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La gentamicina (GM) es un antibiótico de amplio espectro perteneciente a la familia de 
los aminoglucósidos 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 efectDs colaterales que 
presenta es la nefrotoxiciclad; aproximadamente 10-15 % de los pacientes tratados con GM por 
más de 7 días presentan insuficiencia renal aguda. Se conoce desde tiempas muy antiguos que 
el ajo tiene muchas propiedades medicinales, algunas de las cuales se le han atnbuido a su 
capacidad antioxidante. Particularmente en nuestro laboratorio se encontró que un compuesto 
del ajo, la 5-alilmercaptocisteina (SAMC) previene la nefrotoxicidad Inducida por gentamldna 
(GM) al disminuir el daño estructural y funcional renal y las proteínas oxidadas (marcador de 
estrés oxidativo). Por Jo tanto, el objetivo de este trabajo es investigar si este compuesto 
antioxidante puede prevenir: (a) el estrés nitrosativo y (b) la disminución del sistema 
antioxidante enzimático inducidos JX>r GM y así explicar, en parte, su efecto protector. Con este 
fin, se utilizaron bloques de riñón 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 histológicos de los riñones y se realizó una 
inmunohistoquímica de nitrotirosina (NT) para valorar el estrés nitrosativo. Se encontró 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), glutatión 
peroxidasa citosólica (cGPx), glutatión reductasa (GR), superóxido dismutasa total y sus 
isoformas Mn-500 y CU,Zn-500. La actiVidad de la enzima CAT disminuyó en los grupos 
tratados con GM, SAMC y GM+SAMC; la actividad de cGPx y GR disminuyó significativamente en 
el grupo tratado con GM; la Mn-500 mostró una tendencia a disminuir con GM pero no alcanzó 
significancia estadística; la actividad de 500 total y Cu,Zn-500 no se modificó con ninguno de 
los tratamientos. También se midió en homogeneizados de corteza renal el contenido de las 
enzimas antioxidantes CAT, Mn-500 y Cu,Zn-500 por western blot. La CAT mostró una clara 
tendencia a disminuir en el grupo GM, y disminuyó significativamente en los grupos SAMC y 
GM+SAMC; el contenido de Mn-500 y Cu,Zn-500 no disminuyó. El tratamiento con SAMC, en 
el grupo GM+SAMC, no logró prevenir la disminución de la actividad y el contenido de CAT, 
pero si preVino parcialmente la disminución de la actividad de cGPx, totalmente la actividad de 
GR y la tendencia a disminuir que mostró la actiViclad de Mn-500. La SAMC per se fue incapaz 
de aumentar la actividad de las 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 está también asociado a la atenuación del estrés nitrosativo v a la 
prevención de la disminución de algunas enzimas antioxidantes. De tal modo que la SAMC es 
uno de los compuestos del extracto de ajo envejecido que contJibuyen a explicar su efecto 
protector. 
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.z • .z EL RIÑÓN 

.z.z..z. Genecalllfadestfeldífóo 

El riñón es un órgano situado en Ja parte posterior del abdomen a cada lado de Ja 

columna vertebral, sus dimensiones en el humano son aproximadamente de 12x7x3 cm, el peso 

de cada riñón es de 125-170 g en el hombre y de 115-155 g en Ja mujer. se distinguen dos 

reglones principales en un corte transversal: una pálida y externa que corresponde a la corteza, 

y otra más oscura e Interna que corresponde a Ja médula (1) (Fig. 1). Las principales funciones 

del riñón son: l)ellminar la mayoría de Jos productos metabólicos terminales del organismo y 

sustancias extrañas, 2)controlar las concentraciones de la mayor parte de los componentes de 

los líquidos corporales y 3) la producción y secreción de enzimas y hormonas. 

Arteria renal - - -

Vena renal - - -:.' 

Ureter- - -

_ -=---Columnas renales 

- - ·Pi'*nides renales 

Fig. 1. Estructura del riñón. 

Los dos riñones, 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 riñón y 

consta principalmente de un glomérulo, cápsula de Bowman, túbulo proximal, asa de Henle, 

túbufo distal y túbulo colector (Fig. 2). Los principales mecanismos mediante los cuales Ja 

nefrona depura el plasma son: filtración, reabsorción y secreción. La formación de la orina 

TESIS CON 
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comienza con la sangre que entra por la arteriola aferente al glomérulo situado en la corteza 

renal y la presión de la sangre hace que el líquido se filtre hacia la cápsula de Bowman, pasando 

como ultrafiltrado al túbulo proximal en la corteza y posteriormente al asa de Henle la cual 

penetra hasta la médula. Tras pasar esta estructura, el líquido entra en el túbulo distal el cual 

está ya en la corteza renal, donde se unen varios túbulos distales para formar el túbulo colector. 

Los túbulos colectores se van uniendo para formar unidades más grandes que penetran hacia la 

médula, siendo que los más 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), secretándose al 

mismo tiempo algunas sustancias desde el propio plasma hacia la luz tubular. De este modo, la 

orina formada está compuesta principalmente por el agua restante, sustancias filtradas y 

pequeñas cantidades de sustancias secretadas (2). 

Corteza 

Fig. 2. Estructura de la nefrona. 

:z.:z.2 lnsufic!eada ama/aguda <IRA J 

Es un síndrome caracterizado por una disminución abrupta en la velocidad de filtración 

glomerular, resultando en la acumulación de productos finales del metabolismo tales como urea 

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

t ':; ; :..¡ 
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asintomática y se detecta cuando a los pacientes se les realiza un perfil bioquímico, el cual 

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 mLJd) (3) • 

.z • .z • .z . .t EtíOlogía 

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

l. Pre-renal: es secundaria a Ja disminución de la Irrigación sanguínea del riñón, de tal modo 

que la alteración se produce antes de llegar al riñón. Esto puede deberse a hipovolemia,. 

disminución del gasto cardíaco, vasodilatación sistémica, vasoconstricción renal, agentes 

farmacológicos que dañan la autorregulación, entre otras causas. 

2. Intra·renal: se produce por alteraciones en el interior del riñón. Entre las causas están las 

enfermedades que involucran las arterias y venas renales, enfermedades del glomérulo y la 

microvasculatura renal, enfermedades caracterizadas por daño prominente a Jos túbulos renales 

frecuentemente con necrosis tubular aguda y enfennedades agudas del intersticio tubular. 

3. Post-renal: es secundaria a una obstrucción del sistema colector de la orina el algún lugar 

entre los cálices y el tracto de salida de la vejiga. Esto .puede ser por una obstrucción de los 

ureteres, obstrucción del cuello de la vejiga u obstrucción uretral. 

.t.2 GENTAMICINA fGMJ 

La gentamicina (GM) es un antibiótico de primera elección y de amplio espectro muy 

usado para el tratamiento de infecciones por bacterias gram negativas (5), entre las que se 

encuentran Pseudomonas, Enterobader, Proteus y Neisseria (6). Este antibiótico es obtenido 

de especies del actinomiceto Micromonospora. Pertenece a la familia de los aminoglucósidos y 

en su estructura contiene dos aminoazúcares (purpurosamina y garosamina) unidos por enlaces 

glucosídicos a una hexosa o aminociclitol (2-desoxiestreptamina). Dependiendo de la metilación 

que tenga la purpurosamina, se generan tres tipos de gentamicinas (7) (Ag. 3). 
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Gentamlclna Cl : Rl = R2 = D-i3 
Gentamk:ina Cla : Rl = R2 = H 
Gentamlclna C2 : Rl = CH3. R2 = H 

} 2-desoxlestreptamna 

Fig. 3. Estructura química de la Gentamlcina • 

.Z.2 • .Z Her;anismp de a«(ón de la GH 

Difunde por medio de canales acuosos formados por porinas, penetra en la membrana 

citoplásmica y se liga a la subunidad ribosómlca 30 S interfiriendo en la síntesis de proteínas, lo 

que causa una lectura errónea y la terminación prematura de la traducción. De este modo, las 

_proteínas aberrantes producidas, -se insertan en la membrana alterando Ja permeabilidad, esto 

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

.i.2 .. 2 Farmac:acinétic:a de la GH 

la GM es una molécula policatiónica altamente polar. No se absorbe en el tracto 

gastrointestinal, pero es rápidamente absorbida por vía intramuscular o subcutánea. Su vida 

media en plasma sanguíneo es de 1 a 4 horas en humanos y de 30 minutos en animales 

pequeños de laboratorio. Su unión a las proteínas plasmáticas es mínima; esencialmente es 

eliminada por filtración glomerular y parcialmente reabsorbida por células del túbulo proximal 

(5,8) . 

