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RESUMEN 

1. RESUMEN 

La insuficiencia renal aguda (IRA) es la mayor complicación del tratamiento con la 

gentamicina (GM), la cual es efectiva contra infecciones causadas por bacterias Gram 

negativas. Diversas evidencias experimentales sugieren un papel de las especies reactivas de 

oxígeno (ERO's) en la IRA inducida por GM. Por lo tanto, en este trabajo estudiamos el efecto 

del extracto de ajo envejecido (EAE) y de un compuesto derivado de este, la S-alilcisteína 

(SAC) , los cuales muestran propiedades antioxidantes, sobre la nefrotoxicidad inducida por GM. 

En las ratas tratadas con GM (70 mg/Kg/12 h/4 días/s.c.), la IRA fue evidente por: 1) el 

incremento en el nitrógeno de urea en sangre y la creatinina en el suero, 2) la disminución de la 

actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) en el suero y el aumento en la excreción urinaria de 

N-acetil-¡3-D-glucosaminidasa y de proteínas totales y 3) la necrosis de las células de los túbulos 

proximales. Estas alteraciones fueron prevenidas por el tratamiento con EAE (1 .2 mUkg/12 h/6 

días/i.p., el cual se inició 2 días antes de la primera dosis de GM) y con SAC (250 mg/Kg/i.p. 24 

h antes de la primera dosis de GM y 125 mg/Kg/12 h/4 días a lo largo del tratamiento con GM). 

Además, el EAE y la SAC previnieron el estrés oxidativo inducido por la GM (el cual fue 

evaluado por los niveles de: grupos carbonilo, nitrotirosina y 4-hidroxinonenal en las proteínas); 

así como, la disminución en la actividad de la superóxido dismutasa dependiente de manganeso 

(Mn-SOD), la GPx y la glutatión reductasa (GR) en la corteza renal. En conclusión, el efecto 

protector del EAE estuvo asociado con la disminución del estrés oxidativo y con la preservación 

de la actividad de las enzimas Mn-SOD, GPx y GR en la corteza renal y no con cambios en el 

contenido renal de GM. Por otro lado, la SAC disminuyó la IRA inducida por la GM, a través de 

un mecanismo relacionado, al menos en parte, con su capacidad para disminuir el estrés 

oxidativo y preservar la actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal. Además, la 

SAC protege contra la nefrotoxicidad inducida por la GM sin afectar su actividad bactericida. 

Estos datos sugieren que el EAE y la SAC podrían se agentes útiles en la prevención de la 

nefrotoxicidad inducida por la GM. 
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ABSTRACT 

11. ABSTRACT 

Acute renal failure (ARF) is a major complication of gentamicin (GM) treatment, which is 

effective against Gram-negative infections. Since experimental evidences suggest a role of 

reactive oxygen species (ROS) in GM-induced ARF, in this work we studied the effect of an 

aged garlic extract (AGE), and the garlic-derived compound, S-allylcysteine (SAC) , which have 

antioxidant properties, on GM-induced nephrotoxicity. In rats treated with GM (70 mg/Kg/12 h/4 

days/s.c.), ARF was evident by the: 1) an increase in blood urea nitrogen and serum creatinine, 

2) a decrease in serum glutathione peroxidase (GPx) activity and an increase in urinary 

excretion of N-acetyl-~-D-glucosaminidase and total protein, and 3) necrosis of proximal tubular 

cells. These alterations were prevented by AGE (1.2 mUkg/12 hours/6 days/i.p., which started 

two days before the first dose of GM) and SAC (250 mg/Kg/i.p. 24 h befo re the first dose of GM 

and 125 mg/Kg/12 h/4 days along GM-treatment). Furthermore, AGE and SAC prevented the 

GM-induced oxidative stress (evaluated by the levels of protein carbonyl groups, nitrotyrosine, 

and 4-hydroxynonenal) and the decrease in manganese superoxide dismutase (Mn-SOD), GPx, 

and glutathione reductase (GR) activities in renal cortex. In conclusion, the protective effect of 

AGE was associated with the decrease in the oxidative stress and the preservation of Mn-SOD, 

GPx, and GR activities in renal cortex, rather than by diminishing renal GM content, in GM and 

AGE-treated rats . SAC ameliorated the GM-induced ARF by a mechanism related, at least in 

part, to its ability to decrease oxidative stress and to preserve antioxidant enzyme activities in 

renal cortex. Furthermore, SAC protected against GM-induced nephrotoxicity without 

compromising its bactericide activity. These data suggest that AGE and SAC may be useful 

agents in the prevention of GM-nephrotoxicity. 
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INTRODUCCiÓN 

111. INTRODUCCiÓN 

1. GENTAMICINA 

La gentamicina (GM) es un antibiótico empleado en el tratamiento de algunas infecciones 

causadas por Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp., Escherichia colí, Klebsiella-Enterobacter­

Serratia sp., Citrobacter sp., Providencia sp., Staphylococcus sp. (coagulasa positiva y 

coagulasa negativa, incluyendo cepas resistentes a penicilina y metilcilina) y Neisseria 

gonorrhoeae. Sin embargo, induce efectos tóxicos sobre riñón, oído y sistema nervioso central , 

de los cuales el efecto nefrotóxico representa un problema clínico serio. Aunque existen 

nuevos agentes, menos tóxicos, como las cefalosporinas de tercera generación, la GM se 

sigue utilizando en los hospitales debido a que tiene varias ventajas: 1) casi no genera 

resistencia entre bacterias de la familia Enterobacteriaceae y P. aeruginosa (Edson & Terrell , 

1999), 2) su bajo costo, 3) su rápida acción bactericida, 4) su amplio espectro de actividad 

especialmente contra bacterias Gram negativas y 5) su estabilidad química. Así mismo, se 

conoce muy bien su farmacología, toxicidad y propiedades terapéuticas (Ali , 1995). Por lo 

tanto, el valor de la GM en la práctica clínica aumentaría si se encontrara la manera de 

proteger al riñón de los efectos colaterales. 

1.1 Estructura química 

La GM es un antibiótico que pertenece a los aminoglucósidos, los cuales estructuralmente 

se pueden considerar como oligosacáridos, aunque el componente característico de su 

molécula es el aminociclitol (anillo A) y no un azúcar. El aminociclitol está unido a través de 

dos enlaces glucosídicos a dos aminoazúcares (anillos By C) (Esquema 1). 

H 

R __ ~_NHR' 

4' 

R R' 

~
o~ 0 5 

H 3C " 2 " 

eH HN e 1" 
3 3" OH 

C1 -CH3 -CH3 

C1a -H -H 
C2 -CH3 -H 

o 

Esquema 1. Fórmula estructural de la gentamicina (GM) , Tomada de Laurent & Tulkens, 1987, 
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INTRODUCCiÓN 

La GM es un complejo de por lo menos tres antibióticos relacionados estructuralmente, 

denominados C1 (40%), C1a (20%) y C2 (40%). Todos son producto de la fermentación de 

Micromonospora purpurea. La diferencia entre estos tres componentes reside en la presencia 

yen el número de grupos metilo, ligados al carbono 6' . Esquema 1 (Calderón, 1996). 

La acción bactericida de la GM involucra su unión a la subunidad 30S del ribosoma 

(interactuando en una zona que contiene las proteínas S3, S4, SS y S12), aunque también 

puede unirse a la proteína L6 de la subunidad 50S, causando cambios en la forma de éste e 

interrumpiendo los pasos iniciales de la síntesis de proteínas (Kacew & Bergeron, 1990). 

1.2 Farmacocinética 

La GM es una molécula policatiónica a pH fisiológico, altamente polar, que no se absorbe 

en el tracto gastrointestinal, pero que se absorbe rápidamente después de una inyección 

subcutánea o intramuscular. Su vida media en el plasma sanguíneo es de 2-3 h en el humano 

y de 30 min en los animales pequeños de laboratorio (Laurent & Tulkens, 1987). La unión de la 

GM a las proteínas plasmáticas es mínima. No se conocen metabolitos de la GM y se excreta 

por filtración glomerular, eliminándose en la orina; sin embargo, una pequeña parte (3-5%) se 

reabsorbe y se transporta al interior de las células del túbulo proximal (Bennett, 1989; Laurent 

& Tulkens, 1987). Consecuentemente, los niveles de la GM en tejidos son bajos, excepto en la 

corteza renal, donde su vida media es mayor a 100 h (Laurent & Tulkens, 1987). 

1.3 Mecanismo de entrada a las células tubulares 

El transporte de los aminoglicósidos en el riñón se ha estudiado por técnicas in vivo 

(Josepovitz et al. , 1982) e in vitro (Sastrasinh et al., 1982), proponiéndose 2 vías principales 

por las que la GM y en general los aminoglicósidos, se acumulan en la corteza renal. 

Una de estas vías propone que la GM es transportada al interior de las células tubulares 

por pinocitosis, a través de un mecanismo análogo a la reabsorción de las proteínas en este 

segmento de la nefrona (Silverblatt & Kuehn, 1979). Aunque las macromoléculas son 

transportadas usualmente por pinocitosis, las moléculas de bajo peso molecular como la GM 

también pueden ser transportadas por un mecanismo similar a la pinocitosis. La GM puede 

unirse por atracciones electrostáticas con los fosfolípidos de la membrana de las células 
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INTRODUCCiÓN 

tubulares, debido a que es una molécula policatiónica a pH fisiológico (Esquema 1) (Sastrasinh 

et al., 1982). La entrada de la GM se inicia cuando ésta se une a las invaginaciones de la 

superficie membranal de las células en borde de cepillo. Esta invaginación forma vesículas 

pinocíticas apicales, que posteriormente crecen para formar vacuolas mayores que son 

transportadas a la parte media y basal de la célula, donde se fusionan con los lisosomas 

primarios. La GM se acumula en los lisosomas secundarios (Silverblatt & Kuehn, 1979). 

La otra propuesta se basa en que debido a que los fosfolípidos se distribuyen en la 

membrana celular de muchos tejidos y a que la GM se acumula solo en ciertos tipos celulares 

como las células del túbulo proximal, entonces debe existir un factor que esté involucrado en la 

acumulación de la GM en estos tipos de células (Nagai et al., 2001). Se ha postl!!ado que una 

vía podría involucrar a la megalina, que es una glicoproteína de 600 KDa, que funciona como 

receptor endocítico y que se expresa en epitelio del túbulo proximal renal, en epitelio del oído, 

en epitelio retinal y en neumocitos tipo 11 (Zheng et al., 1994). Los ligandos fisiológicos de ésta 

proteína incluyen a la insulina (Orlando et al., 1998), acarreadores de vitaminas lipofílicas y la , 

proteína de unión a la vitamina D (Nykjaer et al., 1999), la proteína de unión al retinol 

(Christensen et al., 1999), el Ca2
+ (Christensen et al., 1992), entre otros. Así mismo, se ha visto 

que la megalina podría estar involucrada en la unión y endocitosis de drogas poli básicas como 

los aminoglicósidos, incluida la GM, en las células renales con borde en cepillo tanto in vitro 

(Moestrup et al., 1995) como in vivo (Nagai et al., 2001), ya que en ratones que carecen de 

megalina, la GM se elimina completamente (Schmitz et al., 2002). También, el uso de 

antagonistas disminuye la acumulación de GM (Moestrup et al. , 1995) y otros aminoglicósidos 

(Nagai et al., 2001) en las células renales. Por lo 'tanto, estos estudios indican que la megalina 

es una proteína que podría estar involucrada en la acumulación de la GM y otros 

aminoglicósidos en la corteza renal. 

1.4 Patología 

Una vez que la GM entra en las células del túbulo proximal, se acumula en los lisosomas 

secundarios donde inactiva enzimas como la fosfolipasa A1, la fosfolipasa C y la 

esfingomielinasa (Laurent et al., 1990), causando aumento en los fosfolípidos e interfiriendo 

con la función normal de los lisosomas; sin embargo, el mecanismo por el cual lo hace aún se 
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desconoce. Esta alteración podría ser el primer paso de una serie de eventos que contribuyan 

a la necrosis tubular (Silverblatt & Kuehn, 1979). 

Algunos autores creen que la acumulación de la GM en los lisosomas del túbulo proximal 

puede explicar la nefrotoxicidad inducida por este antibiótico. En este contexto, aunque es 

claro que la reabsorción de GM en el túbulo proximal es indispensable para que ejerza 

nefrotoxicidad, la concentración de GM en los túbulos no necesariamente correlaciona con la 

nefrotoxicidad, ya que se ha encontrado que la alimentación con una dieta de polvo de ajo al 

2% (Pedraza-Chaverrí et al., 2000) y el tratamiento con: superóxido dismutasa, dimetiltiourea y 

ácido poliaspártico (Nakajima et al., 1994; Ramsammy et al., 1989) protegen contra la 

nefrotoxicidad por GM sin afectar el contenido de ésta en la corteza renal. Por ot~o lado, se ha 

encontrado que la administración de piridoxal-5-fosfato reduce un 40% los niveles de GM en 

riñón, pero no se reduce la nefrotoxicidad (Kacew, 1989). 

1.5 Toxicidad 

La administración de la GM puede llevar a la manifestación de algunos efectos colaterale~ 

como neurotoxicidad, ototoxicidad y nefrotoxicidad. 

Actualmente la incidencia de efectos neurotóxicos es muy baja debido al ajuste en la dosis 

del antibiótico y en la duración del tratamiento. 

La ototoxicidad ocurre como resultado del daño al oído medio, aún se encuentra en un 3-

5% de los pacientes tratados con aminoglucósidos y usualmente. es irreversible (Laurent & 

Tulkens, 1987). Los agentes ototóxicos, incluidos los aminoglicósidos, inducen la pérdida del 

oído medio debido a que alteran la función del caracol (Clerici et al., 1996). Aunque el daño 

estructural inducido por estos agentes en el caracol está bien documentado, poco se sabe del 

mecanismo de acción de estos agentes dentro de éste (Clerici et al. , 1996). Recientemente, el 

mecanismo de daño inducido por los xenobióticos en otros órganos se ha relacionado con la 

alteración en el metabolismo del calcio intracelular (Nicotera et al. , 1992) y con la generación 

de radicales libres. En el caso de la GM, se ha propuesto que la inducción de la ototoxicidad 

se debe a un incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno (Lautermann et 

al., 1995; Song et al., 1997; Song & Schacht, 1996), ya que se ha encontrado que la 
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administración de hierro exacerba la ototoxicidad inducida por la GM (Conlon & Smith, 1998) y 

que el tratamiento con antioxidantes como el glutatión (Lautermann el al., 1995) o con 

quelantes de hierro (Song el al., 1997) reducen la ototoxicidad inducida por este antibiótico. 

Esta propuesta también es apoyada por algunos autores que postulan que los efectos 

ototóxicos inducidos por este antibiótico requieren de una forma "activada" del mismo (Huang 

& Schacht, 1990). Esta activación procedería de la formación de un complejo redox entre la 

GM y el hierro, el cual es un potente catalizador para la generación de radicales libres de 

oxígeno (Priuska & Schacht, 1995). 

La nefrotoxicidad es el efecto colateral más frecuentemente asociado a la administración 

de GM, ya que se ha estimado que el 10-20% de los pacientes tratados con este antibiótico 

por más de 7 días muestran signos de daño renal (Lerner el al., 1986). La GM ejerce 

diferentes efectos en múltiples sitios de la nefrona (Weinberg el al. , 1985), las principales 

alteraciones bioquímicas y funcionales inducidas por la GM se presentan en la tabla 1. 

Tabla 1. Alteraciones bioquímicas y funcionales asociadas con el uso de GM 

1. Disminución de la velocidad de filtración glomerular. 
2. Disminución de la reabsorción en el túbulo proximal, incremento en la excreción urinaria de 
proteínas y de algunas enzimas como la N-acetil-p-D-glucosaminidasa, deterioro en el 
manejo de los electrolitos y alteración de la capacidad para concentrar la orina. 
3. Fosfolipidosis renal y un aumento en la excreción urinaria de los fosfolípidos. 
4. Alteraciones en mitocondrias renales corticales. Disminución en el transporte de electrones 
de la cadena respiratoria y en la síntesis de ATP. 
5. Inhibición de la ATPasa de Na+/K+ 
(Bennett, 1989; Kaloyanides, 1984; Tulkens, 1989) 

Histológicamente, el túbulo proximal es el sitio primario de daño por GM (Nakajima el al., 

1994). Los signos clínicos característicos de la nefrotoxicidad inducida por la GM son: aumento 

de la urea en el plasma sanguíneo y la creatinina sérica como resultado de la disminución en 

la velocidad de filtración glomerular (GFR). En las ratas se pueden reproducir alteraciones 

funcionales similares a las encontradas en humanos, cuando las ratas se tratan con dosis altas 

de GM (Schor el al., 1981); sin embargo, en ratas el deterioro de la función renal es reversible 

cuando se suspende la administración del antibiótico (Laurent & Tulkens, 1987) a diferencia 

del daño al oído medio, el cual una vez establecido es irreversible. 
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1.6 Mecanismo de inducción de la nefrotoxicidad 

En el modelo de insuficiencia renal inducida por la GM, no hay un consenso en la literatura 

con relación al mecanismo de acción de la GM o con relación a los factores que modulan la 

nefrotoxicidad por este antibiótico (Appel, 1990; Kacew & Bergeron, 1990). Sin embargo, en 

algunos modelos experimentales se ha demostrado que las especies reactivas de oxígeno 

(ERO's) como el anión superóxido (02") , el peróxido de hidrógeno (H20 2) y el radical hidroxilo 

(OH) desempeñan un papel esencial en el mecanismo de generación de varias enfermedades 

renales como la isquemia-repertusión (Pedraza-Chaverrí et al., 1992) o la insuficiencia renal 

aguda, incluida la inducida por GM (Guidet & Shah, 1989; Sha & Schacht, 1999; Shah & 

Walker, 1992; Walker et al. , 1999; Walker & Shah, 1988; 1987; Yang et al., 1995), entre otros. 

