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RESUMEN

La gentamicina (GM) es un antibiético de amplio espectro perteneciente a la familia de
los aminoglucésidos y es muy usado para el tratamiento de infecciones por bacterias gram
negativas. Sin embargo, su uso se ha limitado debido a que uno de los efectos colaterales que
presenta es la nefrotoxicidad; aproximadamente 10-15 % de los pacientes tratados con GM por
mads de 7 dias presentan insuficiencia renal aguda. Se conoce desde tiempos muy antiguos que
el ajo tiene muchas propiedades medicinales, algunas de las cuales se e han atribuido a su
capacidad antioxidante. Particularmente en nuestro laboratorio se encontré que un compuesto
del ajo, la S-alilmercaptocisteina (SAMC) previene |la nefrotoxicidad inducida por gentamicina
(GM) al disminuir el dafio estructural y fundonal renal y las proteinas oxidadas (marcador de
estrés oxidativo). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es investigar si este compuesto
antioxidante puede prevenir: (a) el estrés nitrosativo y (b) la disminucion del sistema
antioxidante enzimatico inducidos por GM y asi explicar, en parte, su efecto protector. Con este
fin, se utilizaron bloques de rindn embebidos en parafina y fragmentos de corteza renal
congelados de 4 grupos de ratas: 1) control (CT), 2) GM, 3) SAMC y 4) GM+SAMC
administrados con los respectivos compuestos previamente en el laboratorio. A partir de los
bloques embebidos en parafina se prepararon cortes histolégicos de los rifiones y se realizé una
inmunohistoquimica de nitrotirosina (NT) para valorar el estrés nitrosativo. Se encontré un
incremento de NT en el grupo tratado con GM, el cual fue prevenido por SAMC en el grupo
GM+SAMC. Se prepararon homogeneizados de corteza renal para medir la actividad de las
siguientes enzimas antioxidantes por métodos espectrofotométricos: catalasa (CAT), glutatién
peroxidasa citosélica (cGPx), glutation reductasa (GR), superdxido dismutasa total y sus
isoformas Mn-SOD y Cu,Zn-SOD. La actividad de la enzima CAT disminuyé en los grupos
tratados con GM, SAMC y GM+SAMC; la actividad de ¢cGPx y GR disminuy®¢ significativamente en
el grupo tratado con GM; la Mn-SOD mostré una tendencia a disminuir con GM pero no alcanzé
significancia estadistica; la actividad de SOD total y Cu,Zn-SOD no se modificé con ninguno de
los tratamientos. También se midié en homogeneizados de corteza renal el contenido de las
enzimas antioxidantes CAT, Mn-SOD y Cu,Zn-SOD por western blot. La CAT mostré una clara
tendencia a disminuir en el grupe GM, y disminuydé significativamente en los grupos SAMC y
GM+SAMC; el contenido de Mn-SOD y Cu,Zn-SOD no disminuyd. El tratamiento con SAMC, en
el grupo GM+SAMC, no logré prevenir la disminucion de la actividad y el contenido de CAT,
pero si previno parciaimente la disminucién de la actividad de cGPx, totaimente la actividad de
GR y la tendendia a disminuir que mostré 1a actividad de Mn-SOD. La SAMC per se fue incapaz
de aumentar la actividad de ilas enzimas antioxidantes o de alterar el estrés nitrosativo en el
grupo SAMC. Estos resultados sugieren que el efecto protector que muestra la SAMC en la
nefrotoxicidad por GM estda también asociado a la atenuacion del estrés nitrosativo y a la
prevencion de la disminucién de algunas enzimas antioxidantes. De tal modo que la SAMC es
uno de los compuestos del extracto de ajo envejecido que contribuyen a explicar su efecto

protector.




1. INTRODUCCION

2.1 £L RINON
1.1.1 Generalidades del rifgon

El rifién es un érgano situado en la parte posterior del abdomen a cada lado de la
columna vertebral, sus dimensiones en el humano son aproximadamente de 12x7x3 cm, el peso
de cada rifion es de 125-170 g en el hombre y de 115-155 g en la mujer. Se distinguen dos
regiones principales en un corte transversal: una palida y externa que corresponde a la corteza,
y otra mas oscura e interna que corresponde a la méduia (1) (Fig. 1). Las principales funciones
del rifién son: 1)eliminar la mayoria de los productos metabdlicos terminales del organismo y
sustancias extrafias, 2)controlar las concentraciones de la mayor parte de los componentes de

los liquidos corporales y 3) la produccién y secrecién de enzimas y hormonas.

“Arteria arcuata

Fig. 1. Estructura del rifién.

Los dos rifiones, en conjunto, tienen aproximadamente dos millones de nefronas y cada

una es capaz de formar orina por separado. La nefrona es la unidad funcional del rifién y

consta principalmente de un glomérulo, capsula de Bowman, tubulo proximal, asa de Henle,
Los principales mecanismos mediante los cuales la

tibulo distal y tibulo colector (Fig. 2).
La formacion de la orina

nefrona depura el plasma son: filtracidon, reabsorcion y secrecion.
1
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comienza con la sangre que entra por la arteriola aferente al glomérulo situado en ia corteza
renal y la presién de la sangre hace que el liquido se filtre hacia la cdpsula de Bowman, pasando
como ultrafiltrado al tibulo proximal en la corteza y posteriormente al asa de Henle ta cual
penetra hasta la médula. Tras pasar esta estructura, el liquido entra en el tabulo distal el cual
esta ya en la corteza renal, donde se unen varios tibulos distales para formar el tibulo colector.
Los tubulos colectores se van uniendo para formar unidades mas grandes que penetran hacia la
médula, siendo que los mas grandes drenan en la pelvis renal a través de las puntas de las
papilas renales. A medida que el filtrado fluye por el sistema tubular, especialmente el agua y
eléctrolitos son reabsorbidos de nuevo hacia el plasma (sistema vascular), secretandose at
mismo tiempo algunas sustancias desde el propio plasma hacia la luz tubular. De este modo, ia
orina formada esta compuesta principalmente por el agua restante, sustancias filtradas y

pequenas cantidades de sustancias secretadas (2).

ra Corteza
Totuslo sk
dstal prosmal  tulo de
Coneddn
Glomérulo
Chpmda de N
Mécula densa Bowman
\ = Vabuo
calector cortical
Asa de Henie : tedula
[y—t——W
Tabulo
e avempute —— «colector medutar
Canducto colector

Fig. 2. Estructura de la nefrona.

1.1.2 Ipsuficiencia renal aquda (IRA)

Es un sindrome caracterizado por una disminuciéon abrupta en la velocidad de filtracion

glomeruiar, resultando en la acumulacion de productos finales del metabolismo tales como urea

(medida como nitrégenoc de urea, conocido como BUN) y creatinina. La IRA es usualmente

-




asintomatica y se detecta cuando a los pacientes se les realiza un perfil bioquimico, el cuat
revela un incremento en los niveles séricos de BUN y creatinina, a lo que se conoce como
azotemia; aunque menos frecuente, también puede ser reconocida por el desarrollo de oliguria

(volumen de orina < 400 mL/d) (3).

2.1.2.1 Etiologia
La IRA puede clasificarse segiin sus causas de la siguiente manera (3,4):

1. Pre-renal: es secundaria a la disminucién de la irrigacién sanguinea del rifién, de tal modo
Esto puede deberse a hipovolemia,

que la alteracion se produce antes de ilegar al rifién.
agentes

disminuciéon del gasto cardiaco, vasodilatacién sistémica, vasoconstricciéon renal,
farmacolégicos que dafian la autorregulacién, entre otras causas.

2. Intra-renal: se produce por alteraciones en el interior del rifion.
enfermedades que involucran las arterias y venas renales, enfermedades del glomérulo y la
microvasculatura renal, enfermedades caracterizadas por dafio prominente a los tdbulos renales
frecuentemente con necrosis tubular aguda y enfermedades agudas del intersticio tubular.

3. Post-renal: es secundaria a una obstruccién del sistema colector de la orina el algin lugar
Esto .puede ser por una obstruccién deé los

Entre las causas estan las

entre los calices y el tracto de salida de la vejiga.
ureteres, obstruccién del cuelio de ia vejiga u obstruccion uretral.

1.2 NTAMICIN. MM,

La gentamicina (GM) es un antibiético de primera elecciéon y de amplio espectro muy
usado para el tratamiento de infecciones por bacterias gram negativas (5), entre las que se
encuentran Pseudornonas, Enterobacter, Froteus 'y Neisseria (6). Este antibidtico es obtenido

de especies del actinomiceto AMicromornospora. Pertenece a la familia de los aminoglucdsidos y

en su estructura contiene dos aminoazdcares (purpurosamina y garosamina) unidos por enlaces
glucosidicos a una hexosa o aminociclitol (2-desoxiestreptamina). Dependiendo de ia metilacion

que tenga la purpurosamina, se generan tres tipos de gentamicinas (7) (Fig. 3).

us




CH-NH-
R-GHI-R2 Gentamicina C1 : R1 = R2 = CH3
Gentamicina Cla : R1 =R2 = H

} Pupurosamina Gentamicina C2 : R1 = CHy, R2 = H

HaN
2 Q NH
HO%/MZ } 2-desoxiestreptamina
o)
HO. CH3 } Garosamina
HN-CH; OH

Fig. 3. Estructura quimica de la Gentamicina.