.r..2 • .3 Toxicid.ad de la GH 

El uso de la GM se ve limitado por presentar efectos nefrotóxicos y ototóxicos (9,10). la 

nefrotoxicidad como efecto colateral es más común, ocurre en 8-26°/o de los pacientes 

hospitalizados que reciben aminoglucósidos incrementando Ja 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 administración del antibiótico (7,10-13). 
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La nefrotoxlcldad se caracteriza por necrosis tubular principalmente en los túbulos 

proximales sin cambios morfológicos en las estructuras glomerulares, hay una marcada 

disminución en la velocidad de filtración glomerular, lo que ocasiona IRA (14-17) • 

.Z.2.3 • .Z Nehotoxk:idad inducida porGN: IRA 

Aproximadamente 10-15% de los pacientes tratados con GM desarrollan IRA (18). La 

GM es transportada a los túbulos proximales a través de la membrana de borde en cepillo 

(lumlnal) o basolateral (vascular) por plnocitosis, y es acumulada en lisosomas (19·22). La 

entrada en Ja membrana esta mediada por interacciones electrostáticas entre Ja carga positiva 

de la GM y la carga negativa de los fosfolípidos ácidos (principalmente fosfatidilinositol) (21,23-

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

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

aminoglucósidos (6,27-30). Después de la endocltosis, la GM se acumula en lisosomas, estos se 

hinchan por deposición de material lipídico (detritus), dando una apariencia de cuerpos 

mleloides al ser observados por microscopía electrónica (24-26,31-34). Dado que la GM se 

acumula en los lisosomas de los túbulos proximales y su vida media en el tejido cortical es de 

aproximadamente 100 horas, se daña la función de estos organelo~ contribuyendo a la 

nefrotoxlcldad (35,36). 

Se han propuesto varias hipótesis para entender los mecanismos mediante los cuales Jos 

aminoglucósidos causan nefrotoxicidad, entre estos se encuentran: alteración del metabolismo 

de fosfolípidos provocando su acumulación y formación de cuerpos mieloides, inhibición de 

fosfolipasas A y C (esto puede interferir con procesos de transducción de señales) 

(25,26,32,37,38), disminución de la actividad de la ATPasa Na•-K• y la esfingomielinasa (39-

41), inhibición de Ja síntesis de proteínas microsomales (42-44), entre otros. Como 

consecuencia de lo anterior, se han observado alteraciones patofisiológicas en la membrana 

apical, membrana basolateral, retículo endoplásmico, lisosomas, mitocondria y microsomas, 

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

.Z.2.3.2 GN y especies reaaivas de oxígeno 

Los mecanismos exactos de la inducción de IRA por GM aún no están completamente 

claros, pero hay evidencias ;n vitro e In vivo (47) que han Implicado a las EROs como 

mediadoras de este daño: 
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Se ha observado que la GM aumenta la generación de anión superóxido, peróxido de 

hidrógeno y radical hidroxilo por la mltocondria cortical In vlt:ro (48,49), incrementa la 

generación del radical hidroxilo In vivo (SO) e lncremeta la peroxldación de lípidos en la corteza 

renal de ratas (51-53). Además, se ha encontrado que la GM Induce la liberación del hierro de 

la mitocondria cortical, y este en combinación con la GM, causa peroxldaclón de lípldos y 

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

algunos atrapadores del radical hidroxilo, tales como dimetlltiourea (DMTIJ), dimetll suifóxido 

(DMSO) y benzoato de sodio, de quelantes de hierro como la deferoxamina (DFO), de 

antioxfdantes como la vitamina E, selenio, superóxido dismutasa y compuestos de ajo, entre 

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

.Z.3 ESPECIES BEACUVAS DE OXÍGENO <EROsl 

Se conoce como especies reactivas de oxígeno (EROs) a moléculas químicamente 

reactivas derivadas del oxígeno. Los radicales libres, son especies químicas que tienen un 

electrón desapareado, siendo los de mayor interés los derivados del oxígeno y son 

frecuentemente llamadas EROs y viceversa, utilizando estos dos ténninos como equivalentes. 

Debido a esto, el término EROs incluye a metabolitos de oxígeno que pueden ser o no radicales 

libres. Cuando hay un desequilibrio entre la producción de EROs y las defensas antioxidantes, 

se origina el estrés oxidab·vo, en el cual existe daño celular que puede llegar a ser muy severo y 

puede conducir a Ja muerte celular; este, puede ser debido a un incremento de EROs, a una 

disminución de las defensas antioxidantes o a ambas (60). 

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

son requeridos para la función celular nonnal. En los sistemas biológicos se lleva a cabo una 

reducción parcial del oxígeno molecular vía univalente y de un modo secuencial, conduciendo a 

la generación de las EROs: ion superóxido (O[), peróxido de hidrógeno (H20,) y radical 

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

dañarlas, tales como, lípidos, proteínas y ADN (62). 

1 02 ~o·- ~H O ~-OH+OH-~2H O 1 
2 2 H+ 2 2 21-t• 2 -

Fig. 4. Reducción untvalente del oxigeno. 

6 



Pero las especies mostradas anterionnente, no son las únicas ya que se pueden formar 

otras por vías alternas. De tal modo que entre las EROs que son radicales tenemos al anión 

superóxldo (02·"), radical hirdroxllo (-OH), radical peroxllo ("OOR), radical hridroperóxido (·OOH), 

radical alcoxllo ("OR); entre los no radicales encontramos al peróxido de hidrógeno (H,02), ácido 

hlpocloroso (HOCI), ozono (O,) y oxígeno slngulete ( 102) (62) • 

.Z.3 • .Z Anión superóxl(fp ('O.z--.J 

Se forma por adición de un electrón al oxígeno molecular y a pesar de ser un radical 

libre no es altamente reactivo. Se forma espontáneamente en medios aerobios ricos en 

electrones como es el caso de la cadena respiratoria en la membrana interna mitocondrial. 

También es producido por Ja xantina oxidasa, Jipooxigenasa v ciclooxigenasa. La NADPH 

oxidasa de fagocitos lo forma como mecanismo de defensa contra organismos extraños, 

generalmente bacterias. El 02·· no tiene Ja capacidad de penetrar las membranas lipídicas, por 

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

.Z.3.2 &róxida de hjdaigeoo ('H.zOzJ 

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

membranas biológicas y así difundir a otros organelos. Es producido a partir del 02·· vía 

superóxido dismutasa, también a partir de la NADPH oxidasa (en neutrófilos), glucosa oxidasa y 

xantina oxidasa (61). Juega un papel muy importante como intermediario en la producción de 

otras EROs, como es el caso del radical hidroxilo (vía metales de transición, Fig. 5) y el ácido 

hipocloroso (por la acción de la mieloperoxidasa presente en los fagosomas de neutrófllos). 

llene una función importante fisiológicamente como molécula de señalización intracelular 

(64,65) . 

.z.3.3 Radical hidroxilo ("-OH.J 

El radical hidroxilo es altamente reactivo causando más daño que cualquier otra ERO, 

pero es muy inestable, de modo que su tiempo de vida media es muy corto e Interactúa con las 

moléculas más cercanas a él. Es formado a partir del H202 en la reacción de Fenton catalizada 

por metales de transición, y el 0 2 •• recicla los metales, de modo que la suma de ambas 

reacciones es conocida como la reacción de Haber-Welss (66,67) (Fig. 5 ). 
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cu2 •/Fe3 • + oz- ____... Cti";/Fe 2 • + 02 aedcl-.tedelosmet.ae.de1r......,. 

cu•/Fe 2 • + HzOz __..... eu2 •/Fe3 • + •ot-t +OH- Reaiccl6ndeFentan 

Fig. S. Reacción de Haber-Weiss . 

.1.4 ESPECIES BEAC77J(AS DENITB6GENO fRNSJ 

Las especies oxidantes reactivas que contienen al átomo de nitrógeno, de modo análogo 

a las EROs, son conocidas como especies reactivas de nitrógeno (RNS) y cuando estas alcanzan 

un umbral crítico y hay reacciones nitrosativas incontroladas surge un fenómeno conocido como 

estrés nitrosativo. Entre estas especies se encuentran los radicales: óxido nítrico (NO") y 

dióxido de nitrógeno (N02), y los no radicales: ácido nitroso (HNO,), catión nitronium (N02 •), 

catión nitrosilo (No•), anión nltroxilo (NO"), tetróxido de dinitrógeno (N20.), trióxido de 

dinitrógeno (N20,), peroxinitrito (ONOO") y afquifperoxinitritos (ROONO) (68). 

El NO· es sintetizado enzimáticamente durante el metabolismo oxidativo de la L-arginina 

a L-citrulina por fa óxido nítrico sintasa (NOS) (Ag. 6). A concen~ciones fisiológicas, el No· 

funciona principalmente como segundo mensajero intracelular, siendo una de sus cualidades 

más conocidas el actuar como factor relajante del músculo liso (69). 

