::::'.'.[;~ikE::;~i:::::;:::: :~ 
4.1 Características generales de la resPuesf~ de JintOClt~~ T a1 ·~.;ti!i~·~~·:::·~::~:;~:~~·- . 14 

5. Ciclosporina A (CsA) ...................................... ~~~~.~--.--~~L.~~:,~~·~~~:~~.':~~-~:'.::::~;:~~;.~-;· .. ~,~~.~ .. :~:~;... · 16 

5.1 Estructura quimica ................................... :'.:~.' .• ::'. ..... ~: .. -.. ~7.::.:.:f:·:i:·~·~·:'~~~;~::::.::~.::'.~~ 16 

5.2 Farmacocinética .................................. .' ......... ~~~ .•. :'. .... ~5;.~·---~·-~·;·;'_:~;!;~:~.~~:~~'-~ ...... :·~~~..... 17 

5.3 Mecanismo de acción .............................. .: ..... : ...... ~·········-~:~ •• ~; .... ~: ... ¡~.~.......... 17 

5.4 Nefrotoxicidad de la CsA por la participación de EROs................................... 19 

6. El ajo ...•......................•.•..•..•.••••.•••...•.•.•••.•••••...•.•.....•••••..•••••...•.•••.••.....•..••...•...•.••.•..• 20 

6.1 Algunas propiedades terapéuticas del ajo....................................................... 22 

4 



6.2 Evidencias que apoyan las propiedades antioxidantes del ajo......................... 22 

7. Justificación............................................................................................................. 23 

111. OBJETIVOS................................................................................................................ 24 

IV. HIPÓTESIS................................................................................................................. 24 

V. MATERIAL Y MÉTODOS.............................................................................................. 25 

1. Reactivos ...................................................•..................•........•........................ ~......... 25 

2. Dieta ........................................................................................................ : .•• : ..........• :... 2 

3. Animales ..............................•........•...•..... ~ ....... : ..............•...... ~.-........... _;~~ .....•. '~:.·~·~--~~«.-~ .. - 25 

4. Diseño experimental .........•...........................•.. : •..... : ...... :::".:' .. : •...... :::.:.:,:.;,;;::,.::::.:::::; .. ' , 25 

5. Delerminaciones ................•...•.........•....•. : ....••.....•. :::: .... ;: .. : ••.. ;;;.;; .. L:::L'. .... ::.'.'. ... ::::.:. , , 26 

5.1 Determinaciones de dat\o renar .......... ~; ....... ::.; .• ~~-x.~.".·~ .. ~:.'.'~.~~~~:.~:~~::·:·~ .... :~·:::~: ... '-.·;~~_.~:;.;~~:: ·: 27 

:: ~ :; ~~::~~~~~. -~~~~.~.~~:~:::::::::::::::'.~'.);(f:~:1::;~:{!:::;;:Ih~i:%i::~::::'.:::::::'.:~: '• ., ~~' 
5.1.3 Estudios hislológlcos ......... '. •• ,.:~: .. ,:.:;:;;,;;:,•::::.::' .. :L•.':: .. :.:'" .. ::::.L:::.: .. :{ .... ,• '28 

5.2 Actividad renal de las enzimas antJoxld3nf~~·:::~:~~-' .. :~~~--~~--~:~·~.: .. ~,L~;~.~~·:::;~·:.: .. ';:~~-~- ,,_29 

5.2. 1 Actividad de GPx ................ '. ....• ~:'::'.:.:.,::j?i'.·:'..:L:::i.:::'.:.:C:!'.;::.:::;:::::'. .. :~.. 2s 

5.2.2 Actividad de SOD ..........••.......... ::::.: .. ::::~·:•::::;:;~::::.::::.~~?.f:::~'.'E't!:'.;;':::.:c~:. 3o 
a) Mn-SOD ........................•....... : .. :~ •• L:'..:?:;:'.'.~!2;:;;,;'.::.7:~:;?::::;'2'.;l;:j::'.i:.:::'L.' , 31 

v•. :;:~~2d?f ~;2=~· .~.~.=~~j1i~lr~1lg~l·~~j~~·§ 
1. Consumo de alimento ............................ : .. ;:~·:.-:~~~~::::·~·Z:'~·::::::-~;:::2·1'~:~~}:~3:~~:~~:::::::~::~::::":~~-:;':' _ 33 

:: ~:::.:~~::~:~~~-~~·~~~~·;~~~;::::::::::::::);~[~2f:;i~~~;fj~~t~~~;~~~~i~fJ~;1;J;~~!]]:j2~;·. ·:: 
:.-; ~::::~~:.~.~ .. ~~~.~.~.~.~~.~~~~.'.~.~~!:::.',:(;{~~::iJ:E;J]:~~;?~~~~:Ji~:1~WN?:.t'.:22:: : 
3.3 Estudio histológico .......................... ~~-::~.--:~;:;~~.;~~;!.~:~:-i_~-;~~;·~'.~.::=.~·:;:~~;~:~~~~'.~~~~:~;:;L~.·::~:~-~~":..... 36 

4. Actividad renal de las enzimas antioxidanÍes~.-~:.._.:.::·~l~-';~~:~'~-; .• :~~~~-:-.::·::·:-.:~~~:~........... 36 

4.1 superóxido dismutasa (SOD) ..••.• : ..• :;.~~~-~~.-:r;:·~i~::~:~:.~·;.~~~\~-~~~-;~:~~::::~--~~;~-,0"~·~.::~~~::;·.-~·--"······ 36 

4.2 Catalasa (CAT) ...................•••.•• ::.:.::;::'.::':'.::.::'.'.:'.·: .• :'.~·:~';.::/:;~_~;;;;;;............ 37 

4.3 Glutatión peroxidasa (GPx) ............. ~~--~· ~·:_._;~·~)"_~-~-·~::~_~:~·.-~::~:' .... ~-~----~-~---···~········ 39 

Vil. DISCUSióN ................................................. :::: •.• ;.;.L;!~~~: .. :: .. ;: .. :.............................. 41 

VIII. CONCLUSIONES ......................•............. :.., .....•• ::.:.::::::: .• f:.::.c: .. ::::.:.:........................ 45 

IX. APÉNDICES ............................................•.......••...•..... ;............................................. 46 



1. Nitrógeno de urea en sangre................................................................................. 46 

2. Creatinina en suero................................................................................................ 46 

3. Histologla............................................................................................................... 47 
4. Homogenización de riñón para la determinación de las enzimas antioxidantes 48 

GPx. SOD y CAT .........•..............• : ••..•.•.•..•....••••.•••.•..•••..•••••••••••..•••• ; .••.• .':·.............. 48 

5. Proteinas totales por el método de L~~ry .. _:~ .••• ~:~~···~··~··;~~ .. ---.:·· .. ··"~········~_······:~····· 50 
6. Actividad de glutatión peroxidasB (GPx).~.~~~~·.:.·::.:~-.. :~ ........ ;.: ..... ~.~-.. ~.:: .. ·.~ .... :~ . .' ......... : 53 

7. Actividad de superóxido diSmüta~a ·'c~09~~~;·,-~.~~-~:::?i_:;.~_;:~:{:.::~:~ ~L:~~.;:~:~:·:;?.~~~~~'5!:~-;~:~-~~:·.·.-~:, , 54 

7.1 Actividad de superóxldo dis~u-ta~~ d~:-riiali~a~~~O 'cM;.t'-sOD~~~~---;.-.. ·:.~.~--~-~ .. : _-58 

8. Actividad de Catalasa .. ..•• ~ .. ~: .. · .. :~~ :;;:~:~ ::·:.·~'~·~;::~L:-.. ~.-~·.:~ -. ... ~.·:::.:·:; .. :~~-~;~.~~-~i::.:~~ .... :·.; ... · 59 

X. BIBLIOGRAFIA. .••.•••.....• , .•.. '. ••..•..... , •• .';.: ........ : ..• ,:.: .....•.••.. : •• ;: •...•. J: .....•......... :: . .-.. L.. 61 



l. RESUMEN 

La ciclosporina A (CsA) es un fármaco ampliamente utilizado en la prevención del rechazo de órganos 

trasplantados: su selectiva acción inhibitoria de la activación y proliferación de linfocitos T la 

caracterizan como un fármaco ideal en la te.-apia de lnmunosupresión. Sin embargo, bajo ciertas 

condiciones este medicamento causa serios efectos nefro y hepatotóxicos. Existen muchas 

evidencias de que en estos efectos tóxicos están involucradas las especies reactivas de oxigeno 

(EROs). las cuales reaccionan con prácticamente 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 los pacientes que lo utilizan, los objetivos de este trabajo fueron: a) estudiar el 

comportamiento de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT), superóxido dismutasa (SOD total. 

Cu,Zn-SOD y Mn-SOD) y glutatión peroxidasa (GPx) en el daño renal inducido por ciclosporina A, y b) 

evaluar si un agente antioxidante como el extracto de ajo envejecido, evita o disminuye el daño renal 

inducido por ciclosporina A y si esto se asocia a cambios en las enzimas antioxidantes antes 

menctonadas. 

Para cumplir con estos objetivos fue necesario establecer previamente las condiciones para 

desar.-ollar un esquema de inducción de daño renal por este medicamento. Se utilizaron ratas macho 

Wistar con un peso inicial aproximado de 240 g, las cuales fueron uninefrectomizadas para simular 

las condiciones de un paciente al que se le realizó un trasplante de riñón. Quince días después de 

esta cirugia se formaron cuatro grupos tratados de la siguiente manera: 

Grupos Administración 
lntragástrlca 

Control solución salina Isotónica 
Ajo extracto de ajo envejecido 
CsA solución salina isotónica 
CsA+EAE extracto de ajo envejecido 

Administración 
Subcutánea 

aceite de oliva 
aceite de oliva 
CsA (30 mg/Kg) 
CsA (30 mg/Kg) 

Todas las ratas tuvieron libre acceso al agua de beber. Las ratas tratadas con CsA fueron 

alimentadas ad libitum, 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 obtención de las muestras. 

Para comprobar el daño renal se determinaron los niveles de nitrógeno de urea en sangre (BUN) y de 

creatinina en suero. y se realizó un análisis histológico por medio de microscopia de luz. 

Posteriormente. se realizaron las determinaciones de la aciividad de las enzimas GPx. CAT y SODs 

en el riñón. 



Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que Jos marcadores de función renal utilizados 

(creatinina y BUN) se encuentran aumentados al administrarse CsA, demostr-ándose con esto el 

establecimiento del daño r-enal, asf como con los estudios histológicos, donde se obse..-varon 

alteraciones estructurates en el túbulo proximal inducidas por el fármaco. El tratamiento con el EAE 

indujo una protección contra las alteraciones observadas 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, asf como el dano renaJ observado en el análisis histológico. En cuanto a fa actividad de 

las enzimas antioxidantes estudiadas, se encontró que la GPx disminuye con el tratamiento con 

CsA y esta disminución 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 

diferencial de fa actividad de las enzimas estudiadas. la disminución de la actividad renal de GPx 

podria tener algún papel en el desarrollo del dar'\o renal, y b) El EAE disminuye el daño renal inducido 

por CsA y esto puede deberse, ar menos en parte, a su efecto sobre fa actividad de GPx. 

2 



11. INTRODUCCIÓN. 

1. Generalidades de las especies reactivas de oxigeno <EROsl 

Un radical libre es una especie qulmica que contiene electrones desapareados y puede formarse tanto 

por la pérdida (oxidación) como por la ganancia (reducción) de electrones. Los radicales libres son 

altamente reactivos ya que buscan completar su último par electrónico reaccionando con otro radical o 

sustrayendo electrones a otra especie química convirtiéndola. a su vez, en un radical (Zentella ,\:. 

Saldar'ª· 1995). 

En los organismos aerobios. el oxigeno (Oz) es esencial en el mantenimiento de la vida, ya que es el 

aceptar de electrones final de la cadena respiratoria. Sin embargo, la reducción incompleta del oxigeno 

genera lntermedarios conocidos como especies reactivas de oxigeno (EROs). Estos son: el anión 

superoxido (02"·), el peróxido de hidrógeno (H2 0 2 ), el radical hidroxilo (OH•) y el singulete de oxigeno 

('02 ) (Fig. 1). Estas especies son generadas durante el metabolismo normal de las células e 

intervienen _en procesos importantes como la fagocitosis durante la eliminación bacteriana en los 

procesos infecciosos (Bast et al., 1991). Sin embargo, estas especies reactivas ocasionan daflo celular 

actuando sobre la mayoria de las moléculas biológicas como es el caso de aminoácidos. 

carbohidratos. rosfolipidos y ácidos nucleicos (Stadtman, 1990). por lo que la célula cuenta con 

sistemas de defensa antioxidante tanto enzimáticos como no enzimáticos, de los cuales se hablara 

más adelante. Entonces. cuando se presenta un desequilibrio entre la producción de EROs y los 

sistemas celulares de defensa antioxidante se genera un estado patológico. Por esta razón, existe una 

variedad de enfermedades donde se ha demostrado que las EROs están involucradas. como por 

ejemplo cáncer, fibrosis pulmonar, isquemia-reperfusión, artritis reumatoide y colitis inflamatoria etc. 

(Mates et al .• 1999). 

singulete de oxigeno 

1::...90;- \\902 
., _,,,:-r 
'02~0;-- 1C· + 2H~ 

oxigeno anión 
superóxido 

1e- •ti" 
----•OH• 

le·• H• ___ _..H
2
0 

peróxido de 
hidrógeno 

radical 
hidroxilo 

Fig.1. Intermediarios conocidos como EROs. 

agua 
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1.1 Anión superóxldo co2··) 

El 0 2 ·• se origina a partir de la incorporación de un electrón a la molécula de oxigeno, es un agente 

tóxico y puede transformarse a peróxido de hidrógeno (reacción 1). Este radical se genera en la 

cadena de transporte de electrones dentro de la mitocondria (Zentella & Saldaña, 1995). Además, la 

producción de este radical vla 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 acción antimicrobiana de las células fagociticas 

(neutrófilos, monocitos. macrófagos. eosinófilos) (Bannister & Rotillo, 1987). 

(1) 

1.2 Peróxido de hidrógeno <H20,) 

Esta especie reactiva no es un radical libre. ya que no posee electrones desapareados. El H 20 2 se 

descompone en moléculas de agua por la intervención de enzimas como catalasa, glutatión 

peroxidasa (GPx) y glutatión transferasa. Aunque esta transformación es muy rápida, se pueden 

presentar condiciones que modifiquen el funcionamiento de estas enzimas, entonces el peróxido de 

hidrógeno puede producir radical hidroxilo, por medio de la reacción descrita por Habber & Weiss, 

(reacción 2). En realidad esto es lo peligroso del H 2 0 2 , ya que es un agente que puede difundir 

fácilmente a través de las membranas celulares y participar en la formación del OH• que es altamente 

reactivo. 