Al igual que en estos modelos, existe evidencia que sugiere la participación de las ERO's 

en la nefrotoxicidad inducida por la GM. Dentro de estas evidencias se pueden mencionar las 

siguientes: 

~ Evidencias in vitro 

1. La GM aumenta la generación de O2", H20 2 Y OH en la mitocondria renal (Walker & Shah, 

1987; Yang et al., 1995). 

2. La GM aumenta la liberación del hierro de la mitocondria renal cortical (Ueda et al., 1993). 

3. La formación de complejos hierro-GM causa lipoperoxidación (LPx) y es un potente 

catalizador para la formación de radicales libres (Priuska & Schacht, 1995). 

~ Evidencias in vivo 

1. Hay un aumento en la producción de H20 2 en la corteza renal de las ratas tratadas con GM 

(Guidet & Shah, 1989). 

2. Uno de los eventos que acompaña el desarrollo de la nefrotoxicidad en la corteza renal es el 

aumento de la LPx (Ali, 2002; AI-Majed et al., 2002; Ate~~ahin et al., 2003; Cuzzocrea et al. , 

2002; Kumar et al., 2000; Naidu et al., 2000; Nakajima et al., 1994; Pedraza-Chaverrí et al., 

2000). 

3. Se ha observado un incremento en el contenido de nitrotirosina (Cuzzocrea el al., 2002 ; 

Mazzon el al. , 2001 ; Pedraza-Chaverrí et al., 2003a; b) y de grupos carbonilo en las 

proteínas (Sener el al. , 2002) . 
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4. El tratamiento con GM induce una disminución en el contenido de antioxidantes como el 

glutatión (Ali, 2002; Ate~~ahin et al., 2003; Sener et al., 2002). 

5. La administración de Fe en la dieta o por vía intramuscular aumenta la nefrotoxicidad 

inducida por GM (Ben-Ismail et al., 1994; Kays et al., 1992). 

6. La administración de antioxidantes como la dimetiltiourea y el dimetilsufóxido (Nakajima et 

al., 1994; Walker & Shah, 1988), el ácido lipóico (Varalakshmi et al., 2003), el benzoato de 

sodio y la deferoxamina (Walker & Shah, 1988), la superóxido dismutasa (Ali & Bashir, 

1996; Nakajima et al., 1994), una superóxido dismutasa mimética (Cuzzocrea et al. , 2002) , 

la vitamina E y el selenio (Abdel-Naim et al., 1999; Ademuyiwa et al. , 1990), el probucol 

(Abdel-Naim et al. , 1999), el carvedilol (Kumar et al., 2000), la N-acetilcisteína (Mazzon et 

al., 2001), la melatonina (Sener et al., 2002), la taurina (Erdem et al., 2000), un extracto de 

ginkgo biloba (Naidu et al., 2000), la planta medicinal Rhazya stricta decne (Ali , 2002) , la 

goma arábiga (AI-Majed et al., 2002), el cloruro de manganeso (Ate~~ahin et al., 2003), el 

resveratrol (Morales et al. , 2002), el polvo de ajo (Pedraza-Chaverrí et al., 2000) y algunos 

compuestos del ajo como el dialisulfuro o el dialildisulfuro (Pedraza-Chaverrí et al., 2003a; 

b), disminuyen el daño renal inducido por la GM. 

A pesar de lo anterior, no se conoce el mecanismo exacto por medio del cual la GM 

aumenta la producción de las ERO's; así como tampoco, se ha establecido una asociación 

temporal entre las alteraciones bioquímicas producidas por la GM, como la fosfolipidosis y la 

producción de las ERO's. 

2. ELRIÑÓN 

El riñón es el encargado de remover del cuerpo varios productos terminales del 

metabolismo de las células, tales como urea, ácido úrico, creatinina, etc. Por otro lado, el riñón 

tiene la capacidad de regular la presión sanguínea y de retener sustancias que son esenciales 

para la supervivencia de los individuOs como: agua, glucosa, aminoácidos, proteínas y 

electrólitos (Na+, K+, HC03- y CI) Por consiguiente, el riñón es un órgano regulador que 

selectivamente excreta y/o retiene determinadas sustancias, preservando así la constancia del 

medio ambiente interno del organismo (Heinz, 1983). 
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2.1 Nefrona 

La unidad funcional del riñón es la nefrona. Cada riñón humano contiene de 0.4x106 a 

1.2x106 nefronas y cada riñón de rata contiene entre 30,000 y 34,000 nefronas 

aproximadamente (Nyengaard & Bendtsen, 1992). La nefrona está compuesta por el 

corpúsculo renal, que involucra el glomérulo invaginado en una estructura parecida a un saco 

denominada cápsula de Bowman, el túbulo proximal, el segmento delgado del asa de Henle, el 

túbulo distal y los túbulos colectores (Tisher & Madsen, 2000). 

2.2 Células tubulares proximales 

Las células epiteliales que constituyen el túbulo contorneado proximal tienen una forma 

compleja. Su superficie luminal posee dos características fundamentales: gran riqueza de 

microvellosidades (modificación de la membrana celular que forma el borde en cepillo 

observable con microscopía óptica) y un sistema de túbulos apicales. Las microvellocidades, 

incrementan la superficie luminal 40 veces, lo que aumenta la capacidad de reabsorción 

tubular (Welling & Welling, 1975). Es en esta sección de la nefrona, es donde se lleva a cabo 

la reabsorción de la mayoría de las moléculas indispensables para el organismo: glucosa, 

aminoácidos, agua, proteínas de bajo peso molecular, iones como Na+, HC03-, Cr,K+, Ca2+, 

PO/, etc. (Brenner, 2000; Heinz, 1983). 

Los organelos citoplasmáticos más abundantes son las mitocondrias y diferentes tipos de 

cuerpos densos; estos últimos, son en su mayoría lisosomas primarios y secundarios, así 

como peroxisomas (Bergeron et al., 1980; Ericsson & Trump, 1966). En la membrana 

plasmática de estas células se ha demostrado la presencia de A TPasa de Mg2+, A TPasa de 

Na+/K+, fosfatasa alcalina, aminopeptidasa y 5'-nucleotidasa (Heidrich et al., 1972). 

Una función importante del túbulo contorneado proximal y en menor grado de la parte recta, 

es la reabsorción y degradación de diversas macromoléculas incluyendo albúmina y proteínas 

plasmáticas de bajo peso molecular del filtrado glomerular. Además, se ha comprobado que la 

absorción de proteínas por el túbulo proximal es un proceso selectivo determinado por la carga 

neta de la proteína y, posiblemente, por la existencia de sitios de endocitosis preferentes para 

ciertas proteínas (Christensen et al., '1983). 
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3. RADICALES LIBRES DE OXíGENO Y DEFENSAS ANTIOXIDANTES 

Por el potencial efecto destructivo de las ERO's, la célula cuenta con defensas para evitar 

el daño oxidativo (Yu, 1994). Estos sistemas de detoxificación involucran enzimas y/o 

atrapadores no enzimáticos de ERO's presentes en las células (Krinsky, 1992; Stocker et al., 

1987; Yu, 1994). Dentro de los atrapadores de ERO's no enzimáticos podemos mencionar a 

las vitaminas E y e, a la bilirrubina, al glutatión, al ácido úrico, entre otros (Krinsky, 1992). 

Mientras que las principales enzimas antioxidantes son: la superóxido dismutasa (SOD), la 

catalasa (eAT) y la glutatión peroxidasa (GPx) (Yu, 1994), aunque existen otras como las 

peroxiredoxinas (Prx), que son una familia de peroxidasas recientemente descubiertas y que 

están altamente conservadas en eucariontes y en procariontes. Las Prx reducen 

hidroperóxidos con tioredoxina u otro intermediario que contenga un grupo tiol como donador 

de electrones (ehoi et al., 1998). La hemo oxigenasa (HO), se considera una enzima 

antioxidante, porque cata I iza la degradación del grupo hemo (un pro-oxidante) para formar 

biliverdina (antioxidante), hierro y monóxido de carbono. Posteriormente, la biliverdina es 

transformada a bilirrubina (antioxidante) por la biliverdin reductasa (Dennery, 2000) , entre 

otras. 

3.1 Superóxido dismutasa (Óxido reductasa EC 1.15.1.1) 

Los mamíferos poseen tres isomorfas: la dependiente de manganeso (Mn-SOD), la 

dependiente de cobre y de zinc (euZn-SOD) y la extracelular. 

Las tres isomorfas se sintetizan en los ribosomas citoplásmicos, todas producto de genes 

nucleares diferentes (Ha el al., 1991) Y catalizan la dismutación del anión superóxido a 

peróxido de hidrógeno y oxígeno (reacción 1). 

(1 ) 

La SOD no es realmente una enzima destoxificante ya que el producto de su actividad, el 

H20 2 , es un agente tóxico. Sin embargo, la dismutación del anión superóxido es el primer paso 

de una cascada enzimática que conduce a su inactivación completa. El H20 2 generado es 

metabolizado por la CA T Y la GPx. 
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3.2 Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) 

Es una hemoproteína tetramérica de 240 kDa. Se localiza principalmente en peroxisomas y 

cataliza la siguiente reacción (2): 

(2) 

3.3 Glutatión peroxidasa (GPx) 

Esta enzima también confiere protección a la célula ante un exceso de H20 2 . Cata liza la 

oxidación del glutatión (GSH) a disulfuro glutatión (GSSG) (reacción 3) , el cual es reducido por 

la enzima glutatión reductasa en presencia del NADPH (reacción 4). La forma activa de GPx 

contiene selenio. 

2GSH + H20 2 ~ GSSG + 2H20 (3) 
GSSG + 2NADPH + 2H+ ~ 2GSH + 2NADP+ (4) 

Si se altera el balance entre la formación de ERO's y los mecanismos antioxidantes por 

incremento de los primeros o debilitamiento de los segundos, las ERO's inducen reacciones en 

cadena, que pueden dañar a las moléculas biológicas. 

4. EL AJO 

El ajo, [Allium sativum (Familia: Alliaceae)] , se ha consumido como especie y medicina 

desde hace muchos años en todo el mundo, debido a que posee propiedades como: 

antimicrobiano, antimicótico, antineoplásico, antihipertensivo, inmunosupresor, hipoglicémico, 

hipolipémico y antioxidante, entre otras (Sato & Miyata, 2000) . Hasta la fecha existen 

numerosas publicaciones que gradualmente han ido confirmado los efectos benéficos que 

tradicionalmente se reconocían del ajo y actualmente se sabe, que muchos de estos efectos 

son debidos a los compuestos que están presentes en las diferentes preparaciones del ajo, ya 

que se sabe que el ajo es rico en compuestos sulfurados y es uno de los vegetales que 

contiene niveles elevados de selenio (3.5 mg/g de peso fresco) (Block et al., 1996). 

Los dientes de ajo, contienen compuestos sulfurados (2.3% de su peso seco) como: (+)-S­

alil-L-cisteína sulfóxido (alina, - 1 %), (+)-S-metil-L-cisteín sulfóxido (metina) , (+)-S-(trans-1-

propenil)-L-cisteínsulfóxido, S-(2-carboxipropil) glutatión, y-glutamil-S-alil-L-cisteína, y-glutamil­

S-(trans-1-propenil)-L-cisteína y y-glutamil-S-alil-mercapto-L-cisteína (Lawson, 1998). Así, los 
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dientes de ajo almacenados a 4°C contienen -0.9% de y-glutamil-S-cisteínas, - 1.8% de alina y 

pequeñas cantidades de S-alilcisteína, pero no contienen alil 2-propenotiosulfinato (alicina) 

(Amagase et al., 2001). 

El olor característico del ajo es debido a la alicina y a otros compuestos sulfurados solubles . 

en aceite. Los dientes de ajo intactos contienen altas cantidades de y-glutamilcisteínas, las 

cuales pueden ser oxidadas para dar alina. Cuando los dientes de ajo son cortados, la enzima 

alinasa actúa sobre la alina generando la alicina, compuesto de olor característico 

extremadamente inestable que se descompone espontáneamente a dialilsulfuro (DAS), 

dialildisulfuro (DAOS) y dialtrisulfuro (DA TS) incluyendo las vinilditiínas (Amagase et al., 2001 ; 

Freeman & Kodera, 1995) y el ajoene (Block et al., 1996). Estas transformaciones ocurren en 

un período corto (Esquema 2). 

o COOH O 
II I _A_li_na_sa-i~" II 

~S~NH ~S'S~ 
2 

Alina 

Vinilditiínas 

Alicina 

Descomposición 
(Transformación) 

~Sn~ 

n 
1 Dialilsulfuro 
2 Dialildisulfuro 
3 Dialitrisulfuro 

Esquema 2. Algunos cambios químicos en el ajo. Cuando el ajo se corta, la enzima vacuolar alinasa, 
rápidamente transforma a la alina citosólica en alicina, la cual se descompone instantáneamente a otros 
compuestos como el dialilsulfuro (DAS), el dialildisulfuro (DAOS), el dialiltrisulfuro (DATS), las 
vinilditiínas y el ajoene. 

Existen estudios que indican que la biodisponibilidad de la alicina es pobre (Amagase et aL , 

2001), ya que después de la ingesta de ajo crudo o de alicina pura, ésta no se detecta en la 

sangre o en la orina; por lo tanto, su posible uso terapéutico sería muy limitado debido a su 

gran inestabilidad, además de que no existen presentaciones comerciales disponibles que 
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contengan alicina. Estos hallazgos apoyan la idea de que es poco probable que la alicina 

contribuya a los efectos benéficos del ajo. 

En la actualidad se han realizado estudios que apoyan las propiedades antioxidantes de 

diferentes preparaciones del ajo, como: el extracto envejecido (Borek, 2001; Dillon et al., 2003 ; 

2002; Ide & Lau, 1999a; Ide eta!., 1997; 1996; Kim eta/., 2001; Kojima eta!., 1994; Numagami 

et a/., 1996; Yamasaki et a/., 1994), el extracto acuoso (Lewin & Popov, 1994), el polvo 

(Pedraza-Chaverrí, 2000; Rietz et al, 1993) o el aceite de ajo (Iqbal & Athar, 1998), entre otros. 

Dichas propiedades, se han atribuido a algunos de sus compuestos sulfurados, los cuales 

varían dependiendo de la presentación de que se trate (Tabla 11). 

Tabla 11. Principales compuestos sulfurados presentes en los 
dientes de ajo, el extracto de ajo envejecido, el polvo de ajo y el 

't d . a b acele e aJo ' 
Diente de ajo 

(mg/g producto) 
S-alilcisteína sulfóxido (alina) 6.0-14.0 
y-glutamilcisteínasC 5.0-15.0 
Compuestos derivados de la alinad 3.5-8.0 

Extracto de ajo envejecido 
S-alilcisteína sulfóxido (alina) 0.2-0.4 
y-glutamilcisteínasC 0.2-0.5 
y-glutamil-S-alilcisteína 0.1-0.4 
S-alilcisteína 0.5-0.7 
S-alilmercaptocisteína 0.1-0.2 
Comjluestos derivados de la alinad 0.1-0.2 

Polvo de ajo 
S-alilcisteína sulfóxido (alina) 10.0-17.0 
y-glutamilcisteínasO 12.0-35.0 
Compuestos derivados de la alinad 4.0-11.0 

Aceite de ajo 
Destilación con val2or: 
Dialildisulfuro 0.05-2.8 
Dialiltrisulfuro 0.04-2.0 
Alilmetiltrisulfuro 0.03-1.7 
Compuestos derivados de la alina 0.2-11 
Macerado: 
Vinilditiínas 0.1-4.7 
Ajoene 0.02-1.1 
Dialiltrisulfuro 0.02-0.45 
Compuestos derivados de la alinad 0.4-6.0 . Tomada de lawson, 1998. 

bla n para cada producto fue de 7 a 15. 
elos valores de las y-glutamilcistefnas de todos los productos son la suma de los 
compuestos S-alil y S-trans-1-propenil. 
dlos compuestos derivados de alina incluyen: alicina y otros tiosulfinatos (después de la 
adición de agua), alilsulfuros, vinilditifnas, ajoene y S-alilmercaptocistefna. 
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4.1 Extracto de ajo envejecido (EAE) 

El EAE es un producto que se vende comúnmente en Estados Unidos, Japón y algunas 

partes de Europa, como un suplemento alimenticio. 