1 L-argfnina + Oz + NADPH ~ L-cltrullna + NO"+ NADP• 1 
Fig. 6. Síntesis del óxido nítrico. 

El No· no reacciona fácilmente con biomoléculas a pesar de tener un electrón 

desapareado, sin embargo, lo hace con otros radicales libres (por ejemplo, radicales peroxilo y 

alquilo), generando moléculas menos reactivas, por Jo que funciona como un atrapador de 

radicales libres (61). Pero, si el o,-· es producido en grandes cantidades paralelamente con el 

NO·, los dos reaccionan entre sí produciendo CONO" (peroxinitrito) (Ag. 7), éste y su conjugado 

ácido (OONOH) son altamente tóxicos y oxidantes y se ha mostrado que causa peroxidación de 

Jípidos y citotoxicidad (70). En Ja presencia de 0 2 o de 0 2·-, el NO· reacciona con estas especies 

generando otras RNS como el N02· y N201, los cuales son también agentes nitrosantes que 

reaccionan con grupos sulfhidrilos para formar 5-nitroso derivados, así como oxidación de 
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componentes Intracelulares (68). En la siguiente figura (Ag. 7), se muestra la formación de 

algunas RNS. 

02-+ NO"- ONOO-
ONOO-+ H• ONOOH 

ONOOH -OH·+ NOi 
NO+ NC>i Nz03 

Flg. 7. Formación de peroxlnitrito y otras RNS. 

El peroxinitrito es particularmente un oxidante efectivo de moléculas aromáticas y 

compuestos organosulfurados que Incluyen aminoácidos y residuos de péptidos. La cisteina y el 

glutatión (componentes de reservarlos antioxidantes) son convertidos a disulfuros. La tlrosina y 

el triptofano experimentan oxidaciones de un electrón a cationes radicales, los cuales son 

competitivamente hidroxilados, nitrados y dimerizados. La formación de nitrot'irosina (NT) es 

particularmente favorable, v la aparición de este producto en muestras biológicas se considera 

una consecuencia de la exposición a peroxinitrito. La nitració_n de tiroslna puede conducir a 

disfunción de Jas proteínas nitradas, tal como se ha mostrado o sugerido en el caso de 

superóxido dismutasa, actina, tirosina hldroxilasa neuronal, citocromo P450 y prostaciclina 

sintasa (71) . 

.Z.S SISTEHASANTZOXTDAN7ES 

Para contrarrestar los efectos letales de la excesiva formación de EROs, Jos organismos 

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

antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos. Estos actúan al imperdir la formación de las EROs, 

al evitar la oxidación de un determinado sustrato susceptible a sufrir una oxidación o al 

reaccionar con ellas para formar especies menos reactivas • 

.z.s • ..z Antfox!daofrM eazlmátlcos 
Entre las enzimas principales se encuentran: superóxido dismutasa, catalasa, glutatión 

peroxidasa y glutatión reductasa, entre otras. 
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.i • .s..i • .1 supenixído dlsnrug .. rsoo~ {óxido rmuctasa EC I..IS..1 • .1) 

La superóxldo dlsmutasa (500} es una metaloenzlma que catallza la conversión 

(dismutación) del anión superóxldo a H,02 y a oxígeno molecular (Rg. 8). En las células 

eucarlotas está presente en 3 lsoformas 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-500) es dimérlca con un peso de 32 KDa (en humanos), se 

encuentra en citoplasma y núcleo (72); la otra es conocida como 500 extracelular (EC-500} y 

es tetramérJca con 25 KDa por subunidad (en mamíferos), se encuentra en plasma, linfa y 

líquido sinovial (73), tiene alta afinidad por la heparina y sulfato de heparán en la superficie 

celular endotelial; en Ja rata esta isoforma es un dímero de 85 KDa el cual no tiene afinidad por 

la heparlna (74). La que contiene Mn (Mn-500) es tetramérica, pesa 80 KDa y se encuentra en 

mltocondrla (75). 

Flg. 8. Reacción cataUzada por la SOD. 

La 500 no es una enzima propiamente deslntoxicante, debido a que el producto que 

forma (H20,), causa también daño celular; sin embargo, este es el primer paso de la cascada 

enzimática para la de inactivación de la EROs, ya que a continuación la enzima que actúa es la 

catalasa . 

.t • .S..Z.2 Cata/asa rCAT~ {EC .l • .1./ • .1.6) 

Esta enzima es una hemoproteina tetramérica con peso molecular de 240 KDa, con 

cuatro ferriprotoporfirinas por tetrámero y una molécula de NADPH unida a cada subunidad 

(76), la cual cataliza la degradación de peróxido de hidrógeno (Fig. 9). Su vida media en 

circulación es relativamente corta, de 6 a 8 minutos, en tejidos de mamíferos está presente en 

altas concentraciones en hígado, riñón y en bajos niveles en tejido conectivo (77). En las 

células, está presente principalmente en los peroxlsomas (80%) y mitocondrlas (78). 
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l 2Hz0z~ Oz+2H2 01 

Ag. 9. Reacción catalizada par la CAT . 

.Z • .S..Z.3 Glutatíón peroxldllsa <GPx.} {glutatión:HzOz axfab redUáilsa EC 1.11.1.9} 

Esta enzima cataliza la reducción del H 20 2 y de hidroperóxldos orgánicos (Ag. 10), 

protegiendo así a las células del daño oxldativo. Para llevar a cabo esta reacción, la GPx utJliza 

glutatión reducido (GSH) como sustrato y este pasa a glutatlón oxidado (GSSG) (61). 

1 ROOH + 2GSH ~ ROH + GSSG + HzO 1 
Flg. 10. Reacción catalizada por la GPx. 

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

átomo de selenio unido a una cisteína en su sitio activo: 

·Glutatión peroxidasa citosólica {cGPx} : esta seienoenzima está presente en casi todos los 

tejidos pero irregularmente distribuida. Es un tetrámero compuesto de cuatro subunldades 

idénticas de 22 KDa cada una, cataliza la reducción del H20 2 y de hidroperóxidos de lípidos (79). 

Glutatión peroxidasa gastrointestinal (GI-GPx} : es similar a la anterior, ya que es citosólica, 

tiene cuatro subunidades idénticas de 22 KDa y cataliza la reducción de varios peróxidos. Sin 

embargo, esta enzima es tejido-específica, ya que en ratas se ha encontrado solamente en 

tracto gastrointestinal (TGI) y en humanos en el TGI e hígado; debido a esto, puede ser un 

componente principal en la defensa contra hldroperóxidos de lípldos ingeridos e importante para 

la prevención de cáncer (80). 

Glutati6n peroxic/asa plasmática (pGPx}: es un tetrámero con subunidades de 23 KDa 

aproximadamente. Difiere de las dos anteriores en que esta es una glicoproteína 

(selenoglicoproteína) y esta presente en los fluidos extracelulares (81). Está presente en varios 

tejidos, de donde es secretada a los fluidos extraceJulares, pero el riñón tiene la más alta 

concentración y es el principal sitio de producción de esta enzima (82). También, cataliza la 

reducción de varios peróxidos, aunque su actividad es solamente del lOo/o de la cGPx (81). 

Glutatión peroxidasa de hidroperóxidos fosfoúpidos {PHGPx} : a diferencia de las anteriores, 

esta selenoenzima es un monómero de 19.7 KOa. Se encuentra en tejidos en forma citosóllca y 

11 



asociada a membranas (83). Puede reducir directamente hldroperóxidos de fosfofípidos v 
colesterol, siendo considerada un factor importante en la protección contra la destrucción 

oxidatlva de las biomembranas (84). Se ha sugerido que puede tener funciones importantes en 

la regulación redox de varios procesos, como inflamación, apoptosis v espermatogénesis (85) • 

.Z . .S..Z.4 G/utatión reduc:tasa <GR} (EC 1.6.4.2} 

Esta enzima se localiza en citoplasma v mltocondria (86). Es una enzima muy 

importante que actúa 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 

de NADPH son regenerados por la acción de las enzimas málica y glucosa-6-fosfato 

deshldrogenasa (87). La reducción que cataliza la GR por medio de dos reacciones, es 

mostrada en la siguiente figura (Fig. 11), en donde GR-(SH)2 y GR-52 corresponden a las formas 

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

GSSG + GR-(SHh - 2GSH + GR-S2 

GR-S2 + NADPH + H• -~-(SHh+ NAOP• 

GSSG + NADPH + H• -~-~- 2GSH + NADP• 

Fig. 11. Reacción catallzada por la GSH-Rx. 

~ .. 5 .. 2 Antipxidantes np enzim;it;ms 

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

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

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

12 



Tabla l. Antioxidantes no enzimáticos hldrosolubles. 