2.2.1 Mecanismo de accign de la GM

Difunde por medio de canales acuosos formados por porinas, penetra en la membrana
citopldsmica y se liga a la subunidad ribosémica 30 S interfiriendo en la sintesis de proteinas, lo
que causa una lectura errénea y la terminacién prematura de la traduccién. De este modo, las
proteinas aberrantes producidas, se insertan en la membrana alterando la permeabilidad, esto

permite el paso de mas GM y deja escapar moléculas esenciales para la bacteria (7).

1.2.2 Farmacocinética de I3 GM

La GM es una molécula policatiénica altamente polar.
gastrointestinal, pero es rapidamente absorbida por via intramuscular o subcutanea.
media en plasma sanguineo es de 1 a 4 horas en humanos y de 30 minutos en animales
Su unidn a las proteinas plasmaticas es minima; esencialmente es

No se absorbe en el tracto
Su vida

pequefios de laboratorio.
eliminada por filtracion glomerular y parcialmente reabsorbida por células del ttibuio proximal

(5,8).

1.2.3 Toxicidad de I3 GM

El uso de la GM se ve limitado por presentar efectos nefrotdxicos y ototéxicos (9,10). La
nefrotoxicidad como efecto colateral es mas comin, ocurre en 8-26% de los pacientes
hospitalizados que reciben aminoglucésidos incrementando la permanencia en el hospital y los
costos médicos, se desarrolla después de periodos relativamente cortos de tratamiento y estos
efectos, son reversibles si es interrumpida la administraciéon del antibidtico (7,10-13).




La nefrotoxicidad se caracteriza por necrosis tubular principalmente en los tdbulos
proximales sin cambios morfoldgicos en las estructuras glomerulares, hay una marcada
disminucion en la velocidad de filtracién giomerular, lo que ocasiona IRA (14-17).

2.2.3-1 Nefrotoxicidad inducida por GM : IRA
Aproximadamente 10-15% de los pacientes tratados con GM desarrollan IRA (18). La

GM es transportada a los tibulos proximaies a través de la membrana de borde en cepillo
(luminal) o basolateral (vascular) por pinocitosis, y es acumulada en lisosomas (19-22). La
entrada en la membrana esta mediada por interacciones electrostaticas entre la carga positiva
de la GM y la carga negativa de los fosfolipidos acidos (principalmente fosfatidilinositol) (21,23-

26); ademas se ha demostrado que también la megalina, la cual es un receptor de LDL y es

miembro de la familia de glicoproteinas, media en parte, la entrada celular de los

aminoglucésidos (6,27-30). Después de la endocitosis, la GM se acumula en lisosomas, estos se
lipidico (detritus), dando una apariencia de cuerpos

hinchan por deposicion de material
Dado que la GM se

mieloides al ser observados por microscopia electrénica (24-26,31-34).
acumula en los lisosomas de los tibulos proximales y su vida media en el tejido cortical es de
aproximadamente 100 horas, se dafia la funcién de estos organelos contribuyendo a la

nefrotoxicidad (35,36).
Se han propuesto varias hipétesis para entender los mecanismos mediante los cuales los

aminoglucdsidos causan nefrotoxicidad, entre estos se encuentran: alteracién del metabolismo

de fosfolipidos provocando su acumulacién y formacion de cuerpos mieloides, inhibicion de

fosfolipasas A y C (esto puede interferir con procesos de transduccién de sefales)
(25,26,32,37,38), disminucién de la actividad de la ATPasa Na*-K* y la esfingomielinasa (39-
41), inhibicion de la sintesis de proteinas microsomales (42-44), entre otros. Como
consecuencia de lo anterior, se han observado alteraciones patofisioldégicas en la membrana

apical, membrana basolateral, reticuio endopldsmico, lisosomas, mitocondria y microsomas,

conduciendo eventualmente a {a muerte celular (23,45,46).

1.2.3.2 GM y especies reactivas de oxigeno
Los mecanismos exactos de la induccion de IRA por GM adn no estan completamente

claros, pero hay evidencias /n vitro e /in vivo (47) que han implicado a las EROs como

mediadoras de este dafio:




Se ha observado que la GM aumenta la generacién de anién superéxido, peréxido de
hidrégeno y radical hidroxilo por la mitocondria cortical /7 vitro (48,49), incrementa la
generacion del radical hidroxilo /n vivo (50) e incremeta la peroxidacién de lipidos en la corteza
renal de ratas (51-53). Ademads, se ha encontrado que la GM induce la liberacién del hierro de

la mitocondria cortical, y este en combinacién con la GM, causa peroxidaciéon de lipidos y

generacion de radicales libres (54,55). Por otro lado, se ha visto que la administraciéon de

algunos atrapadores del radical hidroxilo, tales como dimetiltiourea (DMTLU), dimetil sulféxido
(DMSO) y benzoato de sodio, de quelantes de hierro como la deferoxamina (DFO), de
antioxidantes como la vitamina E, selenio, superdxido dismutasa y compuestos de ajo, entre

otros, disminuyen los efectos nefrotéxicos (49,50,56-59).

1.3 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (EROS)

Se conoce como especies reactivas de oxigeno (EROs) a moléculas quimicamente
Los radicales libres, son especies quimicas que tienen un

reactivas derivadas del oxigeno.
los derivados del oxigeno y son

electréon desapareado, siendo los de mayor interés
frecuentemente llamadas EROs y viceversa, utilizando estos dos términos como equivalentes.
Debido a esto, el término EROs incluye a metabolitos de oxigeno que pueden ser o no radicales
libres. Cuando hay un desequilibrio entre la produccién de EROs y las defensas antioxidantes,
se origina el estrés oxidativo, en el cual existe dafio celular que puede llegar a ser muy severo y
puede conducir a la muerte celular; este, puede ser debido a un incremento de EROs, a una
disminucion de las defensas antioxidantes o a ambas (60).

Estas especies son formadas y degradadas por todos los organismos aerdbicos, ya que

son requeridos para la funcién ceiular normal. En los sistemas biolégicos se lleva a cabo una

reduccién parcial del oxigeno molecular via univalente y de un modo secuencial, conduciendo a
la generacion de las EROs: ion superdxido (O,"), peréxido de hidrogeno (H.O,) y radical

hidroxilo ("OH) (61) (Fig. 4). Las EROs pueden reaccionar faciimente con biomoléculas y

dafiarlas, tales como, lipidos, proteinas y ADN (62).

e* a*
o -
2 0z o

H20; —%— “OH + OH™ —2—+ 2H,0 I

Fig. 4. Reduccién univalente del oxigeno.




Pero las especies mostradas anteriormente, no son las Onicas ya que se pueden formar
otras por vias alternas. De tal modo que entre las EROs que son radicales tenemos al anién
superéxido (O»), radical hirdroxilo ("OH), radical peroxilo ("OOR), radical hridroperéxido (‘OOH),
radical alcoxilo ("OR); entre los no radicales encontramos al peréxido de hidrégeno (H20;), acido

hipocioroso (HOCI), ozono (0s) y oxigeno singulete ('0;) (62).

1.3.1 Anion superoxido (0z-)

Se forma por adicion de un electrén al oxigeno molecular y a pesar de ser un radical
libre no es altamente reactivo. Se forma espontaneamente en medios aerobios ricos en
electrones como es el caso de la cadena respiratoria en la membrana interna mitocondrial.
También es producido por la xantina oxidasa, lipooxigenasa y ciclooxigenasa. La NADPH
oxidasa de fagocitos lo forma como mecanismo de defensa contra organismos extrafios,

generalmente bacterias. El O>" no tiene la capacidad de penetrar las membranas lipidicas, por

lo que se queda encerrado en el compartimento donde es producido (60,63).

1.3.2 Perdxido de hidrogene (H:0z2)

Este 'no es un radical libre, pero es muy importante debido a su habilidad de penetrar

membranas biolégicas y asi difundir a otros organelos. Es producido a partir del Oy via

superdxido dismutasa, también a partir de la NADPH oxidasa (en neutréfilos), glucosa oxidasa y
xantina oxidasa (61). Juega un papel muy importante como intermediario en la produccion de
otras EROs, como es el caso del radical hidroxilo (via metales de transicién, Fig. 5) y el acido
hipocloroso (por la accién de la mieloperoxidasa presente en los fagosomas de neutréfilos).
Tiene una funcién importante fisiolégicamente como molécula de sefializaciéon intracelular

(64,65).

1.3.3 Radical hidroxilo (‘OH)

E! radical hidroxilo es altamente reactivo causando mas dafio que cualquier otra ERO,
pero es muy inestable, de modo que su tiempo de vida media es muy corto e interactia con las
moléculas mas cercanas a él. Es formado a partir del H,O; en la reaccién de Fenton catalizada
por metales de transicion, y el O recicla los metales, de modo que la suma de ambas
reacciones es conocida como la reaccién de Haber-Weiss (66,67) (Fig. 5 ).




Cu?/Fe®® + 03~ — Cu¥Fe2* + Oz de tos bes de

Cu¥Fe?* + Hz0; — CuZ/Fe?" + "OH + OMH~ Reaccién de Fentan

O3+ H0;, ==/ 0, + "OH + OH" Reeccin de Haber-Welss

Fig. 5. Reaccién de Haber-Welss.

z.4
Las especies oxidantes reactivas que contienen al 4tomo de nitrégeno, de modo analogo

a las EROs, son conocidas como especies reactivas de nitrégeno (RNS) y cuando estas alcanzan
un umbral critico y hay reacciones nitrosativas incontroladas surge un fendmeno conocido como
estrés nitrosativo. Entre estas especies se encuentran los radicales: 6xido nitrico (NO) y
diéxido de nitrégeno (NO;), y los no radicales: acido nitroso (HNO;), catién nitronium (NOz*),
catién nitrosilo (NO?*), anién nitroxilo (NO-), tetroxido de dinitrégeno (N.O.), tridxido de
dinitrégeno (N203), peroxinitrito (ONOO") y alquilperoxinitritos (ROONO) (68).

