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RESUMEN

La gentamicina es un antibidtico de amplio espectro que pertenece a ta
familia de los aminoglucdsidos y se utiliza en la clinica principalmente para el
tratamiento de infecciones provocadas por bacterias gram negativas. Sin embargo,
el uso de dicho medicamento se ha limitado debido a que uno de los efectos
colaterales que presenta con mas frecuencia es la nefrotoxicidad. Se ha estimado
que aproximadamente un 20% de los pacientes cuyo tratamiento con GM excede
mas de una semana, presentan insuficiencia renal aguda. Se sabe, desde tiempos
muy antiguos, que el ajo presenta actividad antioxidante. En estudios recientes se
ha demostrado que una dieta enriquecida con poivo de ajo al 2% previene el dafio
renal inducido por GM; por lo tanto, en este trabajo se pretende investigar si el
DADS (diali} disulfuro), un metabolito derivado del ajo con propiedades
antioxidantes, es uno de los compuestos que pueda contribuir a explicar el efecto
protector del polvo de ajo. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de un peso
aproximado 250-260 g (9-10 semanas de edad). La nefrotoxicidad se indujo via
subcutanea mediante la aplicacion de Garamicina a una dosis de 70 mg/kg de
peso cada 12 horas durante 4 dias. Se evaluaron cuatro grupos: i) Control (CT),
ii) Gentamicina (GM), iii) Dialil disulfuro (DADS) y iv) GM+DADS. Los parametros
utilizados ¢como marcadores para evaluar el dafio tubular fueron: proteinuria,
excrecion urinaria de N-acetil-p-p-glucosaminidasa (NAG), los cuales aumentaron
en el grupo administrado con GM y actividad de glutation peroxidasa en suero
(pGPx), la cual disminuy6 en el grupo GM. Los marcadores utilizados para evaluar
el dafno glomerular fueron: concentracion de creatinina y nitrogeno de urea en
sangre (BUN), ambos aumentaron en el grupo administrado con GM. Se
extrajeron los dos riflones de cada animal para determinar la actividad de las
enzimas antioxidantes en corteza renal: catalasa (CAT), glutation peroxidasa
citosolica (cGPx), glutation reductasa (GSH-Rx), superdxido dismutasa asi como
sus diferentes isoformas Mn-SOD y Cu,Zn-SOD; la actividad de la enzima CAT
disminuyd en los grupos GM, DADS y GM+DADS y la actividad de la isoforma
Cu,Zn-SOD no se modifico en ninguno de los grupos tratados; con respecto a las
otras enzimas (glutation peroxidasa citosélica (cGPx), glutation reductasa
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{(GSH-Rx), y Mn-SOD) su actividad disminuyd en el grupo tratado con GM; de igual
manera se cuantifico el contenido de carbonilos en las proteinas oxidadas de
corteza renal observandose un incremento en el contenido de los mismos al
administrar GM. Ademas en corteza renal también se realizaron estudios
histolégicos para evaluar el dafio estructural observandose vacuolizacion y
necrosis en las células epiteliales del tubulo proximal del grupo administrado con
GM. EI| tratamiento de DADS con GM evité de manera parcial el aumento tanto de
la excrecion urinaria de NAG y de proteinas y previno de manera parcial la
disminucién en la actividad de la enzima pGPx; de igual! manera, el aumento en
los parametros glomerulares se previno de manera significativa en el tratamiento
con GM+DADS. Los cortes de ratas administradas con GM y DADS mostraron una
marcada mejoria con respecto al grupo GM. Asi mismo se previno el aumento del
contenido de grupos carbonilo en las proteinas oxidadas al administrar
GM-+DADS. La administracion de DADS a las ratas tratadas con GM no previno la
disminucion en la actividad de CAT pero si previno de manera total la de las
enzimas cGPx, GSH-Rx, SOD total y Mn-SOD. Estos datos sugieren que et DADS
es capaz de disminuir el dafio renal ocasionado por la administracion de GM, lo
cual se debe probablemente, a su capacidad de prevenir la disminucién en la
actividad de las enzimas antioxidantes asi como a su capacidad de prevenir el
estrés oxidativo gracias a sus propiedades antioxidantes. El DADS puede ser una
de las moléculas derivadas del ajo que contribuya a explicar el efecto protector del
polvo de ajo en la nefrotoxicidad ocasionada por GM.
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1. INTRODUCCION
1.1. Gentamicina (GM)

La GM es un antibidtico de amplio espectro, importante para tratar muchas
infecciones graves provocadas por microorganismos gram negativos, principaimente
enterobacterias como E. coli, Salmonella spp. Enterobacter spp. Klebsiella spp, y
Serratia marcescens (1). La GM pertenece a la familia de los aminoglucésidos; es el
aminoglucdsido de primera etleccidon por su bajo costo y su actividad fiable contra casi
todos los aerobios gram negativos. Sin embargo, uno de los efectos secundarios que
presenta este antibiético es la nefrotoxicidad. Se ha estimado que aproximadamente
el 20% de los pacientes tratados con aminoglucosidos por mas de 7 dias presentan
insuficiencia renal aguda (2).

1.1.1. Estructura quimica de la GM

La GM esta constituida por dos aminoazucares (purpurosamina y garosamina)
unidos por enlaces glucosidicos a un nucleo central (2-desoxiestreptamina). Las
variaciones en la metilacion de la purpurosamina genera a los diferentes
componentes en la subfamilia de la GM, que incluye a las gentamicinas C1, C1a, C2 (3)
(Fig. 1). La GM es una sustancia hidrosoluble, de caréacter basico debido a la

presencia de sus grupos amino.

R1CHNHR2
O .
Purpurosamina
H,N o NH,

NH, 2-desoxiestreptamina

HO.

o]
HO (0] CH, Garosamina

NHCH, ©H

Fig. 1. Estructura quimica de la GM. Componentes que integran Ia subfamilia: C1:
R1=R2=CHjs; C1a: R1=R2=H; C2: R1= CH;;, R2=H.




1.1.2. Mecanismo de accién

Su accioén bactericida es producida por la alteracion en la sintesis de proteinas.
La GM después de penetrar a la membrana citoplasmica se liga a los ribosomas
causando una lectura errénea y terminacién prematura de la traduccion del ARNm.
Las proteinas aberrantes producidas pueden ser insertadas en la membrana
bacteriana, con lo cual se altera su permeabilidad y se estimula el paso de mas
aminoglucésido. La membrana al perder su integridad selectiva ocasiona la pérdida
de iones pequefos, moiéculas grandes y finalmente proteinas esenciales de la
bacteria provocando su muerte (3).
1.1.3. Farmacocinética

Los aminoglucésidos son cationes fuertemente polares y de este modo, su

absorcion en las vias gastrointestinales es muy pequefia. Menos del 1% se absorbe
después de la ingestion o de la aplicacion rectal. La GM se absorbe con rapidez de
los sitios de inyeccion intramuscular, las concentraciones maximas en plasma se
alcanzan después de 30 a 90 minutos; su vida media en plasma es corta: 1 a4 horas

en humanos y de 30 minutos en animales pequefios de laboratorio (4). La GM se une
aticas, no se taboliza en el cuerpo y se excreta

muy poco a las proteinas pl
casi por completo mediante filtracién glomerular, alcanzando concentraciones de 50
a 200 ug/mlL en la orina (1,3) y es reabsorbida particularmente en células del tubulo
proximal.
-1.1.4. Toxicidad de la GM
Dentro de los efectos colaterales mas graves generados por la GM se encuentran

la ototoxicidad y la nefrotoxicidad.
1.2. Nefrotoxicidad provocada por GM

Las dosis terapéuticas de GM y otros aminoglucdsidos pueden provocar
nefrotoxicidad en humanos y el uso prolongado de esta clase de antibidticos se
conoce como una de las principales causas de insuficiencia renal aguda (IRA) (2,5).
De hecho, la funcion renal en los pacientes es monitoreada durante la terapia con el
tratamiento con GM y a pesar de que el darfio es generalmente reversibie una vez
que se suspende el tratamiento, se complican las condiciones det paciente
prolongando su estancia en el hospital incrementando los gastos meédicos.



El dafio renal inducido por GM esta caracterizado por un aumento en la excrecion
urinaria de la enzima lisosomal N-acetil-B-D-glucosaminidasa (6,7), incremento del
nitrégeno de urea en sangre (BUN) (7), aumento de la creatinina sérica (7,8) y la
disminucion en la depuracion de creatinina (8) subsecuente a una disminucion en la
filtracién glomerular. También se ha observado que la nefrotoxicidad por GM esta
caracterizada por necrosis tubular localizada principalimente en los tubulos
proximales. La absorcién neta de la GM por el rifndn, da como resultado una alta
concentracion del farmaco en la corteza renal; la vida media del farmaco en tejido
renal es de aproximadamente 100 horas (9). El mecanismo por el cual la GM es
incorporada a los tubulos proximales es mediante la interaccion del aminoglucdsido

con carga positiva con los fosfolipidos anidnicos en el borde del cepillo de las células

tubulares, posteriormente el farmaco se internaliza mediante un proceso de

pinocitosis (10,11) y se acumula en los lisosomas de las células de los tubulos
proximales; donde inactiva enzimas como fosfolipasas (A y C) y esfingomielinasas,
causando acumulacion de fosfolipidos e interfiriendo con la funcién normat de los
lisosomas (12).