El EAE es manufacturado por Wakunaga of America de la siguiente manera: los dientes de 

ajo se remojan en una mezcla de extracción que contiene etanol 15-20%. La mezcla anterior 

, se envejece durante 18-20 meses (extracción natural) a temperatura ambiente. Después, el 

extracto se separa y se concentra para su uso (Kasuga et al., 2001 ; Amagase et al., 2001) . 

Durante el proceso de envejecimiento, el olor y los compuestos irritantes del ajo se 

transforman en compuestos más estables. 

El EAE contiene principalmente constituyentes solubles en H20 (Tabla 111) y pequeñas 

cantidades de compuestos solubles en aceite (Weinberg et al. , 1993). 

Tabla 111. Composición química del extracto de ajo 
envejecido (EAEtb 
Alina O.32±O.13 
Cicloalina O.34±O.08 
y-glutamil-S-alilcisteína O.25±O.12 
y-glutamil-S-1-propenilcisteína O.09±O.07 
S-alilcistefna (SAC) O.62±O.07 
S-1-propenilcisteína (SPC) O.37±O.04 
S-alilmercaptocisteína (SAMC) O.14±O.03 
Cistína O.OHO.01 
Ácido glutámico 1.2±O.2 
Arginina 2.2±1.1 

' Tomado de Lawson,1996. 
bLos datos se expresan como media±desviación estándar 
(mg/g producto) de 6 lotes. 

El EAE se caracteriza por contener altos niveles de S-alilcisteína (SAC), S-1-propenil 

cisteína (SPC) y S-alilmercaptocisteína (SAMC) (Esquema 3) . 

COOH 

~S0NH 
2 

S-al ilcisteína (SAC) 

COOH 

~S0 NH2 

S-1-propenilcisteína (SPC) 

~S'S~NH2 

bOOH 
S-alilmercaptociste ina (SAMC) 

Esquema 3. Principales componentes en el extracto de ajo envejecido (EAE). 
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La SAC que se forma del catabolismo de la y-glutamilcisteína (Esquema 4) y es uno de los 

compuestos organosulfurados solubles en agua; es estable e inodoro y su concentración en el 

EAE incrementa durante la extracción y el envejecimiento. La farmacocinética de la SAC está 

bien establecida, ya que se detecta en la sangre, el hígado y el riñón después de su ingesta 

oral. La biodisponibilidad de la SAC es de 100% en ratones, 98.2 en ratas y 87.2% en perros. 

La N-acetil-SAC se ha identificado con un metabolito de SAC, sugiriendo que la SAC podría 

ser transformada por la N-acetil transferasa (Nagae et al., 1994). 

o 
Jl ./"..... J'NH2 HN' '-/ "1 

.b' J'S~ COOH 
'l" '-/ COOH 

y-glutamil-S-alilcisteína 

COOH 

---i"~ ~S~NH 
2 

S-alilcisteína 

Esquema 4. Las y-glutamilcisteínas son convertidas en S-alilcisteína (SAC) a través de una vía diferente 
de la vía alina/alicina. 

Muchos trabajos se han desarrollado sobre la toxicidad del EAE, indicando que no tiene 

efectos adversos (Nakagawa et al., 1984; Yoshida et al., 1984). La SAC es un compuesto que 

se ha estudiado mucho por sus efectos farmacológicos y se ha demostrado que la toxicidad de 

la SAC frente a otros compuestos típicos del ajo como la alicina y el DAOS es 30 veces menor 

(Amagase et al., 2001). El 50% de la dosis letal oral para alicina en ratones es (mg/Kg peso): 

machos 309, hembras 363; para DAOS: machos 145, hembras 1303 y para SAC: machos 

8890, hembras 9390. 

Muchos de los estudios que se han realizado con el EAE evalúan su efecto como 

antioxidante y se ha encontrado que posee las siguientes propiedades: 1) atrapa ERO's (Ide et 

al., 1996); 2) inhibe la formación de las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico producidas 

por el t-butilhidroperóxido en fracciones microsomales de hígado (Imai et al., 1994); 3) 

disminuye la producción de H20 2 en células endoteliales, cuando éstas son expuestas a un 

sistema generador de O2- y 4) en células endoteliales normales disminuye la producción de 

H20 2 y aumenta los niveles de SOO, CAT y GPx; lo cual podría explicar la disminución del 

H20dGeng & Lau, 1997; Wei & Lau, 1998). 
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Por otro lado, se ha encontrado que sus dos principales constituyentes, la SAC y la SAMC, 

también poseen propiedades antioxidantes (Geng et al., 1997; Ho et al. , 2001 ; Ide & Lau, 

2001; 1999b; 1997; Ide et al., 1997; Imai et al., 1994; Kim et al., 2001; Kojima et al., 1994; 

Mostafa et al., 2000; Numagami & Ohnishi, 2001 ; Numagami et al., 1996; Yamasaki et al., 

1994), ya que se ha encontrado que: 1) atrapan ERO's (Imai et al., 1994); 2) inhiben la LPx 

(Ide & Lau, 1997; Ide et al., 1997; 1996); 3) atrapan HzOz (Augusti & Sheela, 1996; Ide et al. , 

1996) y 4) inhiben la oxidación de las lipoproteínas de bajo peso molecular (LOL), lo que 

puede proteger a las células endoteliales vasculares del daño causado por las LOL oxidadas 

(Ide & Lau, 1997; Ide et al., 1997). Además, la SAC incrementa la actividad de la CAT y la 

SOO en el hígado de ratas diabéticas in vivo (Augusti & Sheela, 1996) e inhibe de manera 

dosis dependiente la activación del factor NF-1CB inducida por el factor de necrosis tumoral a. y 

el HzOz (Geng et al., 1997). 

5. ESTUDIOS EN CÉLULAS LLC-PK1 

Los estudios en líneas celulares son de gran importancia ya que permiten la evaluación de 

algunos factores o mecanismos que en animales de laboratorio sería muy complicada. Por 

ello, el uso de la línea celular LLC-PK1, que es una línea de células epiteliales de riñón de 

cerdo, se ha caracterizado bien como un modelo para el análisis de algunas funciones 

epiteliales de las células de los túbulos proximales. El uso de esta línea celular para estudiar el 

efecto de compuestos xenobióticos que son nefrotóxicos se debe a las siguientes razones: 1) 

los efectos nefrotóxicos observados resultan de una población celular homogénea, 2) poseen 

características de células de túbulo proximal, ya que exhiben transporte unilateral de sales y 

agua, resultando en la formación de un domo y poseen alta actividad de marcadores 

enzimáticos de túbulo proximal; así mismo se ha demostrado que poseen sistemas de 

transporte de hexosas, aminoácidos, fosfatos y de iones orgánicos similares a los observados 

en las células tubulares, 3) son susceptibles al daño inducido por fármacos (nefrotóxicos), 4) la 

sustancia que desea estudiarse es el único parámetro experimental que se varía, 5) no hay 

influencia de sistemas reguladores como en los sistemas animales y 6) el daño celular puede 

ser fácilmente determinado (Saito et al., 1986; Steinmassl et al. , 1995). 
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IV. JUSTIFICACiÓN DEL ESTUDIO 

La gentamicina (GM) es un antibiótico aminoglicósido muy usado en la práctica clínica, 

debido a: 1) que es de amplio espectro bactericida, especialmente contra bacterias Gram 

negativas, 2) que es efectivo contra microorganismos resistentes a antibióticos p-Iactámicos, 3) 

su bajo costo y 4) los bajos niveles de resistencia que induce entre bacterias de la familia 

enterobacteriaceae. Sin embargo, la insuficiencia renal aguda (IRA) es la mayor complicación 

del tratamiento con GM, lo cual limita su uso, además de que complica y encarece el 

tratamiento de los pacientes que reciben este antibiótico. Se ha estimado que la nefrotocixidad, 

ocurre en un 10-20% de los pacientes que son tratados con GM, lo que ha motivado la 

búsqueda de prácticas seguras y efectivas que puedan disminuir la IRA inducida por la GM e 

incrementar de esta manera el valor clínico de este antibiótico. 

Aunque el mecanismo exacto por el cual se induce el daño renal no está claro, se ha 

propuesto que las especies reactivas de oxígeno (ERO's) están involucradas; ya que se ha 

encontrado un incremento en la lipoperoxidación y en el contenido de nitrotirosina y de grupos 

carbonilo en las proteínas, así como una disminución en el contenido de glutatión. Además, la 

hipótesis de un mecanismo que involucre la producción de ERO's, está apoyada por el hecho 

de que la administración de antioxidantes disminuyen la severidad de la IRA inducida por la GM. 

En un trabajo previo de este laboratorio, se encontró que la IRA inducida por la GM, 

disminuye parcialmente en las ratas alimentadas con una dieta enriquecida con polvo de ajo al 

2%. Sin embargo, el polvo de ajo es una presentación poco práctica para emplearla con fines 

profilácticos o terapéuticos en humanos debido a que una persona (de 70 Kg), debería consumir 

78.5 g de polvo de ajo al día, equivalente a lo que consumieron las ratas en ese estudio, para 

reproducir las mismas condiciones experimentales que en ese trabajo; lo cual , clínicamente no 

sería práctico. Además, en ese trabajo, las ratas se alimentaron con polvo de ajo durante 14 

días antes del tratamiento con GM. Por otro lado, el olor característico del ajo, debido a sus 

compuestos organosulfurados, podría ser una limitante para su empleo generalizado en 

humanos. 

Por otra parte, si pensamos en el aislamiento de alguno de los compuestos que están 

presentes en el polvo de ajo y que quizá puedan ser los responsables del efecto parcialmente 

protector, nos encontramos con que estos candidatos podrían ser la alina y la alicina; sin 

embargo, ambos compuestos presentan algunas desventajas. La alina al estar en medio 
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acuoso se transforma por efecto de la alinasa en alicina, la cual es un compuesto inestable que 

sufre descomposición espontánea y rápida a los derivados mono-, di- y dialiltrisulfuro incluyendo 

las vinilditiinas y el ajoene. Además, está bien documentado que la biodisponibilidad de la 

alicina es baja, ya que después de la ingesta de ajo crudo o de alicina pura, ésta no se detecta 

en la sangre o en la orina. También se sabe que no existen presentaciones comerciales 

disponibles que contengan alicina y, además, ambos compuestos (alicina y alina) son caros, 

razones por las cuales su posible uso terapéutico también estaría limitado. 

Debido a esto, decidimos buscar una presentación del ajo que no presentará estas limitantes 

y que mostrará actividad antioxidante. Así, encontramos al extracto de ajo envejecido (EAE) , 

una presentación en la que los compuestos olorosos se han convertido en compuestos mas 

estables y con menos olor, además de que es un buen antioxidante. Por ello, en este trabajo se 

propone evaluar el efecto del EAE y uno de sus principales compuestos, la S-alilcisteína (SAC), 

sobre el daño renal inducido por la GM. 

La SAC se propone debido a que es un buen antioxidante y al ser el compuesto mas 

abundante del EAE, podría el candidato con mejor aplicación futura en la prevención de la IRA 

inducida por la GM, debido a que: 1) su biodisponibilidad es alta, 98.2 % en ratas (Nagae et al., 

1994),2) es estable (Lawson, 1996),3) su volatilidad es baja, 4) es soluble en agua (Kodera et 

al., 2002), 5) es menos tóxico que otros compuestos del ajo (Amagase et al., 2001) y 6) su 

síntesis química es sencilla (Lawson et al., 1991), a diferencia de otros compuestos que 

también poseen propiedades antioxidantes. 
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V. HIPÓTESIS 

Debido a que existen evidencias del incremento en la producción de las especies reactivas 

de oxígeno (ERO's) en la nefrotoxicidad inducida por la GM y a que el tratamiento con 

antioxidantes, disminuye el daño renal inducido por la GM, es posible que: 

1. El extracto de ajo envejecido (EAE), una presentación comercialmente disponible del ajo, y 

uno de sus componentes mayoritarios, la S-alilcisteína (SAC), muestren un efecto similar o 

mayor al observado con el polvo de ajo sobre la nefrotoxicidad inducida por la GM, debido a un 

efecto antioxidante directo y/o mediante la modificación en la actividad y/o la expresión de las 

enzimas antioxidantes. 

2. La alina y la alicina (dos compuestos sulfurados presentes en el polvo de ajo) , muestren un 

efecto citoprotector sobre la muerte celular inducida por la GM. 
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VI. OBJETIVOS 

1. Evaluar el efecto del EAE y la SAC sobre la nefrotoxicidad inducida por la GM y determinar si 

este efecto está relacionado con la prevención del estrés oxidativo renal y/o con la alteración en 

la expresión renal de las enzimas antioxidantes Mn-SOD, CuZn-SOD, CAT, GPx y GR. 

2. Evaluar el efecto de la SAC sobre la capacidad bactericida de la GM. 

3. Evaluar el efecto de la alina y la alicina sobre la muerte celular inducida por la GM in vitro. 
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VII. MATERIAL Y MÉTODOS 

1. REACTIVOS 

El extracto de ajo envejecido (EAE) en su presentación comercial de Kyolic® Liquid y la S­

alilcisteína estándar (SAC-St) fueron donados por Wakunaga of America, Co., Ud (Misión Viejo, 

CA). La alicina y la alina se adquirieron de LKT Laboratories (St. Paul , MN). El polvo de ajo se 

adquirió de McCormick® (México D.F.). La gentamicina (GM) se adquirió de Schering-Plough, 

(México, D.F.) en su presentación comercial Garamicina®, solución inyectable de 160 mg/2mL. 

El p-nitrofenil-N-acetil-p-glucosaminido, la xantina oxidasa, la xantina, el ácido ascórbico, el 

ácido tiobarbitúrico (TBA), la deferoxamina (DFO), el tetrametoxipropano, la desoxiribosa, el 

nitroazul de tetrazolio (NBT), la albúmina sérica bovina (albúmina) , la guanidina, el 

dietilditiocarbamato (DDC) , la superóxido dismutasa (CuZn-SOD) de eritrocitos bovinos, la 

leupeptina, la pepstatina, la aprotinina, la acrilamida, la bisacrilamida, la glicina, el Tris-HCI, el 

persulfato de amonio, el glicerol, el dodecilsulfato de sodio (SOS), el ditiotreitol (DTT) , la 

tetrametiletilendiamina (TEMED), el xilol, la nicotidamida adenina dinucleótido, reducida 

(NADH), la nicotidamida adenina dinucleótido fosfato, reducida (NADPH), el azul de Coomassie , 

el azul de bromofenol, el fenilisotiocianato (PITC) , el sulfato de estreptomicina, la 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH), el glutaraldehído, el cloruro de L-cisteína monohidratada, el 

bromuro de alilo, la trietilamina, el fenilisotiocianato, la fenasina metosulfato (PMS), el naranja 

de xilenol, el butiraldehído tolueno, el dimetil sulfóxido (DMSO), el p-nitrofenol, el glutatión 

reducido (GSH), el glutatión oxidado (GSSG), la glutatión reductasa (GR), el ácido 2,2-azino­

bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS), la tripsina, el Tritón X-100, el ácido N-(2-hidroxietil) 

piperazina-N'-(ácido 2-etanosulfónico);4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfónico (HEPES), la 

N-acetilcisteína (NAC), la hematoxilina, la eosina y la diaminibencidina (DAB) se adquirieron de 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). 

El suero fetal bovino (SFB) y el medio de cultivo (DMEM: Dulbecco's modified Eagle's 

medium) con rojo de fenol se adquirieron de Gibco (México, D.F.). 

Los anticuerpos policlonales anti-Mn-SOD y anti-CuZn-SOD usados en el western blot, se 

adquirieron de Stressgen Biotechnologies Corp. (Victoria, BC, Canadá). El anticuerpo anti­

catalasa de humano se adquirió de Calbiochem (San Diego, CA). El anticuerpo policlonal anti­

nitrotirosina se adquirió de Upstate (Lake Placid, VA). El anticuerpo policlonal anti-4-
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hidroxinonenal se adquirió de Oxis International, Inc. (Portland, OR). Los anticuerpos 

secundarios dirigidos contra IgG de conejo y de ratón se adquirieron de Amersham, Life 

Science (Buckinghamshire, England). 