AN170XIOANTE COMENTARIOS MODO OE ACCION 

Glutatión Es un tripéptido Es sustrato de la GPx; atrapa -OH, 
Intracelular: ácido HOCI, OONO-, RO-, R02·, etc; quela 
glutámico-clstelna- cu; previene la oxidación de 
glicina proteínas con grupos -SH; está 

Involucrado en muchos otros 
procesos metabólicos y recicla otros 
antioxidantes. 

Vitamina C Estructura química: Recicla el a.-tocoferol, reduce 
ácido ascórblco; se peróxidos y EROs tales como 02··, 
encuentra de modo previene la formación de 
Intracelular hidroneróxidos etc. 

Acldo úrico Es producto final de la Es atrapador de EROs y RNS, por 
degradación de los ejemplo: R02·, ·oH, N02· y 0 3; 
ácidos nucleicos y se protege contra la nitración; quela Fe 
encuentra y Cu 
extracelularmente 

Flavonoldes y otros fenoles Inhiben las lipooxigenasas 
de plantas atrapando radicales peroxilo, 

pueden unirse a metales de 
transición. etc. 

Tabla 2. Antioxidantes no enzimáticos liposolubles. 

AN170XIOANTE COMENTARIOS MOOO OE ACCION 

Carotenoides Sirven como In viUo actúan como atrapadores 
precursores de la de radicales libres, in vivo es 
vitamina A (o retino!) incierto su mecanismo 

Vitamina E Se localiza de modo Actúa como atrapador de radicales 
extracelular y en las peroxilo Inhibiendo la 
membranas; se conoce lipoperoxldación 
también como a. -
tocoferol 

Bilirrubina Es el producto final de In vitro atrapa radicales peroxilo y 
la degradación del oxígeno singulete; in vivo unida a la 
aruno hemo albumina la oro•~e contra EROs 

Acido lipoico Se ha encontrado en Quela metales; atrapa radicales 
tejidos y fluidos libres (ROz, HOCI, OH· y ONOOH); 
corporales, mltocondria regenera otros antioxidantes (GSH, 
y sangre ascorbato, vit. E) 



i.tiJl!UR 

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

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

debido a las múltiples propiedades que posee. Pertenece a la famffia Alliaceae y su nombre 

científico es Al/ium sativum (89) • 

.Z.6 .. i Cpmeasfdón química 

La más sobresaliente de sus características es su alto contenido de compuestos 

organosulfurados (11-35 mg/g peso fresco), 99.5º/o de los cuales contienen el aminoácido 

sulfurado clstelna. Casi todo el azufre (95º/o) en los dientes de ajo enteros se encuentra con 

abundancia similar en dos clases de compuestos principales: los S-afqull cisteína suffóxidos y las 

y-gfutamfl S-afquif cfsteínas. Ambos, están sustituidos en el átomo de azufre con un grupo afilo 

(2-propenifo), isoafifo (trans-1-propenifo) o por grupos metilo. El compuesto más abundante es 

la afina (suffóxido de 5-afif cisteína) y representa el 80% del total de los 5-afquif suffóxfdos de 

cisteína. La alina se encuentra compartamentalizada en las células mesofílicas y cuando el ajo 

es triturado o cortado, entra en contacto con la enzima vacuolar alinasa que actúa sobre ella 

para formar fa alicina y ésta debido a su Inestabilidad y a diferentes condiciones de tratamiento 

da lugar a otros compuestos. Por otra parte, las y-glutamJI cisteínas, son precursoras de la alina 

e isoalina durante la germinación de la planta, y por medio de una vía diferente son convertidas 

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

i.ti.2 Propiedades 

La mayoría de las investigaciones analíticas y farmacológicas del ajo están enfocadas a 

los compuestos organosulfurados, debido no sólo a su abundancia como ya se mencionó, sino 

porque se le atribuyen los efectos que produce esta planta, entre los cuales estan los mostrados 

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

EFECTVS 7DTALDE ESTUDIOS EN 
ESTUDIOS HUMANOS 

Cardiovascular 344 104 
Lípidos en sannre 179 62 
Presión sanquínea 78 18 
Abrinólisls coaaulación fluto 51 18 
Aareaación nlaauetaria 76 6 
Aterosclerosis íformación de ateromasl 23 2 

Antimicrobiano 252 35 
Cáncer 221 12 
Antioxidante 60 4 
Hiooalicémico 28 3 
Estimulación del sistema Inmune 15 3 
Antiinflamatoria 11 1 
Padecimientos aastrolntestinales 43 27 
Resoiratorio 11 5 
Antídoto contra envenenamiento con metales ~dos 28 1 
Otros 18 efectos 145 12 
Total de estudios farmacolóaicos 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, Jos cuales se encuentran en diferentes preparaciones farmacéuticas . 

.z.6.3 s-alilmea;;wtpdsteína <$AHCI 

la SAMC (209 g/mol), es un compuesto que se encuentra en cantidades sumamente 

pequeñas (0.002 mg/g peso fresco) en el ajo cortado, pero, es uno de los compuestos que se 

encuentran en mayor proporción en el (EAE). Este extracto se prepara al almacenar el ajo 

cortado en trocitos en etanol acuoso al 15-20 o/o por 20 meses aproximadamente, seguido por 

filtración y concentración; de este modo, la concentración de la SAMC va incrementándose en el 

transcurso del envejecimiento del extracto de ajo, donde parte de una concentración 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 

aminoácidos o con la cisteína, para fonnar la SAMC y otros compuestos como se muestra en Ja 

siguiente figura (Fig. 12) (89). 
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Fig. 12. Formación de SAMC mediante la reacción de dsteína con alldna y sus derivados (89) • 

.1.6.3 • .1 Evidencias que respaldan las prop/l!dades de la SA/l#C 

Se ha encontrado que el EAE y sus constituyentes, entre los que se encuentran la SAMC 

y SAC (5-alilcisteína) principalmente, reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares y 

cerebrovasculares, inhiben el daño al ADN y la mutagénesis, tienen acciones preventivas contra 

cáncer, previenen el daño en el hígado contra agentes tóxicos y tienen actividad antioxidante; 

esta última, debida a su capacidad para atrapar radicales e Inhibir la formación de lipoperóxidos 

y la oxidación de LDL (91-96). Específicamente en el caso de la SAMC se ha observado que 

tiene efectos antiproliferativos, protección anticancerígena induyendo colon y próstata, 

disminuye la presión intraocular y protege contra hepatotóxicos como acetaminofén .. 

tetradoruro de carbono y 0-galactosamina, además de tener efectos antioxidantes (93,97-100). 

En cuanto a sus efectos antioxidantes, se ha reportado que la SAMC disminuye el daño 

hepático causado por hepatotóxicos como el C04 y la D-galactosamina en cultivos de 

hepatocitos de rata primarios (94); previene la lipoperoxldación hepática y la disminución del 

GSH causados por el acetaminofén en ratas (100). In vitro, tiene actividad atrapadora de 

radicales (demostrado mediante un ensayo donde atrapa el radical 1,1-difenil-2-picril hidracilo 

(DPPH)), tiene la capacidad de disminuir la lipoperoxidación (demostrado por la producción de 

malondialdehído (MOA), el cual es medido con el ácido tiobarbitúrico) y disminuye la 
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qulmlolumlniscencla debida al t-butll hidroperóxido (93). Además, se ha reportado que tiene la 

capacidad de inhibir la oxidación de llpoproteínas de baja densidad (LDL) in Wln>, Inducida por 

la incubación con cuso. (101). 

Particularmente en nuestro laboratorio, se llevó 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 administró 0.5 o/o de carboxlmetllcelulosa (vehículo de SAMC) vía 

intragástrica cada 12 h. Al grupo con gentamicina (GM) se le administró una dosis de 70 mg/Kg 

de peso de GM vía subcutánea cada 12 h (se utilizó fa presentación comercial Garamicinae 

solución inyectable de 160 mg/2 mL de Schering-Piough, lote no. 2DPDAAD12, México, D.F.). Al 

grupo de 5-alllmercaptocisteína (SAMC) se le administró 50 mg/Kg de peso de SAMC vía 

lntragástrica cada 12 h (la SAMC, lote no. 020328, fue un regalo de la compañía Wakunaga 

Pharmaceutlcal Co., Ltd., Hlroshima, Japón). Al grupo GM+SAMC se le administró 50 mg/Kg de 

peso de SAMC vía lntragástrica cada 12 h y 30 minutos después 70 mg/Kg de peso de GM vía 

subcutánea cada 12 h. El tratamiento se llevó a cabo durante 4 días, al final de los cuales se 

sacrificaron las ratas por decapitación (102). 