El mecanismo exacto por el cual se induce la nefrotoxicidad por GM es incierto
aun; sin embargo, hay evidencias de que las especies reactivas de oxigeno (EROs)
estan implicadas en dicho dafo.

1.2.1. Participacién de las EROs en la nefrotoxicidad por GM.

Las especies reactivas de oxigeno producen dafio celutar y necrosis via varios
mecanismos dentro de los cuales se encuentra la peroxidacion de lipidos en la
membrana de las células, desnaturalizacién de proteinas y dafio a nivel del ADN
(13). Muchos han sido los estudios llevados a cabo para evaluar el proceso mediante
el cual se induce la nefrotoxicidad por GM y dentro de estos se ha encontrado que
las EROs juegan un papel importante en la induccién de dicho dafo renal. Las
evidencias in vitro demuestran que la GM incrementa la generacion de perdoxido de
hidrégeno por la mitocondria de corteza renal de rata (14) con la probable formacion
de otras EROs, radical hidroxilo y anion superéxido (15), las cuales pueden alterar
procesos intracelulares. En este mismo sentido, se ha observado que ja GM induce
la liberacion de hierro de mitocondrias en la corteza renal de ratas mediado por la
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generacion de peréxido de hidréogeno (14,16); el hierro liberado forma un complejo
con la GM que induce la formacién de EROs las cuales pueden conducir a la
peroxidacion de lipidos en corteza renal (17). Con respecto a esto, se ha encontrado
que atrapadores de radicales hidroxilo como el dimetilsulifoxido (DMSO),
dimetiltiourea (DMTU), quelantes de hierro como la deferoxamina, tienen efecto
protector en el dafio renal inducido por GM ya que este ultimo es importante en la
generacion de radicales hidroxilo (15). Asi mismo, experimentos in vivo, han
demostrado que la enzima SOD y el glutation reducido (GSH), sistemas
antioxidantes importantes en -el organismo, disminuyen en las ratas al ser
administradas con GM lo cual contribuye a que se presente el dafio renal; sin
embargo, al administrar SOD en ratas tratadas con este antibiotico se observo que
ésta protege notoriamente contra el dafio en la funcién renal (7,18).

1.3. Especies reactivas de oxigeno (EROs)

Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o Mas electrones
desapareados ya sea por pérdida o ganancia de ellos. La presencia de electrones
desapareados modifica la reactividad quimica de un atomo o de una molécula y la
hace generalmente mas reactiva. Dentro de estas especies reactivas las que son de
mayor interés para la biologia o la clinica son aquellas derivadas del oxigeno (19). El
oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerdbicos,; sin embargo, a
altas concentraciones puede llegar a ser téxico debido a ia produccion de especies
reactivas que se generan. La formacion de estas especies reactivas de oxigeno se
lleva a cabo a partir de la reduccidon incompleta del oxigeno en los sistemas
biolégicos, siendo principalmente tres especies las que se forman: el aniéon
superoxido (027), el peréoxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OH'). El
oxigeno generalmente acepta cuatro electrones y es convertido directamente a agua
en la cadena respiratoria mitocondrial mediante el complejo citocromo oxidasa (20),
la reaccién se lleva a cabo secuencialmente:

e- e- + 2H+ e-+ H+ e- + H+
Oz —eee— Oz~ — H202 ———— OH* —— 3 H20 1)

Se calcula que del oxigeno respirado del 1 al 3% es usado para formar anion
superoxido (O2°) tanto en la cadena de transporte de electrones dentro de la
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mitocondria como en el reticulo endoplasmico. Estas reacciones son inevitables en
un organismo dependiente del oxigeno. Ademas este radical, también es producido
por tos fagocitos como parte del mecanismo empleado para erradicar organismos
extrafios como bacterias (21). El peréoxido de hidrégeno no es un radical libre debido
a que no posee electrones desapareados; sin embargo, es un agente que puede
difundirse hasta llegar a zonas donde hay pocas defensas antioxidantes. El radical
hidroxilo es uno de los agentes mas reactivos ya que interactua practicamente con la
estructura molecular mas cercana y la célula no tiene mecanismos antioxidantes
enzimaticos que puedan combatirlo; por lo tanto, las células tienen que prevenir su
formacion mediante la eliminacién de {os precursores, anién superdxido y peroxido
de hidrégeno, por medio de sus defensas enziméticas. Cuando por alguna razén
aumenta en exceso la produccién de radicales libres en el organismo y la capacidad
de las defensas antioxidantes resulta ser ineficiente, se establece la situacion
conocida como estrés oxidativo, en la cual existe dafio celular, que llega a ser muy
severo y puede conducir a la muerte celular.

1.3.1. Anién superbxido (O27)

El anién superdxido es la primera especie reactiva de oxigeno formada durante la
reduccion univalente del oxigeno. Se forma cuando el oxigeno gana un electron. Bajo
condiciones normales es producido en bajas concentraciones por el metabolismo
celular a partir de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria, en
reacciones de la enzima xantina oxidasa durante el catabolismo de las bases
pdricas, mediante !a autooxidacién de varias moléculas dentro de las cuales se
encuentran las catecolaminas, la ubisemiquinona en la cadena transportadora de
electrones en la mitocodria y la hemoglobina. El anion superéxido también se origina
durante |la descarga respiratoria de los procesos fagociticos de las células de
defensa inmunologica, a través de un complejo enzimatico denominado NADPH
oxidasa (22).

NADPH oxidasa
202 + NADPH + H* ———v. — 202" + NADP*® + 2H" 2)




El anién superéxido sufre una dismutacion in vivo solamente con la ayuda de la
enzima superoxido dismutasa (SOD):

Superdxido dismutasa

202"+ 2H" ey H202+ O 33)
1.3.2. Perdxido de hidrégeno (H203)

El peroxido de hidrégeno es formado en los organismos durante las reacciones
de oxidacibn de quinonas, oxidacién de compuestos que contienen grupos
sulfhidrilos y mediante la dismutacion del anion superdxido por la accion de la enzima
superdxido dismutasa (Reaccion 3). Sin embargo, ia fuente mas importante de
formacion del H20: en las células es en la cadena de transporte de electrones en la
mitocondria. Este compuesto no es un radical libre ya que tiene todos sus electrones
apareados. Es un oxidante poco reactivo; sin embargo, puede reaccionar con iones
como el hierro y el cobre mediante la reaccién de Fenton dando lugar a la formacion
del radical hidroxilo (23).

Fer + H20>

1.3.3. Radical hidroxilo (OH")
In vivo, el radical hidroxilo se produce mediante la reaccién de Fenton (reacciéon
4). Por otro lado, el anion superéxido aumenta la produccion de Fe*, lo cual

— Fe* + OH" + OH- 4)

incrementa la reaccion de Fenton mediante la reaccion:
Fe*> + O" — Fe? + Oz (5)
El conjunto de las reacciones descritas; es decir, la dismutacion del anién
superoxido (Oz") que lleva a la producciéon de perdxido de hidrogeno (H202), el cual
a su vez se descompone en radical hidroxilo (OH) con intervencion del Fe*,

constituye el ciclo de Haber-Waeiss:
Fe®'/Fe>
O2" + H202 ———————> Oz + OH + OH- (6)

El radical hidroxilo es una molécula muy reactiva y su produccioén es critica ya que
interacciona con casi todas las moléculas que se encuentran en el organismo (acidos
nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos) (23). Las células al no tener
mecanismos antioxidantes que puedan combatirlo; usan como estrategia para
prevenir su formacion, la eliminacién de sus precursores los cuales son Oz” y H202

mediante sus defensas antioxidantes.