Para las determinaciones del nitrógeno de urea y creatinina se usaron los estuches de 

Spinreact (Girona, España) . Para determinar el contenido de la GM se empleó un estuche de 

Abbott Laboratories (Abbott Park, IL) y para el western blot se usó un estuche de 

quimioluminiscencia de Amersham, Life Science (Buckinghamshire, England). 

Las sales de fosfatos para los amortiguadores, el ácido tricloroacético (TCA) , el citrato de 

sodio, el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), el carbonato de sodio (Na2C03), el cloruro 

cúprico (CuCh) , el sulfato de amonio, el cloruro de sodio (NaCI), el sulfato ferroso amoniacal , el 

persulfato de potasio, el ácido sulfúrico (H2S04) , el ácido clorhídrico (HCI), el isopropanol, el 

acetato de etilo, el acetonitri lo, el formaldehído, el etanol absoluto (EtOH) y el ácido acético 

glacial de grado analítico se adquirieron de J .T. Baker (México, D.F.) . 

El peróxido de hidrógeno (H20 2) y el metanol grado HPLC se adquirieron de Mallinckrodt 

(México, D.F.). La azida de sodio se adquirió de Merck. El cloruro férrico (FeCI3) se adquirió de 

Aldrich . 

2. ESTU DIOS in vivo 

2.1 Diseño experimental con extracto de ajo envejecido (EAE) 

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 240-280 g de peso, divididas en 4 grupos: 

1) Control (CT), tratado con solución salina; 2) Gentamicina (GM), tratado con GM; 3) Extracto 

de ajo envejecido (EAE), tratado con EAE y 4) Gentamicina + Extracto de ajo envejecido 

(GM+EAE), tratado con GM y el EAE. 

La GM se administró subcutáneamente cada 12 h durante 4 días en una dosis de 70 mg/Kg 

de peso. 

El EAE se administró en una dosis de 1.2 mUKg de peso, intraperitonealmente cada 24 h 

durante 6 días (dos días antes de la administración de GM y durante los 4 días en que se 

administró este antibiótico). 
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2.2 Diseño experimental con diferentes dosis de S-alilcisteína (SAC) 

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 240-280 9 de peso, divididas en 4 grupos: 

1) Control (CT) , tratado con solución salina; 2) Gentamicina (GM), tratado con GM; 3) S­

alilcisteína (SAC), tratado con SAC y 4) Gentamicina + S-alilcisteína (GM+SAC), tratado con 

GM y SACo 

La GM se administró subcutáneamente cada 12 h durante 4 días en una dosis de 70 mg/Kg 

de peso. 

Los animales recibieron intraperitonealmente una dosis de 25, 37.5, 75, 100 Y 125 mg de 

SAC/Kg de peso, 24 h antes de iniciar el tratamiento con GM y cada 12 h durante los 4 días de 

tratamiento con este antibiótico. 

2.3 Diseño experimental con SAC 

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 230-280 9 de peso, divididas en 4 grupos: 

1) Control (CT), tratado con solución salina; 2) Gentamicina (GM), tratado con GM; 3) S­

alilcisteína (SAC) , tratado con SAC y 4) Gentamicina + S-alilcisteína (GM+SAC), tratado con 

GM y SACo 

La GM se administró subcutáneamente cada 12 h durante 4 días en una dosis de 70 mg/Kg 

de peso. 

Los animales recibieron intraperitonealmente una dosis de 250 mg de SAC/Kg de peso, 24 h 

antes de iniciar el tratamiento con GM y durante los 4 días de tratamiento con GM recibieron 

cada 12 h, 125 mg/Kg de peso intraperitonealmente. 

En los protocolos de EAE y SAC, los animales se colocaron en jaulas metabólicas para la 

recolección de la orina de 24 h Y se mantuvieron en un ciclo de 12 h luz y 12 h oscuridad, con 

libre acceso al alimento y al H20. Los animales se pesaron antes de iniciar el tratamiento con 

GM y los días de recolección de la orina (O, 3 Y 5 para el protocolo con EAE y O, 4 Y 5 para el 

protocolo con SAC). Los animales se sacrificaron por decapitación para obtener la sangre y los 

riñones 12 h después de la última inyección con GM. 

Por otro lado, en el protocolo donde se evaluó el efecto de diferentes dosis de SAC, los 

animales se sacrificaron por decapitación para obtener la sangre y los riñones 12 h después de 

la última inyección con GM. 
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2.4 Síntesis de SAC 

Debido a que no se puede adquirir comercialmente la SAC, está se sintetizó en el laboratorio 

de la siguiente manera: 

Se pesaron 5.25 g (0.03 mol) de cloruro de L-cisteína monohidratada y se colocaron en un 

matraz de bola con 90 mL de etanol absoluto, bajo condiciones de agitación. A la mezcla 

anterior se adicionaron 2.76 g de sodio en un intervalo de 1 ha Tamb Y con agitación constante. 

Cuando la última pieza de sodio de disolvió se adicionaron 2.7 mL (0.031 mol) de bromuro de 

alilo y la reacción se dejó agitando durante 1 h a Tamb (Esquema 5) . Al cabo de este tiempo, se 

adicionó H20 fría suficiente para formar una solución que se dejó en agitación durante 1 h a 

Tamb. Finalmente, se evaporó el etanol y a la fase acuosa se le adicionó ácido acético glacial 

hasta alcanzar un pH de 5. El precipitado blanco que se generó, se filtró a vacío y se lavó con 

etanol frío (Lawson et al. , 1991). 

NH2 Na NH
2 

.b'- .... Br + HS I EtOH I 
-7 '-.,,/ ~COOH ------¡ ... ~ ~S~COOH 

Bromuro de alilo L-cisteína S-alilcisteína (SAC) 

Esquema 5. Reacción de síntesis de la S-alilcisteína (SAC) a partir de L-cisteína y bromuro de alilo . 

Al compuesto obtenido se le determinó el punto de fusión (en un aparato Fisher-Johns) y se 

analizó por resonancia magnética nuclear protónica (RMN 1H). El espectro de RMN 1H, se obtuvo 

en un espectrometro Varian VXR a 300 MHz, empleando 0 20 como disolvente y se registró en 

la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigación de la Facultad de Química, UNAM. 

El punto de fusión y el espectro de RMN 1H del producto, se compararon con los de un 

producto estándar. 

2.5 Métodos empleados 

2.5.1 Evaluación de la capacidad antioxidante del EAE y la SAC 

1. Anión superóxido (021 

A. Método enzimático 

Este método se basa en la reducción del nitroazul de tetrazolio (NBT) por el O2- generado de 

la oxidación de la xantina a ácido úrico por la xantina oxidasa (Bielski et al., 1980). 
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Se preparó una solución sustrato con la siguiente composición: xantina 0.3 mM, Na2C03 0.4 

M Y NBT 150 ¡..t.M en amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0) . El ensayo se realizó colocando 

en una celda de cuarzo 782 ¡..t.L de solución sustrato, 170 ¡..t.L de muestra y 170 ¡..t.L de 

amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0) . La reacción se inició con la adición de 48 ¡..t.L de 

xantina oxidasa (8 U) y se obtuvieron simultáneamente las lecturas a 295 nm y 560 nm cada 

min durante 3 mino Se preparó un tubo de 100% de reducción el cual contenía 170 ¡..t.L de 

amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0) en lugar de la muestra. Es necesario medir la 

absorbancia a 295 nm (ácido úrico), para asegurar que el compuesto en estudio no afecta la 

actividad de la xantina oxidasa (Owen & Johns, 1999). Los datos de producción de O2- se 

expresan como % O2- atrapado mientras que los de producción de ácido úrico como 

t.D029sfmin. 

B. Método no enzimático 

En este método la fenasina metosulfato (PMS) se usó como un transportador de electrones 

entre el NADH y el NBT (Nishikimi et al., 1972) . 

Para cada muestra se preparó una mezcla de reacción que contenía en concentración final : 

10 ¡..t.L de DMSO, 940 ¡..t.L de HEPES 20 mM (pH 7.2), 50 ¡..t.L de PMS 3.92 ¡..t.M , 50 ¡..t.L de NBT 

39.2 ¡..t.M y 100 ¡..t.L de muestra. La reacción se inició con la adición de 100 ¡..t.L de NADH 2.5 mM a 

la mezcla de reacción. Se registraron las lecturas cada min durante 3 min a 560 nm. Se preparó 

un tubo de 100% de reducción el cual contenía HEPES 20 mM (pH 7.2) en lugar de muestra . 

Los datos se expresan como % O2- atrapado. 

2. Peróxido de hidrógeno (Ha~} 

El H20 2 fue medido por el método calorimétrico FOX (oxidación del naranja de xilenol por el 

ion ferroso) donde el H20 2 oxida al Fe2
+ a Fe3

+ formando un cromógeno con el naranja de 

xilenol (Long et al., 1999) . 

Se preparó el reactivo FOX colocando 9 volúmenes de butiraldehído tolueno 4.4 mM en 

metanol HPLC y 1 volumen de naranja de xilenol 1 mM y sulfato ferroso amoniacal 2.56 mM en 

H2S04 0.25 M. Se colocaron en un tubo: 45 ¡..t.L de muestra, 45 ¡..t.L de H20 2 , 10 ¡..t.L de metanol 

HPLC y 900 ¡..t.L del reactivo de FOX. Los tubos se agitaron y se incubaron a Tamb por 10 min; 
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posteriormente, se centrifugaron a 15,000 x g por 20 min y se leyó la absorbancia a 560 nm 

contra un blanco de metanol. La cantidad de H20 2 se calculó usando una curva estándar de 

H20 2 (2.5-7.5 ¡.t.M). Los datos se expresan como % H20 2 atrapado. 

3. Radical hidroxilo (OH) 

El OH se midió por el método del ácido tiobarbitúrico (TBA); en el cual, los OH son 

generados de la reacción del complejo Fe/EOTA con H20 2. El OH en presencia de desoxirribosa 

forma productos, que bajo calentamiento con TBA y pH ácido, forman un cromógeno rosa 

(debido a la reacción entre el malondialdehído y el TBA). El malondialdehído es un producto de 

la reacción de descomposición del anillo de la desoxirribosa por el OH (Halliwell et al., 1987; 

Barthomeuf et al., 2001) . 

Se colocó en un tubo de vidrio los siguientes compuestos a las concentraciones finales 

indicadas: ácido ascórbico 0.2 mM, desoxiribosa 0.56 mM, H20 2 1 mM, EOTA 0.208 mM, FeCb 

0.2 mM, amortiguador de fosfatos 20 mM (pH 7.4) Y la muestra. Esta mezcla de reacción se 

agitó y se incubó durante 1 h a 3rC. Se preparó por separado la solución de TBA, la cual 

contenía TBA, HCI, TCA y OFO. Posteriormente, se añadió a cada tubo (incluidos el blanco y 

los estándares) 1 mL de la solución de TBA, se agitaron durante 10 seg y se calentaron a 100°C 

durante 10 mino Los tubos se dejaron enfriar a Tamb Y se leyó la absorbancia a 532 nm. Se 

preparó un tubo de 100% de producción de OH (con amortiguador de fosfatos 20 mM (pH 7.4) 

en lugar de muestra) , contra el que se calculó el % de OH atrapado. La cantidad de 

malondialdehído se calculó usando una curva estándar de tetrametoxipropano (0.37-14.8 nmol). 

Los datos se expresan como % OH atrapado. 

4. Radical ABTS 

En este método el ácido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS) es oxidado al 

catión ABTS'+ (radical colorido) que absorbe a 734 nm (Long & Halliwell, 2001) . 

Se preparó una mezcla de reacción que contenía: ABTS 7 mM y persulfato de potasio 2.45 

mM, la cual se dejó incubando a Tamb y en oscuridad durante toda la noche. La solución de 

ABTS'+ se diluyó con H20 , hasta obtener una absorbancia de aproximadamente 0.7 a 734 nm 

(aproximadamente 9 IJL de ABTS y 991 IJL de H20). En una celda de cuarzo, se añadieron 10 

IJL del compuesto a estudiar y 1 mL de la solución de ABTS·+. Se registraron las lecturas cada 
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15 seg durante 1 min a 734 nm. Se preparó un tubo que en lugar de muestra, contenía 10 ¡..tL de 

H20, para ver la formación de radical ABTS·+, el cual se consideró como 100%. 

2.5.2 Evaluación de la función renal 

1. Función tubular 

A. Cuantificación de proteínas en la orina 

Se determinaron por el método turbidimétrico con ácido tricloroacético (TCA) (Pedraza­

Chaverrí et al., 1999). 

Se incubó 10 min a temperatura ambiente 1 mL de orina diluida 1:5 (con NaCI 0.9%: SSI) 

con 250 ¡..tL de TCA 12.5% y se leyó la absorbancia a 420 nm. Se preparó un blanco para cada 

muestra que contenía 1 mL de orina diluida y 250 ¡..tL de SS!. Las absorbancias se interpolaron 

en una curva estándar de albúmina (0.04-0.8 mg/mL). Los datos se expresan en mg/24 h. 

El aumento en la excreción urinaria de proteínas puede reflejar daño glomerular o tubular 

(Pedraza-Chaverrí et al., 1995). 

B. Actividad de la N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) en la orina 

La actividad de NAG se midió usando un ensayo que emplea p-nitrofenil-N-acetil-¡3-

glucosaminido como sustrato (Jung et al., 1991). 

Se colocaron 100 ¡..tL de orina en un tubo que contenía 750 ¡..tL de amortiguador de citrato 50 

mM (pH 4.4) Y 250 ¡..tL de sustrato en una concentración final de 6.8 mM. Para cada muestra se 

preparó un blanco con orina y citrato y simultáneamente se preparó un blanco de comparación 

que contenía citrato, sustrato y H20; todos los tubos se incubaron 15 min a 37°C. En este 

método, la NAG libera el p-nitrofenol del sustrato el cual se midió a 405 nm. Bajo estas 

condiciones, la producción de p-nitrofenol fue lineal con relación al tiempo y la cantidad de 

orina. Las absorbancias se interpolaron en una curva estándar p-nitrofenol (4.68-150 nM). Los 

datos se expresan en U/24 h. Una unidad de NAG se define como la cantidad de enzima que 

libera 1 ¡..tmol de p-nitrofenol en las condiciones de estudio. 
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La excreción urinaria de enzimas lisosomales, como la NAG, se ha empleado como un 

indicador de daño en el túbulo proximal (Wellwood et al., 1976). 

C. Actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) en el suero 

Se empleó el método de Lawrence y Burk (1976), en el cual la GPx cataliza la reducción del 

H20 2 acoplado a la oxidación del GSH a GSSG, el cual a su vez es reducido por la glutatión 

reductasa (GR) en presencia de NADPH. La disminución de la concentración de NADPH se 

detectó a 340 nm. 

El suero se diluyó 1:8 en amortiguador de fosfatos 50 mM pH (7.0) Y 100 ¡.¡.L de esta dilución 

se mezclaron con 800 ¡.¡.L de una solución en amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0) , de la 

siguiente composición: EDTA 1 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, GSH 1 mM y 1 U 

de GR/mL. De la misma manera, se preparó un tubo de actividad inespecífica con 100 ¡.¡.L de 

amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0). Los tubos se incubaron 5 min a temperatura 

ambiente y su contenido se adicionó a una celda de cuarzo que contenía 100 ¡.¡.L de H20 2 0.25 

mM e inmediatamente se leyó la absorbancia a 340 nm cada min durante 3 mino 

La actividad de GPx se determinó promediando los cambios de absorbancia por min de la 

muestra menos el promedio de los cambios de absorbancia por min del inespecífico y 

multiplicando este valor por 12.8, factor que se obtiene del coeficiente absorción milimolar del 

NADPH (6.22) Y el factor de dilución (8). Los datos se expresan como U/mL. Una unidad de 

GPx se define como la cantidad de enzima que oxida 1 ¡.¡.mol de NADPH por mino 

La GPx plasmática se sintetiza exclusivamente en las células renales del túbulo proximal 

(Avissar et al., 1994) por lo que se ha empleado como un marcador de daño tubular (Whitin et 

al., 1998) . 

D. Cuantificación del daño tubular por microscopía de luz 

Después de sacrificar las ratas, se extrajeron los riñones inmediatamente y se obtuvo una 

rebanada de la corteza, la cual se fijó en 1 mL de formaldehído 10% en PBS. Posteriormente, 

este corte se deshidrató gradualmente en etanol absoluto seguido de xilol y se embebió en 
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parafina. Con un microtomo se obtuvieron cortes de 4 ¡.tm de grosor y se tiñeron con 

hematoxilina/eosina (H&E). 