(2) 

También, el H 2 0 2 puede interactuar con halógenos y el sistema de fa mieloperoxidasa para producir 

ácidos como et hipocloroso, hipobromoso, etc. (reacción 3). Por esta razón, 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 removerlo del medio. 

H202 + 2x· ------+- 2HXO (3) 

1.3 Radical hidroxilo <OH» 

El radical OH• es considerado una de las especies oxidantes más dañinas ya que reacciona a una 

velocidad muy alta con casi todas las moléculas biológicas (carbohldratos, aminoácidos, fosfollpidos 

y ácidos nucleicos), formando, entre otros productos, radicales libres de las moléculas con las que 

reaccionó (Jassen et al., 1993). Tiene un tiempo de vida media de 10-9 segundos y puede generarse 

de varias formas, una de ellas es por la ruptura homolltica del H 2 0 2 generando el radical hidroxilo y un 
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ion hidróxido que se protona para formar agua (llamada reacción de Habber-Weiss, reacción 2). Otra 

forma de generar OH· es la vía descrita por Fenton donde participan el anión superóxido y metales 

de transición (Flg. 2). Sin embargo, la via por Ja cual es generado este radical in vivo es aún objeto de 

discusión en la bioquirnica de los radicales (Olinescu &. Smith, 2002). 

H 2 0 2 Fe (11) ---• OH· +OH-+ Fe (111) 

H='O~ +Fe (111) _ __,.. OOH· +H .. +Fe (JI) 

0 2 + Fe (111) ---·• Fe (11) + o 2 

Fig. 2- Generación del radical hidroxilo por reacción do Fenton. 

Aparte de las vias antes mencionadas. ha sido descrita otra forma de producción de OH•. que no 

requiere de la presencia de los metales de transición. Esta via involucra al 0 2 y al óxido nítrico (Fig. 

3). 

Ü,[ t Nü 

CINC.OH 
1'1 
1'J01" + tf• 

ONOC•­

(~-.rucm perox1n1trdo) 

Fig 3. Via alternativa de generación de OH•. 

1.4 Singuloto de oxigeno f'Od 

Esta especie se forma por la inversión del spin de uno de los electrones de la molécula de oxígeno. 

entonces esta especie reactiva de oxigeno no tiene electrones desapareados, por lo que realmente 

no es w1 radical libre, pero es muy reactiva; se forma cuando algunos pigmentos son iluminados en 

presencia de oxigeno o por la reacción del ácido hipocloroso (reacción 4). Presenta una gran 

capacidad oxidante frente a muchas moléculas biológicas. sobre todo con Jipidos de membrana 

(M3ldonado. 2000). 

(4) 

2. Defensas naturales contra las especies reactivas de oxigeno 

La citocromo oxidasa es la responsable de la reducción tetravalente de más del 90o/o del oxigeno en 

el organismo, y esta reducción del oxigeno hasta agua se lleva a cabo sin la liberación de 
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intermediarios potencialmente tóxicos. Sin embargo, la reducción incompleta del oxígeno puede 

generar EROs (Fig. 1 ). por lo que las células cuentan con numerosos mecanismos de protección 

contra los efectos dañinos de los radicales libres. Estos sistemas de defensa antioxidante pueden ser 

o no de naturaleza enzimética. 

2.1 Mecanismos antioxidantes no enzimáticos 

Los antioxidantes no enzimaticos pueden ser clasificados en base a su solubilidad en solventes 

polares o apelares. En las tablas 1 y 2 se resumen las caracteristicas de los principales antioxidantes 

no enziméticos liposolubles e hidrosolubles respectivamente (Krisky & Oeneke, 1982; Krisky. 1992; 

Norberg &. Arner. 2001) 

Tabla 1. Algunos antioxidantes no enzimáticos tiposolubles. 

Antioxidante Acción antioxidante 

Vitamina E Posee actividad antio:icidante muy potente. 
Bloquea la cadena de la lipoperoxldacJón por 

. atrapar el radical peroxilo (ROO•·)( Norberg & 
Amer, 2001). 

Vitamina A, f\ carotenos y otros carotenoides Tienen capacidad de atrapadores de EROs como 
relacionados con pigmentos de plantas el 10 2 por lo que. por ejemplo, protegen contra la 

lipoperoxidación (Krisky .1982) 
Biulirrubina Atrapa especies reactivas de oxigeno y de 

nitrógeno, y reacciona con el ROO•'Y con el 10 2 
(Krisky, 1992). 

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

Antioxidante 

VitaminaC 

Glutatión 

Acido úrico 

2.2 Mecanismos a11tioxidantes enzim3ticos. 

Acción antioxid•nte 

Atrapa radicales libres, reacciona con el 0 2 ·• y con 
el OH•, y puede restaurar las propiedades 
antioxidantes de la vitamina E. 
Es el sustrato de la GPx en el ciclo redox. 
reacciona con el OH· y con el 1 0 2 , asi como con 
radicales libres orgánicos. 

Atrapa OH•, 02·. ROO·· y se une a metales de 
transición. 

Existen varias enzimas que forman parte de este sistema antioxidante, entre las principales 

encontramos a la glutatión peroxidasa (GPx), a la superóxido dismutasa (SOD) y a la cata 

(Fig. 4). Estas llevan a cabo la protección en los lugares especial 



como son el epitelio pulmonar y los glóbulos rojos, donde estas enzimas existen en mayor cantidad 

que en otras células (Yu et al., 1994). 

OH- + OH• GP - :::,-:_~:;_ r :~ 
n ~---GSH •-- __ NADP• 

---+GSSG --- ----NADPH 
Fe•• 
Fe~· 

Lesión H:z(> 

Flg. 4. Cascada de las enzimas anhoxidantes superóxldo dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPx) y 
catalasa (CAD. 

2.2.1 Superóxido dismutasa CSOD>. 

La SOD es una metak>enzima que catallza la conversión del radical 0 2 • en peróxido de hidrógeno y 

oxigeno molecular (reacción 5). 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. 

(S) 

al Superóxido dismutasa de cobre y zinc CCu Zn-SODl 

Esta enzima se localiza principalmente en el citoplasma de células eucariotas, sin embargo se ha 

encontrado también en lisosomas, nUcleo y en menor cantidad en los peroxisomas (Weisger & 

Fridovich, 1973). Es una hemoproteína de 34 kDa en rata. que contiene 4 subunidades, y cada 

subunidad contiene 151 aminoácidos junto con un átomo de Cu2
• y otro de zn2 • unidos por el 

imidazolato de una histidina. Esta isoforma cataliza la dismutación del anión superóxido a través de la 

reducción-oxidación altemativa del cobre (Hsu et al., 1992; Tainer et al., 1983) (Fig. 5). 

7 



Cu (11) + º= + H• ~ Cu (1) + O;! + H. 

t-f' + Cu (1) + 0 2 + H .. ~ Cu (11) + H:O:o 

20_.·+2H' ~ H;.>0;.+0 ... 

Flg. 5. Dismutaci6n del anión superóxido a través de la rcducci6n·oxidaci6n alternativa del cobre. 

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

Esta isoenzima es un tetrámero. contiene un átomo de Mn~· por subunidad. y tiene un peso molecular 

de 85 KDa en rata. Aunque la Mn-SOD del humano y de la rata son similares en el contenido de los 

aminoácidos. la localización y niveles de actividad presente en tejidos de estas especies es diferente. 

Por ejemplo, en el hfgado humano está presente en el citoplasma y en la mitocondria y representa 

más del 50% de la actividad total de SOD (Salin el al., 1978). mientras que en el higado de rata se 

localiza estrictamente en la matriz mitocondrial y representa sólo el 100/c;io o menos de la actividad de 

SOD total. La dismutación del anión super6xido ocurre porque el átomo de manganeso cambia su 

estado de oxidación al interaccionar con él. 

e) Superóxido dismutasa extracelular (EC-500) 

Es una glicoproteina tetrámerlca 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 síntesis son las células endoteliales, y que 

cuando está unida a ellas funciona como una cubierta protectora. Posee afinidad por Ja heparina y 

por los p,-oteoglicanos de sulfato de heparán, caracteristica que no poseen las otras isoenzimas 

(Marklund • 1982). 

2-2.2 Catalasa <CAT> 

La CAT reacciona rápidamente con el H 20., convirtiéndolo en agua y oxigeno (reacción 6). Es una 

henloproteina tetramerica con cuatro ferriprotoporfirinas y tiene un PM de 240 KOa en rata (Aebi. 

1982). En tejidos de mamifero, esta enzima está presente en altas concentraciones en higado y en 

riiión. y en bajos niveles en tejido conectivo. En general. en las células está presente principalmente 

en pcroxisomas y mitocondrlas. 

(6) 

2.2.3 Glutatión peroxidasa <GPxl 

Para reducir el H 2 0 2 a agua. la GPx cataliza la oxidación del glutatión reducido (GSH) a glutatión 

oxidado (GSSG), el cual, a su vez. es reducido a GSH por Ja enzima glutatión reductasa en presencia 

J:~~~~~;;:::-ai:;:~-;f5+-1-t191!'ll6>· Los 
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niveles de NADPH son regenerados por la acción de las enzimas millicas y glucosa 6 fosfato 

deshidrogenasa. 

GPx 
GSH 4 

glutatión 
reducta&ot 

GSSG NADPH 4 

F19 6 Participación de la OPx en la reducción del H:_.0:-

Se han identificado cuatro tipos de GPx. todas ellas dependientes de un átomo de selenio: GPx 

citosólica, GPx extracelular. GPx gastrointestinal y GPx de fosfolipidos (tabla 3). 

al GPx citosólica: Es una proteína tetramérica con cuatro subunidades idénticas (homotetrameros), 

can un peso molecular de 84 KDa en rata. La GPx citosólica tiene función antioxidante bajo 

condiciones donde hay relativamente grandes cantidades de H 2 0 2 o hidroperóxidos de lipidos que 

son producidos en el citosol (Burk, 1991). 

t2} GPx extracelular: Es una protelna homotetramérica 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. clonación y estudios de hibridación in situ, que el riñón 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 demostrado que está presente en las células epiteliales de los tübulos proximales 

y en tas células parietalés de la cápsula de Bowman (Avissar et al., 1994). 

el GPx gastrointestinal: Es un tetrámero de 75 KDa en rata y se localiza en el citosol. Puede 

mctabolizar peróxido de hidrógeno e hidroperóxldos de ácidos grasos eficientemente. Se localiza 

principalmente en el tracto gastrointestinal de los roedores y en el caso de los humanos se ha 

encontrado en hígado y colon (Chu ot al., 1993). 

d> GPx de fosfolipidos: Es Ja única isoforma de GPx que es un monómero y pesa aproximadamente 

20-22 KDa en rata. Es una hidroxiperoxidasa de fosfolipidos. está unida a membranas intracelulares, 

su actividad se encuentra abundantemente en testículos y puede ser regulada por gonadotropinas 

(Roveri et al .. 1992). Se ha reportado que reduce hidroperóxidos de colesterol entre los cuales esta 

ef 71l-hidroxiperóxido de colesterol. uno de los compuestos más citotóxicos de las lipoproteinas 

estudiadas (Brigelius~ Fiché et al .• 1994). 

'l'ES\S C01' 
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Tabla 3. Algunas caracteristicas de las diferentes isoformas de GPx (Chu et al., 1993). 

ISOFORMA 

GPx citosólica 

Gpx extracelular 

GPx gastrointestinal 

GPx de fosfolipidos 

LOCALIZACIÓN 

citosol 

extracelular 

gastrointestinal 

membranas 

ESTRUCTURA 

tetníimero 

tetrámero 

tetrmmero 

monómero 

PESO MOLECULAR 

114 KDa (ra .. ) 

100 KDa (rata) 

75 KOa (rata y humano) 

21 KDa (rata) 

En condiciones normales, el riñón se encarga de la excreción de productos finales del metabolismo, 

del mantenimiento del pH de los fluidos corporales, del mantenimiento de la presión sanguinea dentro 

de los limites tolerables para la vida, así como de mantener el agua y electrolitos circulantes dentro de 

valores fisiológicos. El riñón esta dividido en dos grandes secciones: la corteza y Ja médula (Fig. 7). 

En la corteza se localizan los glomérulos, los cuales se encargan de la filtración de la sangre, 

mientras que los túbulos bStán en Ja corteza y en la médula, y se encargan de transformar el fluido 

tubular en orina mediante diferentes procesos de reabsorción y secreción. 

Fig. 7. Diagrama de un corte longitudinal de nñón donde se muestran sus estructuras anatómicas principales. 
(Brenner & Rector, 2000). 

La unidad mortofuncional del riñón se conoce como nefrona, y en el humano cada riñón contiene 

aproximadamente un millón de nefronas. Esta estructura esta formada por un glomérulo y un tUbulo, 

el cual esta subdividido en túbulo proximal, asa de Henle, túbulo distal y dueto colector (Fig. 8). 

TESlS CON . 
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Flg. 8. Estructura de a. nefroMI y su ubicaCión en .. rtftón (Netter, 1997). 

El glomérulo •- constituido por e.pilares sanguíneos, y .-~ por la Cl6psula de Bowmlln, 
los capilares - irrigadoa por una ar19riola ......., .. y son drenados por ... a arteriola -...nte. El 

liquido que - filtra a tnwé• del glomérulo hacia la dllpsUla de -n recibe el nombre de filtrado 

glomerular, y la memt>r.na • travé:s de la cual se rwalizm esta filtración - conoce como ~rrera de 

filtración glo.....,lar, - conste dio tres capas prlnc:lpale•: 

1) La cape de c:61ulas --·· las ...-. est6n d~ a lo lalgo dio .. pmrla interna de la 
membrana baNI QlonM<ular, por lo - -*'en contacllD can la -.gre. Miden apn>>d..-....,.. 40 

nm de grosor, y..,.de ... ~-----tan-..Jer<>ao-. 

2) La meml>rWlll -· com--~por un entramado de fibras de col8geno y 
proteoglicano•. q..-.ncto espacios entre ••tas por donde el liquido ~ pesar f6cilmenla. 
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3) La capa de células endoteliales situada en la superficie exterior de los capilares glomerulares, las 

cuales presentan proyecciones citopfásmicas llamadas podocitos que abrazan al capilar, en ellos se 

encuentran sialoprotefnas. La superficie de las sialoprotelnas está cargada negativamente, por lo que 

la filtración es mayor para las sustancias catiónicas que para las neutras y las cargadas 

negativamente. 