1.4. Mecani antioxidantes de defensa contra las EROs

Los organismos aerobios cuentan con sistemas de defensa contra las EROs que
tienden a impedir su formacién o a reaccionar con elias para convertirlas en especies
menos reactivas. Estos sistemas de defensa se clasifican en dos tipos: antioxidantes
enzimaticos dentro de los cuales se tienen a las enzimas catalasa (CAT), superdxido
dismutasa (SOD), glutation reductasa (GSH-Rx) y glutation peroxidasa (GPx) y los
antioxidantes no enziméaticos naturales como son el glutation, la vitamina C,
p-carotenos, compuestos organosulfurados del ajo, etc.
1.4.1. Antioxidantes enzimdticos
1.4.1.1. Superéxido dismutasa (SOD) (6xido reductasa EC 1.15.1.1)

Es una metaloenzima que lleva a cabo la reaccion de dismutacion del anion
superoxido a oxigeno y peroxido de hidrégeno (reaccion 3). La SOD es pH
independiente y tiene una alta afinidad por su sustrato, es resistente al calor o a
compuestos desnaturalizantes como la urea. En los mamiferos, ta SOD posee tres
isoformas; Mn-SOD, Cu-Zn-SOD y SOD-EC, las tres se sintetizan en los ribosomas
citoplasmaticos y son productos de genes diferentes. Dos de estas isoformas poseen
en su sitio activo Cu y Zn; una de ellas se localiza en el citosol y la otra es
extracelular; la tercera isoforma tiene en su sitio activo Mn y ésta se localiza en la
matriz mitocondrial (24). La SOD no es propiamente una enzima destoxificante, ya
que el producto de su actividad es el H;O2 el cual también causa dafio celular; sin
embargo, este es solo el primer paso de la cascada enzimatica que conduce a la
inactivacion de las EROs. El siguiente paso depende de la enzima catalasa.
1.4.1.2. Catalasa (CAT) (E.C.1.11.1.6)

La catalasa es una hemoproteina tetramérica con peso molecular de 240 kDa,
con cuatro ferriprotoporfirinas por molécula; su vida media en circulacion es
relativamente corta de 6 a 8 minutos. Se localiza principalmente en los peroxisomas
(80%) y en la mitocondria. En tejidos de mamiferos, la CAT esta presente en altas
concentraciones en higado y rifidn, y en bajos niveles en tejido conectivo (25).
Ademas de la catalasa, la glutation peroxidasa y la peroxidasa de leucocitos
compiten por el H202> como sustrato, razén por la cual no hay un aparente efecto



dafiino con la deficiencia de la enzima. La reaccién que lleva a cabo esta enzima es
la siguiente:

Catalasa

2H202 — 2H0 + O2 7)
1.4.1.3. Glutatién peroxidasa (GPx) (glutatién: H,02 oxidoreductasa EC 1.11.1.9)
Esta enzima cataliza la descomposicion de Hz;02 o de otros perdxidos
organicos mediante la oxidacién del glutation reducido (GSH) a glutation oxidado
(GSSG) (reaccion 8). El GSSG es a su vez reducido a GSH por medio de la enzima
glutation reductasa (GSH-Rx) en presencia de NADPH (reaccion 9) formando un
ciclo redox impidiendo que se agoten las reservas de GSH (26).

Glutation peroxidasa

H20 + 2GSH worr—remoeeeeeeeee—» GSSG + 2H20 (8)
Glutatién reductasa
GSSG + NADPH + H® ee——ee—————3, 2GSH + NADP* (9)

Se conocen diferentes isoformas de ésta enzima, la cual contiene un atomo de
selenio en su sitio activo:
s GPx citosdlica (cGPx). es una enzima tetramérica de 84 kDa que solo tiene
actividad antioxidante en casos de incremento de HO2 y de hidroperoxidos de
lipidos, pero muestra una baja actividad sobre hidroperoxidos de fosfolipidos y
colesterol.
e GPx en suero (pGPx): es un tetramero de 100 kDa, se sintetiza principalmente en
el rifion; se cree que tiene un papel protector en el rifién durante el dafo oxidativo.
Actualmente se considera un marcador del dafo al tubulo proximal, su actividad
plasmatica disminuye durante la necrosis tubular aguda. En la circulacion se
encuentra como un homotetramero (27).
* GPx gastrointestinal (giGPx): es un tetramero de 75 kDa; se localiza principalmente
en el tracto gastrointestinal de los roedores y en el humano se ha encontrado en
higado y colon. Se piensa que tiene un efecto protector contra los efectos adversos
de los hidroperoxidos.
o GPx de fosfolipidos (pIGPx): es una hidroperoxidasa de fosfolipidos, esta unida a
membranas intracelulares y tiene una menor afinidad por GSH que las demas.



1.4.1.4. Glutatién reductasa (GSH-Rx) (EC 1.6.4.2)

Es una enzima que requiere NADPH y que cataliza la conversion de glutation

oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) por medio de las siguientes reacciones:
GSSG + GR-(SH)2 — 2GSH + GR-S: (10)
GR-Sz2 + NADPH + H' -———— GR-(SH)2 + NADP"* (11)

En donde GR-(SH): y GR-S; corresponden a las formas reducidas (ditiol) y
oxidadas (disuifuro) de la glutation reductasa, respectivamente (28). Esta enzima es
esencial para el ciclo redox del GSH que mantiene jos niveles adecuados de
glutation reducido, el cual sirve como antioxidante al reaccionar con radicales libres y
peréxidos organicos, participa en el transporte de aminoacidos y es sustrato de
glutation peroxidasas y de glutatién S transferasas durante la detoxificacion de
peroxidos organicos y en el metabolismo de xenobidticos.

1.5. Generalidades del rifién

El rindn realiza dos funciones fundamentales: en primer lugar; eliminar gran parte
de los productos metabdlicos terminales del organismo y en segundo lugar, controlar
las concentraciones de la mayor parte de los componentes de los liquidos
corporales. En el humano, las dimensiones del rifdn son aproximadamente
12x6x3 cm; se localizan por debajo del diafragma en la cavidad abdominal posterior.
E! peso de cada rifdn varia de 125-170 g en el hombre y de 115-155 g en la mujer.
Estan divididos en dos grandes secciones: |la corteza y la médula (Fig. 2).




Fig. 2. Estructura interna del riféon.

La nefrona es la unidad funcional del rifidn, esta constituida basicamente por i) un
glomérulo a través del cual se filtra la sangre y ii) un tubulo largo, en el que el liquido
filtrado es convertido en orina en su camino hacia la pelvis renat. E{ glomérulo se
localiza en la corteza renal, es una red de hasta 50 capilares paratelos cubiertos por
cétulas epiteliates que estan incluidas en la capsula de Bowman, la presion de la
sangre en el glomérulo hace que se filtre el liquido hacia la capsula de Bowman, de
ahi, pasa al tubulo proximal situado también en la corteza renal. Desde el tubulo
proximal, el liquido pasa al asa de Henle, localizada en la médula del rifidn,
posteriormente entra al tubulo distal, el cual al igual que el tubulo proximal, se
encuentra en ia corteza renal, y finalmente pasa al tabulo colector que se encarga de
reunir el liquido de varias nefronas para luego vaciarse en la pelvis renal (Fig. 3).
Cuando el filtrado pasa a través de los tibulos, estos permiten que gran parte del
agua y cantidades variables de soluto se reabsorban en los mismos; el agua y
solutos que no se reabsorben se transforman en orina (29).



Fig. 3. Estructura de la nefrona.

1.5.1. Insuficiencia renal aguda (IRA)

Es una enfermedad que se caracteriza por una disminucion abrupta de ia
filtracion glomerular, resultando en la acumulacion de productos finales de!
metabolismo en el organismo como la urea y la creatinina. La insuficiencia renal
aguda (IRA) puede dividirse en tres grupos dependiendo de las causas que la
provoquen:

a) Insuficiencia renal aguda secundaria a la disminucion de la irrigacién

sanguinea del rifion; este cuadro se conoce como insuficiencia renal aguda
prerenal, ya que la alteracion se produce antes del rifidn.

b) Insuficiencia renal aguda intrarenal, la cual es secundaria a alteraciones del

interior del rindn.

¢€) Insuficiencia renal aguda postrenal, secundaria a una obstruccion del sistema

colector de la orina en algun lugar entre los calices y el tracto de la salida de la

vejiga (30).



d

1.6. El ajo: P y propied,

El ajo conocido botanicamente como Affiurm sativum, es una planta ampliamente
distribuida y es utilizada en todo el mundo, no solo como un condimento en las
comidas, sino también como remedio en la medicina popular. Este vegetal se sigue
utilizando gracias a la gran cantidad de estudios que se han realizado en los que se
demuestra que el ajo posee propiedades antimicrobianas, antitrombdéticas,
hipoglucemiantes, antihipertensivas, antiinflamatorias, anticancerigenas,
antioxidantes, entre otras (31-34).

Uno de los rasgos mas caracteristicos del ajo es su alto contenido de compuestos
organosulfurados. Cerca del 95% del azufre en los dientes de ajo intactos se
encuentra en dos clases de compuestos: sulféxidos de S-alquilcisteina y y-glutamil-S-
alquilcisteinas. El compuesto de azufre mas abundante en el ajo es la alina. El olor
caracteristico del ajo no esta presente como tal en la planta intacta sino que se
desprende al momento de triturar o cortar los dientes de ajo. Dentro del bulbo detl ajo,
la alina (suifoxido de cisteina, inodoro), es almacenada en las células mesofilicas que
no contienen a la enzima alinasa; ésta se encuentra compartamentalizada dentro de
la célula y cuando el ajo es sometido a un proceso mecanico como el triturario o
cortario, la enzima se libera y entra en contacto con la alina formando alicina
(tiosulfinato) (35), ia cual es responsable principalmente del olor caracteristico del ajo
fresco recién cortado pero no del aceite de ajo. La alicina y otros tiosulfinatos se
descomponen en otros compuestos azufrados como el ajoene, ditinas, dialil sulfuro
(DAS), dialil disulfuro (DADS) y dialii trisulfuro (DATS) (36,37). Et DADS es un de los
metabolitos que se ha detectado en el aliento de los humanos después de consumir
ajo (38-41); no se encuentra como tal en los dientes de ajo; mas bien es un producto
de la transformacion de la alicina. Lo anterior demuestra que este compuesto es un
metabolito que se produce in vivo.