La cuantificación del daño tubular se realizó con un analizador de imágenes de Leica Qwin 

(Cambridge, England) . Se realizó el perfil histológico de 20 túbulos proximales por rata , 

seleccionados al azar (6 ratas por grupo). Para ello, se midió el área total (¡.tm2
) y el área 

ocupada por las células epiteliales con alteraciones histológicas como: vacuolización 

citoplásmica, descamación y necrosis. De esta manera, se calculó el % de área tubular 

afectada. Se realizó un promedio del área tubular dañada por rata y con los datos obtenidos se 

hizo un promedio final para cada grupo. 

2. Función glomerular 

A. Creatinina en el suero 

La creatinina en el suero se determinó por la reacción de Jaffé, utilizando un estuche 

comercial. En esta reacción, la creatinina forma un complejo colorido con el picrato en medio 

alcalino que absorbe a 520 nm. 

Se preparó un tubo como blanco que contenía: 50 ¡.tL de H20 y 500 ¡.tL de ácido pícrico en 

NaOH (con el que se calibró el aparato) y un tubo como estándar que contenía: 50 ¡.tL de un 

estándar de creatinina (2 mg/dL) y 500 ¡.tL de ácido pícrico en NaOH. De la misma manera, se 

prepararon las muestras, colocando en una celda de cuarzo: 50 ¡.tL de suero y 500 ¡.tL de la . 

solución de ácido pícrico en NaOH. Se realizó una cinética a 520 nm, durante 1.5 min tomando 

lecturas cada 30 seg . 

Se calculó la diferencia de absorbancias a los 1.5 min menos la absorbancia a los 0.5 min (~ 

Abs) del estándar y las muestras. Con estos valores y considerando que la concentración del 

estándar fue de 2 mg/dL, se calculó la concentración de creatinina en el suero. Los datos de 

creatinina en el suero se expresan en mg/dL. 

La concentración de creatinina en el suero es un marcador de la función renal, ya que es un 

índice de la velocidad de filtración glomerular (Schor et a/., 1981). 
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B. Nitrógeno de la urea en la sangre (BUN) 

La concentración de BUN se midió a 340 nm empleando un estuche comercial. En este 

método, la urea presente en la muestra es hidrolizada por la ureasa a amonio y CO2. Por otro 

lado, en una reacción acoplada el a-cetoglutarato y el NADH presentes en el medio, reaccionan 

utilizando el amonio producido por la ureasa, convirtiendo el a-cetoglutarato en L-glutamato por 

la glutamato deshidrogenasa. El consumo de NADH disminuye la absorbancia a 340 nm. 

Se colocaron en una celda de cuarzo 10 ¡.tL de suero y se adicionó 1 mL de una mezcla de 

reacción que contenía ureasa, a-cetoglutarato, NADH y glutamato deshidrogenasa. La reacción 

se siguió a 340 nm con lecturas cada 30 seg durante 2.5 mino En las mismas condiciones se 

incluyó un blanco que contenía sólo la mezcla de reacción y un estándar de urea de 80 mg/dL. 

Se calculó la diferencia de absorbancias a los 0.5 min y a los 2.5 min (~ Abs) del estándar y 

las muestras. Con estos valores y tomando en cuenta que la concentración del estándar fue 80 

mg de urea/dL, se obtuvo la concentración de urea en el plasma. Finalmente, la cantidad de 

BUN se obtuvo dividiendo la concentración de urea en el plasma (mg/dL) entre 2.14, factor que 

se obtiene de dividir 60/28 (peso de la urea/peso del nitrógeno contenido en la urea) . Los datos 

se expresan en mg/dL. 

Un aumento en los niveles circulantes de BUN puede ser consecuencia de una disminución 

en la velocidad de filtración glomerular (Schor et al., 1981) . 

2.5.3 Evaluación del estrés oxidativo en la corteza renal 

1. Contenido de grupos carbonilo en las proteínas (proteínas oxidadas) 

Los grupos carbonilo se detectaron por la reacción de éstos con la 2,4-dinitrofenilhidrazina 

(DNPH) para formar hidrazonas de proteínas (Reznick & Packer, 1994). 

La corteza renal (100 mg) se homogenizó en 900 ¡.tL de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 

7.4) que contenía un cóctel de antiproteasas (Ieupeptina 5 ¡.tg/mL, pepstatina 7 ¡.tg/mL y 

aprotonina 5 ¡.tg/mL), EDTA 1 mM y Tritón X-100 0.1 % empleando un politrón Kinematica® de 

Brinkman Instruments, Inc. (Suiza) a máxima velocidad durante 10 seg. Los homogenizados se 

centrifugaron a 20,937 x 9 por 30 min a 4°C. 
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Se incubaron 300 ~L del homogenizado con 100 J.lL de sulfato de estreptomicina 10%, para 

eliminar los ácidos nucleicos de las muestras. Las muestras se incubaron 24 h a 4°C y se 

centrifugaron a 20,937 x g por 40 min a 4°C. Se tomaron del sobrenadante dos alícuotas de 150 

IlL cada una en tubos eppendof, a un tubo se le adicionaron 600 ~L de DNPH 10 mM en HCI 

2.5 M Y al otro 600 ~L de HCI 2.5 M. Los tubos se incubaron 1 h a temperatura ambiente y en 

oscuridad, agitándolos cada 15 mino Posteriormente, se adicionó 750 ~L de TCA 20% a cada 

uno de los tubos y se incubaron a 4°C por 10 min, se centrifugaron a 2,236 x g por 10 min a 

4°C; después, el sobrenadante se descartó y se realizó otro lavado con 600 ~L de TCA 10%, se 

centrifugaron los tubos a 2,236 x g por 10 min a 4°C. Finalmente, los precipitados se lavaron 3 

veces con 600 ~L de etanol-acetato de etilo 1:1 para remover el DNPH libre y los lípidos 

contaminantes. El precipitado final se disolvió en 1 mL de guanidina 6 M en amortiguador de 

fosfatos 20 mM (pH 2.3). 

Los tubos se leyeron a 370 nm y el contenido de carbonilos se calculó empleando el 

coeficiente de absorción molar de la DNPH (22,000 M"1 cm"1). El tubo de HCI se usó como 

blanco para cada muestra. 

El contenido total de proteína en el precipitado final se determinó en los tubos con HCI por la 

lectura a 280 nm, empleando una curva estándar de albúmina (0.26-2.0 mg/mL) disuelta en 

guanidina 6 M. Los resultados se expresan como nmol/mg proteína. 

El contenido de grupos carbonilo en las proteínas se ha usado como un marcador de daño 

oxidativo a proteínas bajo condiciones de estrés oxidativo (Stadtman, 1992), ya que las ERO's 

llevan a la formación de derivados carbonílicos, porque atacan a las proteínas en ciertos 

aminoácidos como arginina, prolina o lisina (Dean et al., 1997) . 

2. Contenido de nitrotirosina y de 4-hidroxinonenal (4-HNE) por inmuno­

histoguímica 

Se prepararon cortes de corteza renal de 4 ~m de grosor, se desparafinaron con xilol y se 

rehidrataron con etanol. Se inhibió la actividad de peroxidasa endógena con H20 2 4.5% en 

metanol por 1.5 h a temperatura ambiente. Se lavaron las muestras con PBS y se incubaron en 

una cámara húmeda por 30 min con albúmina a13% en PBS (agente de bloqueo) . Después, las 
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muestras se lavaron y se incubaron toda la noche con el anticuerpo anti-nitrotirosina o anti-4-

HNE diluidos 1:700 y 1:100, respectivamente, en albúmina 1% en PBS. Las muestras con el 

anticuerpo primario (anti-nitrotirosina o anti-4-HNE), se lavaron y se incubaron durante 1 h con 

un anticuerpo peroxidado anti-lgG de conejo o de ratón respectivamente, diluidos 1 :250 en 

PBS. Las muestras se lavaron y se incubaron 1 min con OAB-H20 2 y se lavaron de inmediato. 

Finalmente, los cortes se tiñeron con hematoxilina para dar contraste a los componentes del 

tejido, se deshidrataron y se montaron con resina para su análisis en un microscopio de luz. Se 

realizó un control negativo (sin la adición del primer anticuerpo) y no se observó señal (Barrera 

et al., 2003) . 

La nitración de proteínas por el radical peroxinitrito puede alterar la actividad de proteínas y 

es un índice de estrés nitrosativo ya que se forma de la reacción del anión superóxido con el 

óxido nítrico (MacMillan-Crow & Thompson, 1999). 

2.5.4 Actividad y cantidad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal 

Se preparó un homogenizado de corteza 1: 1 O, pesando 100 mg de corteza en 900 f.lL de 

amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0) con Tritón X-100 1 %. Los homogenizados se 

centrifugaron a 20,937 x g durante 1 h a 4°C y el sobrenadante se empleó en las 

determinaciones enzimáticas como se menciona a continuación: 

1. Actividad de la superóxido dismutasa (SaO) 

A. sao total 

La actividad de SOO total se determinó por la reducción del NBT (Oberley & Spitz, 1984). 

Se preparó xantina oxidasa 168 U/L y una mezcla de reacción de la siguiente composición : 

xantina 0.122 mM, EOTA 0.122 mM, NBT 30.6 f.lM, albúmina 0.006% y Na2C03 49 mM. Se 

colocaron 2.45 mL de la mezcla de reacción en tubos y se mantuvieron a 27°C. Se adicionaron 

500 f.lL del homogenizado de corteza, diluido 1: 1 00 en amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7. O) 

e inmediatamente después la reacción se inició con la adición de 50 f.lL de xantina oxidasa (8.4 

U) . Se preparó un blanco para cada muestra con los mismos reactivos pero sin xantina oxidasa. 

De manera simultánea, se preparó un tubo de 100% de reducción del NBT el cual contenía 

xantina oxidasa pero sin homogenizado. Los tubos se incubaron 30 min, se les adicionó 1 mL 

de CuCI2 0.8 mM y se leyó la absorbancia a 560 nm. Bajo estas condiciones, la reducción del 
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NBT es lineal con concentraciones crecientes del enzima pura de CuZn-SOO. Los datos se 

expresan como U/mg proteína. Una unidad de SOO se define como la cantidad de SOO 

necesaria para inhibir en un 50% la reducción del NBT. 

B. SOD de manganeso (Mn-SOD) 

Los homogenizados se incubaron con dietilditiocarbamato (OOC) 50 mM 1 h a 30°C (100 ¡..tL 

de homogenizado + 100 ¡..tL de OOC 100 mM) para inactivar la isomorfa CuZn-SOO. 

Posteriormente, el homogenizado tratado con el OOC se dializó realizando dos cambios de 400 

volúmenes en amortiguador de fosfatos 5 mM y EOTA 0.1 mM (pH 7.8) cada hora (Iqbal & 

Whitney, 1991). Para determinar la actividad de la Mn-SOO se siguió el mismo procedimiento 

que SOO total , sólo que el homogenizado se diluyó 1 :50. Los datos se expresan en U/mg 

proteína. 

C. SOD de cobre y zinc (CuZn-SOD) 

La actividad de la CuZn-SOO se obtuvo restando la actividad de la Mn-SOO de la actividad 

de la SOO total. Los resultados se expresan como U/mg proteína. 

2. Actividad de la catalasa (CAl) 

Para esta determinación se usó el método de Aebi (1982) que mide la desaparición de H20 2 

a 240 nm. 

En una celda de cuarzo se colocaron 25 ¡..tL del homogenizado diluido 1 :33 en amortiguador 

de fosfatos 10 mM (pH 7) Y se le adicionaron 725 ¡..tL de H20 2 7.7 mM e inmediatamente se 

midió el cambio de absorbancia a 240 nm a los 15 seg y 30 seg. De acuerdo a Aebi, se usó la 

constante de reacción de primer orden (k) como la unidad de actividad de la catalasa , la cual 

queda definida de acuerdo a la siguiente fórmula: k = (1/t)(2.3 x log A/A
2
) donde t = intervalo de 

tiempo medido, A
1 

y A
2 

son las absorbancias del H20 2 en los tiempos t
1 

y t
2

. Los resultados se 

expresan como k/mg proteína. 

3. Actividad de la GPx 

Se empleó el mismo método descrito anteriormente para medir la actividad de GPx en el 

suero. El homogenizado se diluyó 1: 1 O Y los datos se expresan como U/mg proteína. 
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4. Actividad de la glutatión reductasa (GR) 

Se empleó el método de Carlberg & Mannervik (1975), en el que se mide la desaparición de 

NAOPH a 340 nm ya que la GR cataliza la conversión de GSSG a GSH, reacción que requiere 

de este cofactor. 

Se preparó una mezcla de reacción en amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 7.6) que contenía 

en concentración final : EOTA 0.5 mM, GSSG 1.25 mM y NAOPH 0.1 mM. Se colocaron en un 

tubo 950 f.lL de la mezcla de reacción y 50 f.lL del homogenizado diluido 1:5 en amortiguador de 

fosfatos 0.1 M (pH 7.6), los tubos se agitaron e inmediatamente se leyó la absorbancia a 340 

nm cada min durante 3 mino 

La actividad de GR se determinó promediando los cambios de absorbancia por min de la 

muestra y multiplicando este valor por 0.16 (la inversa de 6.22, el coeficiente absorción 

milimolar del NAOPH). Los datos se expresan como U/mg proteína. Una unidad de GR se 

define como la cantidad de enzima que oxida 1 f.lmol de NAOPH por mino 

5. Cantidad de las enzimas antioxidantes por western blot 

Se homogenizaron 100 mg de corteza en 300 f.lL de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 

7.4) que contenía un cóctel de antiproteasas (Ieupeptina 5 f.lg/mL, pepstatina 7 f.lg/mL y 

aprotonina 5 f.lg/mL) y EOTA 1 mM. Se midió el contenido de proteína en los homogenizados 

por el método de Lowry y se hicieron alícuotas de 5 f.lg/f.lL. 

Se prepararon dos geles de acrilamida en un soporte Mighty Small™ SE 245 de Hoefer® 

Pharmacia Biotech Inc. (San Francisco, CA) con el gel de resolución al 12% y el gel 

concentrador al 5% según el método de Laemmli (1970) , los cuales se montaron en una cámara 

de electroforesis Mighty Small™ SE 250 de Hoefer® Pharmacia Biotech Inc. (San Francisco, 

CA) . En tubos Eppendorf, se desnaturalizaron 6 f.lL del homogenizado (5 f.lg/f.lL) con 6 f.lL de 

una solución desnaturalizante (Tris-HCI 50 mM (pH 6.8), OTI 100 mM, SOS 2%, azul de 

bromofenol 0.1 % y glicerol 10%) durante 1 min en H20 hirviendo. El contenido de los tubos se 

colocó en los pozos de los geles de acrilamida y se corrió la electroforesis durante 2 h a 100 V. 

Uno de los geles se tiñó 2 h con azul de Coomassie como control de la cantidad de proteína. 

Las proteínas del otro gel se transfirieron durante 2 h a 400 mA a una membrana de 
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nitrocelulosa de Hybond ECL, Amersham, Life Science (Buckinghamshire, England) con una 

cámara de transferencia Mighty Small™ TE 22 de Hoefer® Pharmacia Biotech Inc. (San 

Francisco, CA). Para comprobar que la transferencia de proteínas fue completa, al final de ésta , 

el gel se tiñó 2 h con azul de Coomassie. Los geles teñidos se destiñeron con metanol :H20 1: 1 

y ácido acético . La ausencia de bandas indicó una transferencia completa. 

Para el western blot, se bloquearon las membranas con leche Sveltty 5% en PBS durante 1 

h, a temperatura ambiente y con agitación. Después se realizaron dos lavados de 20 min con 

PBS y se incubaron las membranas con agitación 1 h a temperatura ambiente con los 

anticuerpos comerciales anti-CuZn-SOD, anti-Mn-SOD y anti-CA T. Después de otros dos 

lavados de 20 min con PBS, se incubaron las membranas con un anticuerpo acoplado a la 

peroxidasa de rábano durante 1 h a temperatura ambiente y con agitación . Posteriormente, las 

membranas se lavaron dos veces más con PBS durante 20 mino Los anticuerpos unidos a la 

membrana se observaron usando un sistema de detección que emplea quimioluminiscencia. 

Bajo estas condiciones, la intensidad de las manchas fue lineal con concentraciones 

crecientes de proteína (5-100 J.lg) . La cantidad de proteína empleada en el ensayo (30 ¡..¡.g) , cae 

dentro de este intervalo. 

Los datos se cuantificaron por densitometría (Sigma ScanPro, version 4.0, San Rafael , CA, 

USA) Y se expresan como % tomando a los controles como 100%. 

6. Cuantificación de proteínas en el riñón 

Esta determinación se realizó por el método colorimétrico de Lowry et al. (1951) . 