De acuerdo a la composición de la barrera de filtración, las caracteristicas como el tamaño de las 

moléculas, la deformidad, la carga eléctrica y la configuración molecular, asi como la hemodinámica 

glomerular, son los factores que determinan el paso de las moléculas por dicha barrera. Después que 

el filtrado glomerular ha pasado por la cápsula de Bowman, pasa al túbulo proximal situado en la 

corteza renal. donde se reabsorben varias moléculas, de manera más importante glucosa y 

aminoácidos. Posteriormente, el filtrado pasa por el asa de Henle situada en la médula renal; este 

segmento está formado por una porción descendente que reabsorbe al potasio y a otros iones, y por 

una porción ascendente en donde tiene lugar un importante transporte activo de iones sodio y cloro 

de la luz tubular hacia el espacio intersticial. Después, el filtrado pasa al túbulo distal, que se 

encuentra de nuevo en la corteza renal; este túbuto reabsorbe iones sodio y en él tiene lugar la 

secreción de potasio controlada por la aldosterona y otros factores como la concentración de este ión 

en los liquides corporales, por lo que el potasio es secretado activamente en estos segmentos 

tubulares, constituyendo el principal mecanismo de regulación de la concentración de potasio en el 

liquido extracelular. Finalmente, pasa al túbulo colector que reúne el liquido de varias nefronas. para 

luego vaciarse en la pelvis renal. Entonces, el filtrado glomerular pasa a través de los túbufos, éstos 

permiten que parte del 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). 

3.1 Insuficiencia renal aguda flRAI: 

La insuficiencia renal aguda (IRA), es una enfermedad caracterizada por la disminución abrupta de 

la filtración glomerular, que da como resultado la acumulación en circulación de productos finales del 

metabolismo como creatinina y urea. La IRA es usualmente asintomática y reversible, y se detecta 

mediante un perfil bioquímico midiendo por ejemplo creatinina en plasma (Guyton & Hall, 1997). La 

IRA puede evolucionar a una insuficiencia renal crónica (IRC), la cual es irreversible, por lo que puede 

llevar a la muerte si el paciente no se dializa o se le realiza un transpfante de riñón. Por esta razón, es 

muy importante diagnosticar y tratar a tiempo, 6 hacer lo posible por evitar la IRA, sobre todo en 

pacientes que están bajo riesgo de desarrollarla. 

La IRA puede producirse como consecuencia de alteraciones en el proceso de ultrafiltración de la 

sangre que entra a los glomérulos. alteraciones en tos procesos de reabsorción y secreción, o bien. 

por insuficiencia de la perfusión renal. La IRA generalmente es causada por isquemia o por diferentes 
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agentes como antibióticos, anestésicos, venenos, inmunosupresores, solventes or-gánicos o metales 

pesados. 

4. Sistema inmunológico 

Debido a que la función de la CsA está relacionada con la inmunidad, a continuación se explica de 

manera muy gener-al lo que es la respuesta inmune. 

El sistema inmune es el encargado de mantener a un individuo libre de Infecciones atacando a 

cualquier cuerpo extraño. La resistencia a las infecciones puede ser natural (Inmunidad innata) o se 

puede desarrollar (inmunidad adquirida). La inmunidad innata representa la primera Hnea de defensa 

contra los microorganismos. 

La inmunidad adquirida es un mecanismo de defensa mucho más evolucionado que es estimulado 

tras la exposición 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 función sobre todo tras la 

exposición repetida al mismo antigeno. 

La respuesta inmunitaria adquirida se clasifica en dos tipos, según el componente del sistema 

inmunitario que participa en la respuesta (Abbas et al., 1999): 

1) Respuesta inmunitaria humoral: consiste en la participación de ras células llamadas linfocitos B. 

2) Respuesta inmunitaria mediada por células o inmunidad celular: consiste en la participación de 

células llamadas linfocitos T. 

Los linfocitos son las únicas células inmunocompetentes capaces de reconocer la forma especifica de 

los antlgenos. Son morfológicamente homogéneos pero hay varios grupos que realrzan funciones 

diferentes. Se ha desarrollado un método sistemático de nomenclatura, denominado CD (del inglés 

cluster designation = denominación de grupo), el cual designa grupos de anticuerpos monoclonales, 

cada uno de los cuales se une especfficamente a un detenninado marcador celular. En humanos, 

dentro de los linfocitos T se incluyen dos subtipos: los lnfocitos T-Co4• o linfocitos T cooperadores 

(Th) y Jos linfocitos T- coa· o linfocitos T citotóxicos (Te). El mejor marcador de los linfocitos Tes el 

receptor de las células T (TCR, del inglés, T cell receptors). Hay dos tipos de TCR bien definidos, el 

TCR-2 que es un heterodimero compuesto de dos polipéptidos (a y (3) unidos por un enlace disutfuro; 

y el TCR-1 que presenta una estructura parecida, pero los polipéptidos que lo integran son diferentes 

(V y O). 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 et al., 1997). 
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•.1 Caracteristfc•s generales de la respuesta de Unfocitos Tal antiqeno 

El reconocimiento del antfgeno por las células T da lugar a respuestas funciona•es que son muy 

importantes en la inmunidad mediada por céfulas y en la inmunidad humoral. Estas respuestas 

incfuyen Ja diferenciación y fa activación: 

-La diferenciación, es el proceso que transforma a los linfocitos T no estimufados, en células efectoras 

que desempenan varias funciones. Este proceso de diferenciación depende de la activación de las 

células T inducida por el antfgeno, y de las acciones de otros factores tales como citocinas y señales 

derivadas de moléculas accesorias. El proceso de diferenciación conlleva cambios en el control 

transcripcional de los genes que codifican moléculas efectoras liberadas por fas células T, como 

citocinas, asf como el control de la expresión de las moléculas de la superficie en la célula T. 

-Después de la diferenciación de los linfocitos T. sigue el proceso de activación. en el cual se lleva a 

cabo el reconocimiento de antlgenos especificas 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-C04\ las células presentadoras de antigeno (APC) internalizan al antígeno y 

&o procesan generando péptidos de ocho a catorce aminoácidos de longitud (inactivada). los cuales 

más tarde son ensamblados con moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, del 

inglés, major histocompatibility complex) erase 11 y son expuestos en la superficie celular de la APC 

(Fig. 9a). La unión de receptores especificos de los linfocitos T al complejo péptido-MHC clase 11, 

activa a la célula T-CD4• para que prolifere y con ello libere linfocinas (glucoproteinas que actúan 

como mediadores de la reacción inflamatoria), las cuales son necesarias para que se originen los 

otros dos componentes de esta respuesta inmunitaria, que son los linfocitos T citotóxicos y Ja 

respuesta de anticuerpos. 

El componente peptldico del MHC clase 11 se deriva de protefnas exógenas. Las proteínas 

endógenas también son expuestas en la superficie de las APC, pero se ligan a los péptidos del MHC 

clase 1 para su exposición. El reconocimiento y Ja unión del receptor de células T-coa· al complejo 

péptido-MHC clase l. en fonna concertada con fas Unfocinas de las células T-Co4• cooperadoras, 

hacen que se activen las células T citotóxicas capaces de Jisar directamente células que ya han 

procesado al antlgeno, y que, además, poseen en su superficie el complejo especifico péptido-MHC 

(Fig. 9c). 

Todas las células expresan sobre su superficie una enorme cantidad y diversidad de moléculas a las 

que se les puede llamar antígenos celulares o marcadores de superficie. Las diferencias antigénicas 

entre individuos de la misma especie se restringen a las diferencias en los antígenos celulares 

propios de cada individuo. Aunque todo el conjunto de diferencias anligénicas celulares podria influir 

en el reconocimiento y rechazo de un transplante alogénico, solo un grupo de antígenos celulares es 

el responsable fundamental del rechazo. Estos antigenos se conocen con el nombre de antigenos de 
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hlstocomplltibili y van a formar parta del c:omplejO prtnc;p.i da hi~ (MHC) del cual 

ya se habló. En toda• la• eapeciea •atudiadaa. .. ainmsia y ._.ion de loa ..-.tlgenoa d• 

hiatooompatibllldad, -~ bajo el control de un grupo de genes localialdos en una región 

especlfic:e de ...., pm- crorno86rnico patticuler pm-m cada eapec:le. En el hun.no el MHC -~ 

locallzeclo en el par cromosómico e y es ~ HLA (-geno• de los leucocitOs hun-.oa) 

(Rojas, 1998). 

l 
~ ·~· 

c61ula B de memoria ctlituta plasmMica 

<•·.:. 
c61ul• Te 

de mamoria 

Flg. 9. Interacciones cetu1anos tnvotucradas en ta lnclucclón de la...._-. lnmu- lldqu-: a) llCINaclón Y 

prollfenoción de los linfoc:llos T-CDC o cooper--. (álluta Th), .. , gerieqcl6n de .. ._....... humoral y C) 

,__celular..-- por.-.... propias. 
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5. Ciclosporina A (CsA> 

La CsA revolucionó el transplante de órganos debido a su potente actividad inmunosupresora y a su 

especificidad, ya que previene la activación 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 macrófagos. que son los 

responsables de la fagocitosis. digestión y metabolismo especifico de materiales extraños (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 nefrótico (Mowry & McCarthy, 1996). 

5.1 Estructura química 

La CsA es un undecapéptido ciclico altamente hidrofóbico con un peso molecular de 1202 KOa (Fig. 

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

inmunosupresor (Kahan. 1989). 
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J ,,....._ 
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\,.- .... 

c... cr-' e~. Ct• CH. 
·"-·C•• -e-·-.. -ct<i -co-N . 1 • 

'? 

~3· 
• ª e'.'• 

-e:"-~ .... ,, -e¡, 
u ! 

... o 11 

oc--c~u -h-CO·~H-J- co-<lu-u-J;_c~u-tJ 
1 1 1 1 1 1 

Cl"t, H Ctt 1 Clt, CH 1 CH, 
' ....... 

~'!_ CH 1 Cti 1 

CH• Ctt 1 

•o u • 2 .> 
MC'~•1,1--MeV•I ;-M-Hrnl --,--Ata... -:--S..r 
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5.2 Farm•coclnétlc• 
Cuando la CsA se administra por via oral su absorción puede ser baja, incompleta ó variable. ya que 

los procesos de absorción son adversamente afectados por algunos padecimientos como la 

producción de bilis o disfuncion gastrointestinal (Kahan, 1989; Ounn et al., 2001; Olyaei et al., 1999) 

Su distribución en el plasma es de un 33 a un 47o/o, en los linfocitos de un 4 a un 95%, y en Jos 

granulocitos de un 5 a 12%. La CsA es metabolizada por enzimas hepáticas pertenecientes a la 

superfamma de la citocromo P450 (3A4) (Ahmed et al., 1995). Su principal eliminación es biliar (90º/o), 

el resto es excretada por orina (6º/o), del cual el 0.1o/o se elimina como fármaco no metabollzado 

(Kahan, 1989). 

5.3 Mecanismo de acción 

Para comprender mejor el mecanismo de acción por el cual actúa la CsA, a continuación se describen 

las caracteristicas principales de las moléculas que Intervienen en éste: 

Ciclofilina A: pertenece a un grupo de protelnas llamadas inmunofilinas, que están presentes 

en todas las células eucariotas en altas concentraciones, se encuentra principalmente en el 

citosol, y es la inmunofilina más abundante en las células T (Matsuda & Kayasu, 2000). Aún 

no se comprenden bien sus funciones naturales, pero el complejo CsA/ciclofilina inhibe a la 

serina fosfatasa citoplásmica dependiente de [Ca2 ·1calmodulina] llamada calcenlurina (Abbas 

et al., 1999). 

Calcineurina: es una fosfoproteina dependiente de Ca2
• que pertenece a la superfamilia de 

las serina/treonina fosfatasas. Está constituida por dos subunidades, fa primera es la 

calcineurina A (CnA). que tiene actividad catalítica desfosforilando al factor nuclear activador 

de los linfocttos T (NFAT), y la segunda subunidad es la calcineurina B (CnB) que tiene 

función reguladora y que, a su vez, está regulada por la relación ca2 •1calmodulina (Matsuda & 

Kayasu, 2000). 

Factor nuclear activador de linfocitos T (NFAT): actúa sobre regiones especificas del DNA 

induciendo la transcripción de varios genes en los linfocitos T entre los que están el de la IL-2 

y otras citocinas; el NFAT está codificado por cuatro diferentes genes: NFATp, NFAT1, 

NFATc, NFAT3 (Olyaei et al., 1999). La activación de NFAT depende de los aumentos de ca2
• 

citoplásmico. 

lnterJeucina 2 (IL-2): es conocida como el factor de crecimiento de las células T, además de 

potenciar el crecimiento de Jas células B. La región reguladora del gen IL-2 tiene secuencias 
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de bases que son el sitio de unión para varios factores de trascripción. entre ellos AP-1, NF­

kB. y el factor nuclear activador de linfocitos T (NFAT), todos estos factores de transcripción 

se requieren para estimular la trascripción del gen de la IL-2. 

Entonces el mecanismo inmunosupresor propuesto para la CsA es a través de la inhibición de Ja 

slntesis de citocinas, principalmente IL-2 (Resch y Szamel et al; 1997). En condiciones normales, la 

activación del receptor de superficie celular de los linfocitos T (TCR) causa un incremento del Ca2
• 

citosólico, lo que activa a la calcineurina por la vía [calcio/calmodulina) (Fig. 11). La calcineurina 

desfosforila a uno de sus sustratos, el NFAT citoplásmico, el cual. una vez desfosforilado entra al 

núcleo, y se combina con el componente nuclear del NFAT y este complejo regula la transcripción de 

varios genes, entre los que están el de la interleucina 2 (IL-2), y otras interleucinas (Abbas et al., 

1999; Campistol & Sacks, 2000). Entonces, el papel de la CsA en este proceso es unirse a la 

ciclofilina, y el complejo CsA-clclofilina Inhibe la activación de la calcineurina, por lo que no se lleva a 

cabo la desfosforilación del NFATc, y por lo tanto, la inducción transcripcional por parte de este factor 

no llega a término (Olyael et al., 1999). 

···.-~ 
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nO:..el1to 

Flg. 11. Mecanismo - llCClón de I• CsA. La CsA - -...e en el citopl- de - -u- bhlnco. 
Entre la vías que lnh- _. .. tr8nllduceión de -- ..,...,_ por los receptores de ... <*ulu T. La 
activación del receptor de c61ulas T lnawrnent9 el c8lcio I~. el CU8I • combtn• con la c:mrnodUllnm 
(CeM), y _e c:c>mpl9jO Ktlv• I• ,.,.,_ - _..._dependiente - C•2

·•. con<>c:id8 como_,__ 
un suSITllto de I• cmc::tneurlrMi, es et compu;1e11te c:Aoeólico del fec:lor nucle8r aCÜY8dor de lnfoc::lloa T (NFATc). 
•I cu•I desfoSfortt.. Un• vez desfoefoftllldc> puede ....,.. • núcleo. y • nociltrse con et componente nucleer del 
NFAT (NFATn), regul8 le tranoc:r1pclón de m-- que lnCluyen los que cod- 1- lnt-...:ln8S 2,3,4, 
el f8Clor-lnu.ol8nte de eolonlu g..,,ulocitos y~ (GM--CSF} y el lnt-rón Y (1--Y>- MHC •complejo 
prindp81 de h191.,._,_._; PKC • -el118 - C (del lng- protsln -- C) (Goodman & Gllm8n, 
1997). 