En este protocolo se encontró que la SAMC previene parcialmente el daño renal 

funcional y estructural causado en· la nefrotoxlcldad Inducida por GM en ratas (donde están 

Implicadas las EROs), sugiriendo las propiedades antioxidantes de la SAMC con los siguientes 

valores (tabla 4) (102). 

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

CT GM SAMC GM+SAMC 
Depuración de 1.09±0.15 0.49±0.06. 0.91±0.09 0.96±0.04 D 

creatininaíml/mln) 
8UNfma/dU 21.2+1.S 49.1+1.3. 21.6+0.8 32.1+2.2 a.u 

Proteinuria (día 4) 13.5±1.1 48.3±6.7 ª 9.7±1.1 25.0±1.6 u 
Cmo/24hl 
NAGCU/24h) 0.12+0.04 2.65+0.52. 0.04+0.0.3 0.78+0.06 D 

1 oGPx(U/mll 1.45+0.14 0.57+0.17ª 1.41+0.07 1.12+0.07 D 

Proteínas oxidadas 10.0±0.3 15.2±0.5ª 10.2±0.4 8.9±0.4 D 

(nmol/ma orot) 

Valores promedia± error estandar; n - 4-S; a - p < 0.01 v.s. CT, b - p <O.OS v.s:. GM. 
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2. JUS77FrCACl'6N 

La gentamicina (GM) es un antibiótico de amplio espectro perteneciente a la familia de 

los aminoglucósldos 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 informado que aproximadamente 10-15º/o de 

los pacientes tratados con GM por más de 7 días presentan insuficiencia renal aguda (9). Esto 

justifica Ja búsqueda de tratamientos para prevenir este efecto colateral. 

El mecanismo exacto por el cual la GM induce nefrotoxicidad no se conoce, pero se ha 

observado que las especies reactivas de oxígeno estan involucradas (47). 

El ajo, entre otras propiedades, pasee actividad antioxidante la cual se ha atribuido a sus 

compuestos organosulfurados. Recientemente en nuestro laboratorio, se observó que uno de 

estos compuestos, la SAMC, previno el daño estructural y funcional renal y el aumento en un 

marcador de estrés oxidativo, el contenido de carbonilos de las proteínas, inducidos por GM 

(102). 

Debido a esto, surgió el interés de investigar si la SAMC también es capaz de prevenir el 

estrés nitrosativo (medido como inmunohistoquímica de nitrotirosina) y la disminución en Ja 

actividad de algunas enzimas antioxidantes que se presentan en las ratas con daño renal 

inducido por GM. 
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3. HIPÓTESIS 

La SAMC será capaz de prevenir el estrés nltrosatlvo y la disminución de la actividad de 

algunas enzimas antioxidantes en la nefrotoxicidad inducida por GM. 

4. OBJET.IVO GENERAL 

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

actividad de algunas enzimas antioxidantes. 

4.i OIUEUVOSPARTTCU(ARES 

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

•!• El estrés nitrosativo por inmunohistoquímica de nitrotirosina. 

•!• La actividad en corteza renal de las enzimas antioxidantes: catalasa, glutatión 

peroxidasa, glutatión reductasa, superóxido dismutasa total y sus isoformas Mn-500 y 

Cu,Zn-500. 

•!• La cantidad en corteza renal de las enzimas antioxidantes catalasa, Mn-500 y Cu,Zn· 

sao. 

19 



S. /l#ETODOLOGfA 

S . .1 REACUVOS. 

Los siguientes reactivos fueron de J.T. Baker {México, D.F.): fosfato de sodio 

monobásico, fosfato de sodio dibásico, carbonato de sodio, hidróxido de sodio, sulfato de cobre, 
EDTA sódico, sulfato de amonio, cloruro de cobre, metanol, cloruro de sodio, xilenos y alcohol 

etílico. Los siguientes reactivos se compraron a Sigma Chemlcal Co. (St. Louls, MO): tritón X-

100, Folin & Ciocalteu's phenol, albúmina bovina, NADPH, glutatión reductasa, glutatión 

reducido {GSH), glutatlón oxidado {GSSG}, xantlna, nitroazul de tetrazolio {NBT), xantina 

oxidasa, ácido dietilditiocarbámico {DDC}, bolsas para diálisis, leupeptlna, pepstatlna A, 

aprotinlna, acrilamida, bis acrilamida, trizma base, persulfato de amonio, temed, tween 20, 

glicina, dodecil sulfato de sodio (SOS), mercaptoetanol, azul de bromofenol, glicerol, Tris-HO, 

las placas de autorradiografía X·OMAT AR {XAR 5), revelador y fijador {Twin Pack), acetona, 

ácido clorhídrico, -y-metacrlloxipropiltrlmetoxisllano y hematoxilina. De Mallinckrodt {México, 

D.F.) fueron el peróxido de hidrógeno y el tartrato de sodio. La azida de sodio fue de Merck 

(Alemania). Los· reactivos de detección para ECL Westem Blotting System, membranas de 

nitrocelulosa Hybond y el papel filtro (blotting paper) fueron de Amersham Pharmacla Biotech 

{Alemania). Los estándares de peso molecular preteñidos {Low Range) fueron de Bio Rad 

{California, USA). Las bolsas sellabies Kapak fueron de Thomas Scientific (Minnesota, USA). La 

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

(California, USA, cat 219010), los anticuerpos primarios anti-Mn-50D {policlonal de conejo, cat 

SOD·lll) y anti-Cu,Zn·SOD (policlonal de conejo, cat 50D·101) y el anticuerpo secundario anti­

conejo (de cabra) fueron de StressGen {Brltish Columbia, Canada, cat SAB-300), el anticuerpo 

primario anti-nitrotlrosina fue de Upstate (Virginia, USA, cat 06-284) y el anticuerpo secundarlo 

anti-conejo fue de Amersham (Alemania). 

S.2 DETERMINACIONES. 

En todas las determinaciones se utilizó 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 politrón con un 

Generador PTA 7 (Brinkman, cat 027·11·172·6}. 
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Para realizar los cortes a partir de los bloques de parafina se utilizó el mlcrotomo Lelca 

RM 2145. 

Para las determinaciones de actividad de las enzimas antioxidantes se utilizaron métodos 

espectrofotométricos, empleando en todos los casos el espectrofotómetro Beckman Coulter DU 

640 y sus programas protein y klnetics. 

Para el Western Blot, se realizó la electroforesis utilizando la cámara de electroforesis 

Hoefer SE 250 Mighty Small 11, el dual gel caster SE 245 y la cámara de transferencia Hoefer TE 

22 Mighty Small de Pharmacla Biotech, además de la fuente de poder (Hoefer EPS 2AS200). 

S.2 .. :l Inmunobistagujmlca de oltrplilJlSiqa <Nn 
Se realizaron cortes histológicos de 3 µm en un microtamo para detectar por 

Jnmunohistoquímica, la nitrotirosina (NT), un marcador de estrés nitrosativo. Los cortes se 

depositan sobre portaobjetos esmerilados previamente silanizados (silano al 5°/o 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 el tejido al portaobjetos. Posteriormente para desparafinizar se pasan por baños de xilol 

al lOOo/o, xilol al 100%, xilol-alcohol 1:1 y para hidratar se pasan por alcohol al 100°/o, alcohol al 

96º/o y agua destilada, 10 minutos cada uno. A continuación se Inhibe la peroxidasa endógena 

con H20 2 al 4.5°/o en metano! por 1.5 h en oscuridad y se lava con agua. Se bloquea por 30 

minutos con albúmina al 3% en PBS pH 7.4 (amortiguador de fosfatos el cual contenía NaH,PO, 

20 mM, Na2HPO, 80 mM y NaCI 100 mM). Se incuba con el anticuerpo primario anti­

nltrotiroslna a una dilución 1:700 por 12 horas (toda la noche) en una cámara húmeda. Al 

siguiente día se lava con PBS y se incuba por 2 horas con el anticuerpo secundario anti-conejo a 

una dilución 1:700, se lava con PBS y se revela con SO µL de 3,3-diaminobenzidina 0.025°/o 

(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 ácido (etanol al 70% - HCI lo/o) 

sumergiendo e inmediatamente lavando con agua; se da un baño de 10 minutos en carbonato 

de litio (0.1%) donde la hematoxilina vira de morada a azul y se lava con agua. Para 

deshidratar, se pasa por baños de alcohol al 96%, alcohol al 100%, xilol-alcohol 1:1, xiloi 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 Ja resina y se observa bajo 

microscopía de luz. Se realiza el análisis cuantitativo con el Zeiss KS 300 Imaging System 3.0, 
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el valor promedio del control se Iguala a la unidad y los resultados se Informan como número de 

veces del CT. 