De manera comercial se pueden obtener los derivados de tiosulfinatos
dependiendo del tratamiento que se les aplique (medio y temperatura). En presencia
de agua, DATS, DADS y alil metil trisulfuro son los productos principales. Mediante
destilacion por arrastre de vapor en los dientes de ajo triturados, se obtiene el aceite
comercial en el cual se encuentran muchos compuestos azufrados siendo los de
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mayor proporcion: dialil (57%), alil metil y dimeti! sulfuro (37%) y el resto otros
compuestos organosulfurados. Mediante la incubacion a temperatura ambiente y con
disolventes organicos como hexano o éter, se obtienen dos compuestos adicionales:
vinilditinas en mayor proporcién y ajoene (Fig. 4). Los principales componentes del
aceite de ajo que se obtiene por destilacion, son DADS (39%), DATS (35%) y DAS
(10%) (42); compuestos organosuifurados que han comenzado a ser estudiados para
determinar su actividad. De hecho, la gran mayoria de las investigaciones
farmacologicas realizadas con respecto al ajo se han centrado en estudiar a sus
compuestos azufrados debido a que no solamente se encuentran en mayor
proporcion en el mismo sino que son los Unicos compuestos del ajo que se sabe
tienen actividad farmacolégica a dosis que representan niveles normales de consumo
de ajo (36). En este sentido, se ha observado que los extractos de ajo envejecido,
cuyos principales componentes son la S-alil-cisteina y S-alil-mercaptocisteina,
inhiben la formacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico inducidas por el
t-butil hidroperoxido en fracciones microsomales de higado in vivo (43). Los
compuestos organosulfurados del extracto envejecido de ajo son eficaces para
atrapar H20:2 e inhibir lipoperoxidacion en un modelo in vitro (44). Los compuestos
alilo que estan presentes en el aceite de ajo presentan actividad microbiana in vitro y
la magnitud de su actividad esta relacionada con el numero de atomos presentes en
estos compuestos (45). Estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que el
polvo de ajo es capaz de proteger contra el dafo renal inducido por la administracion
de GM en ratas (46); de igual manera se observé que la administracion de DAS
protege de manera parcial contra este dafio (47). También con respecto al aceite de
ajo, se ha observado que tiene un efecto modulatorio en las enzimas encargadas de
metabolizar farmacos y su efecto puede ser atribuido a sus tres principales
componentes sulfurados (DADS, DATS, DAS); de igual manera se ha demostrado
que inhiben la carcinogénesis inducida por benzo[alpireno en modelos animales y
juegan un papel importante en la modulacion del sistema antioxidante relacionado
con GSH en el higado y eritrocitos de las ratas (42,48,49). Por estas razones;
recientemente, el DADS, compuesto derivado del ajo, se ha estudiado para
determinar la actividad que posee como antioxidante y anticancerigeno.
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Fig. 4. Accion de |a alinasa sobre ta alina para dar alicina, la cual a su vez da origen a
diversos compuestos organosuifurados.

1.6.1. Evidencias que sustentan las propiedades del DADS.

La alina da lugar a la formaciéon de compuestos organosulfurados cuando el ajo
sufre un proceso mecanico o cuando es metabolizado en el organismo; uno de estos
compuestos es el DADS. Este compuesto corresponde a un 39% del aceite esencial
de ajo (42). Al igual que el ajo, se ha reportado que el DADS posee actividades
anticancerigenas y antioxidantes, entre otras. Entre estas se encuentra que: la
administracion de DADS, retarda significativamente el crecimiento de tumores
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mamarios inducidos por N-metil-N-nitrosourea en ratas; de igual manera, fue muy
efectivo en inhibir el crecimiento /n vitro de lineas celulares de tumores humanos
(colon, pulmén y piel) (50.51). Se ha observado también que el DADS puede
disminuir los niveles de col ol en plasma y en higado (52). El DADS es capaz de
inhibir la peroxidacion de lipidos en higado inducida por tetracloruro de carbono asi
como de atrapar a los radicales libres formados por el mismo y prevenir la oxidacion
inducida por tetracloruro de carbono en albumina; de igual manera es capaz de
interaccionar con los radicales libres inducidos por Fe in vitro utilizando un sistema
de liposomas (53,54). También se ha observado que esta presente en el aliento de
los humanos después de consumir ajo (38-41), lo cual demuestra que es un

metabolito que se genera in vivo.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La gentamicina (GM) es el antibidtico de primera elecciéon que se utiliza para tratar
padecimientos ocasionados por bacterias gram negativas (1). Sin embargo, su
utilidad clinica se ve disminuida debido a que uno de los efectos secundarios que
presenta es la nefrotoxicidad. De hecho, se ha encontrado que aproximadamente el
20% de los pacientes tratados con aminoglucdsidos por mas de 7 dias presentan
insuficiencia renal aguda (2).

Existen evidencias tanto in vivo como in vitro de que las especies reactivas de
oxigeno (EROs) juegan un papel muy importante en la nefrotoxicidad ocasionada
por gentamicina (GM).

Se sabe que el ajo, entre otras, posee actividad antioxidante y ésta se le atribuye a
sus compuestos organosulfurados. Recientemente en nuestro laboratorio se observd
que una dieta enriquecida con polvo de ajo al 2% disminuye la nefrotoxicidad
ocasionada por GM (46), este efecto protector se asocio a una prevencion de estrés
oxidativo renal; sin embargo, aun no se identifica al compuesto © compuestos
responsable(s). Es por eso, que el dialil disulfuro (DADS), uno de los metabolitos con
propiedades antioxidantes, que se obtiene al consumir ajo, se escogid para
determinar si es responsable de la proteccidén contra la nefrotoxicidad inducida por
GM.

3. HIPOTESIS
Dado que en una dieta enriquecida con polvo de ajo al 2% se observo que el dafio
renal inducido por GM disminuyd, la administracion de dialil disulfuro, en ratas
tratadas con gentamicina evitara el dafio renal producido por este antibidtico.
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4. OBJETIVO GENERAL
Investigar el efecto protector del dialil disulfuro, metabolito del ajo, en la
nefrotoxicidad inducida por gentamicina, evaluando e! dafioc renal mediante
marcadores tubulares, glomerulares y de dafio estructural asi como e estrés

oxidativo y la actividad de las enzimas antioxidantes.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES
Determinar si la administracion de DADS presenta un efecto protector sobre el
dafio renal ocasionado por GM evaluando:

- Marcadores de dafio tubular: actividad de N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG)
en orina, proteinuria y actividad de glutation peroxidasa en suero (pGPx).

- Marcadores de dafio glomerular: nitrogeno de urea en sangre (BUN) y
creatinina en suero.

- Darfio estructural de los tubulos mediante una tincion de hematoxilina y eosina
(H&E).

- Estrés oxidativo mediante la presencia de proteinas oxidadas en corteza renal

- Actividad de las enzimas antioxidantes superdoxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa y glutation reductasa.
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5. METODOLOGIA

5.1, Reactivos

El p-nitrofenil-g-b-glucosaminido, el p-nitrofenol, la albumina sérica bovina (ASB),
la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH), la glutation
reductasa (GSH-Rx), el glutatién reducido (GSH), el glutation oxidado (GSSG) la
leupeptina, ia pepstatina A, la aprotinina, la dinitrofenilhidrazina (DNPH), el suifato de
estreptomicina, la guanidina-HCI, la xantina oxidasa, la xantina, el nitroazul de
tetrazolio (NBT), el ditiocarbamato de dietilo (DDC), el reactivo de Folin & Ciocalteu's
phenol, el amortiguador HEPES y las bolsas de dialisis fueron de Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO). EIl citrato trisédico y la azida de sodic fueron de Merck
(Alemania). El carbonato de sodio, el acido tricloroacético (TCA), el EDTA disdédico,
las sales de fosfatos para los amortiguadores, el sulfato de cobre, el cloruro de sodio,
el cloruro de cobre (ll), el sulfato de amonio y el hidréxido de sodio fueron de J.T.
Baker (México, D.F.). El peréxido de hidrogeno al 30% y el tartrato de sodio fueron
de Mallinckrodt (México, D.F.). La gentamicina (GM) que se utilizd fue la
presentacion comercial Garamicina® solucion inyectable de 160 mg/2 mbL de
Schering-Plough. (México, D.F.). Las detérminaciones de urea en sangre y creatinina
se realizaron con estuches comerciales de ia marca Spinreact, S.A. (Espafa). E{
dialildisulfuro fue de LKT laboratories, Inc. (St. Paui, MN).