El NO" es sintetizado enzimaticamente durante el metabolismo oxidativo de la L-arginina
a L-citrulina por la éxido nitrico sintasa (NOS) (Fig. 6). A concentraciones fislolGgicas, el NO*
funciona principalmente como segundo mensajero intracelular, siendo una de sus cualidades
mas conocidas el actuar como factor relajante del misculo liso (69).

nNOS
L-arginina + Oz + NADPH ——— L-citrulina + NO° + NADP* I

Fig. 6. Sintesis del éxido nitrico.

El NO° no reacciona facilmente con biomoléculas a pesar de tener un electrén
desapareado, sin embargo, lo hace con otros radicales libres (por ejemplo, radicales peroxilo y
alquilo), generando moléculas menos reactivas, por lo que funciona como un atrapador de
radicales libres (61). Pero, si el Oy es producido en grandes cantidades paralelamente con el
NO, los dos reaccionan entre si produciendo OONO" (peroxinitrito) (Fig. 7), éste y su conjugado
acido (OONOH) son altamente toxicos y oxidantes y se ha mostrado que causa peroxidacién de
lipidos y citotoxicidad (70). En la presencia de O, o de O;", el NO" reacciona con estas especies
generando otras RNS como el NO, y N;O; los cuales son también agentes nitrosantes que

reaccionan con grupos sulfhidrilos para formar S-nitroso derivados, asi como oxidacion de
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componentes intracelulares (68). En la siguiente figura (Fig. 7), se muestra la formacién de

algunas RNS.

02+ NO"——» ONOO™
ONOO™ + H* T=—= oNOOH
ONOOH ——— OH* + NO3
NO + NO3} 3—= N,O,

Fig. 7. Formacién de peroxinitrito y otras RNS.

El peroxinitrito es particularmente un oxidante efectivo de moléculas aromaticas y
compuestos organosulfurados que incluyen aminoacidos y residuos de péptidos. La cisteina y el
glutatién (componentes de reservorios antioxidantes) son convertidos a disuifuros. La tirosina y
el triptofano experimentan oxidaciones de un electrén a cationes radicales, los cuales son
competitivamente hidroxilados, nitrados y dimerizados. La formacion de nitrotirosina (NT) es
particularmente favorable, y la aparicién de este producto en muestras biolégicas se considera
una consecuencia de la exposicién a peroxinitrito. La nitracién de tirosina puede conducir a
disfuncién de las proteinas nitradas, tal como se ha mostrado o sugerido en el caso de
superdxido dismutasa, actina, tirosina hidroxilasa neuronal, citocromo P450 y prostaciclina

sintasa (71).

1.5 SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Para contrarrestar los efectos letales de la excesiva formacién de EROs, los organismos

biolégicos cuentan con sistemas de defensa antioxidantes, los cuales se dividen en

antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Estos actUan al imperdir la formacién de las EROs,
al evitar la oxidacién de un determinado sustrato susceptible a sufrir una oxidacién o al

reaccionar con ellas para formar especies menos reactivas.

1.5.1 Antioxidantes enzimdticos

Entre las enzimas principales se encuentran: superdxido dismutasa, catalasa, glutation

peroxidasa y glutation reductasa, entre otras.




1.5.1.1 Superd; P72 (SOD) (oxido reductasa EC 1.15.1.1)

La superéxido dismutasa (SOD) es una metaloenzima que cataliza la conversion
(dismutacion) del anién superéxido a H.O, y a oxigeno molecular (Fig. 8). En las células
eucariotas estd presente en 3 isoformas productos de genes diferentes: dos de éstas contienen
cobre y zinc (Cu y Zn) en su sitio activo y la otra contiene manganeso (Mn). Una de las que
contiene cobre y zinc (Cu,Zn-SOD) es dimérica con un peso de 32 KDa (en humanos), se
encuentra en citopiasma y nucleo (72); la otra es conocida como SOD extracelular (EC-SOD) y
es tetramérica con 25 KDa por subunidad (en mamiferos), se encuentra en plasma, linfa y
liquido sinovial (73), tiene alta afinidad por la heparina y sulfato de heparan en la superficie
celular endotelial; en la rata esta isoforma es un dimero de 85 KDa el cual no tiene afinidad por
ia heparina (74). La que contiene Mn (Mn-SOD) es tetramérica, pesa 80 KDa y se encuentra en

mitocondria (75).

2035 +21* =22 4 H,0, + O

Fig. 8. Reaccidn catalizada por la SOD.

La SOD no es una enzima propiamente desintoxicante, debido a que el producto que
forma (H,0;), causa también dafio celular; sin embargo, este es el primer paso de la cascada
enzimatica para la de inactivacién de la EROs, ya que a continuacion la enzima que actia es la

catalasa.

1.5.1.2 Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6)
Esta enzima es una hemoproteina tetramérica con peso molecular de 240 KDa, con

cuatro ferriprotoporfirinas por tetrdmero y una molécula de NADPH unida a cada subunidad
(76), la cual cataliza la degradacién de perdxido de hidrégeno (Fig. 9). Su vida media en
circulacién es relativamente corta, de 6 a 8 minutos, en tejidos de mamiferos estd presente en
altas concentraciones en higado, rifidn y en bajos niveles en tejido conectivo (77). En las
células, esta presente principalmente en los peroxisomas (80%) y mitocondrias (78).




lzﬂzo,—cﬁ-. O, + 2H,0 I

Fig. 9. Reaccién catalizada por la CAT.

1.5.1.3 Glutation pesroxidasa (GPx) (g/utation:H;0; oxido reductasa EC 1.11.1.9)

Esta enzima cataliza la reduccién del H;O, y de hidroperdxidos organicos (Fig. 10),
protegiendo asi a las células del dafio oxidativo. Para llevar a cabo esta reaccién, la GPx utiliza
glutatién reducido (GSH) como sustrato y este pasa a glutatién oxidado (GSSG) (61).

ROOH + 2GSH —=%-s ROH + GSSG + H,0

Fig. 10. Reaccién catalizada por la GPx.

Se han encontrado diferentes isoformas de esta enzima, siendo que todas tienen un

atomo de selenio unido a una cisteina en su sitio activo:
-Glutation peroxidasa citosolica (cGPx) : esta selenoenzima estd presente en casi todos los

tejidos pero irregularmente distribuida. Es un tetramero compuesto de cuatro subunidades

idénticas de 22 KDa cada una, cataliza la reduccion del H,0. y de hidroperéxidos de lipidos (79).
Glutation peroxidasa gastrointestinal (GI-GPx) : es similar a la anterior, ya que es citosdlica,
tiene cuatro subunidades idénticas de 22 KDa y cataliza la reduccién de varios peréxidos. Sin
embargo, esta enzima es tejido-especifica, ya que en ratas se ha encontrado solamente en
tracto gastrointestinal (TGI) y en humanos en el TGI e higado; debido a esto, puede ser un
componente principal en la defensa contra hidroperéxidos de lipidos ingeridos e importante para
la prevencion de cancer (80).

Glutation peroxidasa plasmadtica (pGPx). es un tetramero con subunidades de 23 KDa
aproximadamente. Difiere de las dos anteriores en que esta es una glicoproteina
(selenoglicoproteina) y esta presente en los fluidos extracelulares (81). Esta presente en varios
tejidos, de donde es secretada a los fluidos extracelulares, pero el rifién tiene la mas alta
concentracién y es el principal sitio de produccién de esta enzima (82). También, cataliza la
reduccion de varios perdxidos, aunque su actividad es solamente del 10% de la cGPx (81).

Glutation peroxidasa de hidroperoxidos fosfolipidos (PHGPx) : a diferencia de las anteriores,

esta selenoenzima es un monomero de 19.7 KDa. Se encuentra en tejidos en forma citosdlica y
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asociada a membranas (83). Puede reducir directamente hidroperéxidos de fosfolipidos y
colesterol, siendo considerada un factor importante en la proteccién contra la destruccién
oxidativa de las biomembranas (84). Se ha sugerido que puede tener funciones importantes en
la regulacién redox de varios procesos, como inflamacién, apoptosis y espermatogénesis (85).

1.5.1.4 Glutation reductasa (GR) (EC 1.6.4.2)

Esta enzima se localiza en citoplasma y mitocondria (86).
importante que actila en conjunto con la GPx formando un ciclo redox y requiere NADPH para
reciclar el GSSG y reducirlo a GSH, impidiendo que se agoten las reservas de GSH; los niveles
las enzimas malica y glucosa-6-fosfato

Es una enzima muy

de NADPH son regenerados por la accién de
deshidrogenasa (87). La reduccién que cataliza la GR por medio de dos reacciones, es
mostrada en la siguiente figura (Fig. 11), en donde GR-(SH). y GR-S; corresponden a las formas

reducida (ditiol) y oxidada (disulfuro) de la enzima (87):

GSSG + GR-(SH), —— 2GSH + GR-S,
GR-S3 + NADPH + H* — GR-(SH); + NADP*

GSSG + NADPH + H®* —28 . > GSH + NADP*

Fig. 11. Reaccion catalizada por la GSH-Rx.