2.5.5 Determinación del contenido de GM en la corteza renal 

La GM se midió en homogenizados de corteza con ún inmunoensayo de fluorescencia 

polarizada, empleando el sistema TDX-GM de los laboratorios Abbot (Abbott Park, IL) . El 

homogenizado se diluyó en un amortiguador TDX para obtener concentraciones entre 3 y 7 

¡..¡.g/mL. El contenido de GM en la corteza se expresa como J.lg/mg proteína. 

Los resultados se interpolaron en una curva de GM (0.5-10 ¡..¡.g/mL). 
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2.5.6 Análisis estadístico 

Los datos se presentan como la media ± la desviación estándar. Los datos se analizaron con 

el programa Prism 2.01 , Graph Pad (San Diego, CA) mediante ANOVA y comparaciones 

múltiples de Bonferroni . Los datos obtenidos de la histología y del contenido renal de la GM, se 

analizaron mediante una prueba de la t de Student no pareada. Un valor de P<0.05 se 

consideró estadísticamente significativo. 

2.5.7 Efecto de la SAC sobre la capacidad bactericida de la GM 

Se prepararon cajas Petri de 10 cm con agar Mueller Hinton (M-H). Como controles se 

empleó una caja con agar M-H sin GM y sin SAC y una caja sin GM y con 50 mg/mL de SAC en 

concentración final. 

Por otro lado, se prepararon 6 cajas con agar M-H, a las que se les adicionó GM en las 

siguientes concentraciones finales: 0.2, 0.4, 0.8, 1.2 Y 2.4 mg/mL. A otras 6 cajas con las 

mismas concentraciones finales de GM se les adicionó 50 mg/mL de SAC en concentración 

final. 

Todas las cajas se inocularon con 1 ~L de una suspensión de Escherichia coli ATCC 25922, 

de una concentración de 0.5 de la escala de MacFarland y se incubaron a 3rC durante 24 h. 

Transcurrido el tiempo, se contó el número de colonias (Washington, 1985). Los resultados se 

expresan en UFC (unidades formadoras de colonias) . 

3. IDENTIFICACiÓN DE LA ALlCINA y LA SAC POR HPLC 

Los estudios de cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) , se realizaron en un 

cromatógrafo de la marca Waters®. Para la separación, se empleó una columna analítica 

NOVA-Pak® HRC18 de 3.9 mm de diámetro interno, 300 mm de largo y un tamaño de partícula 

de 6 micras. La identificación de alicina y de SAC se realizó empleando un detector Dual de UV 

2487 a una longitud de onda de 254 nm. 

3.1 Identificación de la alicina en un extracto acuoso de ajo (EAA) 

3.1.1 Preparación del EAA a partir de polvo de ajo 

Se adicionaron 3 mL de agua destilada a 0.5 g de polvo de ajo en oscuridad, la suspensión 

se agitó durante 15 min y se dejó incubando durante 15 min a temperatura ambiente. 
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Posteriormente, la suspensión se centrifugó a 8000 x 9 durante 5 mino El sobrenadante se 

empleó para la identificación de alicina por HPLC (Iberl et al., 1990) . 

3.1.2 Identificación de la alicina 

Se emplearon 2 sistemas de elución : 1) metanol:H20 60:40 y 2) acetonitrilo:H20 :metanol 

50:41 :9, con un flujo de 0.2 mUmin para ambos (Iberl et al., 1990). 

En los dos sistemas de elución empleados, se obtuvieron tres cromatogramas: 1) Estándar 

de alicina: se inyectaron 20 J..lL de estándar de alicina (1 mg alicina/200 J..lL H20) , 2) Extracto 

acuoso de ajo: se inyectaron 20 J..lL del extracto acuoso (preparado como se mencionó en el 

punto anterior) y 3) Co-cromatografía: se inyectaron 20 J..lL de una solución que contenía 40 J..lL 

del extracto acuoso (preparado como se mencionó en el punto anterior) + 20 J..lL del estándar de 

alicina (1 mg alicina/200 J..lL H20). 

3.2 Identificación de la SAC en el EAE 

3.2.1 Reacción de derivatización e identificación de la SAC 

La identificación de SAC en el EAE se realizó a través de una reacción de derivatización , 

empleando fenilisotiocianato (PITC), Esquema 6 (Nagae et al., 1994) . 

S-alilcisteína (SAC) Fenilisotiocianato 
(PITC) 

Feniltiohidantoína 

Esquema 6. Reacción de derivatización entre la SAC y el fenilisotiocianato (PITC) . 

Se efectuaron tres reacciones de derivatización: 1) SAC-St, 2) EAE Y 3) EAE + SAC-St. 

Para las reacciones 1 y 2 se pesaron 10 mg de la muestra (SAC-St y EAE, respectivamente) 

y para la reacción 3 se pesaron 10 mg de EAE + 10 mg de SAC-St. Posteriormente, a todas las 

mezclas se adicionaron 100 J..lL de la solución de PITC (metanol:trietilamina:PITC:H20 7:1:1:1) y 

se incubaron a temperatura ambiente durante 30 mino Posteriormente, se evaporó el exceso de 

PITC; el precipitado resultante se resuspendió en 450 f.lL de acetonitrilo 35% y se filtró. Cada 

filtrado se diluyó 1: 1 00 con acetonitrilo 35% y se inyectaron 50 f.lL al equipo de HPLC. Como 

38 



MATERIAL y MÉTODOS 

sistema de elución se empleó acetonitrilo:H20 70:30, con un flujo de 0.3 mUmin (Nagae et al., 

1994). 

4. ESTUDIOS in vitro 

4.1 Cultivo de las células LLC-PK1 

Estos estudios se realizaron en células LLC-PK1, que es una línea celular epitelial de túbulo 

proximal porcina bien caracterizada y ampliamente utilizada (Ford et al., 1995; Saito et al., 

1986). Para ello, las células se cultivaron en cajas Petri de 10 cm con medio DMEM 

suplementado con SFB al 10% (pH 7.3) Y se mantuvieron a 37°C en una atmósfera de O2 y 5% 

de CO2. Dado que en este estudio la GM es una de las condiciones experimentales, el medio de 

cultivo no se suplementó con este antibiótico durante los ensayos. Las células se subcultivaron 

dos veces a la semana, antes de alcanzar la confluencia. Para esto, las células se lavaron con 

una solución salina de PBS y se desprendieron de la caja, con una solución salina de PBS 

suplementada con tripsina al 0.25% para hacer la transferencia a nuevas cajas Petri. 

En todos los experimentos, las células se sembraron en cajas de 96 pozos y se realizaron en 

confluencia, la cual se evaluó revisando las cajas al microscopio. Todos los experimentos se 

realizaron en condiciones de esterilidad. 

4.2 Estudio dosis-respuesta con GM 

Para obtener la dosis letal 50 (DLso) de GM, se realizó una curva con este antibiótico (estudio 

dosis-respuesta de viabil idad) , durante 3 días (Ford et al. , 1995; Saito et al. , 1986). En este 

ensayo se incluyeron los siguientes grupos: control (CT) y tratado con GM (GM) y se siguió el 

siguiente protocolo: 

CT Cultivos celulares que recibieron 100 ¡lL de medio de cultivo (DMEM), que no contenía GM y 
estaba suplementado con SFB al 10%. 

GM Cultivos celulares que recibieron 100 ¡lL de medio de cultivo (DMEM), suplementado con SFB al 
10% Y las siguientes concentraciones finales de GM: 0.1 , 0.5, 2, 4, 8, 16, 30, 60 Y 100 mM. 

En ambos grupos, el medio se recambió cada 24 h por medio fresco, hasta que terminó el 

estudio. La viabilidad se midió con un ensayo colorimétrico utilizando cristal violeta. De estos 

estudios de obtuvo la DLso de GM y el tiempo que se empleó en los estudios posteriores, donde 

se evaluó el efecto del EAA, el EAE, la alina, la alicina y la SACo 
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4.3 Efecto del EAA. el EAE. la alina. la alicina y la SAC 

Estos experimentos se desarrollaron durante 3 días y se incluyeron los siguientes grupos: 1) 

control (CT); 2) tratado con GM (GM); 3) tratado con EAA o EAE o alina o alicina o SAC y 4) 

tratado con GM y EAA o EAE (GM+EAA o GM+EAE) o alina o alicina o SAC (GM+alina o 

GM+alicina o GM+SAC). Para estos estudios se empleó el siguiente protocolo: 

CT Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM), que no 
contenía GM y estaba suplementado con SFB al 10%. 

GM Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10% y GM en concentración final de 8 mM. 

EAA Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM) , 
suplementado con SFB al 10% Y las siguientes concentraciones finales de EAA: 
0.12, 0.25, 0.5 Y 1 %. 

GM+EAA Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10%, GM en concentración final de 8 mM y las 
siguientes concentraciones finales de EAA: 0.12, 0.25, 0.5 Y 1 %. 

EAE Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10% Y las siguientes concentraciones finales de EAE: 
0.25, 0.5, 1 Y 2%. 

GM+EAE Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10%, GM en concentración final de 8 mM y las 
siguientes concentraciones finales de EAE: 0.25, 0.5, 1 Y 2%. 

Alina Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10% Y las siguientes concentraciones finales de alina: 
0.5, 1, 2, 4 Y 6 mM. 

GM+Alina Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM) , 
suplementado con SFB al 10%, GM en concentración final de 8 mM y las 
siguientes concentraciones finales de alina: 0.5, 1, 2, 4 Y 6 mM. 

Alicina Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10% Y las siguientes concentraciones finales de alicina: 
50, 100, 200,400y600~M. 

GM+Alicina Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10%, GM en concentración final de 8 mM y las 
siguientes concentraciones finales de alicina: 50, 100, 200,400 Y 600 ~M. 

SAC Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10% Y las siguientes concentraciones finales de SAC: 
0.2, 0.4, 0.6, 1.2, 2.5, 5 Y 10 mM. 

GM+SAC Cultivos celulares que recibieron 100 ¡.¡.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10%, GM en concentración final de 8 mM y las 
siguientes concentraciones finales de SAC: 0.2, 004, 0.6, 1.2, 2.5, 5 Y 10 mM. 

En cada uno de los grupos, el medio se recambió cada 24 h por medio fresco , hasta que 

terminó el estudio. La viabilidad se midió con un ensayo calorimétrico utilizando cristal violeta. 
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4.4 Efecto del EAA, el EAE, la alina, la SAC y la NAC administrados 12 h antes de 

laGM 

Estos experimentos se desarrollaron durante 3 días y se incluyeron los siguientes grupos: 1) 

control (CT); 2) tratado con GM (GM); 3) tratado con EAA o EAE o aUna o alicina o SAC y 4) 

tratado con GM y EAA o EAE (GM+EAA o GM+EAE) o alina o alicina o SAC (GM+Alina o 

GM+Alicina o GM+SAC). Para estos estudios, se empleó el siguiente protocolo: 

CT Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), que no 
contenía GM y estaba suplementado con SFB al 10%. 

GM Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10%1 GM en concentración final de 8 mM. 

EAA Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10% y las siguientes concentraciones finales de EAA: 
0.03, 0.06, 0.12, 0.25 Y 0.5%. 

GM+EAA Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10%, GM en concentración final de 8 mM y las siguientes 
concentraciones finales de EAA: 0.03, 0.06, 0.12, 0.25 Y 0.5%. 

EAE Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10% Y las siguientes concentraciones finales de EAE: 
0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1 Y 2%. 

GM+EAE Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10%, GM en concentración final de 8 mM y las siguientes 
concentraciones finales de EAE: 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 112%. 

Alina Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10% Y las siguientes concentraciones finales de alina: 
0.5, 1, 2 Y 4 mM. 

GM+Alina Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10%, GM en concentración final de 8 mM y las siguientes 
concentraciones finales de alina: 0.5, 1, 2 Y 4 mM. 

SAC Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB a110% y las siguientes concentraciones finales de SAC: 0.5, 
1,2,4 ya mM. 

GM+SAC Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10%, GM en concentración final de 8 mM y las siguientes 
concentraciones finales de SAC: 0.5, 1, 2, 4'L 8 mM. 

NAC Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM) , 
suplementado con SFB al 10% Y las siguientes concentraciones finales de NAC: 
0.25, 0.5, 1 Y 2 mM. 

GM+NAC Cultivos celulares que recibieron 100 !J.L de medio de cultivo (DMEM), 
suplementado con SFB al 10%, GM en concentración final de 8 mM y las siguientes 
concentraciones finales de NAC: 0.25, 0.5, 1 Y 2 mM. 
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En estos experimentos, el tratamiento con EAA, EAE, alina, alicina, SAC y NAC inició 12 h 

antes de la administración de la GM. En cada uno de los grupos, el medio se recambió cada 24 

h por medio fresco, hasta que terminó el estudio. La viabilidad se midió con un ensayo 

colorimétrico utilizando cristal violeta. 

4.5 Métodos empleados 

4.5.1 Viabilidad celular por cristal violeta 

Después del tratamiento correspondiente de las células, se aspiró el medio de cultivo y se 

lavó cada uno de los pozos con PBS. Las células se fijaron a los pozos con 50 ¡.tL de una 

solución de glutaraldehído aI1 .1% en PBS durante 15 min a Tamb, después se adicionaron 100 

¡.tL de cristal violeta 0.1 % por 15 min y en agitación. Posteriormente, se realizaron lavados hasta 

que ya no salió color de las cajas. El cristal violeta unido a las proteínas celulares se disolvió en 

ácido acético al 10% Y se leyó la absorbancia a 590 nm. 

4.5.2 Análisis estadístico 

Los resultados in vitra, se presentan como la media ± la desviación estándar. Los datos se 

analizaron con el programa Prism 2.01 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) mediante ANOVA y 

comparaciones múltiples de Bonferroni. Un valor de P<0.05 se consideró estadísticamente 

significativo. 
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VIII. RESULTADOS 

1. ESTUDIOS in vivo 

1.1 Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) 

1.1.1 Capacidad antioxidante del EAE 

1. Anión superóxido (021 

El EAE atrapó al O2- de manera dosis dependiente detectado a través de la reducción del 

NBT, sin afectar la actividad de la xantina oxidasa (Figura 1 A Y B) . Dosis mayores a 5.51 

mg/mL de EAE inhibieron la actividad de la xantina oxidasa, razón por la cual estas dosis no se 

consideraron en el ensayo (Datos no mostrados). 
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Figura 1. Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre (A) la producción de anión superóxido (02-) 

generado del sistema xantina/xantina oxidasa y (B) la actividad de la xantina oxidasa. Los datos se 
presentan como la mediaidesviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas. n = 4. 

Para corroborar los resultados obtenidos por el método enzimático, se evaluó el efecto del 

EAE sobre la producción de O2-, generado en un sistema no enzimático (PMS/NADH/NBT) , 

encontrándose que el EAE atrapó O2- de manera dosis dependiente (Figura 2) . 

o 0.95 1.43 1.78 3.57 7.15 14.3 28.6 
EAE(mg/m...) 

Figura 2. Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre la producción de anión superóxido (02') 

generado del sistema PMS/NADH/NBT. Los datos se presentan como mediaidesviación estándar. Las 
letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 3. 
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2. Peróxido de hidrógeno (H2021 
El EAE atrapó el H20 2 de manera dosis dependiente, siendo 2.5 mg/mL la concentración de 

EAE que atrapó el 100% de H20 2 empleado en la determinación (Figura 3). 
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Figura 3. Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre el peróxido de hidrógeno (H20 2). Los datos 
se presentan como la media±desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias 
estadísticamente significativas. n = 3. 

3. Radical hidroxilo (OH) 

La figura 4 muestra que el EAE atrapó al OH de manera dosis dependiente, hasta 

una concentración de 0.078%; ya que dosis mayores a ésta no muestran un efecto 

mayor. 
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Figura 4. Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre el radical hidroxilo (OH) . Los datos se 
presentan como la media±desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas. La n = 4. 
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1.1.2 Evaluación de la función renal 

1. Función tubular 

A. Excreción de la NAG y de proteínas en la orina 

En las figuras 5 A Y B respectivamente, se observa que el tratamiento con GM indujo un 

incremento significativo en la excreción urinaria de la NAG y de proteínas a partir del día 3 de 

tratamiento; siendo el día 5 donde se observó el mayor incremento de 4.9 veces para la NAG y 

de 2.6 veces para proteínas. El EAE previno parcialmente el incremento inducido por la GM en 

la excreción urinaria de la NAG y de proteínas (grupo GM+EAE) al día 5, efecto que en el caso 

de la NAG se observó desde el día 3 de tratamiento con GM (Figura 5 B). 
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Figura 5. Efecto de la gentamicina (GM) y del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre la excreción 
urinaria de (A) N-acetil-~-D-glucosaminidasa (NAG) y (8) proteínas en la orina. Los datos se presentan 
como la media±desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas. La n = 5-6. CT: control. 