5.2, Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 250-260 g de peso (9-10 semanas
de edad), las cuales fueron mantenidas durante todo el tratamiento en jaulas
metabdlicas con ciclos artificiales de luz/oscuridad de 12 h (6:00 a.m. — 18:00 p.m.)
con alimentacion y agua ad libiturn.

5.3. Tratamiento de los animales

Se utilizé un total de 36 ratas las cuales se dividieron en los siguientes grupos:
i) grupo control (CT) (n=9); al cual se le administro solucién salina tanto por via
subcutanea cada 12 horas como por via intragastrica cada 24 horas; ii) grupo
gentamicina (GM) (n=9); al cual se le administré GM a una dosis de 70 mg/kg de
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peso cada 12 horas; iii) grupo dialil disulfuro (DADS) (n=9); al cual se le administré
DADS a una dosis de 50 mg/kg de peso via intragastrica cada 24 horas y;
iv) GM+DADS (n=9) al cual se le administré DADS a una dosis de 50 mg/kg de peso
cada 24 horas via intragdstrica, 30 minutos después se le administré GM por via
subcutanea a una dosis de 70 mg/kg de peso y aproximadamente 12 horas mas
tarde se le administré6 GM nuevamente. Para estos ensayos DADS se preparso en
aceite de maiz como vehiculo y se les administro a los animales en un volumen entre

12 y 15 ul por dosis.

5.4 Obtencién de las muestras

El tratamiento se aplicé durante 4 dias consecutivos, se suspendio el dia 5 y los
animales se sacrificaron por decapitacion este ultimo dia. El peso corporal se
monitored a diario y se midio el volumen urinario de 24 h de los dias O, 2y 4. La orina
se centrifugd a 2,500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente en una centrifuga
IEC HN-Sil. Alicuotas de cada muestra (1.5 mL) fueron colocadas en tubos
eppendorf y se congelaron a -45° C para su uso posterior. Al momento del sacrificio,
la sangre de las ratas se colecté de manera individual en tubos de vidrio, después de
un tiempo se separd el coagulo, se centrifugaron las muestras a 2,500 rpm durante
10 min a temperatura ambiente y alicuotas del suero fueron colocadas en tubos
eppendorf, congelandolas a -45° C hasta su uso.

Por otra parte, los rifiones de cada una de las ratas fueron disecados, uno de los
cuales se cortd en tres partes; ia parte mas delgada se fijd en 500 pL de formol al
10% para preparar posteriormente cortes histolégicos. Las partes sobrantes y el otro
rindn se guardaron en tubos eppendorf y se congelaron a -45°C para posteriormente
preparar los homogeneizados. Antes de preparar el homogeneizado, |a corteza renal
fue separada de la médula, los cortes fueron homogeneizados en amortiguador de
fosfatos 50 mM, pH 7, tritdn 10%, empleando un homogeneizador tipo potitrén
Brinkmann durante 10 seg. Los homogeneizados fueron centrifugados en una
microcentrifuga Beckmann a 15,300 rpm durante 1 hora a 4°C determinando en ellos
el contenido de carbonilos en las proteinas oxidadas y la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD, CAT, cGPx y GSH-Rx.
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5.56. Determinaciones

o En las orinas de los dias 0, 2 y 4 se determind la excrecién de la enzima
N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG), asi como la excrecion de proteinas. La
concentraciéon de creatinina se determind solamente en las orinas del dia 4.

a En el suero se midid la concentracion de nitrégeno de urea, de creatinina, y ia
actividad de |la enzima glutation peroxidasa.

o En la corteza renal se determind la concentracion de carbonilos en las
proteinas oxidadas y la actividad de las enzimas catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx renal), GSH reductasa (GSH-Rx) y las diferentes isoformas
de la superéxido dismutasa (SOD, Mn-SOD y Cu-Zn SOD).

o Se realizaron cortes histolégicos del rifién para evaluar el dafo estructural.

En todas las determinaciones se utilizé un espectrofotémetro Beckman Coulter

DU 640 y sus diferentes programas: longitud de onda fija (Fixed wavelenght), protein
y kinetics.

5.5. 1. Actividad de N-acetil-p-D-glucosaminidasa (NAG) en orina (EC 3.2.1.30)

La actividad de la enzima NAG se determind a través de un ensayo basado en la
conversion det p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminido en p-nitrofenol, que a pH acido
es incoloro y se encuentra protonado y al alcalinizar el medio pasa de su forma
protonada a su forma aniénica la cuat absorbe a 405 nm (Fig. 5).

O ey O O

p-nitrofenil-N-acetil-3—D- N-acetil-O-glucosa p-nitrofenol aumax = 405 nm
glucosaminido

Fig. 5. Fundamento para la deteccion de la N-acetil-B-D-glucosaminidasa.

Se utilizaron 50 ul de orina sin diluir, se agregaron a 375 ul de un amortiguador de
citratos 50 mM, pH 4.4 y posteriormente se les adicionaron 125 ul de sustrato
(p-nitrofenil B-D-glucosaminido) a una concentracion final de 6.8 mM (55,56). Para
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cada muestra se prepar® un blanco sin sustrato con 500 ul de amortiguador de
citratos; y para evaluar la conversion espontdnea del sustrato se preparé un bianco
con amortiguador de citratos 5§50 ul sin muestra de orina y un tubo con 425 ul de
amortiguador de citratos y 125 pl de sustrato. Todos los tubos se agitaron y se
incubaron a 37 °C durante 15 min. La reacciéon se detuvo con 1.1 mL de NaCOs
0.2 M, pH 10.4 y las muestras se leyeron a 405 nm. Las absorbencias de la forma
anionica del p-nitrofenol se interpolaron en una curva de calibracion de p-nitrofenol
en un intervalo de 5 a 175 nmol. Los resultados se expresaron como unidades (U) de
NAG/24 h en donde una U se define como la cantidad de enzima que libera un
micromol de p-nitrofenol por minuto bajo las condiciones del ensayo.

5.5.2. Excrecién de proteinas totales en orina

La concentracion de proteinas totales eliminadas en la orina se determind por
medio de su precipitacion con acido tricloroacético (TCA) y la medicion de la turbidez
a 420 nm (57). Para ello; después de centrifugar las orinas, se diluyeron 1:5 con
solucion salina (volumen final 2 mL), posteriormente las muestras se separaron en
dos alicuotas de 1000 ulL; a una se ie agregaron 250 uL de TCA al 12.5% y a la otra
250 uL de solucidn salina ya que ésta dltima se utilizé como blanco. Todos los tubos
se dejaron incubando durante 10 minutos a temperatura ambiente. Para la
determinacion de la concentracion, los resultados de absorbencias se interpolaron en
una curva patron de albumina sérica bovina (ASB) entre 0.04 y 0.8 mg/mL. Los
resultados se expresaron en mg de proteina/24 h.

5.5.3. Glutatién peroxidasa (cGPx y pGFPx) (EC. 1.11.1.19)

La actividad de esta enzima se midid tanto en las muestras de suero como en los
homogeneizados de la corteza renal de manera indirecta, mediante un par de
reacciones en las que en presencia de la enzima, el glutation reducido (GSH) y H202
se genera glutation oxidado (GSSG). El GSSG es reducido a su vez por la glutation
reductasa utilizando NADPH como cofactor (Fig. 6).
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Fig. 6. Actividad de la GPx y regeneracion del glutation oxidado por medio de la GSH-Rx.

La reaccién se basa en la disminucion de la absorbencia de! NADPH (340 nm) (58).
Las muestras de suero se diluyeron 1:8 previamente con un amortiguador de fosfatos
50 mM, pH 7.0 (volumen final 240 plL). En un tubo se mezclaron 100 pL de la
muestra diluida y 800 ul. de la mezcla de reaccién mantenida en hielo, 1a cual
contenia EDTA dis6dico, azida de sodio, NADPH, glutation reductasa, glutation
reducido y amortiguador de fosfatos S0 mM, pH 7.0. La reaccién se incubdé a
temperatura ambiente durante 5 minutos y después se adicioné a una celda de
cuarzo que contenia 100 ul de una solucién preparada con 2 ub de H20: al 30% en
10 mL de amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0. La absorbencia a 340 nm se leyd
durante 3 min a intervalos de 1 min. Como control se utilizé un blanco el cual carecia
de la muestra experimental. Los resultados se expresaron en U/mL donde una
unidad équivale a la oxidacién de un micromol de NADPH por minuto.