1.5.2 Antioxidantes no enrimdticos

Estos sistemas se pueden clasificar a su vez, en sistemas hidrosolubles y liposolubles, y

también tienen la capacidad combatir al estrés oxidativo. Sus caracteristicas son brevemente

mencionadas en las tablas siguientes (tablas 1 y 2) (88):




Tabla 1.

Antioxidantes no enzimdticos hidrosolubles.

ANTIOXIDANTE

COMENTARIOS

MODO DE ACCION

Glutatién

Es un tripéptido
intracelular: dcido
glutdmico—cisteina—
glicina

Es sustrato de la GPx; atrapa "OH,
HOCI, OONO", RO, ROy, etc; quela
Cu; previene la oxidacion de
proteinas con grupos —SH; esta
involucrado en muchos otros
procesos metabdlicos y recicla otros
antioxidantes.

Vitamina C

Estructura quimica:
acido ascérbico; se
encuentra de modo
intracelular

Recicla el a-tocoferol, reduce
peréxidos y EROs tales como O,~,
previene la formacién de
hidroperdéxidos, etc.

Acido Urico

Es producto final de la
degradacion de los
&cidos nucleicos y se
encuentra
extraceiularmente

Es atrapador de EROs y RNS, por
ejemplo: ROy, ‘OH, NO; vy Ojy;
protege contra la nitracién; quela Fe
y Cu

Flavonoides y otros fenoles
de plantas

Inhiben las lipooxigenasas
atrapando radicales peroxilo,
pueden unirse a metales de
transicion, etc.

Antioxidantes no enzimaticos liposolubles.

Tabla 2.
ANTIOXTDANTE COMENTARIOS MODO DE ACCION
Carotenoides Sirven como In vitro actian como atrapadores
precursores de la de radicales libres, inn vivo es
vitamina A (o retinol) incierto su mecanismo
Vitamina E Se localiza de modo Actia como atrapador de radicales
extracelular y en las peroxilo inhibiendo la
membranas; se conoce lipoperoxidacion
también como o -
tocoferol
Bilirrubina Es el producto final de In vitro atrapa radicales peroxilo y
la degradacién del oxigeno singulete; in vivo unida a la
grupo hemo albumina la protege contra EROs
Acido lipoico Se ha encontrado en Quela metales; atrapa radicales
libres (RO;', HOCI, OH' y ONOOH);

tejidos y fluidos
corporales, mitocondria
y sangre

regenera otros antioxidantes (GSH,

ascorbato, vit. E)

4




1.6 AIO
El ajo es una de las plantas que desde hace muchos afios se ha empleado en todo el

mundo, no sdlo como condimento en la cocina, sino como remedio en la medicina popular,

debldo a las multiples propiedades que posee. Pertenece a la familia A//aceae y su nombre

cientifico es Aljum sativurm (89).

1.6.1 Composicion quimica

La mas sobresaliente de sus caracteristicas es su alto contenido de compuestos

organosulfurados (11-35 mg/g peso fresco), 99.5% de los cuales contienen el aminoacido
sulfurado ciste/ina. Casi todo el azufre (95%) en los dientes de ajo enteros se encuentra con
abundancia similar en dos clases de compuestos principales: los S-alquil cisteina sulféxidos y las
y-glutamil S-alquil cisteinas. Ambos, estén sustituidos en el &tomo de azufre con un grupo alilo
(2-propenilo), isoalilo (trans-1-propenilo) o por grupos metilo. El compuesto méas abundante es
la alina (suifoxido de S-alil cisteina) y representa el 80% del total de los S-alquil sulféxidos de
La alina se encuentra compartamentalizada en las células mesofilicas y cuando el ajo

cisteina.
ntra en contacto con la enzima vacuolar alinasa que actia sobre ella

es triturado o cortado, e
para formar la alicina y ésta debido a su inestabilidad y a diferentes condicionés de tratamiento

da lugar a otros compuestos. Por otra parte, las y-giutamil cisteinas, son precursoras de la alina
e isoalina durante la germinacion de la pianta, y por medio de una via diferente son convertidas

a tiosulfinatos que originaran a su vez otros compuestos (89).

1.6.2 Propiedades

La mayoria de las investigaciones analiticas y farmacolégicas del ajo estan enfocadas a
los compuestos organosulfurados, debido no sélo a su abundancia como ya se menciond, sino
porque se le atribuyen los efectos que produce esta planta, entre los cuales estan |0os mostrados

en la tabla 3 (90).
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Tabla 3. Estudios farmacolégicos del ajo (1900-1996).

EFECTOS TOTAL DF ESTUDIOS EN
ESTUDIOS HUMANOS
Cardiovascular 344 104
Lipidos en sangre . 179 62
Presion sanguinea 78 18
51 18

Fibrindlisis, coagulacién, flujo

Agregacion plaquetaria 76 6

Aterosclerosis (formacién de ateromas) 23 2
252 35

Antimicrobiano

Cancer 221 12
Antioxidante 60 4
| Hipoglicémico 28 3
Estimulacion del sistema inmune 15 3
Antiinflamatoria 11 1
Padecimientos gastrointestinales 43 27
Respiratorio 11 S5
Antidoto contra envenenamiento con metales pesados 28 1
Otros 18 efectos 145 12
Total de estudios farmacoldgicos 1158 208

Los diferentes compuestos azufrados se han, estudiado en diferentes preparaciones del
ajo, entre las que se encuentran principalmente extracto de ajo envejecido (EAE) y ajo
deshidratado, los cuales se encuentran en diferentes preparaciones farmacéuticas.

1.6.3 S-alilmercaptocisteind (SAMC)

La SAMC (209 g/mol), es un compuesto que se encuentra en cantidades sumamente
pequenas (0.002 mg/g peso fresco) en el ajo cortado, pero, es uno de los compuestos que se
encuentran en mayor proporcién en el (EAE). Este extracto se prepara al almacenar el ajo
ortado en trocitos en etanol acuoso al 15-20 % por 20 meses aproximadamente, seguido por
filtracion y concentracion; de este modo, la concentracion de la SAMC va incrementandose en el
transcurso del envejecimiento del extracto de ajo, donde parte de una concentraciéon de 0.01

mg/g de extracto seco hasta llegar a 1.9 mg/g a los 24 meses (89).
Los tiosulfinatos o la alicina pueden reaccionar con los grupos sulfhidrilo de los

aminodcidos o con la cisteina, para formar la SAMC y otros compuestos como se muestra en la

siguiente figura (Fig. 12) (89).




o
s, : cooH pa s cooH
S g~ + ni LGS 0 G 'y + H20
NHz NH
et
allcina cisteina S-allimercaptocisteina (SAMC) .
g g
SN S N” 4 cisteine =222 samc + N’W"’,\rcoon
E>re ajocisteina NH2
cisteing 20, samc  + HaS .
P~ SegSan o 2
Trisulfuro de dialilo cisteinea N0 SaMe 4+ N -SH 4 P -SSH
hidrodisulfuro
de alilo
P Sng~”  + cisteina X0, gaMe 4+ s _SH
Disulfuro de dialilo alllmercaptano

Fig. 12. Formacién de SAMC mediante la reaccion de disteina con alicina y sus derivados (89).

1.6.3.1 Evide s Que s Idan las propiedades de la SAMC

Se ha encontrado que el EAE y sus constituyentes, entre los que se encuentran la SAMC
y SAC (S-alilcisteina) principalmente, reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares, inhiben el dafio al ADN y la mutagénesis, tienen acciones preventivas contra
cancer, previenen el dafio en el higado contra agentes toxicos y tienen actividad antioxidante;
esta Ultima, debida a su capacidad para atrapar radicales e inhibir la formacién de lipoperdxidos
y la oxidacion de LDL (91-96). Especificamente en el caso de la SAMC se ha observado que
tiene efectos antiproliferativos, proteccién anticancerigena incluyendo colon y prostata,
disminuye la presién intraocular y protege contra hepatotdxicos como acetaminofén,
tetracloruro de carbono y D-galactosamina, ademas de tener efectos antioxidantes (93,97-100).

En cuanto a sus efectos antioxidantes, se ha reportado que la SAMC disminuye et dano
hepatico causado por hepatotdxicos como el CCl4 y la D-galactosamina en cultivos de

hepatocitos de rata primarios (94); previene la lipoperoxidacién hepatica y la disminucion del
In vitro, tiene actividad atrapadora de

GSH causados por el acetaminofén en ratas (100).
radicales (demostrado mediante un ensayo donde atrapa e! radica! 1,1-difenil-2-picril hidracilo

(DPPH)), tiene la capacidad de disminuir la lipoperoxidacion (demostrado por la produccion de
acido tiobarbiturico) y disminuye Ila

malondialdehido (MDA), el cual es medido con el
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quimioluminiscencia debida al t-butil hidroperéxido (93). Ademas, se ha reportado que tiene la
capacidad de inhibir la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) /» vitro, inducida por
la incubacién con CuSO, (101).