S.2.2 Ac:flrldad dc /as cnzt,,,.. •n®xld4nfn en QM'CCKa twyl1 

En tubos de plástico de 12 x 75 mm colocados en una gradilla dentro de una charola con 

hielo, se adicionó 1 mL de amortiguador de fosfatos (NaH2PO• y Na2HP04 ) 50 mM, pH 7.0 y 

tritón al 1%, y 100 mg de tejido, para tener una proporción 1:10 p/v. La homogeneización se 

realizó en el homogenelzador tipo politrón por 10-15 segundos hasta que quedó completamente 

homogéneo. El homogeneizado se transfirió a tubos cóncavos de 1.5 mL (usando el rotor 

F241.5 de la centrífuga Microfuga R de Beckman) v se centrifugó a 15,300 rpm a 4ºC durante 1 

hora, para obtener el sobrenadante al cual se le determinó la concentración de proteínas por el 

método de Lowry ee al. (103), en este homogeneizado se midieron las actividades de las 

enzimas antioxidantes CAT, GPx, GR y 500 . 

.s.2.2 • .1. e.ata/asa <CAT.) {EC .1 • .1.1 • .1.6} 

La actividad de esta enzima se mide por medio de una reacción cinética de primer orden, 

en donde, de acuerdo al método de Aebl (104), se registra la disminución en la densidad óptica 

a 240 nm debida a la descomposición del H202 que es degradado por la catalasa (Flg. 13). 

FJg. 13. Reacción 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 aquí se toman 25 µL y se colocan en una celda de cuarzo, se adicionan 725 µL 

de H20 2 30 mM v se lee la absorbencia a 240 nm a los O, 15 y 30 segundos. La actividad se 

determina usando la constante de reacción de primer orden (Je) como la unidad de actividad de 

la catalasa, la cual es definida de acuerdo a la siguiente fórmula: 

k = (1/t)(ln[Ai/A2]), donde t es el Intervalo de tiempo medido, A, y A 2 son las absorbencias del 

H202 en los tiempos t, y t,. Finalmente se obtiene la actividad específica al dividir el valor de k 

entre los mg de proteína adicionados al ensayo. La actividad de fa catalasa se expresa como 

A;/mg de proteína. 
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.s.2.2.2 GlutaNón peroxkhlsa (cGPx~ (EC 1..U.1.19} 

La actividad de esta enzima se mide Indirectamente mediante una reacción acoplada a la 

glutatión reductasa (GR}, donde la GPx al reducir H20 2 consume glutatión redUcido (GSH) 

generando glutatión oxidado (GSSG}, el cual es regenerado por la GR en presencia del cofactor 

NADPH (Ag. 14). De este modo, se observa la disminución de la absorbencia del NAOPH a 340 

nm (105). 

2H20 

----•NADP• 

----NADPH + H• 
~max340nm 

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

Los homogeneizados de corteza renal se diluyen 1:10 PBS SO mM, pH 7.0. Se prepara la 

mezda de reacción con EDTA sódico 1 mM, azlda de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, glutatión 

reducido 1 mM, glutatión reductasa 1 U/ml y se mantiene en hielo durante toda la 

determinación. En un tubo se mezdan 800 µL de la mezcla de reacción y 100 µL de la muestra 

diluida, se incuban a temperatura ambiente durante 5 minutos, cumplido este tiempo se 

adicionan 100 µL de H 20 2 0.25 mM, se agita y se vacía 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 detenmlna 

promediando los cambios de absorbencia por minuto y sustituyendo este valor en la ecuación 

de la Ley de Lambert y Beer: A = e x e x 1, donde e = coeficiente de absorción milimolar del 

NADPH a 340 nm (6.22 L mmor' cm"'), dividiendo el resultado entre los mg de proteína 

adicionados al ensayo. Así se obtiene la actividad especifica expresada en U/mg de proteína, 

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

minuto. 
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.S.2 • .Z.3 G/uglídn leduc:Gsa (GR.,) {EC J.6.4.2) 

La actividad de esta enzima se determina por medio de una reacción en la cual la enzima 

presente en la muestra convierte el glutatión oxidado {GSSG) a glutatión reducido {GSH) 

utilizando NAOPH como cofactor, de tal modo que se registra la disminución de la absorbencia 

del NAOPH a 340 nm {Flg. 15) {106). 

GSSG 2GSH 

GR 

2NAOPH +H• 

Flg. 15. Reacción utilizada para medir la actividad de GR. 

En un tubo se colocan 950 µL de la mezcla de reacción con PB5 100 mM, pH 7.6, EOTA 

sódico 0.5 mM, G55G 1.25 mM y NAOPH 0.1 mM, y se mezcla con 50 µL del homogeneizado 

previamente diluido 1:5 con PB5 100 mM, pH 7.6. Esta mezcla se coloca en una celda de 

cuarzo y se mide fa absorbencia a 340 nm durante 3 minutos a intervalos de 1 minuto, 

utilizando como blanco PB5 100 mM, pH 7.6. Los resultados se expresan en U/mg de proteína, 

en donde 1 U = la cantidad de enzima que oxida 1 µmol de NAOPH por minuto. 

S • .Z.2.4 Superóxido dismuta.sa (SOD toeal, Hn-SOD y Cu,Zn-SOD) {EC 1.JS.1.1) 

El fundamento para medir Ja actividad de esta enzima se basa en la competición de la 

500 con el nitroazul de tetrazolio (NBT) por los Iones superóxido generados por el sistema 

xantina/~antina oxldasa. Debido a que el NBT es reducido al interaccionar con los iones 

superóxíd~ formando un compuesto colorido (formazán) que absorbe a 560 nm (Flg.16) (107), 

la actividad de la SOD es directamente proporcional al grado de inhibfción del NBT. Una unidad 

de 500 se define como la cantidad de enzima que Inhibe el 50% de la reducción del NBT. 
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Fig.16. Reacción utilizada para medir la actividad de 500. 

La superóxldo dismutasa total se determina colocando en 3 tubos 81S µL de una mezcla 

de reacción que contiene xantina 0.3 mM, EOTA sódico 0.6 mM, NBT lSO mM, Na,co, 400 mM 

y albúmina bovina 0.1°/o. Se incuban los tubos durante 16 minutos a 27°C, iniciando las 

reacciones al adicionar 16S µL del homogeneizado de corteza renal diluido 1:100 con PBS SO 

mM, pH 7.0, más 33 µL de xantina oxldasa 168 U/L a dos de los tubos a Intervalos de 15 

segundos entre cada tubo agitando con vórtex; al otro tubo se le adiciona 16S µL de la muestra 

más 33 µL de PBS SO mM, pH 7.0 en lugar de la xantina oxidasa sirviendo como blanco de la 

muestra. Una vez cumplidos los 16 minutos, se detienen las reacciones a intervalos de 15 

segundos con 330 µL de CuCl2 0.8 mM y se agita con vórtex. Además se incluyen dos tubos de 

100º/o de reducción de NBT (comparación), los cuales carecen de muestra. Finalmente, se lee a 

S60 nm el NBT reducido calibrando con la mezcla de reacción y la actividad de 500 total se 

determina considerando Jos mg de proteína adicionados al ensayo, de modo que los resultados 

se expresan como U/mg de proteína. 

Para detenmlnar la actividad de la lsoforma Mn-500, se coloca en tubos una mezcla del 

homogeneizado diluido 1:2 con ácido dietiltitiocarbámico (DDC) SO mM para inactivar la 

isoforma Cu,Zn-sao (108) y se incuba 1 hora a 30°C. Posterionmente las muestras inactivadas 

se dializan durante 3 horas con PBS SmM, pH 7.8 - EOTA 0.1 mM. Una vez acabada la diálisis 

las muestras se diluyen 1:40 con PBS SO mM, pH 7.0 y se sigue el mismo procedimiento antes 

descrito para la sao total. 

La actividad de Cu,Zn-500 se determina mediante la diferencia entre la sao total y la 

Mn-sao. 
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S.2.3 w..,,..,,, blqtft ,., caz1,,,., •atfexid«,,,.._ 
Se tomaron 100 mg de corteza de cada riñón v se homogeneizaron en 350 µL de PBS 50 

mM, pH 7.4 que contenía EDTA sódico 1 mM e lnhlbfdores de proteasas (feupeptina 5 µg/mL. 

pepstatfna A 7 µg/mL v aprotfnfna 5 µg/mL) v tritón al O.lo/o (109), utilizando el 

homogenelzador tipo politrón como ya se describió. El homogeneizado se transfirió a tu-.; 

cóncavos de 1.5 mL y (usando el rotor JA 18.1 de la centrifuga J2-21 de Beckman) se centrifugó 

a 3,500 rpm a 4ºC durante 15 minutos, para obtener el sobrenadante al cual se Je midió la 

concentración de proteínas por el método de Lowry et- al (103) v se ajustó a una concentración 

de 5 µg/µL para fa técnica de western blot de fas enzimas antioxidantes CAT y las isoformas de 

SOD (Mn-500 y Cu,Zn·SOD). 