5.5.4. Histologfa
Las porciones de rifén fijadas con formol al 10% en amortiguador de fosfatos
salino (PBS), se trataron con etanol y xilol y posteriormente se embebieron en
parafina. Se realizaron cortes de 4 um y fueron colocados en portaobjetos a los
cuales se les elimind la parafina con xilol; para ser posteriormente rehidratados con
diferentes preparaciones de etanol en agua (100%, 96% y 70%) y ser tedidos con
hematoxilina-eosina (!4&E). Finalmente, los cortes ya tedidos se deshidrataron
pasando por soluciones de etanol y xilol; se prepararon para su observacion con una
resina soluble en xilol y un cubreobjetos. Los cortes se analizaron con un
microscopio de luz (Leica Qwin Image Analyzer) observando la morfologia de los
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tubulos proximales; buscando indicios de vacuolizacidon y necrosis que indican el

dano renal.

5.5.5. Creatinina en suero

La creatinina presente en suero se determindé con un método colorimétrico-
cinético mediante la reaccion de Jaffé (Fig. 7), basada en la generacion de un color
anaranjado al reaccionar la creatinina con el acido picrico en solucidn alcalina. El
producto formado absorbe a 492 nm y su absorbencia es directamente proporcional
a la concentracion de creatinina presente en la muestra.

CHi— NO; o, NO,
?H,:o + e NO, ————
NH® o H™ NH
©2 No, nN—¢

Complejo

picrato - creatinina

Creatinina Acido plcrico

lmax = 492 nm

Fig. 7. Reaccion de Jaffé.

Para ello, el suero se desproteinizd previamente por precipitacion con TCA a! 1.25%,
posteriormente las muestras se centrifugaron 10 minutos a 5,000 rpm en una
microcentrifuga Beckmann. En una celda se adicionaron 50 uplL del suero
desproteinizado y 500 ul de la mezcla de reaccidon (acido picrico 17.5 mM e
hidréxido de sodio 0.29 M, 1:1), se leyd en el espectro a los 0, 30, 60 y 90 seg. Se
leyé primeramente un blanco que carecia de las muestras experimentales,
posteriormente se leyd el estandar de creatinina de 2 mg/dL a los tiempos antes
mencionados. La cantidad de creatinina presente en las muestras se obtuvo
comparando la diferencia de lecturas entre los tiempos de 30 y 90 segundos con
aquella del estandar de creatinina, posteriormente se dividio la densidad oSptica
obtenida de la muestra entre la densidad optica del estandar y finalmente se
multiplicé el resultado por la concentracion del estandar. Los resultados se

expresaron como mg de creatinina/dL.



5.5.6. Nitrégeno de urea en sangre (BUN)

La concentracion de la urea en el suero se determind con un método
colorimétrico adaptado de la reaccidon propuesta por Jung et al.,, 1975 (59) (Fig. 8).
Se basa en la reaccion de la urea con el ortoftalaldehido a 37° C en medio 4cido
desarrollando un producto colorido que muestra un maximo de absorbencia a
510 nm.

=N
v o=cl (jc @6. o
O, o=l e
Ure: urea

Oxtoftalaidehido a

MBX 510 nm

Fig. 8. Reaccién entre la urea y el ortoftalaldehido.

Se mezclaron 10 pulL de la muestra con 400 ulL de ortoftalaldehido (4.8 mM) y 400 pL
de borato (87 mM), los tubos se incubaron a 37° C por 15 min; transcurrido ese
tiempo se leyeron las absorbencias. En las mismas condiciones se incluyd un blanco
que carecia de la muestra experimental y un estandar de urea de 50 mg/dL. La
concentracion de urea en el suero se obtuvo dividiendo la densidad optica obtenida
de la muestra entre la densidad Sptica del estandar y el resultado se multiplicé por la
concentracion del estandar de urea. Finalmente la cantidad de nitrégeno de ja urea
se obtuvo dividiendo la concentracion entre 2.14 factor que nos indica el niumero de
atomos de nitrégeno en una molécula de urea. Los resultados se expresan en
mg /dL.

5.5.7. Proteinas oxidadas

La 2,4-dinitrofenilthidrazina (DNPH) reacciona con los grupos carbonilo de las
proteinas oxidadas presentes en las muestras para formar un complejo proteina-
hidrazona (60) el cual absorbe a 370 nm (Fig. 9).
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Fig. 9. Reaccion entre la 2 .4-dinitrofenilhidrazina y los grupos carbonilo.

E) contenido de carbonilos en las proteinas oxidadas se determiné en los
homogeneizados de corteza de rifdn preparados en amortiguador de fosfatos
50 mM, pH 7 en presencia de inhibidores de proteasas: leupeptina (5 pg/mL),
pepstatina A (7 ng/mL) y aprotonina (5 ug/mL), EDTA 1 mM y triton X-100 al 0.1%.
Los homogeneizados se incubaron con 100 uL de sulfato de estreptomicina al 10%
durante una noche. Al dia siguiente se centrifugaron 150 ulL de los sobrenadantes y
se colocaron en 2 tubos eppendorf; a uno de los tubos se le agregaron 600 ulL de
2. 4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM disueita en HCI 2.5 M y el otro tubo se
preparé para determinar el contenido de proteinas totales en el homogeneizado
agregandole 600 ul de HCI 2.5 M. Una vez adicionados la DNPH y el HCI, las
muestras se incubaron durante una hora a temperatura ambiente y en la oscuridad
agitandolas cada 15 minutos A continuacion las muestras fueron precipitadas con
TCA al 20 y 10% con la finalidad de precipitar las proteinas y lavar, centrifugando
posteriormente durante 10 minutos a 4,500 rpm y 4°C; los lipidos y ia DNPH libre se
extrajeron con una mezcla de etanol: acetato de etilo (1:1). Los precipitados se
resuspendieron en guanidina-HCI| 6 M y finalmente se leyeron a 370 nm.

El contenido de carbonilos que expresa la cantidad de proteinas oxidadas se
determiné utilizando et coeficiente de extincion del DNPH (22,000 M~ cm™') y el dato
de la concentracion total de proteinas determinada a 280 nm en los tubos sin DNPH.
Los resultados se expresan como nmoles de carbonilos/mg de proteina.
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5.56.8. Catalasa (EC.1.11.1.6)
La actividad de la enzima se midié por medio de una reaccidn cinética en donde

disminuye la absorbencia del H20: debido a su degradacion por la catalasa de
acuerdo al método de Aebi (61). El sobrenadante de los homogeneizados diluidos en
amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.0 se mezcld en proporcion 1:30 con H20;
7.7 MM y se leyd a los 15 y 30 segundos a 240 nm. La actividad de catalasa se
determind usando la constante de reaccion de primer orden k como la unidad de
actividad de |a catalasa, la cual se define de acuerdo a la siguiente formula:

k= (1/At) (2.3 x log [A1)/[Az2)) donde t = intervalo de tiempo medido, [A4] y [AZ] son las
absorbencias del H;02 en los tiempos t; y t;. Finalmente, la actividad especifica se
calculé al dividir el valor de x entre los mg de proteina adicionados al ensayo
determinado por el método de Lowry ef al. (62). La actividad se expresdo como k/mg

de proteina.

5.5.9. Glutation reductasa (EC 1.6.4.2)

La actividad de esta enzima se determind en homogeneizado de corteza renal
por medio de una reaccion cinética en |la cual la enzima convierte el glutation oxidado
(GSSG) a glutation reducido (GSH) en presencia de NADPH como cofactor. La
reaccion se basa en ia disminucion de la absorbencia del NADPH que absorbe a
340 nm (63). En un tubo se mezclaron 50 ut del homogeneizado previamente diluido
1:5 en amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7.6, con 950 ulL de la mezcla de
reaccion la cual contenia EDTA 0.5 mM, glutation oxidado (GSSG) 1.25 mM y
NADPH 0.1 mM. La mezcla se adicioné a una celda de cuarzo y se procedio con la
lectura a la longitud de onda antes mencionada; la absorbencia se ieyo durante 3 min
a intervalos de 1 min utilizando como blanco amortiguador de fosfatos 100 mM, pH
7.6. Los resultados se expresaron en U/mg proteina en donde 1U=1 umol de NADPH

oxidado/min.