5.4 NefrotoJdcid.ld cle 19 CtA par 11 eartlslplcién 41 ERO. 

Hay dmo• en la lit...iu,. que lnclicmi un !>-' de la8 ERO. en el de-.ollo de la .-...O>Cicldsld 

Inducida por I• clclospori"8 A (tabla 4). E•ID - ha clemostrado - en estudios ;n """° como in Mln>. 

Por ejemplo, varios estudios demuestnln la --- de --6xfdo de hidrógen<> por la CsA en 

células mas.ng- y el aunwnta en la proclucci6n del anl6n •--6xldo en el glom6rulo (P- de 

Lema etaf., 1998); -·· •s1udio• in,.;..., hen moa-- u"8 --a.......- de ERO. 
por la CsA en el ril'lón, puede w bloc:p-a mediente --- (P- de Lema et •l., 1998; 

w- et.,_, 1995). 
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Tabla 4. Evidencias qlM augierwn un papel de I•• EROs en la lnaulicl9ncl• ...,,.l agud• 
Inducid• par CaA 

La CsA aumenbl la generación de peróxido - hidrógeno in vitro (Ahmed et al., 1995; Parra et 

al., 1998; Pérez de Lema., 1998; Wolf et al., 1994a; Wolf, 1994b) e in vivo (Serino et al., 1993; 

Zhong et al., 1998). 

La CsA induce un •umento de la peroxidación de Upidos. disminución de los niveles de 

NAHPH, del cltocromo P450 microsomal renal y de la relación (GSHJGSSG) en la corteza 

renal. microsomas o en la mitocondria, tanto in vitro corno in Mvo (lnselmann et a/ .• 1998; 

w-...r et a/., 1986; W-er et al., 1990; Wanu & Salahud-n, 1995). 

La superóxido dísmutaaa o catatasa pueden evitar la disminución de la función renal inducida 

por la CsA. y un lnhibidor de la xantina oxidasa. el oxipurinol. atenúa la citotoxicidad inducida 

por la ciclosporina in vitro (Wolf et al., 1994a). 

CaA reduce los niveles de glutatión. y la administración de antioxidantes como la vitamina E, 

glutatión reducido, quinacrina, N·acetylcistelnada dá como resultado una atenuación marcada 

de los efectos dllllinos de la CsA (Al Khader et al., 1996; Kanjl et al., 1999; KriyslDpik et al., 

1997; Tarik et a/., 1999; Wang & Salahudeen, 1995). 

Una mayor peroxidación de lipidos y dat\o renal son observados en ratas con deficiencia de 

•ntioxidantes tratadas con CsA que en ratas normales (Kumano et al .• 1989). 

t.. peroxidación de lipidas inducida por CsA es bJoqueada mediante un inhibidor del citocromo 

P450 (Serino et al., 1993). 

El ajo es miembro de la famffia liliaceae y su nombre botánico es AJ/ium sativutrr. el ténnino Al/ium 

procede de ta pafabra cefta al/, que significa ardiente o cafiente, mientnls que satlvum es tM'1 término 

latino que significa cultivado (Garcfa & Sánchez et al .• 2000). El ajo ha sido utilizado médicamente 

desde tiempos muy antiguos, tos babilonios, egipcios, chinos, romanos, vikingos e indios usaban ajo 

frecuentemente, pues lo recomendaban, por ejemplo, para desórdenes intestinates, heridas e 

infecciones respiratorias (Safazar, 2000). 

La ciencia moderna ha encontrado que en el ajo existen diferentes compuestos que presentan 

erectos terapéuticos; la mayoña de los investigadores consideran que la clave de los etectos 

benéficos del •jo para fa salUd residen en su atto contenido de COfnp.Htstos sulfurados. entre los qua 

destacan la •fiína, el ajoeno, la alicina, los tiosulrmatos, el alil-mercaptano, el sulfuro de dillfilo, y la S­

alil-cisteina (Garcia & Sánchez et al .• 2000). La mayoría de kJs compuestos azufrados no están 

presentes en las células intactas del ajo. Cuando el ajo es machacado, partido o cortado, varios de 

20 



sus componentes azufrados son liberados, abandonando el interior de las células y entonces 

interaccionan unos con otros para desencadenar una cascada de reacciones quimicas, generando un 

elevado nümero de componentes. Asi, por e;emplo, cuando la c8Jula se rompe tiene lugar la 

reacción entre la enzima aliinasa y los precursores volátiles S~alkenilcisteina. sulfóxido y ácido 

sulfónico, resultando la formación de diferentes liosutfinatos y compuestos derivados relacionados 

con el ácido sulfóníco (Garcia & Sanchez et al., 2000). Se pueden obtener distintos compuestos 

dependiendo del procedimiento de extracción que se emplee (Fig. 11), y se pueden clasificar en 

liposolubles e hidrosolubles por ejemplo cuando el ajo es sujeto a extracción con agua y etanol a 

temperatura ambiente se obtiene la alicina. la cual es responsable del olor del ajo. Con extracción 

más suave empteando etanol a temperaturas inferiores a o·c. se obtiene alina que en presencia de 

alinasa, se descompone en élcido 2- propensulfónico, el cual se dimeriza a alicina (Block, 1995). 

M,C~·-........_.~Cfol, 

AUC"'A 
o 

eT•-.o&.vaeu• ~L·--... ~e"• 
H-C M.C :::;::;;- --..... 

".C 

•&.•• i 
-------r---.~ o· coo• ... 

Fig. 12. Algunos compuestos sulfurados del ajo obtenkios dependiente del tipo de extracción utilizada (Block. 

1985). 

Aunque hay muchos suplementos de ajo comercialmente disponibles, éstos caen en cuatro 

categorías: polvo de ajo deshidratado, aceite de ajo, macerado de ajo o extracto de ajo envejecido 

(EAE). La presentación de ajo utilizado para esta investigación fue el EAE, el cual, como su nombre lo 

indica, se envejece por más de 20 meses. El proceso de envejecimiento ayuda a convertir Jos 

compuestos olorosos, fuertes e irritantes en compuestos sulfurados estables y seguros (Amagase et 

al., 2001). Este extracto se caracteriza por contener compuestos sulfurados solubles en agua, 

incluyendo la S-alil·cisteina y la S-alil-mercaptocisteina, y posee propiedades hepatoprotectoras y 

actividades anticancerigenas, asi corno efectos antioxidantes (lmai et al., 1994). 

21 



&.! Alplln•• propi9d•dP• ferae+uttc•• dPI •lo 
En estudios realizados con pacientes con enfennedad coronaria arterial, se ha observado que la 

medicación con acette esencial de ajo durante 5 meses produce una dismlnuci6n del 10% del 

colesterol del suero y un 21% de triglicéridos, y las llpoprotelnas de •Ita densidad (HDL) se 

incrementan en un 31% y las de baja densidad (LDL) diamtnuyen en un 7.5% (DamnMletal .• 1991). 

Por otro fado, el ajo puede ser utilizadlo en el mmiejo de la hipertensión, ya que se ha demostrado que 

es capaz de incrementar, in \l'ivo, la actividad de la sintetasa de oxido nitrico, enzima responsable de 

la fonnación de óxido nitrico o factor relajante der1vado del endotelio (EDRF), potente vasodilatador, 

cuya fiberaci6n basal y constante contribuye al mantenimiento de la presión ..-aguinea sistémica 

dentro de los valores nonnales, disminuyéndola (Satazar Y. 2000). Asimismo, tas plaquetas juegan un 

papel fundamental en la hemostasia, por lo que su inhibición resutta una vfa válida para prevenir 

trombosis. Muchos de fos compuestos sulfurados presentes en et ajo poseen propiedades de 

antiagregantes plaquetarios, como la alicina. el dialibisuffuro y el alil 1,5- hexadieniltrisulfuro, cuyas 

acciones in vitro han sido demostradas ampliamente (Sata:zar Y, 2000). 

S.2 Evldenci- que •poy•n laa prop'-d•de• an!ioxtdantes del •k> 

Los compuestos organosulforados del EAE son eficaces para atrapar H202 e inhibir la 

lipoperoxldación (lde et al., 1996). 

El ajo contiene selenio que es ruconocldo como antioxidante (Horie et al., 1989). 

Se ha propuesto que los componentes azufrados del ajo actúan como precursoras y 

generadores de GSH, o como antioxidantes per se (Block, 1995). 

Los extractos acuosos de ajo inhiben la oxidación de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) 

inducida por Cu2
• (Horie et al., 1989). 

El EAE previene la IJpopemxidación en homogenados de hfgado de conejo inducida por el 

radical hidroxilo de una manera dosis dependiente (Prasad et al., 1996). 

En células del endotelio vascular tratadas con EAE. dismirv.1ye la liberación de EROs. en 

particular de H 2 0 2 • de manera dosis dependiente. en condiciones normales y cuando son 

expuestas a estrés oxidativo a través del sistema generador de aniones superóxido. Los 

niveles de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx aumentan en las cékllas tratadas con 

EAE, lo cual puede explicar la disminución de H2'>2 en estos cultivos (Wei et a/ .• 1998). 

En células del endotelio vascular tratadas con EAE, existe un Incremento dependiente de la 

dosis y del tiempo en la actividad de SOD y glutatión reductasa, asi como de los nivales de 

gtutatión. lo que sugiere que este extracto puede modificar elementos enzimáticos y no 

enzimáticos del ciclo redox-GSH (Gend et al., 1997). 
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Est...:lios del efecto de la dieta de ajo al 2% demuestr81 que el ajo disminuye la producción de 

H 202 in llivo (esto probablemente por sus propiedades antioxidantes) (Pedraza et al., 2001). 

Las EROs están involucradas en la nefrotoxicidad por gentamicina, y esta toxicidad es 

disminuida cuando hay un tratamiento con ajo al 2o/o (Pedraza et al .• 2000). 

7. J!ft!!flcaclOn 

La CsA es .., medicamento inmunosupresor utilizado ampliamente en la prevención del rechazo de 

órganos trasplantados. su selectiva acción inhibitoria en la activación y la proliferación de células T. 

la han caracterizado como un fármaco ideal para la terapia de inmunosupresión. Su eficacia ha sido 

demostrada al mejonar las condiciones de vida y supervivencia de los pacientes que la utilizan. Sin 

embargo, bajo ciertas condiciones, este medicamento causa serios efectos nafro y hepatotóxicos 

(Adhirai & Selvam. 1998; Romano et al., 2000; Remuzzi & Perico, 1995). Se ha encontrado en 

algunos estudios que en estos efectos tóxicos están involucradas las especies reactivas de oxígeno 

(EROs) (Kumano et a/., 19139; Pérez de Lema et al., 1998; Serino et a/., 1993; Walker et al., 1986; 

Wolf et al., 1994a). Por estas razones. se decidió estudiar el comportamiento de las enzimas 

antioxidantes como la glutallón peroxidasa (GPx), la superóxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), 

en un modelo de insuficiencia renal aguda inducida por CsA. y utilizar un agente antioxidante como el 

extracto de ajo envejecido (EAE) para ver si este evita o disminuye et dafto renal, y si esta protección 

se da a través de cambios en las enzimas antioxidantes. 
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111. OBJETIVOS 

1. Estudiar el comportamiento de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT). superóxido dismutasa 

(SOD) y glutatión peroxidasa (GPx) en la insuficiencia renal aguda Inducida por CsA. 

2. Evaluar si el extracto de ajo envejecido, agente antioxidante. evita o disminuye el dai\o renal 

inducido por ciclosporina A, y si esto se asocia a cambios en la actividad de las enzimas 

antioxidantes antes mencionadas. 

IV. HIPÓTESIS 

Si el daño renal inducido por ciclosporina A está relacionado con la formación de especies reactivas 

de oxigeno, es de esperar que las enzimas antioxidantes se encuentren alteradas y que et extracto de 

ajo envejecido, agente antioxidante, proteja contra el daño renal, lo cual podria estar asociado a 

cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes. 
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y. MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Re•ctlvos 

La xantina oxidasa, el nltroazul de tetrazolio (NBT). la albúmina sérica bovina, el dietildicarbamato 

(DDC), el NADPH, la gfutatión reductasa. el glutatión reducido y el tritón X100 fueron de Sigma 

Chemical Co (St. Louls, MO). La cictosporina A (CsA) que se usó fue la presentación comercial 

SandimmumR NeoralR con solución mk:roemulsk>nada en cápsulas de 100 mg de Novartis (México, 

D.F.). Para las determinaciones de nitrógeno de urea y de creatinina se usó el estuche de Spinreact 

(Santa Cofoma, Espaf\a). Las sales de fosfato para los amortiguadores, ef EDTA, el carbonato de 

sodio, el cloruro cúprico, el sutfato de amonio y el éter fueron de J.T. Baker (México. D.F.). El peróxido 

de hidrógeno fue de Martinckrodt (México, D.F.). El extracto de ajo empleado para este estudio fue 

KYOLfC 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 utilizó alimento global para roedor 2018 de Harlan México S.A de C.V. (México. D.F.). 

3. Animares 

Este trabajo se realizó con ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial de 240 ± 9. 7 g de Harlan 

México, que se obtuvieron y mantuvieron en el bioterio del conjunto E de fa Facultad de Quimica de la 

UNAM. 

4. Disefto exeerimental 

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

de varias pruebas piloto, se decidió el siguiente diseño experimental: Las ratas utilizadas fueron 

uninefrectomizadas para simular las condiciones en las cuales se encuentra un paciente al que se Je 

reé!lizó un trasplante de riñón. La cirugia se realizó bajo anestesia con éter; se hizo una incisión en la 

parte superior del vientre, se localizó el rii\ón izquierdo y se descapsufó. Se ocluyeron las arterias y 

venas renales utilizando el hilo de la sutura. y se seccionaron estas lo más cerca posible al riñón, 

extrayéndolo. Posteriormente, se suturó Ja incisión y los animales se mantuvieron en observación 

durante 15 días. al término de los cuales se formaron cuatro grupos tratados de Ja siguiente manera: 
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Grupo Administración Administración 
intraaástrica subcutánea 

Control (Ct) solución salina aceite de oliva (70 IJL) 
isotónica 1400 "L> 

Extracto de ajo extracto de ajo aceite de oliva (70 IJL) 
enveiecido IEAE> envelecido 1400 uLl 

Ciclosporina A (CsAJ solución salina CsA (30 mg/kg) 
isotónica 1400 uLl 

CsA+EAE extracto de ajo CsA (30 mg/kg) 
en,..,iecido 1400 uLl 

Nota: El número de animaties para cada grupo fue de 12-13.el material utilizado para la administración 
intragástrica fue una jeringa de insulina a la que se te adaptó t.818 manguera de látex de 0.86 mm de 
diámetro y de una longitud de aproximadamente B cm. 