Particularmente en nuestro laboratorio, se llevé a cabo un protocolo, en donde se
utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 250 g (9-10 semanas de edad). Al
grupo control (CT) se le administré 0.5 % de carboximetilcelulosa (vehiculo de SAMC) via
intragastrica cada 12 h. Al grupo con gentamicina (GM) se le administré una dosis de 70 mg/Kg
de peso de GM via subcutdnea cada 12 h (se utilizé la presentacién comercial Garamicina®
solucién inyectable de 160 mg/2 mL de Schering-Plough, lote no. 2DPDAA012, México, D.F.). Al
grupo de S-alilmercaptocisteina (SAMC) se le administré 50 mg/Kg de peso de SAMC via
intragdstrica cada 12 h (la SAMC, lote no. 020328, fue un regalo de la compafiia Wakunaga
Pharmaceutical Co., Ltd., Hiroshima, Japén). Al grupo GM+SAMC se le administré 50 mg/Kg de
peso de SAMC via intragastrica cada 12 h y 30 minutos después 70 mg/Kg de peso de GM via
subcutaénea cada 12 h. El tratamiento se llevd a cabo durante 4 dias, al final de los cuales se
sacrificaron las ratas por decapitacién (102).

En este protocolo se encontré que Jla SAMC previene parcialmente el dafio renal
funcional y estructural causado en- la nefrotoxicidad inducida por GM en ratas (donde estan
implicadas las EROs), sugiriendo las propiedades antioxidantes de ia SAMC con los siguientes

valores (tabla 4) (102).

Tabla 4. Propiedades protectoras de SAMC en la nefrotoxicidad inducida por GM.

CcT GM SAMC GM+SAMC

Depuracion de 1.09+0.15 0.49+0.06 * 0.91+0.09 0.96+0.04 °
creatinina(mLl/min)
BUN(mg/dL) 21.2+1.5 49.1+1.3° 21.6+0.8 32.1+2.2°0
Proteinuria (dia 4) 13.5+1.1 48.3+6.7 * 9.7+1.1 25.0+1.6 °
(mg/24h)
NAG(U/24h) 0.12+0.049 2.65+0.52 ° 0.0440.03 0.78+0.06 °

GPx(U/mL) 1.45+0.14 0.57+0.17°* 1.41+0.07 1.12+0.07 °
Proteinas oxidadas 10.0:+0.3 15.240.5° 10.2+0.4 8.9+0.4°

nmol/mg prot)

Valores promedio + error estandar; n = 4-5; a=p < 0.01 vs. CT, b = p < 0.05 vs. GM.




2. JUSTIFICACION

La gentamicina (GM) es un antibiético de amplio espectro perteneciente a la familia de
los aminoglucdsidos y es muy usado para el tratamiento de infecciones por bacterias gram
negativas (5). Sin embargo, su uso se ha limitado debido a que uno de los efectos colaterales
que presenta es ia nefrotoxicidad; de hecho, se ha informado que aproximadamente 10-15% de
los pacientes tratados con GM por mas de 7 dias presentan insuficiencia renal aguda (9). Esto
justifica la bdsqueda de tratamientos para prevenir este efecto colateral.

El mecanismo exacto por el cual ia GM induce nefrotoxicidad no se conoce, pero se ha
observado que las especies reactivas de oxigeno estan involucradas (47).

El ajo, entre otras propiedades, posee actividad antioxidante la cual se ha atribuido a sus
compuestos organosulfurados. Recientemente en nuestro laboratorio, se observé que uno de
estos compuestos, la SAMC, previno el dano estructural y funcional renal y el aumento en un
marcador de estrés oxidativo, el contenido de carbonilos de las proteinas, inducidos por GM
(102).
Debido a esto, surgi6 el interés de investigar si la SAMC también es capaz de prevenir el
estrés nitrosativo (medido como inmunochistoquimica de nitrotirosina) y la disminucion en la
actividad de algunas enzimas antioxidantes que se presentan en las ratas con dafio renal

inducido por GM.
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3. HIPOTESIS

La SAMC sera capaz de prevenir el estrés nitrosativo y la disminucion de la actividad de

algunas enzimas antioxidantes en la nefrotoxicidad inducida por GM.

4. OBJETIVO GENERAL

Investigar si la SAMC previene el aumento del estrés nitrosativo y la disminucién de la

actividad de algunas enzimas antioxidantes.

4.1 OBIETIVOS PARTICULARES

Medir en el rifién de ratas control y tratadas con GM, SAMC y GM+S5AMC:

El estrés nitrosativo por inmunohistoquimica de nitrotirosina.
La actividad en corteza renal de las enzimas antioxidantes: catalasa,
peroxidasa, glutatién reductasa, superdxido dismutasa total y sus isoformas Mn-SOD y

glutatién

Cu,Zn-SOD.
La cantidad en corteza renal de las enzimas antioxidantes catalasa, Mn-SOD y Cu,Zn-

SOD.




5. METODOLOGIA

5.1 REACTIVOS.

Los siguientes reactivos fueron de J.T. Baker (México,
monobasico, fosfato de sodio dibasico, carbonato de sodio, hidréxido de sodio, sulfato de cobre,
EDTA sédico, sulfato de amonio, cloruro de cobre, metanol, cloruro de sodio, xilenos y alcohol

D.F.): fosfato de sodio

etilico. Los siguientes reactivos se compraron a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO): triton X-
100, Folin & Ciocalteu’s phenol, albumina bovina, NADPH, glutatién reductasa, glutation
reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG), xantina, nitroazul de tetrazolio (NBT), xantina
oxidasa, &cido dietilditiocarbamico (DDC), bolsas para didlisis, leupeptina, pepstatina A,
aprotinina, acrilamida, bis acrilamida, trizma base, persuifato de amonio, temed, tween 20,
glicina, dodecil sulfato de sodio (SDS), mercaptoetanol, azul de bromofenol, glicerol, Tris-HCI,
las placas de autorradiografia X-OMAT AR (XAR 5), revetador y fijador (Twin Pack), acetona,
acido clorhidrico, y-metacriloxipropiltrimetoxisilano y hematoxilina. De Mailinckrodt (México,
D.F.) fueron el peréxido de hidrogeno y e! tartrato de sodio. La azida de sodio fue de Merck
(Alemania). Los reactivos de deteccién para ECL Western Blotting System, membranas de
nitrocelulosa Hybond y el papel filtro (blotting paper) fueron de Amersham Pharmacia Biotech
(Alemania). Los estandares de peso molecular pretefiidos (Low Range) fueron de Bio Rad
(California, USA). Las bolsas seilables Kapak fueron de Thomas Scientific (Minnesota, USA). La

3,3-diaminobenzidina fue de Dako. El anticuerpo primario anti-catalasa fue de Calbiochem

(California, USA, cat 219010), los anticuerpos primarios anti-Mn-SOD (policlonal de conejo, cat
SOD-111) y anti-Cu,Zn-SOD (policlonal de conejo, cat SOD-101) y el anticuerpo secundario anti-
conejo (de cabra) fueron de StressGen (British Columbia, Canada, cat SAB-300), el anticuerpo
primario anti-nitrotirosina fue de Upstate (Virginia, USA, cat 06-284) y el anticuerpo secundario

anti-conejo fue de Amersham (Alemania).

5.2 DETERMINACIONES.

En todas las determinaciones se utilizé la corteza de renal de los grupos de ratas: 1) CT,

2) GM, 3) SAMC y 4) GM+SAMC administrados con los respectivos compuestos previamente en
el laboratorio, para preparar los homogeneizados en un homogeneizador tipo politrén con un

Generador PTA 7 (Brinkman, cat 027-11-172-6).




Para realizar los cortes a partir de los bloques de parafina se utilizé el microtomo Leica
RM 2145,
Para las determinaciones de actividad de las enzimas antioxidantes se utilizaron métodos
espectrofotométricos, empleando en todos los casos el espectrofotémetro Beckman Coulter DU
640 y sus programas protein y kinetics.

Para el Western Blot, se realizé la electroforesis utilizando la camara de electroforesis
Hoefer SE 250 Mighty Small II, el dual gel caster SE 245 y la camara de transferencia Hoefer TE
22 Mighty Small de Pharmacia Biotech, ademas de la fuente de poder (Hoefer EPS 2AS200).

5.2.1 Inmunobhistoquintica de nitrotirosing (NT)

Se realizaron cortes histolégicos de 3 pm en un microtomo para detectar por
inmunohistoquimica, la nitrotirosina (NT), un marcador de estrés nitrosativo. Los cortes se
depositan sobre portaobjetos esmerilados previamente silanizados (silano al 5% en acetona) y
se dejan en el horno a 60°C durante 2 semanas con el fin de eliminar el exceso de parafina y de
adherir e! tejido al portaobjetos. Posteriormente para desparafinizar se pasan por bafos de xilol
al 100%, xilol al 100%, xilol-alcohol 1:1 y para hidratar se pasan por alcohol al 100%, alcohol al
96% y agua destilada, 10 miriutos cada uno. A continuacién se inhibe la peroxidasa endégena
con H;O; al 4.5% en metanol por 1.5 h en oscuridad y se tava con agua. Se bloquea por 30
minutos con albimina al 3% en PBS pH 7.4 (amortiguador de fosfatos el cual contenia NaH;PO,

Se incuba con el anticuerpo primario anti-

20 mM, NaHPO, 80 mM y NaCl 100 mM).
Al

nitrotirosina a una dilucién 1:700 por 12 horas (toda la noche) en una camara htumeda.
siguiente dia se lava con PBS y se incuba por 2 horas con el anticuerpo secundario anti-conejo a
una dilucién 1:700, se lava con PBS y se revela con 50 pL de 3,3-diaminobenzidina 0.025%
(DAB) por 15 segundos para después contrastar con hematoxilina (1 g/L) por un minuto y lavar
con agua. Se quita el exceso de hematoxilina con alcohol dcido (etanol al 70% - HCl 1%)
sumergiendo e inmediatamente lavando con agua; se da un bafio de 10 minutos en carbonato
de litio (0.1%) donde ila hematoxilina vira de morada a azul y se lava con agua. Para
deshidratar, se pasa por bafos de alcoho! al 96%, alcohol al 100%, xilol-alcohol 1:1, xilol al
100% y xilol al 100% por un tiempo de 10 minutos cada uno, se monta en los portaobjetos con

resina y se coloca encima un cubreobjetos. Se deja secar la resina y se observa bajo

microscopia de luz. Se realiza el andlisis cuantitativo con el Zeiss KS 300 Imaging System 3.0,




el valor promedio del control se iguala a la unidad y los resultados se informan como nimero de

veces del CT.