5.5.10. Superdxido dismutasa (SOD total, Mn-SOD y Cu,Zn-SOD) (EC 1.15.1.1)
Se midid en los homogeneizados de corteza renal por medio de una reaccion en
ia cual se inhibe la reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los aniones
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superoxido generados por el sistema xantina-xantina oxidasa. La reaccion se leyo a
560 nm; longitud de onda a la cual absorbe el NBT reducido. Para llevar a cabo la
determinacion de SOD total, se colocaron 165 ulL de sobrenadante del
homogeneizado de rifidn previamente diluidos 1:100 en dos tubos; se incubaron
durante 15 minutos con 815 uL de una mezcla de reaccion que contenia xantina
0.3 mM, EDTA 0.6 mM, NBT 150 mM, Na.COa 400 mM y albiamina 0.1%; las
reacciones se iniciaron agregando 17 ul de xantina oxidasa (168 U/L) a uno de los
tubos a intervalos de 10 segundos entre cada muestra; el otro tubo se utilizé como
blanco agregando 17 ulL de amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0 en lugar de
xantina oxidasa. Las reacciones se detuvieron a intervalos de 10 segundos después
de los 15 minutos de incubacion con CuClz 0.8 mM, Se utilizaron ademas tubos de
100% de reduccion de NBT, los cuales carecian de muestra. Finalmente la cantidad
de NBT reducido se leyé a 560 nm y la actividad de SOD total se determind en base
a la concentracion de protaeina total afiadida al ensayo. Para determinar la actividad
de la Mn-SOD, se les agrego a las muestras ditiocarbamato de dietilo (DDC) (64)
para inactivar ia isoforma Cu,Zn-SOD y se incubaron a 30°C durante 1 hora,
posteriormente se dializaron las muestras durante 3 horas en agitacion con buffer de
didlisis y se siguié el mismo procedimiento empleado para la determinacién de la
actividad de SOD total. La actividad de Cu,Zn-SOD en corteza renal se determind
mediante la diferencia entre la actividad de SOD totai y Mn-SOD. Los resultados se
expreséron como U de SOD/mg de proteina,

5.6. Anadlisis estadistico

Los datos se reportaron como la media + la desviacion estandar. Los datos se
analizaron con el programa Prism 3.0 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) usando la
prueba de ANOVA y comparaciones multiples con el método de Bonferroni. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas a valores de p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.7. PESO CORPORAL
Ni 1a gentamicina (GM) ni el dialil disulfuro (DADS) tuvieron efecto sobre el peso

corporal de las ratas (Fig. 10). No hubo diferencias significativas entre los grupos

durante todo el experimento.

Peso corporal
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Fig. 10. Efecto de GM y de DADS sobre el peso corporal.

6.2. VOLUMEN URINARIO
Se observo un aumento significativo del volumen urinario del dia 4 tanto en el

grupo GM (15+5) como en el grupo GM+DADS (18+5) con respecto al control (8+2).
El volumen urinario del grupo tratado solo con DADS (8+3) no presento diferencias

con respecto al control (Fig. 11).
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Fig. 11. Efecto de GM y de DADS sobre el volumen urinario, *p<0.05 vs. CT y DADS.
**p<0.001 vs. CT y DADS.
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6.3. PARAMETROS DE DANO TUBULAR
6.3.1. Actividad de la N-acetil-p-D-glucosaminidasa (NAG) en onna

El grupo de ratas tratadas con GM presenté un aumento significativo de NAG
(0.410.1) con respecto al control (0.08+0.03). Sin embargo, la administracion de
DADS a las ratas tratadas con GM (GM+DADS) (0.310.02) redujo este incremento de
manera parcial pero significativa (Fig. 12).
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Fig. 12. Efecto de GM y de DADS sobre la actividad de la NAG en orina.
*p<0.001 vs. CT; +p<0.01 vs. GM
6.3.2. Excrecién de proteinas totales ern orina
La proteinuria aumenté de forma significativa en el grupo tratado con GM (63+11)
respecto al control (20+4). La administracion de DADS a las ratas tratadas con GM
(42+12) previno significativamente este aumento (Fig. 13).
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Fig. 13. Efecto de GM y de DADS sobre la excrecion de proteinas totales en orina.
*p<0.001 vs. CT y +p<0.001 vs. GM



6.3.3. Actividad de GPx en suero

La administracion de GM (21+0.4) disminuy6 de forma significativa la actividad de
la GPx en el suero con respecto al control (4+0.5). La administracion de DADS en las
ratas tratadas con GM previno parcialmente esta disminucién pero la diferencia fue
significativa (3+0.5) (Fig. 14).

Actividad de GPx en suero
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Fig. 14. Efecto de GM y de DADS sobre la actividad de GPx en suero.
*p<0.05 vs. CT; **p<0.001 vs. CT; +p<0.01 y ++p<0.001 vs. GM.

6.4, Histologia

En los cortes histologicos se muestra que las ratas tratadas con gentamicina (GM)
presentan dafio en los tibulos proximales caracterizado principaimente por necrosis
y vacuolizacién (C); el porcentaje de darno tubular fue de 87.2+11%. E! tratamiento
con DADS a las ratas administradas previamente con GM redujo de manera
significativa dicho dafno a 5§2.4+16% (D). Los cortes de las ratas CT y ratas tratadas
solamente con DADS no muestran alteraciones renales (A y 8) (Fig. 15).
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Fig. 15. Microscopia de luz de ios cornes de corteza renal de los grupos CT (A). DADS (B),
GM (C) y GM+DADS (D). H&E 100X.



6.5. PARAMETROS DE DANO GLOMERULAR
6.5. 1. Nitrogeno de urea en sangre (BUN)

Se observo un aumento significativo en el grupo que recibidé GM (3314) con
respecto al control (20+3). El DADS previno parcial pero significativamente el
aumento de BUN inducido por la GM (2516) (Fig. 16).
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Fig. 16. Efecto de la GM y de DADS sobre el BUN.
“p<0.001 vs. CT; +p<0.01 y ++p<0.001 vs. GM.

6.5.2. Creatinina en suero

La concentracion de la creatinina en suero aumentd significativamente en las
ratas tratadas con GM (1+0.3) con respecto a la concentracién en el suero de las
ratas del grupo controt (0.7+0.07). De igual manera, la administracion de DADS a
ratas tratadas con GM previno de forma parcial pero significativa dicho aumento

(0.9x0.1) (Fig.17).

Creatinina en suero
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Fig. 17. Efecto de GM y de DADS sobre ia creatinina en suero.
*p<0.01 vs, CT.;**p<0.001 vs. CT; +p<0.001 vs. GM.



6.5.3. Depuracién de creatinina

La depuracion de creatinina disminuyo significativamente en el grupo tratado con
GM (0.4+0.08) con respecto al grupo control (0.8+0.2). La administracion de DADS a
las ratas tratadas con GM previno significativamente dicha disminucion (0.8+0.2)
(Fig. 18).
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Fig. 18. Efecto de GM y de DADS sobre la depuracién de creatinina.
*p<0.001 vs. CT; +p<0.001 vs. GM.
6.6. PROTEINAS OXIDADAS
£l tratamiento con la gentamicina (GM) (2.7+0.3) aumentd significativamente el
contenido de carbonilos en las proteinas oxidadas en 1a corteza renal con respecto al
control (2.0+0.5). El tratamiento con DADS en ratas tratadas con GM (2.1+0.3)
disminuyo su contenido en forma significativa (Fig. 19).
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Fig. 19. Efecto de GM y DADS sobre el contenido de carbonilos de las proteinas oxidadas en
corteza renal.*p<0.01 vs. CT; +p<0.05 vs. GM.
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6.7. ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES EN CORTEZA RENAL

6.7.1. Actividad de catalasa (CAT)
Al igual que en los parametros que determinan un dafio renal, la gentamicina

(GM) también disminuyé (0.2+0.05) significativamente la actividad de la CAT cuando
se compard con el grupo control (0.4+0.08). En este caso, el DADS (0.3+0.02) por si
solo disminuyé la actividad de CAT, razén por la cual la administraciéon de DADS a
ratas tratadas con GM no restaurd la actividad de la enzima (0.2+0.05) (Fig. 20).
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Fig. 20. Efecto de GM y de DADS sobre la actividad de la CAT.*p<0.01 y **p<0.001 vs. CT;
+p<0.001 vs. GM.

6.7.2. Actividad de glutation peroxidasa (cGFPx) en corteza renal
La actividad de esta enzima disminuyd significativamente en el grupc tratado con

GM (0.1+0.02) con respecto al grupo control (0.230.03). El DADS administrado a las
ratas tratadas con GM previno de manera significativa la disminucién de dicha

actividad (0.2+0.02) (Fig. 21).
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Fig. 21. Efecto de GM y de DADS sobre ia actividad de GPx en corteza renal.
*p<0.001 vs. CT; +p<0.001 vs. GM.
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6.7.3. Actividad de glutatién reductasa (GSH-Rx)
Se observé una disminucién significativa en la actividad de esta enzima en el

grupo tratado con GM (0.0410.003) con respecto al grupo CT (0.051+0.004). Elt DADS
administrado a las ratas tratadas con GM previno de manera significativa dicha

disminucién (0.05+0.006) (Fig. 22).
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Fig. 22. Efecto de GM y DADS sobre la actividad de {a enzima GSH-Rx en corteza
renal.*p<0.01 vs. CT; +p<0.001 vs. GM.