Todas las ratas tuvieron libre acceso al agua de beber. Las ratas tratadas con CsA fueron 

alimentadas ad libitum y los tres grupos restantes fueron alimentados a la par con respecto al grupo 

CsA, ya que en la literatura está reportado que fas ratas tratadas con este fánnaco disminuyen el 

consumo de alimento (Bobadilla et al., 1994; Mihatsdl, 1986), observación también encontrada en 

protocolos anteriores en nuestro laboratorio. En este estudio se estableció como día cero el día en 

que se dio inicio al tratamiento. el cual fue administrado cada veinticuatro horas durante siete dias, al 

ténnino de los cuales los animales se sacrificaron por decapitación para la obtención de las muestras 

de sangre y rii\ón. Después del sacrificio se recole:::tó la muestra de sangre y se extrajo rápidamente 

el rii'\ón, al cual se le realizaron varios cortes transversales de aproximadamente 100 mg de peso, 

que fueron colocados en papel aluminio y congelados inmediatamente en nitrógeno líquido, 

guardándolos después a una temperatura de -7oac. Uno de estos cortes transversales se fijó en 1 mi 

de solución de formaldehido al 10o/o para los estudios histológicos. 

Las muestras de sangre se dejaron reposar aproximadamente 30 minutos ex>n et fin de separar el 

paquete globular del suero, para to cual la muestra se centrifugó a 5000 rpm (radio 9.2 cm) durante 

15 minutos. Posteriormente el sobrenadante se almacenó en alicuotas en tubos eppendorf a -200C 

hasta la realización de las deterniinaciones correspondientes. 

5. Detennin•ciones 
Las detenninaciones reafrzadas en el estudio fueron ras siguientes: a) un registro diario del consumo 

de alimento y del peso corporal en los cuatro grupos de estudio; b) para comprobar el dano renal se 

determinó nitrógeno de urea en sangre (BUN) y creatinina en suero, y se realizó un análisis 

histológico; e) por último, se determinó la actividad de las enzimas antioxidantes en rii\ón: GPx. CAT y 

SOD (total, Mn-500 y Cu,Zn-SOD). 



5.1 Determin•ciones de d•fto rvn•I 

5.1.1 Nitrógeno de urea en sangre (BUN) 

El origen de la urea es la descomposición metabólica de los aminoácidos de la dieta. La sintesis de la 

urea se lleva a cabo en el hígado mediante el ciclo de la urea, y la cuarta parte de esta se metaboliza 

en el intestino para forma amoniaco y diól(ido de carbono mediante la actividad de la flora bacteriana 

normal. La eliminación de la urea ocurre principalmente en el riñón filtrándose libremente a travEts del 

gloméruk>. El deterioro de la función glomerutar. por lo tanto, conduce a una elevación de los 

niveles de nitrógeno ureico en circulación, por k> que es un buen marcador de daño renal. 

Para la determinación del BUN se utilizo un estuche comercial con un método colorímetrico de punto 

final, el cual es una adaptación de la reacción propuesta por Jung (Jung et al., 1975). Este método 

consiste en la reacción de la urea con el ortottalaldehido en medio acido donde se produce un 

complejo colorido que se lee a 510 nm (Fig. 12). 

El estuche está formado por 2 reactivos, uno de ellos es el ortoftaldehido y el otro es una solución de 

borato, ademas de un estándar cuya concentración se toma de referencia para realizar el cálculo 

(tOcnica detallada en el apéndice 1). 

El calculo del BUN se hace utilizando la siguiente fórmula: 

D.0. de la muestra x (estándarJ = -~'~m~u~e"s"tr"a"-'-1 __ 

O.O. del estándar 2.14 

Donde: O.O = densidad óptica, 

[ ) = concentración en mg/dl 

Nota: el 2.14 es el factor que se utiliza para convertir los mg/dl de urea en moléculas de nitrógeno . 

.. -~. _.CllJ 

¡l_,J ..... _..,._, 

ortoftaldehido urea Complejo 
ortoftaldehido-urea 

Fig. 13. Reacción entre la urea y el ortoftaldchido en modio ócido para producir un complejo COiorido que 
absorbe a 510 nm. 



5. 1.2 Creatinina. 

La creatinina es un producto de desecho formado en el músculo a partir de la creatina. La eliminación 

de la creatinina tiene lugar casi exclusivamente a través de la filtración glomerular, siendo un 

importante indicador de la función renal. La eliminación de la creatinina no es afectada por la diuresis, 

y su generación es independiente de la dieta alimenticia. 

El método por el cual se midieron los niveles de creatinina se basa en la reacción Jaffé (Kroll et al .• 

1987), en la cual la creatinina reacciona con una solución alcalina de picrato de sodio formando un 

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

o,h 
o~NO.,. 

O.N 

cH-N-c-- -e 

Ntr-L¿-
H 

creatinína ácido plcrico 

--=~ N01 ,,)--<NH 

H1C NH 

Complejo creatinlna ácido 
picrico 

Fig.14. Reacción de Jaffé, donde se forma un complejo colorido creatinina- ácido picrico. 

Para realizar esta determinación se utilizó un estuche comercial que contiene un estándar que es una 

solución de creatinina con concentración conocida y 2 reactivos, uno de ellos es una solución de 

écido picrico y el otro es una solución de hidróxido 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 

probk3mas como del estándar a una longitud de onda de 505 nm a los 30 (E,). 60 y 90 (E2) segundos 

(apéndice 2). 

Para calcular la concentración de creatinina en mg/dl se aplica la siguiente fófTTlula: 

(E2 -E 1 ) muestra/(E2-E1 ) estándar x concentración del estándar = concentración de la muestra 

(mg/dl). Donde E 1 = D.0. a 30 segundos y E2 =O.O. a los 90 segundos. 

5 1.3 Estudios histolOOicos 

Para determinar el daño estructural renal generado por la CsA se realizaron preparaciones 

histológicas en cortes de 4 micras que se montaron en ponaobjetos (apéndice 3). Estas 

preparaciones se tiñeron con hematoxilinaleosina (la hematoxilina tiñe material genético y la eosina 

tiñe proleinas en general) y se observaron con microscopia de luz. 
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5.2 Acllvidad renal de las enzimas antioxidantes 

Para la determinación de la actividad de las enzimas antioxidantes se realizó previamente un 

homogenado de riñón. La muestra se homogenizó en una proporción 1 :100 (0.1g de muestra de riñón 

en 1 mi de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 y tritón X100 al 1%) (apéndice 4). Además, se 

determinó la concentración de protefnas totales en el homogenado por el método de Lowry (apéndice 

5), para poder calcular la cantidad de protelnas colocadas en los ensayos enzimáticos y expresar los 

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

5.2. 1 Actividad de GPx 

La actividad de la GPx se midió de manera indirecta por una reacción acoplada con la glutatión 

reductasa (Fig. 14). La GPx. al reducir los hidroperóxidos oxida al glutatión reducido. el cual es 

regenerado por la glutatión reductasa. proceso que consume NADPH. Entonces, este metodo se 

basa en la disminución de la absorbencia a los 340 nm debido a la desaparición de NADPH (Harris, 

1992; lchikawa et al., 1994) (Apéndice 6). 

O Po 
GSH 4 

glutalión 
r•ductasa 

GSSG 

. .. 
.. NAOP• e- H' 

NADPH 4 -··· 

Fig 15. Participación de GPx en la eliminación del H¿O:. 

La actividad de la glutatión 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 Lambert y Beer (A = e x 1: x 1), tomando en cuenta que el coeficiente de absorción 

milimolar del NADPH a 340 nm (t;) es de 6.22 1 mmor 1 cm 1 y la longitud de la celda utilizada (1) es de 

1 cm. Finalmente, se divide este resultado entre los mg de proteína adicionados al ensayo. Asl se 

obtiene la actividad de GPx expresada en U/mg de protelna. donde 1 U = µmol de NADPH 

oxidado/min. La concentración de protefna en el homogenado se determina por el método de Lowry 

(mg/ml), y después se calcula la cantidad de proteinas colocadas en el ensayo considerando que se 

agregan 0.1 mi del homogenado diluido 1:10. Esto equivale a añadir 10 µI del homogenado sin diluir. 

Por fo tanto, se divide entre 100 el valor de concentración de proteínas totales (mg/ml) para obtener 

los mg de proteínas en esos 10 µI 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 reducción del azul de 

nitroazúl de tetrazolio (NBT) por los aniones super6xido formados al actuar la xantina sobre la xantina 

oxidasa (Oberley & Spitz. 1984). Es decir, la mezcla de reacción utilizada en el ensayo contiene este 

sistema generador de iones superóxido y NBT, un reactivo que adquiere color cuando es reducido a 

formazan por los iones superóxido y el cual absorbe a 560 nm (Fig. 15). Entonces. en la mezcla de 

reacción habrá una competencia entre la SOD de la muestra y el NBT por los iones superóxido. La 

actividad de la sao es directamente proporcional al grado de inhibición de la reducción del NBT. Por 

lo tanto, una unidad de sao se define como la cantidad de enzima que Inhibe el 50º/Q de la reducción 

del NBT. 

. ................ " 
,,,,., .. ,,,, •h• 1&!"1t1•1••IO•• 1:-r.ltl·~ ,...~, ....... . 

Fig 16 Componentes de la mezcla de reacción para determinar la actividad de SOO, donde se observa la 
g~nerac1ón del ión superóxido, por el sistema JCantina·xantina ox1dasa. y la competencia de la SOD y el NBT por 

estos iones superóx1do. 

En esta determinación se utilizan tres tubos por muestra; uno de ellos es un blanco, al cual se le 

agrega mezcla de reacción, muestra y amortiguador de fosfatos, pero no se le agrega xantina oxidasa 

por lu que no hay fuente de generación de iones superóxido. y la reducción del NBT se debe a los 

componentes de la muestra. Los otros 2 tubos son los tubos problema y contienen mezcla de 

reacción, 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 reducción, a los cuales se les agrega 

mezcla de reacción, amortiguador de fosfatos y xantina oxrdasa, pero no llevan muestra. Estos tubos 
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nos sirven como control. ya que al no ponerte muestra no hay SOD que impida que ef NBT sea 

reducido por los iones superóxido y se produzca el formazán. 

La actividad de la SOD total se calcula utilizando la siguiente fórmula: U = B-y/b. donde U = actividad 

de SOD en unidades; B = promedio de las densidades ópticas obtenidas en los tubos de 100% de 

reducción; y = promedio de la densidad óptica de Jos duplicados de fa muestra menos el valor de la 

absorbencia de su respectivo blanco; y b = 50% de Ja reducción total (B+2). 

Para el cálculo final es necesario corregir por los mg de protefna adicionados al ensayo para obtener 

la actividad especmca. Una vez determinada la concentración de proteinas por el método de Lowry 

de una muestra del homogenado que se utilizó para las determinaciones, expresada en mglm.I 

(apéndice 5), se calcula Ja cantidad de proteinas adicionadas en el ensayo de la siguiente manera: 

proteinas totales (mg/ml) x 0.33 mi colocados en el ensayo + la dilución de la muestra; en este caso 

la dilución de ta muestra fue 1: 100 por lo tanto: 

(Proteinas totales x 0.33) / 100 

a) Mn-SOD 
Esta técnica se basa en la inhibición o inactivación de Ja isoforma Cu.Zn-SOO por dietilditiocarbamato 

(DDC) de acuerdo al método de lqbal y Whitney, 1991). Este compuesto es capaz de quelar a los 

iones metálicos (Cu2
• y Zn2 ·) contenidos en la isoforma Cu,Zn-SOD, y de esta manera inactivarla. Sin 

embargo, el DDC puede interferir con la determinación de la actividad de Mn-SOD. ya que si este está 

en exceso puede interaccionar con el sistema generador de Jos iones superóxtdo y evitar que se lleve 

a cabo la reacción, por lo que es necesario dializar las muestras para eliminar el exceso de DDC 

(apéndice 7.1). En los cálculos 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 concentración 

de proteinas totales en el dializado. Las protefnas 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: 

proteínas totales (mg/ml) x 0.33 mi colocados en el ensayo + fa dilución de la muestra; en este caso 

la dilución de la muestra fue 1:2 durante el dializado con ODC y 1:50 antes de colocar la muestra en 

el ensayo, por lo tanto la dilución final fue 1: 1 OO. Entonces: 

(Proteinas totales x 0.33) / 100 

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

el cálculo final. 
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Para obtener la actividad de la Cu,Zn-SOD (U/mg prot) se tiene que restar la actividad de Mn-SOD a 

la actividad de la sao total, y la diferencia corresponderá a la actividad de Cu,Zn-SOD. 

5.2.3 Actividad de CAT 

Esta se detenninó por el método de Aebl (Aebi, 1984) que se fundamenta en la disminución de la 

concentración del H 20 2 , sustrato de la catalasa, el cual absorbe a 240 nm, por lo que su 

descomposición puede seguirse espectrofotométricamente. 

2H202 -+ 2 H202 + 02 

La diferencia en la densidad óptica (.6A2 "°) por unidad de tiempo es una medida de la actividad de la 

catalasa (Aebi H. 1984). La descomposición del H 2 0 2 sigue una cinética de primer orden (k) y puede 

calcularse usando la siguiente fónnula: 

k = (1/t) (In [A,IA2 ]) 

Donde t = intervalo de tiempo medido; A 1 y A2 =densidades ópticas de H 202en los tiempos t1 y t2. 

Para un intervalo de 15 segundos se aplica la siguiente fórmula: 

k = 0.0667 X In [A,IA,] 

Los resultados se expresan en k/mg de proteína, por lo tanto es necesario medir la concentración de 

proteínas totales en la muestra por el método de Lowry (técnica detallada en el apéndice 5) y 

después calcular la cantidad de proteína colocada en el ensayo para lo cual se divide la 

concentración de proteínas (mg/ml) entre 1200, que se obtiene de multiplicar 30 (dilución de la 

muestra en el ensayo) por 40 obtenido al dividir 1000 µ1125 µI con el objeto de convertir los 25 µI que 

es el volumen de muestra en el ensayo a mi. 