B. Actividad de la GPx en suero 
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Figura 6. Efecto de la gentamicina (GM) y del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre la actividad de la 
glutatión peroxidasa (GPx) en suero en el día 5. Los datos se presentan como la media±desviación 
estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 5-6. CT: control. 
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el incremento encontrado en las ratas tratadas con GM (GM+EAE: 23.5±3.0 mg/dL) . El EAE 

solo no tuvo efecto sobre los niveles de creatinina y de BUN (Figura 8 A Y B) . 
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Figura 8. Efecto de la gentamicina (GM) y del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre la concentración de 
(A) creatinina en suero y (8) el nitrógeno de urea en sangre en el día 5. Los datos se presentan como la 
mediaidesviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 
5-6. CT: control. 

1.1.3 Evaluación del estrés oxidativo en la corteza renal 

1. Contenido de grupos carbonilo en las proteínas 

En la figura 9 se muestra que la GM indujo un incremento del 32.6% en el contenido de 

grupos carbonilo en la corteza renal de las ratas tratadas con este antibiótico, comparado con el 

grupo control (CT: 13.2±O.7 y GM: 17.5±O.7 nmol/mg proteína), mientras que el tratamiento de 

los animales con EAE previno totalmente el incremento inducido por la GM (GM+EAE: 11 .3±O.9 

nmol/mg proteína) . También puede observarse que el EAE no alteró los niveles de proteínas 

oxidadas. 
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Figura 9. Efecto de la gentamicina (GM) y del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre los niveles en 
corteza renal de grupos carbonilo en proteínas en el día 5. Los datos se presentan como 
mediaidesviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 
5-6. CT: control. 
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2. Contenido de nitrotirosina 

En la corteza renal de las ratas tratadas con GM se observa una mayor tinción, debida al 

mayor nivel de proteínas nitradas, en las células de túbulo proximal , comparado con las ratas 

del grupo control. El EAE disminuyó notablemente la tinción observada en las ratas tratadas con 

GM (Figura 10, panel superior). El EAE no tuvo efecto sobre los niveles de nitrotirosina (Figura 

10 A). 
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Figura 10. Foto representativa de microscopia de luz, del efecto de la gentamicina (GM) y del extracto 
de ajo envejecido (EAE) sobre la formación de proteínas nitradas en la corteza renal de ratas . La 
tinción de nitrotirosina se muestra con flechas . 200x. (A) Gráfica que representa la cuantificación de 
los niveles de nitrotirosina en la corteza renal en el día 5. Los datos se presentan como 
media±desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n 
= 5. CT: control. 
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1.1.4 Actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal 

El tratamiento con GM disminuyó un 25.9% la actividad de la SOO total. Esta disminución se 

debe a que la actividad de la Mn-SOO disminuyó en un 42.2% en las ratas tratadas con GM, ya 

que la actividad de CuZn-SOO no cambió. En el grupo GM+EAE, el EAE previno la disminución 

en la actividad de la SOO total debido a que evitó la disminución en la actividad de la Mn-SOO 

(Tabla 1). 

Tabla 1. Efecto de la gentamicina (GM) y del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre la actividad de las 
enzimas antioxidantes en la corteza renal en el día 51

.
2 

CT GM EAE GM+EAE 
SOD total 17.4±O.9a 12.9±1 .1b 17.1±O.Sa 16.2±O.9a 

(U/mg proteína) 
Mn-SOD 6.4±O.Sa 3.7±O.14b 7.2±O.7a 7.2±O.9r 
(U/mg proteína) 
CuZn-SOD 11 .0±O.Sa 9.2±1.2a 10.0±1.2a 9.0±1 .3a 

(U/mg proteína) 
CAT O.64±O.04a O.31±O.06b O.69±O.06a O.37±O.03b 

(k1mg proteína) 
GPx O.107±O.OO6a O.OS±O.01 b O.11±O.OO5a O.11±O.012a 

(U/mg proteína) 
GR O.093±O.OO6a O.07±O.01 b O.10±O.011 a O.09±O.012a 
(U/mg proteína) 

, . . . -Medla±SD, las letras diferentes indican diferencias estadlstlcamente significativas, n - 5-6. 
2 CT, control; SOD total, superóxido dismutasa total ; Mn-SOD, superóxido dismutasa de manganeso; 
CuZn-SOD, superóxido dismutasa de cobre y zinc; CAT, catalasa; GPx, glutatión peroxidasa y GR, 
glutatión reductasa. 

La GM disminuyó un 51 .6%, un 23.4% y un 23.7% la actividad de la CAT, la GPx y la GR, 

respectivamente, comparado con el grupo control. En las ratas tratadas con GM y con el EAE, 

éste no previno la disminución inducida por la GM en la actividad de la CA T; sin embargo, 

previno totalmente la disminución inducida por este antibiótico en la actividad de la GPx y de la 

GR (Tabla 1). El EAE no tuvo efecto sobre la actividad renal de la CAT, la GPx y la GR. 

1.1.5 Cantidad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal 

En la tabla 2 se observa que la GM y el EAE no indujeron cambios en la cantidad de proteína 

de Mn-SOO y CuZn-SOO, como se observa en el análisis densitométrico para ambas isomorfas 

de SOO. Por otro lado, la GM disminuyó la cantidad de CAT (32.6%); mientras que en el grupo 

GM + EAE, el tratamiento con EAE no previno esta disminución (Tabla 2). 
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Tabla 2. Efecto de la gentamicina (GM) y del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre la cantidad de las 
enzimas antioxidantes en la corteza renal en el día 5 1,2.3. 

CT GM EAE GM+EAE 
Mn-SOD 100±6a 103±15a 102±5a 95±11 a 

CuZn-SOD 100±8a 97±14a 99±10a 99+8a 

CAT 100±9a 67±15b 95±16a 75±12a 
, . . . -Medla±SD, las letras diferentes indican diferencias estadlstlcamente significativas, n - 5-6 . 

2 Los datos se expresan como % del grupo control (CT) y se obtuvieron del análisis densitométrico del 
Western blot de cada enzima. 

3 Mn-SOD, superóxido dismutasa de manganeso; CuZn-SOD, superóxido dismutasa de cobre y zinc; 
CAT, catalasa. 

1.1.6 Contenido de GM en la corteza renal 

En la figura 11 se muestra que el tratamiento con EAE no tuvo efecto sobre el contenido de 

GM en la corteza renal (GM+EAE: 51.6±6), comparado con el grupo tratado con GM (47.5±12 

¡.tg/mg de proteína) . 
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Figura 11. Efecto del extracto de ajo envejecido (EA E) sobre el contenido de gentamicina (GM) en 
corteza renal en el día 5. Los datos se presentan como media±desviación estándar. n = 5. 
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1.2 Efecto de la S-alilcisteína (SAC) 

1.2.1 Identificación de la SAC obtenida por síntesis química 

El punto de fusión del compuesto obtenido por síntesis química fue de 222-223°C, el cual se 

comparó con el punto de fusión del compuesto empleado como estándar y que fue de 222°C. El 

rendimiento de la reacción fue de 75.2%. 

En la tabla 3 se observa que los desplazamientos mas relevantes del compuesto obtenido 

por síntesis química (derivado sintético), son idénticos a los del compuesto empleado como 

estándar. 

Tabla 3. Desplazamientos de RMN1H del estándar de SAC y del compuesto 
• • • . 1 

obtenido por smtesls qUlmlca . 
Posición OH Estándar OH Derivado sintético 

H2 3.8 3.8 
H 3a 2.9 2.9 
H3b 2.8 2.8 
H 5a 3.1 3.1 
H5b 3.1 3.1 
H6 5.7 5.7 
H 7a 5.1 5.1 
H7b 5.1 5.1 

Los espectros de RMN H del compuesto obtemdo por smtesls qUlmlca y del 
estándar (SAC-St) , se muestran en el apendice 1. 

1.2.2 Capacidad antioxidante de la SAC obtenida por síntesis química 

1. Anión superóxido (02-) y peróxido de hidrógeno (H2021 

La SAC atrapó al O2' de manera dosis dependiente detectado a través de la reducción del 

NBT (Figura 12). Las dosis de SAC estudiadas no afectaron la producción de ácido úrico (Datos 

no mostrados). 

o 1 2.5 5 10 
SAC (mM) 

Figura 12. Efecto de la S-alilcisteína (SAC) sobre la producción de anión superóxido (02') generado del 
sistema xantina/xantina oxidasa. Los datos se presentan como la mediatdesviación estándar. Las letras 
diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 3. 
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La SAC atrapó al H20 2 de manera dosis y tiempo dependiente. La capacidad de la SAC para 

atrapar esta ERO se comparó con la del resveratrol, un conocido antioxidante (Figura 13). 
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Figura 13. Efecto de la S-alilcisteína (SAC) sobre el peróxido de hidrógeno (H20 2) . Los datos se 
presentan como la media±desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas. n = 3. 

2. Radical hidroxilo (OH) y radical ABTS 

En la figura 14 se observa que la SAC atrapa el radical ABTS de manera dosis dependiente. 

Mientras que concentraciones de SAC de hasta 50 mM no atraparon al OH (Datos no 

mostrados). 
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Figura 14. Efecto de la S-alilcisteína (SAC) sobre el radical ABTS. Los datos se presentan como la 
media± desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 
3. 
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1.2.3 Efecto de diferentes dosis de SAC 

Se evaluó el efecto de 5 dosis de SAC, sobre el daño renal que se induce cuando se 

administra GM. Los marcadores que se evaluaron fueron: la actividad de la GPx en el suero 

(como marcador de función tubular) y el contenido de creatinina en el suero (como marcador de 

función glomerular). 
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Figura 15. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteína (SAC) sobre la actividad de la glutatión 
peroxidasa (GPx) en el suero en el día 5. Los datos se presentan como la mediatdesviación estándar. 
Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 4. CT: control. 

En la figura 15 se observa que la dosis de 125 mg/Kg de SAC, previno totalmente la 

disminución de la actividad de la GPx en el suero inducida por la GM. 

Así mismo, la dosis de 125 mg/Kg de SAC previno totalmente el incremento en el contenido 

sérico de creatinina inducido por la GM (Figura 16). 
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Figura 16. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteína (SAC) sobre el contenido de creatinina en 
el suero en el día 5. Los datos se presentan como la mediatdesviación estándar. Las letras diferentes 
indican diferencias estadísticamente significativas. n = 4. CT: control. 
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1.2.4 Peso corporal y volumen urinario 

El peso corporal no fue significativamente diferente entre los cuatro grupos de ratas 

estudiados (CT: 270±11 , GM: 260±14, SAC: 264±15, GM+SAC: 263±12 g). Por otro lado, solo 

en el día 4 del tratamiento, la GM indujo un incremento significativo en el volumen urinario 

(15.9±3.2 mL) comparado con el grupo control (S.S±1.4 mL), incremento que la SAC no evitó ya 

que el volumen urinario en el grupo GM+SAC fue de 12±4.3 mL. 

1.2.5 Evaluación de la función renal 

1. Función tubular 

A. Excreción de la NAG y de proteínas en la orina 

El tratamiento con GM indujo un incremento significativo en la excreción urinaria de la NAG y 

de proteínas a partir del día 4 de tratamiento; siendo el día 5 donde se observó el mayor 

incremento de 5.7 veces para la NAG y de 3.4 veces para proteínas. La SAC previno 

parcialmente el incremento inducido por la GM en la excreción urinaria de la NAG y de 

proteínas (grupo GM+SAC) el día 5, efecto que se observó desde el día 4 en ambos parámetros 

(Figura 17 A Y B) . 
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Figura 17. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteína (SAC) sobre la excreción urinaria de (A) N­
acetil-p-D-glucosaminidasa (NAG) y (B) proteínas en la orina. Los datos se presentan como la media± 
desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 8-10. 
CT: control. 
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B. Actividad de la GPx en el suero 

La figura 18 muestra que la actividad de la GPx en el suero disminuyó un 48.8% en las ratas 

tratadas con GM (2 .15±O.5 U/mL) comparado con las ratas control (4.2±O.5 U/mL); mientras 

que en el grupo GM+SAC, la SAC previno parcialmente esta disminución (3.72±0.4 U/mL). 
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Figura 18. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteina (SAC) y sobre la actividad de la glutatión 
peroxidasa (GPx) en el suero en el dia 5. Los datos se presentan como la media±desviaci6n estándar. 
Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n = 4-5. CT: control. 

C. Cuantificación del daño tubular 

En las ratas que fueron tratadas con GM se observó vacuolización (cabezas de flecha) y 

necrosis (*) en las células del túbulo proximal (TP), ya que los glomérulos (G) y los túbulos 

distales (TD) no mostraron alteración. El daño histológico disminuyó en el grupo GM+SAC, ya 

que en este grupo solo se observaron vacuo las (Figura 19, panel superior) . No se observaron 

alteraciones estructurales renales en los cortes de las ratas que recibieron SAC (Datos no 

mostrados) . 

En la figura 19 A, se muestra que las ratas tratadas con GM presentaron un mayor 

porcentaje de área tubular dañada, comparado con las ratas CT y con las que recibieron GM y 

SAC (GM: 98.5±2% y GM+SAC: 71±9.5%). 
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Figura 19. Foto representativa de microscopía de luz, de un corte de corteza renal de ratas: control (CT), 
tratadas con gentamicína (GM) y tratadas con gentamicina y S-alilcisteína (GM+SAC). En el grupo con 
GM se observa necrosis (*) en las células de túbulo proximal (TP). mientras que en el grupo GM+SAC se 
observan vacuolas (cabeza de flecha). G: glómerulo y TD: túbulo distal. 200><" (A) Gráfica que presenta la 
cuantifICaCión del daño tubular en el día 5. Los datos se presentan como la media±desviación estándar. 
*P<O.001 contra el grupo de GM. n = 4. 

2. Función glomerular 

A. Creatinina y nitrógeno de urea en sangre (aUN) 

En la figura 20 A Y B. se observa que la nefrotoxicidad se hizo evidente por el incremento de 

1.6 veces en los niveles de creatinina (1.0±0.24 mgldL) y de BUN (30.98±3.18 mgldL) en el 

suero de las ratas tratadas con GM. comparado con las ratas control (creatinina: 0.62-+0.09 

mgldL y BUN: 19.63±1.9 mgldL). En las ratas que recibieron GM y SAC, se previno totalmente 

el incremento en los niveles de creatinina (O.67±O.16 mgldL) Y de BUN (21±2.1 mgldL). la SAC 

sola no tuvo efecto sobre los niveles de creatinina y de BUN. 
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Figura 20. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteína (SAC) sobre (A) la creatinina en suero y 
(8) el 8UN en el día 5. Los datos se presentan como la media±desviación estándar. Las letras diferentes 
indican diferencias estadísticamente significativas. n = 9-10. CT: control. 

1.2.6 Evaluación del estrés oxidativo en la corteza renal 

1. Contenido de grupos carbonilo en las proteínas 
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Figura 21. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteína (SAC) sobre los niveles de grupos 
carbonilo en las proteínas, en corteza renal, en el día 5. Los datos se presentan como la 
media±desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 
9-10. CT: control. 

En la figura 21 se muestra que la GM indujo un incremento del 88.5% en el contenido de 

grupos carbonilo, comparado con el grupo control (CT: 1.3±O.21 y GM: 2.45±O.27 nmol/mg 

proteína); mientras que el tratamiento de las ratas con SAC previno totalmente el incremento 

inducido por la GM (GM+SAC: 1.2±O.21 nmol/mg proteína). La SAC no alteró los niveles de 

proteínas oxidadas (SAC: 1.19±O.23 nmol/mg proteína). 
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2. Contenido de nitrotirosina 

En la corteza renal de las ratas tratadas con GM se observa una mayor tinción , debida al 

mayor nivel de proteínas nitradas, en la células de túbulo proximal, comparado con las ratas del 

grupo control. La SAC disminuyó notablemente la tinción observada en las ratas tratadas con 

GM (Figura 22, panel superior). La SAC no tuvo efecto sobre los niveles de nitrotirosina (Figura 

22 A). 

A 

2.0 

'O ... b 
('1:1-

1.5 e e ._ O 
1/1 o 
0-
... el) a 
:0:"0 1.0 O 1/1 
... el) 
;t::=o 
ZeI) 

> 0.5 :u: 

e 
a 

0.0 

CT GM SAC GM+SAC 

Figura 22. Foto representativa de microscopia de luz, del efecto de la gentamicina (GM) y de la S­
alilcisteína (SAC) sobre el contenido de nitrotirosina, en la corteza renal de ratas. La tinción de 
nitrotirosina se muestra con flechas. 200x. (A) Gráfica que representa la cuantificación de los niveles de 
nitrotirosina , en la corteza renal , en el día 5. Los datos se presentan como la media±desviación estándar. 
Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas . n = 5. CT: control. 