i<yl I Enxim nio pantes en cort sy,

En tubos de piastico de 12 x 75 mm colocados en una gradilla dentro de una charola con
hielo, se adicioné 1 mL de amortiguador de fosfatos (NaH:PO, y Na:HPO,) SO mM, pH 70 y
tritén al 1%, y 100 mg de tejido, para tener una proporcién 1:10 p/v. La homogeneizacién se
realizé en el homogeneizador tipo politrén por 10-15 segundos hasta que quedé completamente
homogéneo. Ei homogeneizade se transfirid a tubos céncavos de 1.5 mL (usando el rotor
F241.5 de la centrifuga Microfuga R de Beckman) y se centrifugé a 15,300 rpm a 4°C durante 1
hora, para obtener el sobrenadante al cual se le determind la concentracién de proteinas por el

método de Lowry et a/ (103), en este homogeneizado se midieron las actividades de las
enzimas antioxidantes CAT, GPx, GR y SOD.

5.2.2.1 Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6)
La actividad de esta enzima se mide por medio de una reaccién cinética de primer orden,

en donde, de acuerdo al método de Aebi (104), se registra la disminucién en la densidad dptica
a 240 nm debida a la descomposicion del H,0; que es degradado por la catalasa (Fig. 13).

2H,0; X213 51,040,

Fig. 13. Reaccién utilizada para medir la actividad de CAT.

El sobrenadante de los homogeneizados de corteza renal se diluyen 1:30 con PBS 10
mM, pH 7.0; de aqui se toman 25 L y se colocan en una celda de cuarzo, se adicionan 725 pt.
de H;0, 30 mM vy se lee la absorbencia @ 2490 nm a los 0, 15 y 30 segundos. La actividad se
determina usando la constante de reaccién de primer orden (4) como la unidad de actividad de
la catalasa, la cual es definida de acuerdo a la siguiente férmula:
k= (1/t)(In[A{/A;]), donde t es el intervalo de tiempo medido, A; y A, son las absorbencias del
H,O: en los tiempos t; y t;. Finalmente se obtiene la actividad especifica al dividir el valor de &
entre los mg de proteina adicionados al ensayo. La actividad de la catalasa se expresa como

k/mg de proteina.
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5.2.2.2 Glutation peroxidasa (cGPx) (EC 1.11.1.19)
La actividad de esta enzima se mide indirectamente mediante una reaccién acoplada a la

glutatién reductasa (GR), donde la GPx al reducir H;O, consume glutatién reducido (GSH)
generando glutatién oxidado (GSSG), el cual es regenerado por la GR en presencia del cofactor
NADPH (Fig. 14). De este modo, se observa la disminucién de ia absorbencia del NADPH a 340

nm (108).
H,O2
2GSH NADP*
GPx R
GSSG NADPH + H*
2H20 A max 340 hm

Fig. 14. Reaccién utilizada para medir la actividad de GPx.

Los homogeneizados de corteza renal se diluyen 1:10 PBS S0 mM, pH 7.0. Se prepara la
mezcla de reaccién con EDTA sédico 1 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, glutatién
reducido 1 mM, glutatién reductasa 1 U/mL y se mantiene en hielo durante toda la
determinacién. En un tubo se mezclan 800 pL de la mezcia de reaccién y 100 pL de la muestra
diluida, se incuban a temperatura ambiente durante S5 minutos, cumplido este tiempo se
adicionan 100 uL de H;O; 0.25 mM, se agita y se vacia a una celda de cuarzo, donde se lee la
absorbencia a 340 nm durante 3 minutos a intervalos de 1 minuto. Se utiliza como control un
blanco que carece de muestra, el cual se resta a cada valor obtenido. La actividad se determina

promediando los cambios de absorbencia por minuto y sustituyendo este valor en la ecuacion
= coeficiente de absorcién milimolar det

de la Ley de Lambert y Beer: A = c x e x |, donde ¢ =
NADPH a 340 nm (6.22 L. mmol? cm™), dividiendo el resultado entre los mg de proteina
adicionados al ensayo. Asi se obtiene la actividad especifica expresada en U/mg de proteina,

donde 1 U equivale a la cantidad de enzima que consume 1 pmol de NADPH oxidado por

minuto.
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5.2.2.3 Glutation reductasa (GR) (EC 1.6.4.2)

La actividad de esta enzima se determina por medio de una reaccién en la cual la enzima
presente en la muestra convierte el glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH)
utilizando NADPH como cofactor, de tal modo que se registra la disminucién de la absorbencia

del NADPH a 340 nm (Fig. 15) (106).

2NADP* 2NADPH +H*

Fig. 15. Reaccdion utilizada para medir la actividad de GR.

En un tubo se colocan 950 ul de la mezcia de reaccién con PBS 100 mM, pH 7.6, EDTA
sédico 0.5 mM, GSSG 1.25 mM y NADPH 0.1 mM, y se mezcla con 50 pL del homogeneizado

previamente diluido 1:5 con PBS 100 mM, pH 7.6. Esta mezcla se coloca en una celda de

cuarzo y se mide la absorbencia a 340 nm durante 3 minutos a intervalos de 1 minuto,
utilizando como blanco PBS 100 mM, pH 7.6. Los resultados se expresan en U/mg de proteina,

en donde 1 U = |a cantidad de enzima que oxida 1 pmol de NADPH por minuto.

5.2.2. 4 Superoxido di: (SOD total, Mn-SOD y Cu,Zn-SOD) (EC 1.15.1.1)

El fundamento para medir la actividad de esta enzima se basa en la competicion de la
SOD con el nitroazul de tetrazolio (NBT) por los iones superoxido generados por el sistema
xantina/xantina oxidasa. Debido a que el NBT es reducido al interaccionar con los iones
superéxfélq formando un compuesto colorido (formazan) que absorbe a 560 nm (Fig.16) (107),
la actividad de la SOD es directamente proporcional al grado de inhibicién del NBT. Una unidad
de SOD se define como ia cantidad de enzima que inhibe el 50% de la reduccién del NBT.




o.,)\j = f)(%

xentiia
soo
NBT
2’1202 Formnazén
A= S0 v

Fig.16. Reaccion utilizada para medir la actividad de SOD.

La superdxido dismutasa total se determina colocando en 3 tubos 815 plL de una mezcla
de reaccién que contiene xantina 0.3 mM, EDTA sédico 0.6 mM, NBT 150 mM, Na,CO; 400 mM
y albimina bovina 0.1%. Se incuban los tubos durante 16 minutos a 27°C, iniciando las
reacciones al adicionar 165 pL del homogeneizado de corteza renal diluido 1:100 con PBS 50
mM, pH 7.0, mas 33 yL de xantina oxidasa 168 U/L a dos de los tubos a intervalos de 15
segundos entre cada tubo agitando con vértex; al otro tubo se le adiciona 165 uL de la muestra
mas 33 pt. de PBS 50 mM, pH 7.0 en lugar de la xantina oxidasa sirviendo como blanco de la
muestra. Una vez cumpiidos los 16 minutos, se detienen las reacciones a intervalos de 15
segundos con 330 pL de CuCl; 0.8 mM y se agita con vortex. Ademas se incluyen dos tubos de
100% de reduccién de NBT (comparacién), los cuales carecen de muestra. Finaimente, se lee a
560 nm el NBT reducido calibrando con ia mezcla de reaccion y la actividad de SOD total se
determina considerando los mg de proteina adicionados al ensayo, de modo que los resultados
se expresan como U/mg de proteina.

Para determinar la actividad de la isoforma Mn-SOD, se coloca en tubos una mezcla del
homogeneizado diluido 1:2 con &cido dietiltitiocarbamico (DDC) SO mM para inactivar la
isoforma Cu,Zn-SOD (108) y se incuba 1 hora a 30°C. Posteriormente las muestras inactivadas
se dializan durante 3 horas con PBS 5mM, pH 7.8 — EDTA 0.1 mM. Una vez acabada la didlisis
las muestras se diluyen 1:40 con PBS S0 mM, pH 7.0 y se sigue el mismo procedimiento antes
descrito para la SOD total.