6.7.4. Actividad de superéxido dismutasa total (SOD)
La actividad de esta enzima disminuyo significativamente por el tratamiento con

GM (15+0.8) con respecto al contro! (19+1). El tratamiento con DADS administrado
previamente a la GM previno dicha disminucion de manera total (19+1) (Fig. 23).
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Fig. 23. Efecto de GM y DADS sobre la actividad de SOD total en corteza renal.
“p<0.001 vs. CT; + p<0.001 vs. GM.
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6.7.5. Actividad de superdxido dismutasa de manganeso (Mn-SOD)

La actividad de la isoforma Mn-SOD disminuyo significativamente en el grupo
tratado con GM (5+0.5) comparandola con el grupo CT (6+0.7). El tratamiento con
DADS previno dicha disminucion de manera significativa (7+1) (Fig. 24).
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Fig. 24. Efecto de GM y DADS sobre la actividad de Mn-SOD en corteza renal.
*p<0.05 vs. CT; +p<0.001 vs. GM.

6.7.6. Actividad de superdxido dismutasa de Cu-Zn ( Cu,Zn-SOD)

No se aprecian diferencias significativas en la actividad de Cu-Zn-SOD de ios 3
grupos tratados con respecto al control (Fig. 25).
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Fig. 25. Efecto de GM y DADS sobre la actividad de Cu,Zn-SOD en corteza renal.
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7. DISCUSION

La gentamicina (GM) es un aminoglucésido ampliamente utilizado en {a practica
clinica debido a que posee un amplio espectro especialmente contra las bacterias
gram negativas, debido a su bajo costo y a que presenta bajos niveles de resistencia
dentro de ia familia enterobacteriaceae (1). Sin embargo, su uso se ha visto limitado
debido a que uno de los efectos colaterales que se presentan con mayor frecuencia
es la nefrotoxicidad. Se ha estimado que aproximadamente 20% de los pacientes
tratados con este antibidtico por mas de 7 dias padecen insuficiencia renal (2). El
dafio renal inducido por GM se hizo evidente con las determinaciones llevadas a
cabo ya que se observaron alteraciones tanto a nivel tubular como a nivel! glomerular.
La administracién de GM, como se ha observado en estudios previos (7,8), provoco
una disminucion en la filtracion glomerular que se manifestd en un aumento tanto de
la creatinina sérica como del nitrégeno de urea en sangre (BUN) y dafo en los
tubulos proximales caracterizado por un incremento en la excrecion de la enzima
N-acetil-p-D-glucosaminidasa (NAG), excrecion de proteinas totales en orina y
disminucion en la actividad de la glutation peroxidasa en suero (pGPx), enzima que
se sintetiza en las células del tibulo proximal. Se ha sugerido que el primer paso
para inducir el dafno renat por GM es por su acumulacion en los lisosomas de las
células de los tubuios proximales alterando su funcion y provocando la liberacién de
enzimas hidroliticas como la NAG (6,7,12). Por otro lado, se ha observado que las
especies reactivas de oxigeno juegan un papel muy importante en el dario renal
inducido por GM. Existen evidencias tanto in vivo como in vitro en donde se observa
que especies reactivas de oxigeno (EROs) como Oz, H202 y OH-, estan involucradas
en el desarrollo de la insuficiencia renal occasionada por GM. Se ha sugerido que la
GM incrementa la generacion de H2O2 por la mitocondria en corteza renal asi como la
liberacion de hierro en las mismas lo que induce la formaciéon de un complejo que
ocasiona la formacidn de otras EROs, las cuales a su vez, conducen a la
peroxidacion de lipidos en corteza renal (14-17). Se sabe que ei H20: producido por
la administracion de GM asi como el Oz inducen la contraccion de células
mesangiales lo que ocasiona que se alteren factores que regutan la velocidad de
filtracion glomerular (65). De igual manera, se ha demostrado que atrapadores de

37



especies reactivas de oxigeno, dimetil sulfoxido (DMSO), dimetil tiourea (DMTU),
entre otros, tienen efecto protector en el dafio renal inducido por GM (15).

En nuestro laboratorio, se observé que una dieta enriquecida con polvo de ajo al
2% induce una proteccién contra la insuficiencia renal ocasionada por GM y previene
el incremento de la lipoperoxidacion renal (24,46). Con respecto a esto, se propuso
identificar cual de los compuestos presentes en el polvo de ajo es el responsable de
la actividad antioxidante que presenta. Dentro de estos compuestos se encuentran el
dialil disulfuro (DADS), dialil trisulfuro (DATS) y dialil sulfuro (DAS). De igual manera,
recientemente en nuestro laboratorio, se Hevaron a cabo experimentos en los cuales
se observo que el DAS disminuye de forma parcial ia nefrotoxicidad ocasionada por
GM (47) y el DATS no previene contra dicho dafio (30). Debido a esto y a los
estudios en los que se ha demostrado que el DADS tiene propiedades antioxidantes
(63,54,66), se estudid el posible efecto protector del DADS contra el dafo renal
ocasionado por GM, ademas de que ha sido uno de los metabolitos que se ha
encontrado en el aliento de los humanos después de consumir ajo lo cual demuestra
que se obtiene in vivo a partir de la transformacién de la alicina (38-41).

En este trabajo se encontré que el DADS previene contra la nefrotoxicidad
inducida por GM, esto se asemeja a los resultados obtenidos al administrar una dieta
enriquecida con polvo de ajo (46). El tratamiento con DADS a ratas administradas
previamente con GM, previno de manera parcial el incremento en los niveles de BUN
y de creatinina, la prevencion en la disminucion de depuracion de creatinina
(marcadores de dafio glomerular), asi como el aumento en la excrecion de NAG,
proteinas en orina y la disminucion de GPx en suero (marcadores de dafio tubular);
probablemente a su capacidad de preservar la actividad de las enzimas antioxidantes
encargadas de eliminar los radicales libres y a su capacidad de mejorar la necrosis
tubutar. Sin embargo, no fue capaz de proteger contra la poliuria inducida por GM.
Esto probablemente se deba a que al haber ciertas zonas de necrosis en los tubulos
dafnados del grupo GM+DADS, no se puedan reabsorber ciertos iones como el sodio
el cual por gradiente osmotico arrastra agua y concentra la orina; otra explicacién
podria ser que se encuentre alterada la funcion de la enzima Na‘*/K° ATPasa
presente en las células del tubulo proximal afectando la reabsorcion de estos iones.
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Para poder determinar la presencia del estrés oxidativo se midié el contenido de
carbonilos, productos finales estables de las reacciones de oxidacion que se originan
por accion de las EROs sobre las proteinas convirtiendo algunos aminoacidos como
leucina, valina, lisina, prolina, arginina, treonina e isoleucina a derivados carbonilo
(67). El grupo tratado con GM presenta un elevado contenido en los grupos
carbonilos debido a la produccion de las especies reactivas de oxigeno y el DADS
fue capaz de prevenir el incremento de dichos grupos probablemente a la capacidad
que tiene como antioxidante atrapando tal vez las especies reactivas de oxigeno que
se forman (53,54) o a un efecto inductor de-las enzimas antioxidantes.

Se observd una disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes en las
ratas tratadas con GM ocasionando un incremento en los niveles de EROs,
principalmente O>" y H20,, 1o cual a su vez pudo inducir la inactivacion de las
enzimas Mn-SOD, GPx, GSH-Rx y CAT en |la corteza renal de las ratas. El DADS fue
capaz de prevenir la disminucidn en la actividad de las enzimas Mn-SOD, GPx, y
GSH- Rx; sin embargo el DADS no fue capaz de prevenir la disminucion de la
enzima CAT, es mas, el DADS por si solo disminuyd la actividad de ésta enzima. En
estudios previos se ha encontrado que la disminucion en la actividad de la CAT, ai
utilizar polvo de ajo, es secundaria a la disminuciéon en el contenido de la enzima
(46,68). Por otra parte, es posible que el DADS en lugar de actuar directamente
sobre las EROs, haya incrementado la actividad de otras moléculas antioxidantes
como el glutation reducido (GSH) y 1a glutation transferasa (GST) (49,69); ésta ultima
se encuentra en mayor cantidad en el higado; sin embargo, también se ha
encontrado en células del tibulio proximal y en mucosa intestinal.

El nivel de proteccion que confiere el DADS también se puede observar en los
cortes histologicos de corteza renal en donde claramente se observa que el grupo
tratadoe con GM presenta un gran dafio en los tdbulos proximales con un aito
contenido de necrosis celular y en el grupo tratado con DADS y GM el daio que se
observa es minimo. Con todo este conjunto de resultados se puede decir que el
DADS, metabolito que se obtiene al ingerir ajo, @s uno de los principales compuestos
que le confieren la capacidad antioxidante junto con los demas compuestos
azufrados que lo constituyen.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo indican que el DADS es capaz de disminuir el dafio
renal ocasionado por la administracion de GM, lo cual se debe probablemente, a su
capacidad de prevenir la disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes asi
como a su capacidad de prevenir el estrés oxidativo gracias a sus propiedades
antioxidantes. EI DADS puede ser una de jas moléculas derivadas del ajo que
contribuya a explicar el efecto protector del polvo de ajo en la nefrotoxicidad

ocasionada por GM.
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