S.2.3 • .Z ElectToli:Hesls en gel ft po/lacrilanrlda {SDS PAGE.J 

Se arman dos moldes para los geles en el dual caster como fo Indica el fabricante (110). 

Se realiza Ja mezcla para el gel separador al 15º/o en el siguiente orden: H 20 destilada, 

acrilamlda 30°/o, Tris 1.5 M, pH 8.8, dodecil sulfato de sodio (SOS) 10º/o, persulfato 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 SÓio 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 los moldes en la cámara 

de electroforesis con amortiguador de electroforesis pH 8.3 el cual contiene Tris base 25 mM, 

glicina 250 mM, SOS O.lo/o. 

Las muestras se preparan en tubos cóncavos de 1.5 ml colocando 20 µg de proteína con 

solución desnaturalizante (108) que contiene Tris-Ha, SO mM, pH 6.8, mercaptoetanol 100 mM, 

SOS 2%, azul de bromofenol O.lo/o y glicerol 100/o, en una relación 1:1; esta mezcla se coloca 

en baño maría por 1.5 minutos y se colocan en Jos pozos, cargando además marcadores de 

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

(110). 

S.2.3.2 Transrerencla 

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

nitrocelulosa (112) en la cámara de transferencia (113) con amortiguador de transferencia pH 

8.3 el cual contiene metanol 20º/o, Tris base 25 mM, glicina 192 mM y SOS 0.1º/o, y se corre a 

SO mA por 1 hora. Las membranas se guardan en refrigeración (4ºC) hasta su uso. 
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S.2.3.3 We.den> blo~ ('W.6 • .J 
Para el Western blot (114), las membranas se bloquean 70 minutos en agitación suave a 

temperatura ambiente, con leche descremada en polvo al 5% en amortiguador de fosfatos­

tween 20 al 0.1°..b (PBS-T) pH 7.5 (donde el PBS contiene NaH2PO• 20 mM, Na2HP04 80 mM y 

NaCI 100 mM) y se les dan dos lavados de 10 minutos con PBS-T. A continuación 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 agitación suave y constante a 

temperatura ambiente. 

Se revela en un cuarto oscuro (con luz roja), donde se cubren las membranas con el 

reactivo de detección para ECL (1 mL por membrana) por 2 minutos y se desecha, se coloca la 

placa de autorradlografía sobre ellas dentro de un casete de exposición, dejando exponer la 

placa durante 20 minutos. Después se pasa la placa por una charola con revelador y con 

agitación suave el tiempo necesario para ver la señal, es decir, bandas nítidas; una vez 

encontrada la señal, se pasa la placa por una charola con fijador y con agitación suave se 

mantiene ahí por 3 minutos, se lava con agua corriente y se deja secar para realizar la 

densitometria con -el programa Sigma Sean. 

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

anticuerpos correspondientes. Los resultados se expresaron como cantidades arbitrarias de 

densltometría. 

5.2.3.3.1 OlT 

Para esta enzima se utilizó el anticuerpo primario anti-cátalasa a una dilución 1:500, el 

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

5.2.3.3.2 Mn-SOO 

Se utilizó el anticuerpo primario antl-Mn-500 a una dilución 1:7000, y el anticuerpo 

secundario anti-conejo a una dilución 1:5000. 

5.2.3.3.3 Cu,Zn-SOD 

Se utilizó el anticuerpo primario antl-Cu,Zn-500 a una dlluclón 1:7000, y el antic_uerpo 

secundario anti-conejo a una dilución 1:5000. 
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S.3 ANÁUSISESTADfsnC:O. 

Los datos se analizaron con el programa Prism 3.0 (Graph Pad, san Diego, CA, USA) 

usando la prueba de ANOVA y comparaciones múltiples con el método de Bonferroni. Los 

resultados se reportaron como la media ± el error estándar, considerando las diferencias 

estadísticamente significativas a valores de p < O.OS. 
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6. RESULTADOS 

La inmunohlstoquímlca (IHQ) de nltrotiroslna (NT) se muestra en la Ag. 17. La tinción 

aumentó 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 cambió. 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 

el Incremento de NT (Fig. 18). 



IHQ de NT 

2 
a 

a,b 

CT GM SAMC GM+SAMC 

Flg. 18, Efecto de GM y SAMC sobre IHQ de NT; n=3 ratas; 
a=p<0.001 v.s", CT, b=p<0.001 v.s". GM. 

6.2 Ac:ttvldadde las enzimas anttpK/d«ntes ea quteza renal 

6.2.i Actividad de CAT 

La GM disminuyó significativamente la actividad de CAT (0.29±0.03 ...-. 0.55±0.04 en el 

control). La SAMC por sí misma disminuyó la actividad de CAT a 0.35±0.0l, motivo por el cual, 

cuando se administró a las ratas tratadas con GM, no se previno la disminución en la actividad 

de la enzima (0.26±0.03) (Fig. 19). 

Actividad de CAT 

1~~1Dooo 
CT GM SAMC GM+SAMC 

Flg. 19. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de CAT; 
a=p<0,01 v.s". CT. 

30 



6.2.2 Actividad de cGPx 

La actividad de cGPx disminuyó significativamente en el grupo tratado con GM 

(0.09±0.007) con respecto al grupo CT (0.16±0.007). La SAMC, administrada a las ratas 

tratadas con GM (0.12 ± 0.007) previno parcialmente esta disminución (Ag. 20). 

Activkl•d de cGPx 

::¡ n b 
.E 

ººº 
"' K 
!' 
:::> 

o.o 
CT GM SAlllC GM+SAllC 

Flg. 20. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de cGPx; 
a=p<0.01 v.s. cr, b=p<ll.Ol v.s: GM. 

6.2.3 Actividad de GR 

Se observó una disminución 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 

(0.041±0.0007) previno totalmente la disminución en la actividad de la enzima (Fig. 21). 

Actividad de GR 

Flg. 21. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de GR; 
a=p<o.os vs. cr, b=p<ll.01 vs. GM. 
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6.2.4 Ac:tirNdad de SOD IDGI 

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±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 afectó por ninguno de los tratamientos (Ag. 22). 

Actividad de SOD total 

40 

30 

~ 
: 20 

§ 
10 

5 4 5 5 
o~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

CT GM SAMC GM+SAMC 

Flg. 22. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de 500 total. 

6.2.5 Actividad de Nn-SOD 

la actividad de Mn-SOD mostró una tendencia a disminuir en el grupo tratado con GM 

(4.6±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 la enzima a disminuir con GM (Ag. 

23). 
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Activld.ct---SOD 

i]ilnoOO 
CT GM SAMC GM+SAMC 

Fig. 23. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de Mn-500. 

6.2.6 Actividad de Cu,zn-SOD 

Los tratamientos con GM (28±2), SAMC (24±1) v GM+SAMC (29±3), no afectaron la 

actividad de Cu,Zn·SOO comparados con el grupo CT (27±3) (Ag. 24). 

30 
-= 
~ 
~ 20 

§ 
10 

Actividad de Cu,Zn-SOD 

0-'--'-~5~.L......L.~4~l-...L_.;o5__JL-.L...-4~_._-
CT GM SAMC GM+SAMC 

Fig. 24. Efecto de GM y SAMC sobre la actividad de Cu,Zn·SOD. 

6 .. 3 Wntem blot de las enzimas antfqrldantes C'l qvteza rmMI 

6.3 . .Z W.B. deCAT 

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 
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(248±32). La SAMC (110±17) per se disminuyó la cantidad de la enzima, por lo que en el 

grupo GM+SAMC (131±15) también se observa una dlsminUdón significativa (Rg. 26). 

. - -
CT GM SAMC GM+SAMC 

Flg. 25. Western blot de CAT. 

W.B.CAT 

Flg. 26. erecto de GM y SAMC sobre la cantidad de CAT; 
a=P<0.05 ....._ cr. 

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 (214±27), SAMC (252±10) 

y GM+SAMC (227±8), no muestran diferencias significativas al compararlos con el CT (232±20) 

(Fig. 28). 

-CT GM SAMC GM+SAMC 

Fig. 27. Western blot de Mn~SOD. 
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W.B.Mn-SOD 

l1~lOODD 
CT GM SAMC GM+SAMC 

Fig. 28. Efecto de GM y SAMC en la cantidad de Mn-500. 