La actividad de Cu,Zn-SOD se determina mediante la diferencia entre la SOD total y la
Mn-SOD.
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5.2.3 Western blot de as entimas sntioxiiantes.,

Se tomaron 100 mg de corteza de cada rifién y se homogeneizaron en 350 plL de PBS S0
mM, pH 7.4 que contenia EDTA siédico 1 mM e inhibidores de proteasas (leupeptina § pg/ml,
pepstatina A 7 pg/mL y aprotinina S5 pg/mL) y tritbn al 0.1% (109), utilizando el
homogeneizador tipo politrén como ya se describié. El homogeneizado se transfirié a tubos
céncavos de 1.5 mL y (usando el rotor JA 18.1 de la centrifuga J2-21 de Beckman) se centrifugd
a 3,500 rpm a 4°C durante 1S minutos, para obtener el sobrenadante al cual se le midié ta
concentracion de proteinas por el método de Lowry et al. (103) y se ajustd a una concentracion
de 5 ug/ul para la técnica de western blot de las enzimas antioxidantes CAT y las isoformas de

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

5.2.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SOS PAGE)

Se arman dos moldes para los geles en el dual caster como lo indica el fabricante (110).
Se realiza la mezcla para el gel separador al 15% en el siguiente orden: H,O destilada,
acrilamida 30%, Tris 1.5 M, pH 8.8, dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%, persuifato de amonio
10% y TEMED, se vacia en los moldes y se deja polimerizar. Posteriormente se hace lo mismo
para el gel concentrador al 5%, cambiando sdlo el Tris por Tris 0.5 M, pH 6.8 (111), colocando
un peine de 10 pozos. Una vez que los geles polimerizan, se colocan fos moldes en la camara
de electroforesis con amortiguador de eiectroforesis pH 8.3 el cual contiene Tris base 25 mM,

glicina 250 mM, SDS 0.1%.

Las muestras se preparan en tubos céncavos de 1.5 mL colocando 20 pg de proteina con
solucion desnaturalizante (108) que contiene Tris-HCI, 50 mM, pH 6.8, mercaptoetanol 100 mM,
SDS 2%, azul de bromofenol 0.1% y glicerol 10%, en una relacién 1:1; esta mezcla se coloca
en bafio maria por 1.5 minutos y se colocan en los pozos, cargando ademas marcadores de

peso molecular. La camara se conecta a la fuente de poder y se corre a 100 V por 2.5 horas

(110).

5.2.3.2 Transferencia
Posteriormente entre dos papeles filtro, los geles se transfieren a una membrana de

nitrocelulosa (112) en la camara de transferencia (113) con amortiguador de transferencia pH
8.3 el cual contiene metanol 20%, Tris base 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0.1%, y se corre a
50 mA por 1 hora. Las membranas se guardan en refrigeracion (4°C) hasta su uso.




5.2.3.3 Western blot (W.8.)

Para el Western blot (114), las membranas se bloquean 70 minutos en agitacién suave a
temperatura ambiente, con leche descremada en polvo al 5% en amortiguador de fosfatos-
tween 20 al 0.1% (PBS-T) pH 7.5 (donde el PBS contiene NaH.PO, 20 mM, Na;HPO, 80 mM y
NaCl 100 mM) y se les dan dos lavados de 10 minutos con PBS-T. A continuacién se incuban
con el respectivo anticuerpo primario 70 minutos y se dan dos lavados de 10 minutos con PBS-
T. Con el anticuerpo secundario se sigue el mismo procedimiento. Los anticuerpos se diluyen
en PBS-T y las incubaciones se hacen en bolsas sellables en agitacién suave y constante a
temperatura ambiente.

Se revela en un cuarto oscuro (con luz roja), donde se cubren las membranas con el
reactivo de deteccién para ECL (1 mL por membrana) por 2 minutos y se desecha, se coloca la
placa de autorradiografia sobre ellas dentro de un casete de expaosicién, dejando exponer ia
placa durante 20 minutos. Después se pasa la placa por una charola con revelador y con
agitacién suave el tiempo necesario para ver la sefial, es decir, bandas nitidas; una vez
encontrada la sefial, se pasa la placa por una charola con fijador y con agitacién suave se
mantiene ahi por 3 minutos, se lava con agua corriente y se deja secar para realizar l1a
densitometria con el programa Sigma Scan.

Para las tres enzimas se siguié el mismo procedimiento antes descrito, empleando los

anticuerpos correspondientes. Los resultados se expresaron como cantidades arbitrarias de

densitometria. -

5.2.3.3.1 CAT
Para esta enzima se utilizé el anticuerpo primario anti-catalasa a una dilucién 1:500, el

anticuerpo secundario anti-conejo a una dilucién 1:5000.

5.2.3.3.2 Mn-SOD
Se utilizd el anticuerpo primario anti-Mn-SOD a una dilucién 1:7000, y el anticuerpo

secundario anti-conejo a una dilucién 1:5000.

5.2.3.3.3 Cu,Zn-SOD

Se utilizé el anticuerpo primario anti-Cu,Zn-SOD a una dilucién 1:7000, y el anticuerpo

secundario anti-conejo a una dilucién 1:5000.




5.3 ANALISIS ESTADISTICO,

Los datos se analizaron con el programa Prism 3.0 (Graph Pad, San Diego, CA, USA)
usando la prueba de ANOVA y comparaciones muitiples con el método de Bonferroni. Los
resultados se reportaron como la media + el error estindar, considerando las diferencias

estadisticamente significativas a valores de p < 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Inmunohistoguimica de NT

La inmunohistoquimica (IHQ) de nitrotirosina (NT) se muestra en la Fig. 17.
aumento significativamente en el grupo tratado con GM (1.76+0.005) con respecto al grupo CT
(1.00+0.004) y el grupo con SAMC (1.00+0.004) no cambié. El grupo GM+SAMC (1.13+0.004)
fue diferente del CT pero también del grupo con GM, por lo que la SAMC previno parcialmente

La tinddn

el incremento de NT (Fig. 18).
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Fig. 18. Efecto de GM y SAMC sobre IHQ de NT; n=3 ratas;
a=p<0.001 vs. CT, b=p<0.001 vs. GM.

6.2.1 Actividad de CAT
La GM disminuyd significativamente la actividad de CAT (0.29+0.03 vs. 0.55+0.04 en €l

control). La SAMC por si misma disminuyd la actividad de CAT a 0.35+0.01, motivo por el cual,
cuando se administré a las ratas tratadas con GM, no se previno la disminucién en la actividad

de la enzima (0.264.0.03) (Fig. 19).
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Fig. 19. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de CAT;
a=p<0.01 vs, CT.
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6.2.2 Actividad de cGPx

grupo tratado con GM

La actividad de oGPx disminuyé significativamente en el
La SAMC, administrada a las ratas

(0.09+0.007) con respecto al grupo CT (0.16+0.007).
tratadas con GM (0.12 + 0.007) previno parcialmente esta disminucién (Fig. 20).

0.2

Ulmg proteina

Actividad de cGPx
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Fig. 20. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de cGPx;

a=p<0.01 vs. CT, b=p<0.01 vs. GM.

6.2.3 Actividad de GR

Se observé una disminucién significativa en el grupo tratado con GM (0.03+0.002)
comparado con el grupo CT (0.037+0.002). La SAMC administrada en el grupo tratado con GM
(0.0414:0.0007) previno totalmente la disminucién en la actividad de la enzima (Fig. 21).

Actividad de GR
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Fig. 21. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de GR;

a=p<0.05 vs. CT, b=p<0.01 vs. GM,
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6.2.4 Actividad de SOD total
En este caso, a diferencia de las otras enzimas, en el grupo tratado con GM (33+1.4) no

hubo diferencia significativa comparado con el control (34:4+3.1); en el caso de SAMC (32+1.3) y
el tratamiento de GM+SAMC (3+2.8) tampoco mostraron diferencias. De este modo, la
actividad de la SOD total no se afectd por ninguno de los tratamientos (Fig. 22)

Actividad de SOD total
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Fig. 22. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de SOD total.

6.2.5 Actividad de Mn-SOD
La actividad de Mn-SOD mostré una tendencia a disminuir en el grupo tratado con GM

(4.6+4.0.7) comparado con el CT (7.4+0.4); mientras que el grupo con SAMC (7.8+1.2) y el
grupo tratado con GM+SAMC (7.9+.1.47) permanecen sin cambios con respecto al control. De
tal modo que la SAMC previno la tendencia de la actividad de 1a enzima a disminuir con GM (Fig.

23).
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Fig. 23. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de Mn-SOD.

6.2.6 Actividad de Cu, Zn-SOD
Los tratamientos con GM (28+2), SAMC (24+1) y GM+SAMC (29+3), no afectaron la

actividad de Cu,Zn-SOD comparados con el grupo CT (27+3) (Fig. 24)
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Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de Cu,Zn-SOD.

Fig. 24.

6.3.1 W.B. de CAT
En la Fig. 25 se muestra el contenido de la CAT medido por western blot. La cantidad de

esta enzima tiende a disminuir en el grupo tratado con GM (166+21) con respecto al CT




(248+32). La SAMC (110+17) per se disminuyd la cantidad de la enzima, por lo que en el
grupo GM+SAMC (131+15) también se observa una disminucién significativa (Fig. 26).

CcT GM SAMC GM+SAMC
Fig. 25. Western blot de CAT.
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Fig. 26. Efecto de GM y SAMC sobre ia cantidad de CAT;
a=p<0.05 vs. CT.

6.3.2 W.B.de Mn-SOD
El contenido de la isoforma Mn-SOD, determinado por western blot, se muestra en la

Fig. 27. La cantidad de esta enzima en los grupos tratados con GM (214427), SAMC (252+4-10)
y GM+SAMC (227+8), no muestran diferencias significativas al compararios con el CT (232+20)

(Fig. 28).

cT GM SAMC GM+SAMC
Fig. 27. Western blot de Mn-SOD.
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Fig. 28. Efecto de GM y SAMC en la cantidad de Mn-SOD.

6.3.3 W.B. de Cu,Zn-SOD
La cantidad de la isoforma Cu,Zn-SOD es mostrada en la Fig. 29. El contenido de Cu,Zn-

SOD no se afecta por GM (336+39), SAMC (342+5) o GM+SAMC (368+7) al compararios con el
CT (289+27) (Fig. 30).