6. AnAlisis Estadfstlco. 

Los resultados se presentan como media ± error estándar. Los datos se analizaron con el programa 

Prism 2.01 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) mediante ANOVA de una via y comparaciones 

múltiples de Tuckey. La comparación del peso corporal y consumo de alimento del día en que se 

inició el tratamiento (O-O) y del día en que término (D-7) se realizó mediante una t de Stuc:lent 

pareada. Un valor de p <O.OS se consideró estadísticamente significativo. 
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VI. RESULTADOS 

1. Consumo de ellmento 

Como se ha reportado en la literatura (Bobadifla et al., 1994; Mihatsch et al, 1966) y observado 

previamente en nuestro laboratorio. las ratas tratadas con CsA disminuyen su consumo de alimento (t 

pareada 0-0 Vs 0-7 p<0.05) (Fig. 17), razón por la cual se decidió alimentar a la par al resto de los 

grupos estudiados. Asi, se observó el mismo comportamiento obteniendo valores similares entre 

todos los grupos en el dfa 7 cuando se realizaron las demás determinaciones (ANOVA de una via 

p>0.05). Aunque er grupo CsA+EAE muestra una disminución mayor del consumo de afimento que el 

resto de los grupos, esta disminución no es estadfsticamente signtficativa. 

20 

.e 

~ 10 

o 

n= 
Ct 
12 

Consumo de alimento 

EAE CsA 
12 13 
•p<0.05 

CsA+EAE 
12 

=o-o 
=D-7 

Fig. 17. Comportamiento del consumo de alimento en los cuatro grupos de estudio. Se grafica media± error­
estándar. Ct = grupo control; EAE = grupo, tratado con extracto de ajo envejecido: CsA = grupo, tratado con 

ciclosporina A; CsA+EAE =grupo, tratado con clclosporina A+ extracto de ajo envejecido. 

2. Peso corporal 

El peso corporal de los cuatro grupos de ratas en el dfa cero y en el dia siete se presenta en la Fig. 

18. Los cuatr-o grupos presentan una disminución de peso comparando el valor inicial (0-0) y el final 

(0-7) (t pareada p<0.05). y en ambos dias no hay diferencias entre los cuatro grupos (ANOVA de una 

vla p>0.05), ar igual que en el caso del consumo de alimento. 
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Fig. 18. Comportamiento del peso corporal en los cuatro grupos estudiados. Se graflca media ± error estándar. 

3. Determln•cfones de d•fto ntnml 

3.1 Nttrólll!no de urw• en a•ngre <BUNJ 

En fa Fig. 19 podemos observar que et tratamiento con CsA induce un incremento de un 45.9% en el 

nivel del BUN con respecto a los vatores del grupo control. demostrándose con esto el da"o renal. Se 

observa una recuperación con el tratamiento con EAE, ya que hay diferencias significativas entre los 

grupos CsA y CsA+EAE; sin embargo, esta recuperación es parcial ya que aún hay una diferencia 

estadísticamente significativa entre el grupo CsA+EAE (26.2 ± 0.9) y el grupo control (22.0 ± 0.7). El 

EAE per se no inctuoe ningún efecto en el nivel del BUN. 
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Fig. 19. Efecto de la ciclosporina A y del tratamiento con extracto de ajo envejecido en la concentración de 
nitrógeno de urea en sangre. ANOVA de una via, Tukey. Se grafica media± error estándar. 

3.2 Creatinlna 

En Jos valores obtenidos de creatinina en suero (Fig. 20) hay un Incremento estadisticamente 

significativo del 26.5º/o en el grupo CsA con respecto al grupo control, lo que demuestra, junto con 

los valores de BUN, el dafto renal inducido por el tratamiento con la CsA. El EAE per se no induce 

alteraciones en este marcador. lnteresantemente, se podrfa decir que en el grupo tratado con 

CsA+EAE se previene totalmente el efecto de la CsA en Jos niveles de creatinina, ya que el grupo de 

CsA+EAE (0.78±0.03) no presenta drferencias significativas con respecto al grupo control (0.73± 0.01) 

y si presenta diferencias signfficativas con respecto al grupo de CsA (0.92±0.05). 
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FJg. 20. Efecto de la Clefosporina A y del extrado de ajo envejecido los niveles sértcos de crealinlna. ANOVA 
de una vía, Tuckey. Se grafica media± error estándar. 

3.3 Estudio histológico 

En la Fig. 21 se muestran imágenes representativas del análisis histológico en cada uno de los 

grupos estudiados. Las ratas control y las tratadas con ajo no presentan ningún tipo de alteración 

(Fig. 19A y 198 respectivamente). En la Fig. 19C se observa que el tratamiento con CsA indujo 

inflamación, vacuolización y necrosis en las células epiteliales de los túbufos proximales; en el caso 

de las ratas tratadas con CsA+EAE (Fig. 190), puede verse una disminución del daño inducido por 

CsA. 
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(C) (0) 

Flg. 21. lmllgenes representativas del anéllsis hlslológk:o por mlcn>9copia de luz de cada uno de los grupos 
estudiados. Rata control (A), rala tnot- con EAE (8), nlhl -- con CsA (C) rala - con CsA+EAE (D). 

Tlnclón con hematoxillna-eoslna, 200X. La G -nar. el glomérulo, el aslerisco sen.ta vacuotizaclones, las 
cabezas de flecha sellalan lnllamadón y las llechas -11-n --· 

4. Actividad rwna! - ••• enzima• an!loxldant!!• 

4.1 Sueeró1ddo d!smut!lff CSQQ> 
En r. Flg. 22 se obsesva que la actividad de la SOD tDllll .., el tejido __. no presenta diferencias 

significativas entre los grupos estudiados. De la misma manera, cuando se detennlnaron las 

actividades de Mn-SOD y Cu,Zn-SOD, y no se encontnuon alteraciones. 
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Flg. 22. Actividad renal de la super6xldo dismutasa total, Mn-SOD y Cu-Zn-SOD en los cuatro grupos 

estudiados. ANOVA de una vfa, Tukey, se grafica media ± error estándar, p = no significativa. 
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•.2 Catalaaa «CA.TI 

La actividad de CAT se muestra en la Fig. 23. Aqul se puede obseivar que no hay diferencias 

signtficativas entre los cuatro grupos estudiados, aunque en los grupos de CsA y CsA+EAE se ve una 

tendencia a disminuir. 

Activld•d ren•I de CAT 

0.3 .. ¡ 
0.2 

15. 
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f 0.1 

o.o 
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 vla. Tukey. Se grafica 
media ± error estándar p = no significativa. 

4.3 Glutatlón peroxfdaaa (GPx) 

La actividad de GPx en riñón se muestra en la Fig. 24, donde se puede observar que el grupo CsA 

presenta una disminución significativa de Ja actividad de la enzima de un 23.25o/o con respecto al 

grupo control. Esta disminución es revertida parcialmente por el tratamiento con EAE, ya que el grupo 

CsA+EAE (0.11±0.008) no es diferente del 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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Fig. 24. Actividad renal de glutatlón peroxldasa en Jos grupos de estudio. ANOVA de una vfa. Tukey. 

Se gráfica la media± error estándar. 
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VII. DISCUSIÓN 

La CsA es un medicamento inmunosupresor ampliamente utilizado en la prevención del rechazo de 

órganos trasplantados. asf como también es efectivo en el tratamiento de enfermedades 

autoinmunes: sin embargo, bajo ciertas condiciones este medicamento causa serios efectos nefro y 

hepatotóxicos (Ahmed et al., 1995; Adhlrai & Selvam, 1998; lnselman et al., 1994; Mathieson, 2000; 

Remuzzi & Norberto, 1995; Romano 2000). El mecanismo por el cual, la CsA induce la nefrotoxicldad 

no está claro, sin embargo existen evidencias que apoyan la participación de EROs (Campistol et al., 

2000; lnselman et al., 1996; Pérez de Lema et al., 1998; Sharon et al., 1995;; Walter et al., 1990), por 

lo que se exploró la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD (total, Mn-500 y Cu,Zn-SOD) y 

GPx en el riñón de ratas tratadas con CsA. Además, se utilizó EAE como antioxidante para ver si este 

evitaba o disminufa el daño renal y si esto era por cambios en fas enzimas antioxidantes. 

La CsA puede causar dos tipos de nefrotoxicidad: a) nefrotoxicidad aguda y b) nefrotoxicidad crónica 

(Campistol et al., 2000). El presente trabajo experimental se orientó 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 crónica, la cual ya es irreversible. 

Para poder realizar este estudio fue necesario establecer previamente las condiciones para la 

inducción def dar"lo renal. Para lograr esto, se realizaron varias pruebas piloto donde se probaron 

diferentes dosis y vias de administración de la CsA, asf como algunos grupos de ratas fueron 

nefrectomizados y otros no: todas estas pruebas fueron realizadas hasta establecer y demostrar el 

daño renal. 

Como se describe en los resultados. en las ratas tratadas con CsA el consumo de alimento disminuye 

significativamente por lo que éstas bajan de peso, lo cual es consistente con lo reportado en la 

literatura (Ferguson et al., 1993; Bobadilla et al., 1994,1998; Mihatsch, 1986). Por esta razón los 

demás grupos fueron alimentados a la par. obteniendo un comportamiento similar entre Jos grupos, 

tanto en el consumo de alimento como el peso corporal. Esto es muy importante. ya que los 

marcadores de daño renal (creatinina y BUN) pueden presentar algunas alteraciones bajo ciertos 

estados fisiológicos. Los niveles séricos de creatinina pueden variar dependiendo de la masa 

muscular det organismo, ya que esta es el producto final del metabolismo de fa creatina, que es una 

molécula que el músculo utilizá como reserva de energfa, por lo que la producción de creatinina será 

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 aminoácidos, por lo que Jos niveles de este se verán afectados 

por la cantidad de aminoácidos 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 importante de que todos los grupos ingirieran la misma cantidad de alimento, 

es que el alimento utilizado en la dieta contiene antioxidantes no enzimáticos como vitaminas A y E, y 

si los grupos estudiados no ingieren la misma cantidad del alimento, los resultados obtenidos podrían 

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. 

El Incremento de los niveles de BUN y creatinina sérlca y la presencia de dafio histológico son 

pruebas del establecimiento del daño renal, es decir, se logró establecer la IRA inducida por CsA. Los 

valores obtenidos para la creatinina sérica y BUN son consistentes con los datos obtenidos por otros 

autores (Clartce et al., 1999; Kumano et al., 1989; Tariq et al., 1999; Zima et al., 1997). La explicación 

para la elevación del BUN y creatinina sérica es que Ja administración de la CsA causa 

vasoconstricción de las arteriolas eferentes (Ferguson et al., 1993: Mathieson, 2000; Nagasawa & 

Ehara, 2000), lo que resurta en una disminución en el flujo sangufneo y por lo tanto una disminución 

de la filtración por parte del glomérulo, y todo esto provoca un aumento en el nivel de BUN y de la 

creatinina sérica. 

En los resultados obtenidos en el presente trabajo, se observa una protección por parte del 

antioxidante utilizado (EAE), ya que el aumento en los niveles de BUN y creatinina observados en el 

grupo con CsA se previene o disminuye con la administración de este antioxidante, así como el daño 

renal observado en et análisis histológico. Estos resultados son una evidencia más de que las EROs 

están involucradas en el desarrollo del daflo renal inducido por CsA, lo cual está ampliamente 

documentado en la literatura (Ahmed et al .. 1995; Al Khader et al., 1996; lnselman et al., 1998; 

Kumano et al., 1989; Pérez de Lema et al., 1998; Serino et al.,1986: Walker et al.,1986; Wang et al., 

1995). Además, nuestras observaciones coinciden con las de otros autores que utilizando otros 

antioxidantes encontrando una disminución del daf'lo renal inducido por CsA; por ejemplo. Wang y 

Salahudeen (1995) y Kanji et al. (1999) con vitamina E, Al Khader et al. (1996) con quinacrina, Tariq 

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

Por otro lado, en otros modelos de dar.o renal donde están involucradas las EROs como es el caso 

de la gentamicina, el tratamiento con una dieta de ajo confiere protección (Pedraza et 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 explicación que se ha propuesto 

de cómo las EROs pueden inducir la IRA, es que se ha demostrado que el H 2 02 induce contracción 

de las células presentes en el glomérulo, disminuyendo de esta manera la velocidad de filtración 
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glomerular: por lo tanto, es probable que la protección por EAE observada en este modelo de IRA par 

CsA sea, al menos en parte, a través de la capacidad del EAE de disminuir la producción de H 2 0 2 , ya 

que existen evidencias que sugieren que la CsA aumenta la generación de H 2 0 2 in vitro (Pérez de 

Lema et al., 1998; Parra et al., 1998; Wotf et al .. 1994a, 1994b) e in vivo (Zhong eta/; 1998, Ahmed et 

al; 1995; Serino et al; 1993) y que hay una vasoconstricclón del glomér-ulo 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 encontró que Ja 

actividad renaf de fas SOOs no presenta diferencias significativas entre los grupos estudiados. Otros 

autores han encontrado comportamientos diferentes de la actividad de esta enzima. Por ejemplo, 

Cristal et al. (1998) encontraron una disminución 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 fármaco. Asimismo, Mun (2000) reportó una disminución tanto de CAT como de 

SOO y un aumento de GPx en el plasma de ratas Sprague Dawtey. Todo esto indica que el 

comportamiento de esta enzima varia dependiendo del tejido, el tratamiento. el tipo de organismo, 

etc. Lo que si es consistente es que el aumento en la actividad de esta enzima (SOO), ya sea por la 

introducción del gen (Zhong et al., 2001) o por fa inyección de la enzima (Wolf et al .• 1994a). induce 

una disminución del dar.o renal por CsA, y parece que en este efecto benéfico está implicada la 

inhibición significativa de la vasoconstricción inducida por CsA (Wolf et al. 1994a). 

En cuanto a fa actividad de CAT, hay una disminución estadisticamente significativa solo en el grupo 

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 

disminución de la actividad de esta enzima como la nefrotoxicidad inducida por dicromato de potasio 

(observaciones de nuestro laboratorio aún no publicadas), Ja IRA inducida por isquemia y reperfusión 

(Singh et al. 1993), o la nefrotoxicidad por gentamicina (Pedraza et al. 2000). donde tampoco una 

dieta al 2% de ajo pudo revertir esta disminución. 

La disminución observada en la actividad renal de GPx en el grupo con CsA puede deberse a un 

aumento en Ja producción del 0 2 ··, ya que se ha demostrado la generación 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 disminución de la 

relación GSH/GSSG, lo que, a su vez, puede disminuir la actividad de la GPx. En cuanto al efecto del 

EAE. se observó que este revierte parcialmente la disminución de la actividad renal de GPx, Jo cual 

podría deberse a la capacidad del EAE de atrapar EROs (lde et al, 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 ..-esultados, se puede decir que hay una respuesta diferencial de las enzimas 

antioxidantes estudiadas, y que la disminución en la actividad de GPx puede ser responsable, al 

menos en parte, del desa1Tollo de la IRA inducida por CsA, ya que esto puede traer po..- consecuencia 

que aumente el estrés oxidativo, además de que el tratamiento con EAE disminuye el dai'\o renal asf 

como los efectos de la CsA sobre la GPx. Por otro lado, se puede decir que la protección inducida por 

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



VIII. CONCLUSIONES 

1. Hay una respuesta diferencial de la actividad de las enzimas antioxidantes estudiadas en el daño 

renal inducido por CsA, y la disminución de la actividad renal de GPx podria tener algún papel en el 

desarrollo del dar.o renal. 