6.3.3 W.B. de Cu,Zn-SOD 

La cantidad de la isoforma Cu,Zn-500 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 compararlos con el 

cr (289±27) (Fig. 30). ____ _.., __ _...._ 
cr GM SAMC GM+SAMC 

FJg. 29. Western blot de Cu,Zn.SOD. 

w.a. cu.zn-soo 

1 1~1oono 
CT Gii SAllC Gll+SAllC 

Ftg. 30. Efecto de GM y SAMC sobre la cantidad de Cu,Zn-SOD. 
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7. o.rsc:usráN 

La gentamlcina (GM) es un antibiótico de amplio espectro perteneciente a la familia de 

los amlnoglucósidos 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-lSo/o de 

los pacientes tratados con GM por más de 7 días presentan Insuficiencia renal aguda (9), la cual 

se caracteriza por una disminución abrupta en la velocidad de filtración glomerular, resultando 

en la acumulación 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 ;n 

vivo como in vit"ro, en donde se muestra que la generación de especies reactivas de oxígeno 

(EROs), como 02·-, H 20 2 y ·oH, estan implicadas en el daño provocado por la GM (47), 

observándose que la administración de antioxidantes y atrapadores de EROs1 entre Jos que se 

encuentran los compuestos organosulfurados del ajo, pueden prevenir dicho daño (49,50,56-

59). Con respecto a esto último, se ha observado que una dieta enriquecida con polvo de ajo al 

2º/o y el extracto de ajo envejecido, protegen contra la Insuficiencia renal aguda ocasionada por 

GM y previenen el incremento de. lipoperoxidaclón renal (58) y .de carbonilos (115), 

respectivamente, lo que ha llevado a buscar los compuestos responsables de dicho efecLo. 

Recientemente en nuestro laboratorio se realizó un protocolo con cuatro grupos de 

ratas: 1) control (CT), 2) GM, 3) 5-alilmercaptocisteína (SAMC) y 4) GM+SAMC, que se 
administraron con los respectivos compuestos. Este protocolo mostró que la SAMC es capaz de 

prevenir parcialmente el daño renal funcional V estructural causado en la nefrotoxicidad 

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

SAMC es capaz de modular la actividad de enzimas antioxidantes y de prevenir el aumento en el 

contenido de nitrotirosina en riñón. Esta información nos permitirá saber si el efecto protector 

de SAMC en la nefrotoxicidad por gentamicina está mediado, al menos en parte, por la 

disminución de Ja nitración de proteínas (estrés nitrosativo) y/o de Ja Inducción de enzimas 

antioxidantes. 

La SAMC es uno de los componentes principales del extracto de ajo envejecido, que se 

obtiene por extracción etanólica, y se encuentra presente a una concentración 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 formación de lipoperóxldos y la oxidación de las LDL, así como de prevenir la 
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disminución de glutatión (91-96), y particularmente, en nuestro laboratorio se han podido 

observar estas propiedades protectoras en la nefrotoxlcidad inducida por GM (102,115,116). 

Se sabe que el incremento en los niveles de EROs Induce cltotoxicidad debido a la acción 

concertada entre radicales derivados del oxígeno (117) y del nitrógeno (14). En este trabajo se 

utilizó la nitrotlroslna (NT) como marcador de estrés nitrosatlvo. Como ya se había demostrado 

en estudios previos, Ja administración de GM produjo un incremento de NT (nitración del 

aminoácido tirosina presente en las proteínas) en corteza renal, lo cual indica la presencia de 

EROs, ya que, para que haya una nitración de proteínas, se necesita la presencia de agentes 

nitrosantes, los cuales se originan del peroxinitrito (ONoo·, un agente altamente oxidante y 

tóxico) y este, es formado a partir de Ja interacción de dos radicales libres, el Ion superóxido 

(O,--) y el óxido nítrico (NO") (70). Esto es importante, ya que la nitración de proteínas afecta 

su función normal o el propio peroxlnitrfto puede afectar además lípidos y ADN, conduciendo a 

un desbalance en el metabolismo de la célula y causando eventualmente su muerte. En este 

sentido, se encontró que el efecto protector de la SAMC está asociado a la prevención del 

incremento de estrés nitrosativo, probablemente debido a su habilidad de prevenir la 

disminución en la actividad de algunas enzimas antioxidantes (ver más adelante) y a su 

propiedad antioxidante, pudiendo probablemente. atrapar 02·-, ya que al dismiriuir este, 

disminuyen también los niveles de peroxinitrito. Esto concuerda con lo que se ya se ha visto 

anteriormente en el laboratorio, ya que otros compuestos del ajo como dialil sulfuro (DAS), dialil 

disuifuro (DAOS) 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 fa GM afecta al sistema antioxidante enzimático ya que disminuye 

la actividad y cantidad de Ja enzima catalasa (CAT), disminuye la actividad de la superóxldo 

dismutasa dependiente de manganeso (Mn-500), glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión 

reductasa (GR), y no afecta a la superóxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (Cu,Zn-

500), además, que la administración de compuestos de ajo previenen la disminución de la 

actividad de Mn-SOD, GPx y GR (4,58,59,115). En este trabajo también se determinó la 

actividad y cantidad de estas enzimas antioxidantes y se encontró que el comportamiento fue 

similar más no idéntico. La GM disminuyó Ja actividad de Ja CAT, lo cual puede ser secundario a 

la diminución de su cantidad y de su ARNm (58), ya que, aunque en este caso la disminución en 

la cantidad no alcanzó a ser estadísticamente significativa, muestra una clara tendencia a 

disminuir. La GM también disminuyó la actividad de cGPx y de GR, la actividad de Mn-SOD 
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mostró una ciara tendencia a disminuir independientemente de su cantidad, mientras que fa 

actividad o cantidad de CuZn-500 no cambió. Esto se puede explicar en parte, por el hecho de 

que el peroxinltrito daña la Mn-500 (119) y la GPx (120) y el o,-- Inactiva a la GPx (121) y a la 

CAT (122), además, por el hecho de que la Mn-500 es más lábil que la Cu,Zn-500 (58). Es 

importante hacer notar que fa SAMC per se, no induce a las enzimas antioxidantes, pero se 

observó que en el grupo tratado con GM+SAMC, el efecto protector de la SAMC también está 

asociado a la prevención total de la disminución de la actividad de la GR y a la prevención 

parcial en la disminución de la actividad de cGPx, además de la tendencia que muestra la Mn­

SOD. Pero en el caso de la CAT, no logra prevenir la disminución de su actividad y cantidad, 

explicándose por el hecho de que no sólo decrece la actividad de la enzima, sino también su 

cantidad y el contenido de ARNm (58); de hecho, la 5AMC por sí misma disminuye su actividad. 

Este efecto ya se había notado con el ajo en polvo y con otros compuestos derivados del ajo, 

como es el caso del DAOS (59) y el DAS (118). Aunque no está completamente claro el 

mecanismo por el cual ocurre esta disminución, se ha encontrado que la síntesis de CAT 

disminuye en ratas alimentadas con polvo de ajo al 2% (123). Es muy Interesante notar que ni 

el EAE (llS) ni la SAC (116) producen esta disminución. 

Otra posible explicación del efecto protector de la SAMC, podría ser que tuviera la 

capacidad para quelar metales, lo que ha sido observado con el EAE (96); dado que los metales 

de transición están involucrados en la formación de EROs mediante Ja reacción de Haber-Weiss 

(67}, si Ja SAMC tiene la capacidad de inactivar estos metales quelándolos, entonces ya no 

incrementaría la producción de EROs, tales como el ·oH. Una explicación más para los efectos 

observados en este trabajo, es que la SAMC incremente el contenido de glutatión, ya que esto 

se ha observado en estudios de SAMC con hepatotóxicos y en otros con EAE (100, 124). Es 

muy probable que la SAMC sea capaz de Incrementar el contenido de glutatión en la 

nefrotoxlcidad debida a GM, debido a que la SAMC logra prevenir la disminución en la actividad 

de GR, ocasionada por GM, y esta enzima es la que recicla el GSSG (glutatión oxidado) 

pasándolo a GSH (glutatión reducido). Si el GSH aumenta con SAMC, se esperaría en el grupo 

GM+SAMC que la GPx pueda disponer de su sustrato y llevar a cabo la conversión de peróxidos 

(como el H 20 2 ) a agua, como consecuencia ya no se incrementarían los niveles de estas 

especies Implicadas en el daño. Además la SAMC previno parcialmente la disminución en la 

actividad de GPx lo cual también contribuiría a la degradación de los peróxidos 

38 



B. CONCLUSIÓN 

Los resultados encontrados en este trabajo sugieren que el efecto protector que muestra 

la SAMC en la nefrotoxlcidad inducida por GM está asociado a la atenuación del estrés 

nitrosativo y a la prevención de la disminución 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. 

--_-,-~ T:?.SIS NO S¿L\Ll!.. 
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