(o GM SAMC GM+SAMC
Fig. 29. Western blot de Cu,Zn.SOD.
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Fig. 30. Efecto de GM y SAMC sobre la cantidad de Cu,Zn-SOD.
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7. DISCUSION

La gentamicina (GM) es un antibidtico de amplio espectro perteneciente a la familia de
los aminoglucésidos y es muy usado para el tratamiento de infecciones por bacterias gram
negativas (5). Sin embargo, su uso se ha limitado debido a que uno de los efectos colaterales
que presenta es la nefrotoxicidad; de hecho, se ha reportado que aproximadamente 10-15% de
los pacientes tratados con GM por mas de 7 dias presentan insuficiencia renal aguda (9), la cual
se caracteriza por una disminucién abrupta en fa velocidad de fiitracién glomerular, resultando
en la acumulacién de productos finales del metabolismo tales como urea y creatinina (3).
Aunque el mecanismo de esta nefrotoxicidad no es aun bien conocido, hay evidencias tanto /rz
vivo como in vitro, en donde se muestra que la generacion de especies reactivas de oxigeno
(EROs), como 0O:7, H,O; y "OH, estan Implicadas en el dafio provocado por la GM (47),
observandose que la administracién de antioxidantes y atrapadores de EROs, entre los que se
encuentran fos compuestos organosulfurados del ajo, pueden prevenir dicho dafio (49,50,56~-
59). Con respecto a esto uitimo, se ha observado que una dieta enriquecida con polvo de ajo al
2% vy el extracto de ajo envejecido, protegen contra la insuficiencia renal aguda ocasionada por
GM y previenen el incremento de lipoperoxidacion renal (58) y .de carbonilos (115),
respectivamente, lo que ha ilevado a bﬁscar los compuestos responsables de dicho efecio.

Recientemente en nuestro laboratorio se realizé un protocolo con cuatro grupos de
ratas: 1) control (CT), 2) GM, 3) S-aliimercaptocisteina (SAMC) y 4) GM+SAMC, que se

administraron con los respectivos compuestos. Este protocolo mostrd que la SAMC es capaz de

prevenir parcialmente el dafio renal funcional y estructural causado en la nefrotoxicidad

inducida por GM en ratas. Basados en dichos resultados, en este trabajo se investigo si la

SAMC es capaz de modular la actividad de enzimas antioxidantes y de prevenir ef aumento en e!

contenido de nitrotirosina en rifién. Esta informacion nos permitira saber si el efecto protector

de SAMC en la nefrotoxicidad por gentamicina estd mediado, al menos en parte, por la
disminucidon de la nitracién de proteinas (estrés nitrosativo) y/o de la induccién de enzimas
antioxidantes,

La SAMC es uno de los componentes principales del extracto de ajo envejecido, que se
obtiene por extraccién etandlica, y se encuentra presente a una concentracién de 1.9 mg/g en
su apariencia en polvo (89). Hay evidencias de que el EAE y sus constituyentes, principalmente
SAC y SAMC, tienen propiedades antioxidantes debido a su capacidad para atrapar EROs e
inhibir la formaciéon de lipoperdxidos y la oxidacion de las LDL, asi como de prevenir la
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disminucidn de glutation (91-96), y particularmente, en nuestro laboratorio se han podido
observar estas propiedades protectoras en la nefrotoxicidad inducida por GM (102,115,116).

Se sabe que el incremento en los niveles de EROs induce citotoxicidad debido a la accién
concertada entre radicales derivados del oxigeno (117) y del nitrégeno (14). En este trabajo se
utilizé la nitrotirosina (NT) como marcador de estrés nitrosativo. Como ya se habia demostrado
en estudios previos, la administracion de GM produjo un incremento de NT (nitracién del
aminodcido tirosina presente en las proteinas) en corteza renal, lo cual indica la presencia de
EROs, ya que, para que haya una nitracién de proteinas, se necesita la presencia de agentes
nitrosantes, los cuales se originan del peroxinitrito (ONOO", un agente altamente oxidante y
tdxico) y este, es formado a partir de la interaccion de dos radicales libres, el ion superéxido
(Oz7) y el éxido nitrico (NO") (70). Esto es importante, ya que la nitracién de proteinas afecta
su funcién normal o el propio peroxinitrito puede afectar ademas lipidos y ADN, conduciendo a
un desbalance en el metabolismo de la célula y causando eventuaimente su muerte. En este
sentido, se encontré que el efecto protector de la SAMC esta asociado a la prevencion del
incremento de estrés nitrosativo, probablemente debido a su habilidad de prevenir la
disminucién en la actividad de algunas enzimas antioxidantes (ver mas adelante) y a su
propiedad antioxidante, pudiendo probablemente. atrapar O,", ya que al disminuir este,
disminuyen también los niveles de peroxinitrito. Esto concuerda con lo que se ya se ha visto
anteriorrnente en el laboratorio, ya que otros compuestos del ajo como dialil sulfuro (DAS), dialil
disuifuro (DADS) y el propio extracto de ajo envejecido (EAE) (siendo la SAMC uno de sus
componentes), han prevenido también el incremento de NT (59, 115, 118).

Se ha observado que la GM afecta al sistema antioxidante enzimatico ya que disminuye
la actividad y cantidad de la enzima catalasa (CAT), disminuye la actividad de la superdxido
dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD), glutatién peroxidasa (GPx) y glutatién
reductasa (GR), y no afecta a la superéxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (Cu,Zn-
SOD), ademas, que la administracion de compuestos de ajo previenen la disminucion de la
actividad de Mn-SOD, GPx y GR (4,58,59,115). En este trabajo también se determind la
actividad y cantidad de estas enzimas antioxidantes y se encontré que el comportamiento fue
similar mas no idéntico. La GM disminuyd la actividad de la CAT, lo cual puede ser secundario a
ta diminucién de su cantidad y de su ARNm (58), ya que, aunque en este caso la disminucién en
la cantidad no alcanzdé a ser estadisticamente significativa, muestra una clara tendencia a

disminuir. La GM también disminuyd la actividad de cGPx y de GR, la actividad de Mn-SOD
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mostré una clara tendencia a disminuir independientemente de su cantidad, mientras que la
actividad o cantidad de CuZn-SOD no cambié. Esto se puede explicar en parte, por el hecho de
que el peroxinitrito dafia la Mn-SOD (119) y la GPx (120) y el Oy inactiva a la GPx (121) y a la
CAT (122), ademas, por el hecho de que la Mn-SOD es mas Iabil que la Cu,Zn-SOD (58). Es
importante hacer notar que la SAMC per se, no induce a las enzimas antioxidantes, pero se
observé que en el grupo tratado con GM+SAMC, el efecto protector de la SAMC también esta
asociado a la prevencion total de la disminucion de la actividad de la GR y a la prevencién
parcial en la disminucion de la actividad de cGPx, ademas de la tendencia que muestra la Mn-
SOD. Pero en el caso de la CAT, no logra prevenir la disminucién de su actividad y cantidad,
explicandose por el hecho de que no sélo decrece la actividad de la enzima, sino también su
cantidad y el contenido de ARNm (58); de hecho, la SAMC por si misma disminuye su actividad.
Este efecto ya se habia notado con el ajo en polvo y con otros compuestos derivados del ajo,
como es el caso del DADS (59) y el DAS (118). Aunque no esta completamente claro el
mecanismo por el cual ocurre esta disminucién, se ha encontrado que ia sintesis de CAT
disminuye en ratas alimentadas con polvo de ajo al 2% (123). Es muy interesante notar que ni
el EAE (115) ni la SAC (116) producen esta disminucion.

Otra posible explicacion del efecto protector de la SAMC, podria ser que tuviera la
capacidad para quelar metales, lo que ha sido observado con el EAE (96); dado que los metales
de transicion estan involucrados en la formacion de EROs mediante la reaccidon de Haber-Weiss
(67), si la SAMC tiene la capacidad de inactivar estos metales quelandolos, entonces ya no
incrementaria la produccién de EROs, tales como el ‘OH. Una explicacion mas para los efectos
observados en este trabajo, es que la SAMC incremente el contenido de glutation, ya que esto
se ha observado en estudios de SAMC con hepatotdxicos y en otros con EAE (100, 124). Es
muy probable que la SAMC sea capaz de incrementar el contenido de glutation en la
nefrotoxicidad debida a GM, debido a que la SAMC logra prevenir la disminucién en la actividad
de GR, ocasionada por GM, y esta enzima es la que recicla el GSSG (glutation oxidado)
pasdndolo a GSH (glutatién reducido). Si el GSH aumenta con SAMC, se esperaria en el grupo
GM+SAMC que la GPx pueda disponer de su sustrato y llevar a cabo la conversién de peroxidos
(como el H;0;) a agua, como consecuencia ya no se incrementarian los niveles de estas

especies implicadas en el dafio. Ademas la SAMC previno parcialmente la disminucién en la

actividad de GPx lo cual también contribuiria a ia degradacién de los perdxidos
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8. CONCLUSION

Los resultados encontrados en este trabajo sugieren que el efecto protector que muestra
la SAMC en la nefrotoxicidad inducida por GM estad asociado a la atenuacién del estrés
nitrosativo y a la prevencion de la disminucién de algunas enzimas antioxidantes. De tali modo
que la SAMC es uno de los compuestos del extracto de ajo envejecido que contribuyen a

explicar su efecto protector.
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