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

efecto sobre la actividad de GPx. 
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IX. APÉNDICES 

En esta sección están descritas las técnicas como se montaron en el presente trabajo. En el capitulo 

"'material y métodos'" está el fundamento teórico y el procedimiento para calcular los resultados de 

cada una. 

APÉNDICE1 

Nitrógeno de urea en sangre <BUN) 

Para realizar esta determinación se utilizó un estuche comercial (Spinreact # cat 10013254). 

Los reactivos utilizados son los siguientes: 

Reactivo 1 
Reactivo 2 
Estándar 

Ortoflaldehldo 
Solución borato 
Solución urea 

4.SmmoUL 
87 mmoVL 
50 mmoVdL 

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

siguiente manera: 

1 Blanco 1 Estándar Muestra 
Muestra 1 - 1 - 1 10 L 
Reactivo 1 1 400 ul 1 400 ul 400 1 
Estándar 1 - 1 10 ul 1 -

Añadir a todos los tubos 400 u•. del reactivo 2 cada 30 o 60 segundos 
dependiendo de la habilidad de cada persona para leer los tubos al finalizar el 
tiempo de incubación, mezclar por inversión rápidamente e inmediatamente 
incubar a 37ºC durante 15 min. 

Se lee en el espectrofotómetro a 510 nm calibrando a cero con el blanco. 

APÉNDICE~ 

Creatlnfna en suero 

Para realizar esta determinación se utilizó un estuche comercial (Spinreact # cat 1001111) 

Los reactivos utilizados son los siguientes: 

Reactivo 1 

Reactivo 2 

Estándar 

cido picrico 

Hkfróxido de sodio 

17.5 mmol/L 

0.29 mol/L 

2.0 mg/dl 
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Para poder realizar esta determinación se prepara una mezcla reactiva. de Ja siguiente manera: Se 

mezclan los reactivos 1 y 2 en una proporción 1:1 y la cantidad de la mezcla a preparar se calcula 

tomando en cuenta el número de muestras que se procesan, el estándar y el blanco, considerando 

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

Los reactivos se adicionan de la siguiente manera: 

Blanco Estándar Muestra 

Suero u orina - - 50µL 

Estándar -- 50 µL -
Mezcla reactiva 500µL 500µL 500 µL 

Agua 50 µL - -
Es una tecnica emética por lo que se hacen las determinaciones individualmente. En un tubo se 

colocan el estándar o la muestra y se adicionan a la mezcla reactiva. se mezcla perfectamente con el 

vortex lo más rápido posible, se vierte rápidamente a la celdilla hechando a andar al mismo tiempo las 

lecturas en el espectrofotómetro y se toman las fecturas de O.O. a 492 nm a los 30 (E1), 60 y 90 (E2) 

segundos. 

APÉNDICE 3 

Histoloqfa 

Para realizar esta técnica se utilizaron los siguientes reactivos 

Etanol Acido clorhidrico 1 º/a 

Xilol Cloruro de litio 

Parafina Resina 

Silano Hematoxilina eoslna 

Para deshidratar y teñir Jos cortes de riñón se siguieron los pasos que a continuación se 

describen: 

A) La muestra se incluye de la siguiente forma: 

1. Se trata la muestra con etanol al 100o/o, 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 Ja parafina y Ja muestra se trata en ella durante una hora también por tres veces. 

4. Se coloca la muestra en Ja parafina definitiva y se deja enfriar. 
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B) Una vez incluida la muestra. se procede a ... eallzar los cortes: 

1. Se dejan enfriar los bloques. 

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

3. Se mete los cortes a un baño de agua a 37ºC para extender la muestra. 

4. Se coloca el corte en el portaobjetos, que ha sido pretatado con silano. 

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

C) Se procede a realizar la tinción hematoxilina/eosina: 

1. La muestra se desparafina pasándola por c;fiferentes banas de xilol y xilol-etanol. 

2. Se rehidrata nuevamente la muestra tratándola con etanol al 100%, 96%, 70º/o y agua. 

3. Se tiñe la muestra hematoxilina de 2-10 minutos, e inmediatamente después se lava con agua 

y luego con alcohol-ácido (ácido clorhldrico al 1°/o en etanol al 70%1). 

4.Se vira la hematoxilina con cloruro de litio y se lava con agua. 

5.Se tiñe con eosina y se lava con etanol. 

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

1. Se deshidrata nuevamente, pasando la muestra por diferentes baños con etanol al 70º/o, 96º/o, 

100o/o, xilol-etanol y, por último, dos baños de xilol. 

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

APÉNDICE4 

Homoqenlzacfón de rfftón para la detennlnacfón de las enzimas antloxld•ntes GPx SOD y CAT 

Los reactivos utilizados son los siguientes: 

Reactivos Catálogo Almacenamiento PM 
KH2 PO,. Baker 3246-01 Temp. ambiente 136.09 g 

Na2HPO,. Baker 3828-05 Temp. ambiente 141.96 g 

Tritón X-100 Sigma, X-100 Temp. ambiente --

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

Reactivos 250ml 1000 mi 

KH2 PO. 1.0522 g 4.209g 

Na2HP04 0.677 2.7079 

Tritón X-100 2.Sml 10ml 

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH sólido. 

Para la homogenización se utilizan tubos de plástico de 12 x 75 mm que se colocan en una gradilla 

dentro de una charola con hielo. Se coloca 1 mi de amortiguador en cada tubo y se pesan 0.1 g del 

tejido correspondiente. 

Para homogenlzar se usa el 'politrón' (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 plástico levemente de abajo hacia arriba de manera continua y 

girándolo. Tratar de escurrir la cuchilla lo más posible. Se revisa el contenido del tubo para 

asegurarse de que no haya aún algún pedazo de tejido; de haberlo, se homogeniza nuevamente. 

Entre cada homogenización, se lava la cuchilla con un chorro de agua destilada empleando una 

piseta y se seca el exceso de agua con una toalfa de papel. Después, se procede a homogenizar el 

siguiente tejido (se repite el procedimiento). 

Al finalizar fa homogenización de todos los tejidos, se lava perfectamente la cuchilla: además de 

enjuagarla como se indicó anteriormente, se hace funcionar el 'politrón' pero usando ahora tubos que 

contienen solamente agua destilada. La cuchilla estará limpia cuando el agua donde se enjuagó la 

cuchilla ya no muestre partfculas suspendidas. 

Posteriormente el homogenado se transfiere a tubos eppendorf de 1.5 mi previamente etiquetados o 

numerados. Las muestras se centrifugan a 1000 rpm durante 1h a 4°C y del sobrenadante obtenido 

se hacen alfcuotas de 333 J.tl perfectamente etiquetadas que se guardan a -20, -40 o -BOºC hasta su 

uso. 
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APÉNDICE&. 

Protein•• totales por método de Lowrv. 

Los reactivos utilizados son los siguientes: 

Reactivos: 

Na2C0:1 

Na OH 

Tartrato de sodio y potasio 

KNaC4 H 4 

cuso ... 5H20 

Reactivo de Folio & 
Ciocalteu·s 

phenol 

Albúmina sérica bovina 

Soluciones:. 

-Albúmina aérlca bovina (ASB): 

No.Cat 

JTBaker 3604-01 

JTBaker 3722-01 

Mallinckrodt 2376 

JTBaker 1843 

Sigma F-9252 

SigmaA4503 

Albúmina sérica bovina al 0.05% (50 mg en 100 mi de H 2 0 destilada). 

-Solución A: 

Na,co, al 2% ( 20 g en 1000 mi) 

NaOH al 0.4% (4 gen 1000 mi) 

Tartrato de sodio al 0.02º/o { 0.2 g en 1000 mi) 

Almacenar a temperatura ambiente. 

-Solución B: 

cuso. al 0.5% (0.5 gen 100 mi) 

Almacenar a temperatura ambiente. 

-Solución e (Se prepara al momento del ensayo): 

25 tubos 

Solución A 25ml 

Solución B 0.5ml 

-Solución D (Se prepara al momento del ensayo): 

Folin 1 N (diluir el folin 2.0 N 1 :2 con H 2 0 destilada) 

50tubos 

50ml 

1 mi 

PM 
106 

40 

249.68 
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Preparación de las muestras: 

Homogenlzar er tejido (la relación p/v y el amortiguador a usar dependen de la medición a realizar). 

MUESTRA Dilución del Dilución necesaria 
sobrenadante del 
homooenado lc/vl 

Orina 6 suero -- 1:10 
Tejido de riftón 1:80. (12.5 .... + 987.5 .... ---

de agua) 

Generalmente las dlluc1ones de las muestras se hacen con agua y en tubos de 12x75 mm. 

Procedimiento: 

Preparar una curva estándar con albúmina sérica bovina al 0.05°/o. 

(ASBJ1.1g/0.2 mi ASB(1.1I) HzO(µI) 

0.05% 

Blanco o 200 

5 10 190 

10 20 180 

15 30 170 

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 patrón). 

Se colocar en cada tubo 0.2 mi de fa dilución correspondiente. 

Se·añade a todos los tubos 1 mi de sol. C incluyendo los tubos de la curva estándar (usar fa 

micropipeta de repetición ya que ahorra mucho tiempo). 

Se agitan y se incuban 10 min. 

Se añaden a todos los tubos añadir 100 µI de sol. O con agitación simultánea (usar la mlcropipeta de 

repetición 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 espectrofotómetro PERKIN ELMER (lambda Bio-10). la aplicación 44 (CALIBRATION 

CONCENTRATION) permite obtener la concentración real de protelnas en la muestra at introducir 

parámetros como longitud de onda y el factor de corrección, el cual depende de la dilución que le 

haya realizado a la muestra. Por ejemplo si la dilución es 1:100, el factor de corrección es 0.5: Se 

multiplica x 5 para pasar de IJQ/200 µI a µg/ml (se usan 200 µI de muestra en el ensayo), se multiplica 

por la dilución de la muestra (lo que permite conocer la concentración real de la proteina en IJQ/ml) y 

se divide entre 1000 (para pasar de µg/ml a mg/ml). 

En la siguiente tabla se dan algunos ejemplos: 

Pasar de 0.2 mi a mi dilución Pasar de IJ9 a FACTOR DE 
mg CORRECCIÓN 

5 X 100 + 1000 = 0.5 

5 X 150 + 1000 - 0.75 

5 X 200 + 1000 - 1.0 

En el espectrofotómetro BECKMAN OU-600 se usa la aplocaclón de PROTEIN CONCENTRATION, 

método LOWRY, y se Introduce el factor de corrección correspondiente. 

Acontlnuaclón un ejemplo de las lecturas de los valores de fa curva patrón. 

µg/200 µI O.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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APÉNDICES 

Actlvld•d de Glutatfón peroxld••• fGPxl 

Los reactivos utilizados en esta técnica son los siguientes: 

Reactivos: #Cat PM 

EOTA-Na2 JTBaker8993 372.252 
Az.ida de sodio Merck 822335 65.01 
NADPH Sigma N-1630 833.4 
Glutatión reductasa Sigma G-4751 -
Glutatión reducido Sigma G~529 6 G- 307.3 

4251 

Peróxido de hidróaeno Mallinckroctt 5240 34.01 

Para Uevar a cabo esta técnica se debe preparar una mezcla de reacción. A continuación se 

muestran las cantidades de los diferentes reactivos que hay que adicionar dependiendo de la 

cantidad de mezcla a preparar que, a su vez, depende del número de muestras que se vayan a 

determinar ya que se necesitan agregar 800 µL de mezcla de reacción por muestra. Una vez 

preparada ta mezcla de reacción se mantiene en hielo durante el ensayo. 

25 mL <31 tubos) 32 mL C40 tubosl 50 mL 162 tubosl Cene. final 
EDTANa2 0.0093 g 0.0119 g 0.0186 g 1 mM 
Azida de sodio 0.00165 g 0.0021 g 0.0033 g 1 mM 
NADPH 0.00415 g 0.0065 g 0.0083 g 0.2mM 
Glutatión reducido 0.0077 g 0.0098 g 0.0154 g 1 mM 
Glutatión reductasa • • • • Amortiguador de fosfato de cbp25 mL cbp 32 mL cbp 50 mL 
potasio 50 mM, oH 7.0 
Preparar y usar el mismo dia del ensayo. 

•~a cantidad de glutatión reductasa a aftadlr a la mezcla de reacción depende del número de 

muestras y del # de lote de esta enzima. Para saber la cantidad de enzima que se debe de agregar. 

se debe de ten~r en cuenta que la concentración final en la mezcla debe de ser 1 U/mi y que cada 

lote de glutatión reductasa tiene una actividad especifica diferente. Por ejemplo, para un lote se 

tienen 9.2 mg de prot/ml y 170 U/mg prot. y para preparar 15 mi se necesitan 15 U, entonces el 

cálculo se realiza de la siguiente forma: 

15 U X 1 mg prot X 1 mi 0.0096 mi o 9.6 µL de enzima para agregar a la mezcla 

170 U 9.2 mg de reacción 
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Por otro lado. se prepara la solución sustrato de la siguiente manera: 

Se colocan 10 mi de amortiguador de fosfatos 50 mM. pH 7.0 + 2 µI de H 2 0 2 al 30o/o. Este volumen de 

1 O mi es suficiente para 100 tubos (0.1 mi/tubo). La solución se prepara antes de comenzar el ensayo 

y se mantiene a temperatura ambiente durante el mismo. 

Procedimiento: 

-La muestra del homogenado de riñón (técnica detallada en el apéndice 4). se diluye 1:8 (10 µI de 

sobrenadante de homogenado + 700 µI 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 µI de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 y 800 µI de Ja 

mezcla de reacción, se incuba por 5 minutos a temperatura ambiente. Se adiciona todo el volumen a 

una celdilla que contiene 100 µJ de fa solución sustrato y se inicia el registro de la densidad óptica a 

340 nm durante 3 minutos a intervalos de 1 min. 

-Muestras: Se colocan en una celdilla 100 µI de muestra diluida 1:30 (se colocan 25 ~ti de 

sobrenadante de homogenado + 725 µI de amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0) y 800 µI de la 

mezcla de reacción en otro tubo, se incuban 5 minutos a temperatura ambiente. Se vacla por 

inversión a una celdilla que contiene 100 µI de la solución sustrato y se inicia el registro de la de la 

densidad óptica a 340 nm durante 5 minutos a intervalos de 1min. 

APÉNDICE 7 

Actividad de superoxldo dlsmutasa <SODl. 

Los reactivos utilizados en esta determinación son los siguientes: 

Reactivo Cat•loao PM 
Xantina oxidasa Siama X-0626 152.1 

EDTANa, JTBaker 8993 372.3 
Nitroazul de Sigma N-6876 817.6 

tetrazolio 
Na CO, Mallinckrodt. 7527 106.99 

Albúmina bovina Siama A-4503 
Sulfato de JTBaker 0792-01 132.14 

amonio 
CuCb.2H,,,O JT8aker1792-01 170.5 

Xantina oxidasa Sigma X-4376 
IEC 1.1.3.221. 
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Soluciones contenidas en la mezcla de reacción: 
Xantina 0.3 mM. 

Se calientan 900 mi de agua y se le agregan 0.0456 g de xantina. Se disuelve completamente la 

xantina calentando (sin llegar a ebullición), con agitación y protegida de la luz con papel aluminio. 

Este proceso de disolución tarda aproximadamente 3 horas. Una vez disuelta la xantina se afora a 

1000 con agua. Se guarda en frasco ámbar de vidrio a temperatura ambiente. 

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

EDTA0.6mM. 

Se pesan O. 1118 g de EDTA y se disuelven en 450 mi con agitación. Se afora a 500 mi de agua. Se 

guarda a 4°C. 

Nltroazul de tetrazolio (NBT) 150 11M. Se pesan 0.0368 g de NBT y se disuetven en 300 mi de agua 

con agitación. Se guarda a 4°C en frasco ámbar de vidrio. 

Na2C03 400 mM 

Se pesan 21.2 g de Na2C03 y se disuelven en 450 mi de agua con agitación. Se afora a 500 mi con 

agua. Se guarda en refrigeración. 

Albúmina 0.1 °/o. 

Se pesañ 0.25 g de albúmina y se disuelven en 250 mi de agua procurando que no se forme espuma. 

Se guarda en refrigeración. 

Sulfato de amonio 2M. 

Se pesan 66 g del sulfato de amonio y se disuelven en 200 mi de agua. Se afora a 250 mi. Se guarda 

en refrigeración. 

CuCl2.2H20 o.a mM. 

Se pesan 0.070 g de CuCl2 .2H2 0 y se disuelven en 450 mi de agua con agitación. Se afora a 500 mi. 

Se guarda en refrigeración. 

Xantlna oxldasa (168 UIL) (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 número de muestras y del número de lote, ya que la 

cantidad de unidades por mg de sólido es diferente en cada Jote. 

Por ejemplo. para preparar 2 mi (suficiente para 60 tubos) de un lote con 0.16 U/mg de sólido 

necesita 2.1 mg de xantina oxidasa: 

Se necesitarán 

0.16 U-1 mg 

168 U - X mg 

x=1050mg 

1050 mg - 1000 mi 

x mg- 2 mi 

x=2.1mg 
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Asi entonces. para este número de lote en particular. hay que disolver 2.1 mg de xantina oxidasa en 2 

mi de sulfato de amonio. 

Para calcular el volumen necesario se debe considerar que se ocupan 33 µI /tubo. En el siguiente 

cuadro se dan algunos ejemplos tomando en cuenta el Jote del ejemplo anterior. 

Xantina oxidasa CNH .. 12so .. #tubos C33 ul /tubo) 
2.1 ma 2.0ml 61 
2.65 ma 2.5ml 75 
3.15ma 3.0ml 90 
4.2mn 4.0ml 120 

Se prepara el mismo d1a de uso y se conserva en refrigeración 

Me zcla de reacción aue se Dre1Jara el mismo día del ensavo. 
#Tubos (cada 45 tubos 60 tubos 75 tubos 90tubos 105tubos 135 tubos 
muestra genera 3 
tubos\ 
Xantina 0.3 mM 30ml 40 mi 50ml 60ml 70ml 90ml 
EDTA0.6 mM 15ml 20ml 25ml 30ml 35ml 45ml 
NBT 150 mM 15 mi 20ml 25ml 30ml 35ml 45ml 
Na2C03 400 mM 9ml 12 mi 15ml 18 mi 21 mi 27ml 
Albúmina 0.1º/o 4.Sml 6ml 7.Sml 9ml 10.5ml 13.5 mi 
TOTAL<mll 73.5ml 98ml 122.5 mi 147ml 171.5 mi 220.5 mi 

Muestra. 
Las diluciones de las muestras se hacen con amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 en un volumen 

final de 1.5 mi de la siguiente manera: 

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

(15 µT de sobrenadante del homogenado (el cual se describe en el apéndice 4) + 1485 µI de 

amortiguador). 

Procedimiento: 

Encender el baño Maria a 27ºC. 

Alistar un cronómetro o 'timer'. 

Cada muestra genera 3 tubos: 1 tubo blanco y 2 tubos problema. Además se colocan 4 tubos 

adicionales: 2 al principio de la serie y 2 al final de la misma que serán los tubos del 100% de 

reducción.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: 
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P7' P8' Pn' 100% 

P7 P8 Pn 100% 

B7 BB Bn 

1 00% = Tubo 100º/o de reducción, 

' = Duplicado de problema de muestra 

100o/o P1' P2' P3' P4' 

100%1 P1 P2 P3 P4 

B1 B2 B3 B4 

B - Blanco de muestra 

No. = número de muestra 

PS' P6' 

PS P6 

B5 B6 

P - Problema de muestra 

Se debe tener preparadas 2 micropipetas de 200 µI para despachar 33 µI (1 para xantina oxidasa y 

otra para amortiguador) y 1 micropipeta de 1 mi para despachar 330 i,.al (muestra o amortiguador) y 

660 µI de cucr,. 

Se adicionan 1.66 mi de mezcla de reacción con la pipeta de repetición a todos los tubos 

Cada deterTllinado lapso de tiempo (10, 15 6 20 segundos) deben adicionarse los 330 µI de 

amortiguador o de muestra (para tubos de 100°/o y tubos problema respectivamente) y enseguida los 

33 µI 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 la muestra, o la xantina oxidasa 

y el amortiguador. 

Si se elige por ejemplo un intervalo de 15 segundos el procedimiento es el siguiente agrtando en 

vortex siempre después de la adición del segundo reactivo: 

(Tiempo cero segundos) Tubo #1de100% 
330¡.ll de amortiguador 
33 µI de xantina oxidasa 

(15 segundos después) Tubo #2 de 100°/o 
330µ1 de amortiguador 
33 µI de xantina oxidasa 

(15 segundos después) Tubo blanco de muestra 1 (81) 
330µ1 de muestra 
33 µI de amortiguador 

(15 segundos después) Tubo problema de muestra 1 (P1) 
330µ1 de muestra 
33 µI de xantina oxidasa 

(15 segundos después) Tubo problema' de muestra 1 (P1 ') 
330¡.JI de muestra 
33 ¡JI de xantina oxidasa 

Y asi sucesivamente. 
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El tiempo total de Incubación será de 15 minutos. por lo tanto el número máximo para un intervalo de 

15 segundos será de 60 tubos 

Intervalo • máximo de tubos• 
10 seg 90 
15 seg 60 
20 seg 45 

•considerar siempre los 4 tubos del 100%~ de reducción 

A los 15 minutos exactos de incubación del primer tubo se para la reacción adicionando 660 µL de 

CuCl2 0.8 mM y 15 segundos después se adiciona ar 2º y asi sucesivamente. agitando 

inmediatamente después con el vortex. 

Se lee Ja absorbencia de cada tubo a 560 nm ajustando a cero con la mezcla de reacción. (usar el 

zipper del espectrofotómetro para obtener las lecturas más rápido). 

Una vez realizado lo anteriormente descrito se mide la concentración de proteinas totales contenidas 

en el ensayo por el método de Lowry de fa manera descrita en el apéndice 5 y se realizan los cálculos 

como se describe en material y métodos. 

7.1 Actividad de la superóxfdo dismutasa de m•naaneso <Mn-SODl 

Los reactivos utilizados además de los reactivos usados para SOD total. son los siguientes: 

Reactivos ~no PM Almacenamiento 
K2HP0 ... 3H20 ckrocft 7088 228.23 Tambiente 
KH,PO .. er 3246-01 136.09" Tambiente 
EDTANa, .JTBaker 8993 372.3 Tambiente 
Dietilditiocarbamato Sioma 0-9426 225.3 Connelación t-20°C'I 
Bolsas de diálisis Sinma D-9777 Tambiente 

Nota. las bolsas de d1álls1s son de membrana de celulosa. 

Soluciones 
Amorti uador de diálisis fosfatos 5 mM. 

1 litro 2 litros 

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

DDC 100 mM (Drecarar en el momento). 
Gramos de DDC mide agua Número de 

muestras 
0.0225 1.0 6 
0.0450 2.0 13 
0.0675 3.0 20 
0.0900 4.0 26 
0.1125 5.0 33 
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Procedimiento: 

Diálisis de ras muestras. 

Se cortan trozos de 41.5 cm. del tubo de diáHsis y se remojan en agua con agitación durante 24 horas. 

Se cortan trozos de hilo para amarrar las bolsas de diálisis. y se cierra un extremo haciendo un nudo. 

Posteriormente se colocan 200 1.Jf de la muestra tratado con DOC. durante 1 hora a 30ºC (se colocan 

en tubos de vidrio de 12 x 75 mm 150 µI de muestra del homogenado + 150 1.d de DDC100 mM dentro 

de la bolsa, se cierra perfectamente et otro extremo de la bolsa y se coloca en un recipiente que 

contiene amortiguador de diálisis, sujetando la punta del hilo de cada bolsa con una cinta adhesiva a 

la pared externa del recipiente y etiquetándolo para fdentif"tcar cada bolsa. La diálisis se realiza con 

agitación constante. 

POR CADA 200 IJI DE MUESTRA SE REQUIERE DE 80 mi DE AMORTIGUADOR DE DIÁLISIS (400 

VOLÚMENES) Y DE 2 CAMBIOS, por lo tanto, serán 3 horas de diálisis. 

Al final se saca et dializado usando una microplpeta de 200 i,11 y se coloca en tubos eppendorf de1.5 

mi debidamente etiquetados. 

Para determinar la actividad de la Mn-SOD se sigue el procedimiento ya descrito para la 

determinación de 500 total. solo que en este caso se hace una dilución a tas muestras dializadas 

1:50 con amortiguador de fosfatos 50Mm pH 7, pero la dilución final a considerar para calcular la 

actividad en este ensayo es 1:100 ya que previamente se habla diluido 1:2 con DOC. 

Una vez realizado lo anteriormente descrito, se mide por el método de Lowry. la concentración de 

proteínas totales contenidas en la muestra del dializado que se colocó en el ensayo de la manera 

descrita en el apéndice 5. Los cálculos se realizan como se describe en material y métodos. 

APÉNDICE B. 

Actividad de CAT 

Los reactivos utilizados son: 

Soluciones: 

Reactivos 
KH P04 

Na HPO 
Peróxido de 
hidró ene 

Amortiguador de fosfatos 10 mM, H 7.0 
250ml 

KH P04 0.2105 
Na HP04 0.135 

Ajustar el pH con NaOH 

Almacenamiento PM 
Tem . ambiente 136.09 lmol 
Tem . ambiente 141.96 /mol 
Refrigeración 34.01 glmol 

500ml 1000 mi 
0.421 0.842 
0.270 0.540 
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Peróxido de hidrógeno 30 mM (se prepara en el momento de la reacción) 

La solución al 30º/o tiene 300g/L, M = 300 g/34.01 = 8.82. Por lo tanto, la solución al 30% es 8.82 M. 

Entonces V 1C1 = V 2 C 2 en donde V, = x, C 1 = 8.82, V 2 = 50 mi, C 2 = 0.03 M 

Lo que significa que V 1 = 0.17 mi 

Por lo tanto se agregan 170 µI de peróxido de hidrógeno al 30ºA» a 50 mi de amortiguador de fosfatos 

10mM. 

Procedimiento: 

Se enciende el espectrofotómetro y la lámpara ultravioleta 15 minutos antes de empezar el ensayo 

con el objeto de calentar la lámpara. 

Se usa el programa de cinética (lecturas cada 15 seg durante 30 seg. en el espectrofotómetro 

Beckman DU 64). 

Se calibra a cero con an10rtiguador de fosfatos 1 O mM pH 7 .O 

Se diluye Ja muestra del homogenado1:30 (5 mi de muestra+ 145 mi de amortiguador de fosfatos 50 

mM). 

Se colocan en un tubo de vidrio de 12 x 75, 25 1-Jf de la dilución y 725 1-Jf de H 2 0 2 30 mM. 

Se agita con vortex inmediatamente y se vacia el contenido del tubo por decantación a una celda de 

cuarzo de 1 cm. de poro. Todo esto se realiza lo más rápido posible para iniciar la lectura 

rápidamente. 

Se lee a una absorbencia de 240 nm. 

Los resurtados se expresan en k/mg de protefna, por lo tanto es necesario medir la concentración de 

proteinas totales en fa muestra por el método de Lowry (técnica descrita en el apéndice 5) y se 

realizan los calculas como se describe en material y métodos. 
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Soluciones: 

Amortiguador de fosfatos 1 O mM, H 7 .O 
250ml 
0.2105 
0.135 

Ajustar el pH con NaOH 

500ml 1000 mi 
0.421 0.842 
0.270 0.540 

Peróxido de hidrógeno 30 mll (se prepara en el momento de la reacción) 

La solución al 30% tiene 300g/L, M = 300 g/34.01 = 8.82. Por lo tanto, la solución al 30% es 8.82 M. 

Entonces V1C1 = V2C2 en donde V, = x, C1 = 8.82, V2 = 50 mi. C2 = 0.03 M 

Lo que significa que V 1 = 0.17 mi 

Por lo tanto se agregan 170 µI de peróxido de hidrógeno al 30% a 50 mi de amortiguador de fosfatos 

10mM. 

Procedimjento: 

Se enciencfe el espectrofotómetro y ta lámpara ultravioleta 15 minutos antes de empezar el ensayo 

con el objeto de calentar la lámpara. 

Se usa el programa de cinética (lecturas cada 15 seg durante 30 seg. en el espectrofotómetro 

Beckman DU 64). 

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

Se diluye la muestra del homogenado1:30 (5 mi de muestra+ 145 mi de amortiguador de fosfatos 50 

mM). 

Se colocan en un tubo de vidrio de 12 x 75, 25 µI de la dilución y 725 µI de H 2 0 2 30 mM. 

Se agita con vortex inmediatamente y se vacía el contenido del tubo por decantación a una celda de 

cuarzo de 1 cm. de poro. Todo esto se realiza lo más rápido posible para iniciar la lectura 

rápidamente. 

Se lee a una absorbencia de 240 nm. 

Los resultados se expresan en k/mg de proteína, por lo tanto es necesario medir la concentración de 

proteínas totales en la muestra por el método de Lowry (técnica descrita en el apéndice 5) y se 

realizan los calculas como se describe en material y métodos. 
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