3. Contenido de 4-hidroxinonenal (4-HNE) 

La figura 23 muestra que comparado con el grupo control, las ratas tratadas con GM 

presentaron una mayor tinción (debida al mayor nivel de 4-HNE), en las células de túbulo 

proximal. La SAC disminuyó notablemente la tinción observada en las ratas tratadas con GM. 

La SAC sola no tuvo efecto sobre los niveles de 4-HNE (Datos no mostrados). 
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Figura 23. Foto representativa de microscopia de luz, del efecto de la gentamicina (GM) y de la S­
alilcisteína (SAC) sobre el contenido de 4-hidroxinonenal, en la corteza renal de ratas en el día 5. La 
tinción se muestra con flechas. 100x. n = 5. CT: control. 

1.2.7 Actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal 

1. Superóxido dismutasa (500) 

El tratamiento con GM disminuyó un 16% la actividad de la SOD total de 18.4±0.9 a 

15.5±0.6 U/mg proteína (Figura 24 A). Esta disminución se debe a que la actividad de la Mn­

SOD disminuyó un 20.9% en las ratas tratadas con GM de 6.7±0.5 a 5.3±0.4 U/mg proteína 

(Figura 24 B), ya que la actividad de CuZn-SOD no cambió (Datos no mostrados). La SAC 

previno la disminución en la actividad de la SOD total (18.1±0.6 U/mg proteína), debido a que 

bloqueó la disminución en la actividad de la Mn-SOD (6.3±0.4 U/mg proteína) (Figura 24 A Y B). 

La SAC sola no tuvo efecto sobre la actividad de la SOD total, la Mn-SOD y la CuZn-SOD. 
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Figura 24. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteína (SAC) sobre la actividad de la (A) 
superóxido dismutasa total (SOD total) y (B) superóxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn­
SOD) en la corteza renal en el día 5. Los datos se presentan como la media±desviación estándar. Las 
letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 9-10. CT: control. 
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2. Catalasa (CAT) 

La figura 25 muestra que la GM disminuyó un 51 .5% la actividad de la CAT (0.16±0.05 U/mg 

proteína) en las ratas tratadas con el antibiótico, comparado con el grupo control (0.33±0.05 

U/mg proteína). En las ratas que recibieron GM y SAC, éste no previno la disminución de la 

actividad de la CAT inducida por la GM (0.16±0.04 U/mg proteína). La SAC sola no tuvo efecto 

sobre la actividad renal de esta enzima. 
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Figura 25. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteína (SAC) sobre la actividad de catalasa en la 
corteza renal en el día 5. Los datos se presentan como la mediatdesviación estándar. Las letras 
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n = 9-10. CT: control. 

3. Glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión reductasa (GR) 
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Figura 26. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteína (SAC) sobre la actividad de la (A) glutatión 
peroxidasa y (B) glutatión reductasa en la corteza renal en el día 5. Los datos se presentan como la 
media± desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 
9-10. CT: control. 
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La figura 26 A Y B muestra que la GM disminuyó un 33.3% la actividad de la GPx (0.1±0.009 

U/mg proteína) y un 38.9% la actividad de la GR (0.058±0.007 U/mg proteína), comparado con 

el grupo control (GPx: 0.15±0.008 U/mg proteína y GR: 0.095±0.006 U/mg proteína). En las 

ratas que fueron tratadas con GM y con SAC, se previno totalmente la disminución de la 

actividad de la GPx (0.15±0.01 U/mg proteína) y de la GR (0.09±0.005 U/mg proteína) inducidas 

por la GM. La SAC sola no tuvo efecto sobre la actividad de GPx y de GR. 

1.2.8 Efecto de la SAC sobre la capacidad bactericida de la GM 

En la tabla 4 se observa que todas la dosis estudiadas de GM (0.2-2.4 mg/mL), inhibieron el 

crecimiento de Escherichia co/i, comparado con el grupo control. Por otro lado se observa que 

la SAC no afectó la capacidad bactericida de la GM, ya que no modificó la inhibición del 

crecimiento de Escherichia co/i. La SAC sola no tuvo efecto sobre el crecimiento de esta 

bacteria. 

Tabla 4. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteína (SAC) sobre el 
crecimiento de Escherichia coli1• 

CT 
GM (~g/mL) 
0.2 
0.4 
0.8 
1.2 
1.6 
2.0 
2.4 
SAC (50 mg/mL) 
GM+SAC" 
0.2 
0.4 
0.8 
1.2 
1.6 
2.0 
2.4 

Crecimiento de Escherichia coli A TCC 25922 
(UFC) 

o 
O 
O 
O 
O 
O 
O 

3X101l 

O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 

1 Cada uno de los grupos se realizó por duplicado. 
2 En el grupo de GM+SAC, la concentración que se empleó de SAC fue 50 
mg/mL. 
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2. IDENTIFICACiÓN DE LA ALlCINA y LA SAC EN EL AJO POR HPLC 

2.1 Identificación de la alicina en un extracto acuoso de ajo (EAA) 

Cuando se empleó metanol:H20 60:40 como sistema de elución, el estándar de alicina, 

mostró un solo pico con un tiempo de retención (tR) de 18.3 mino En el cromatograma obtenido 

al inyectar el EAA, se observan varios picos con diferentes tR: 9.6, 13.9, 18.3 Y 31.9 min (Figura 

27, panel superior). 

Alicina 
estándar 

18.287 

+--- .- .. -'---------'''-------L-.---
Figura 27. Cromatograma de HPLC de un 
estándar de alicina, de un extracto acuoso de 
polvo de ajo y de una co-cromatografía de 
extracto acuoso de polvo de ajo y un estándar 
de alicina (Ver material y métodos). La 
identificación se llevó acabo empleando una 
columna analítica NOVA-Pak® HRC18 de 3.9 i 

mm de diámetro interno, 300 mm de largo y un 
tamaño de partícula de 6 micras. El sistema de 
elución fue metanol :H20 60:40. El flujo fue de 
0.2 mUmin. La longitud de onda de detección 
fue 254 nm. 

9.565 

9.234 

/ 

EAA 

EAA + Alicina 
estándar 

En la figura 27 panel inferior, se muestra el cromatograma obtenido a partir de la coelución 

del EAA y del estándar de alicina. En este caso, también pueden observarse varios picos con 

diferentes tR: 9.2, 13.91, 18.3 Y 32.7 min; y se observa que el pico de 18.34 min, aumentó en 

unidades arbitrarias con respecto a lo que se observó en el cromatograma del EAA solo. 
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Por otro lado, cuando se emplea acetonitrilo:metanol:H20 50:41 :9 como sistema de elución , 

el estándar de alicina, muestra un solo pico con un tR de 14.8 mino El cromatograma obtenido al 

inyectar el EAA muestra dos picos con diferentes tR 8.8 Y 14.6 min (Figura 28, panel superior) . 

Alicina 
estándar 

14.857 

Figura 28. Cromatograma de HPLC de un 
estándar de alicina , de un extracto acuoso de 
polvo de ajo y de una co-cromatografía de 
extracto acuoso de polvo de ajo y un estándar 
de alicina (Ver material y métodos) . La 
identificación se llevó acabo empleando una 
columna analítica NOVA-Pak® HRC18 de 3.9 
mm de diámetro interno, 300 mm de largo y un 
tamaño de partícula de 6 micras. El sistema de 
elución fue acetonitrilo:H20 :Metanol 50:41 :9. El 
flujo fue de 0.2 mUmin . La longitud de onda de 
detección fue 254 nm. 

8.8 EAA 

~ 14.622 

~ L ______ . ___ _ 
--¡¡.' . ... '" ~.It' ~-... ~";;--; ... ~ ... 1:' -;;' ... ~,.\o;;-;;O;. :.;;--;;>;;.¡. .. ~.O;;-. -;;'; ... ~,.\o .. - • .-.. """" ... ---.,,.\0-... ...--,,..: 

8.841 

( 

I 

\ I 
I 

14.71 EAA + Alicina 
estándar 

_~.J'-___ _ 
-al; ' ~. ' lit" ·· ·· Ui ·--;;.--¡L..-~· i~~;.;.---..--..-~···· · 

En la figura 28 panel inferior, se muestra el cromatograma obtenido a partir de la coelución 

del EAA y del estándar de alicina. En este caso, también se observan dos picos con tR de 8.6 y 

14.7 mino Y se observa que el pico de 14.7 min aumentó en unidades arbitrarias con respecto a 

lo que se observó en el cromatograma del EAA solo. 
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2.2 Identificación de la SAC en el EAE 

Como blanco se inyectó la solución PITC; la cual mostró varios picos, con tR de 9.5, 10.2, 

16.8 Y 18.7 mino Los picos observados en estos tiempos desaparecieron en los cromatogramas 

siguientes (Figura 29). 

j Blanco ~ ~. SAC-St 
'»í l' 
.J ,1 ¡ , 

. \ 
í \ I , 

1 \ 
! \ 
i ' : . 

'1 \ . I 

i I 
! I 

~ ! I 
i ! 1- ~ .... __ ._ .. __ ._ .. ....i---t-~, .. _ ......... _ .. .. _._.¿~. __ .,._ ... .. -

• ~---.~-¡ .. ··-··;. .. ----O:¡· .. ···-·-.¡. ···lúr-"""'"7.:;···-_ ·ir,,··-·· · -j .. " :-:=" '~A::::::::" '~'==" " ~.:::::::: .. ... .. ::::::: ....... ::::::: ..... ... _ .... ::::::::: : ~:~: . ~ : : : : :::: : :; ......... . 
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¡: !i 
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\ i \,\ iJ \ . \ , ~ \ : '-' \ 
./ \ ¡ \ I '\ ¡ 
J \ L \ ¡ I ! 
':.-___ --"!t... -~ " - - " "1. ~ ! 
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Figura 29. Cromatograma de HPLC del blanco, del estándar de SAC, del EAE y de la coelución del EAE 
y de la SAC (ver material y métodos). La identificación se llevó a cabo empleando una columna 
preparativa NOVA-Pak® HRC18 de 3.9 mm de diámetro interno, 300 mm de largo y un tamaño de 
partícula de 6 micras. El sistema de elución empleado fue acetonitrilo:H20 70:30. El flujo fue de 0.3 
mUmin. La longitud de onda de detección fue 254 nm. 

En la figura 29 se observa que la SAC-St, muestra un pico máximo, con un tR de 7.0 min; 

mientras que el EAE, muestra varios picos con diferentes tR 6.5, 9.6 , 17.1 Y 18.4 mino En el 

cromatograma obtenido de la coelución del EAE y la SAC-St, se observa un pico máximo con 

un tR de 7.1 min, similar al observado en el cromatograma de la SAC-St (Figura 29) . 
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3. Estudios in vitro 

3.1 Estudio dosis-respuesta con GM 

Primero se realizó un experimento para elegir la dosis de GM donde se encontrará el 50% de 

la muerte celular, para ello se realizó un estudio con diferentes concentraciones de GM por un 

tiempo de 3 días, tiempo en que algunos estudios se han realizado. Los resultados muestran 

que la viabilidad celular disminuyó al aumentar la dosis de GM, obteniéndose la dosis letal 

media (DLso) con la concentración de 8 mM (Figura 30). 

-1 o 1 2 

Log [GM] mM 

Figura 30. Efecto de la gentamicina (GM) sobre la viabilidad de las células LLC-PK1 durante 3 días. La 
viabilidad celular se evaluó mediante una tinción con cristal violeta . Las dosis de GM empleadas fueron: 
0.1, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 30, 60 Y 100 mM. Los datos se presentan como la media±desviaci6n estándar. n = 
4. 

Se eligió un tiempo de 3 días y una dosis de 8 mM de GM para realizar los experimentos 

siguientes, donde se evaluó el efecto del EAA, el EAE, así como el de algunos compuestos 

organosulfurados del ajo como la alina, la alicina y la SAC, sobre la muerte celular. 

3.2 Efecto del EAA, el EAE, la alina, la alicina y la SAC 

En la figura 31 A Y B se observa que la viabilidad celular disminuyó en el grupo tratado con 

GM durante 3 días, comparada con el grupo control. El tratamiento con EAA y EAE (a las dosis 

estudiadas), no previno la muerte celular inducida por la GM. 
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1 

A 
_Cl 

GM8mM 
_EAA 
_GM8mM+EAA 

0.12 0.25 0.5 
EAA(%) 

1 

1 

B 
_Cl 

GM8mM 
_EAE 
_GM8mM+EAE 

0.12 0.25 0.5 
EAE (%) 

1 

Figura 31. Efecto del (A) extracto acuoso de polvo de ajo (EAA) y del (B) extracto de ajo envejecido 
(EAE), sobre la viabilidad de las células LLC-PK1, tratadas con gentamicina (GM) durante 3 días. La 
viabilidad celular se evaluó mediante una tinción con cristal violeta. Los datos se presentan como la 
media±desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 
4. Cl: control. 

Por otro lado, el tratamiento con alicina y con SAC (a las dosis estudiadas), tampoco previno 

la muerte celular inducida por la GM (Figura 32 B Y C), incluso la alicina a concentraciones de 

300 ¡..t.M o mas es tóxica para las células. Mientras que con la alina se observó una ligera pero 

significativa prevención en la muerte celular inducida por la GM, con dos de las dosis 

empleadas de este compuesto (Figura 32 A). 

A 
_ CT 
_ GM8mM 
_ Afina 
_ GM 8 nM+AIina 

a 
a 

a 

a 

I i I i i --------
1 246 

Afina (mM) 

B 
_ CT 
_ GM8mM 
_ Alicina 
_ GM 8 nM+Alicina 

a 

e 

I lltlj 
100 200 400 600 

AIiána (11M) 

e 
_ CT 
_ GM8mM 
_ SAC 
_GM8nM+SAC 

a a 
a 

a 

i I i i i ----
1.2 2.5 5 10 

SAC(mM) 

Figura 32. Efecto de (A) alina, (B) alicina y (C) .S-alilcisteína (SAC), sobre la viabilidad de las células LLC­
PK1, tratadas con gentamicina (GM) durante 3 días. La viabilidad celular se evaluó mediante una tinción 
con cristal violeta. Los datos se presentan como la media±desviación estándar. Las letras diferentes 
indican diferencias estadísticamente significativas. n = 4. CT: control. 
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3.3 Efecto del EAA, el EAE, la alina, la SAC y la NAC administrados 12 h antes de 

laGM 

A 
_ CT 
_ GM 8 mM 
_ EAA 
_GM 8 mM+EAA 

120 a 
a a 

" ni 90 ;g 
:a b b .!!! 60 b 

I I 
> 
~ o 

30 

O 
0.03 

a 

e 

11 

120 

" ~ 90 
:a 
5 60 
;te. 

B 
_ CT 
_ GM 8 mM 
_ EAE 
_GM 8 mM+EAE 

a a 
a 

a a a 

-,jjjJ 
0.12 0.25 0.5 1 2 

EAE (%) 

Figura 33. Efecto del (A) extracto acuoso de ajo (EAA) y (B) extracto de ajo envejecido (EAE), 
administrados 12 h antes de la gentamicina (GM), sobre la viabilidad de las células LLC-PK1, tratadas con 
GM durante 3 días. La viabilidad celular se evaluó mediante una tinción con cristal violeta. Los datos se 
presentan como la media±desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas. n = 4. CT: control. 

La figura 33 A muestra que la preincubación (12 h antes de la administración de GM) de las 

células LLC-PK1 con EAA, no previene la muerte celular inducida por la GM, con las 

concentraciones empleadas de este extracto. Mientras que el EAE al 1 y 2%, previenen 

parcialmente la muerte celular inducida por la GM (Figura 33 B). El tratamiento con alina, SAC y 

NAC (a las dosis estudiadas), no evitó la muerte celular inducida por la GM (Figura 34 A, By C). 

A 
_ CT 
_ GM8rrM 
_ Alina 
_ GM 8 rrM+Alina 

a a a a a 

ijJJJ 
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B 
_ CT 
_ GM8mM 
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120 _GM 8 rrM+SAG 

a a a a a 
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30 b b b b b 

O --~~---1 2 4 8 
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e 
_ CT 
_ GM8mM 
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_GM8mM+NAC 

a a a a a 

ijjjJ 
0.25 0.5 1 2 

NAG (1M1) 

Figura 34. Efecto de (A) alina, (B) S-alilcisteína (SAC) y (C) N-acetilcisteína (NAC), administrados 12 h 
antes de la gentamicina (GM), sobre la viabilidad de las células LLC-PK1 tratadas con GM durante 3 días. 
La viabilidad celular se evaluó mediante una tinción con cristal violeta. Los datos se presentan como la 
media±desviación estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. n = 
4. CT: control. 
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IX. DISCUSiÓN 

A pesar del potencial efecto nefrotóxico de la gentamicina (GM), éste antibiótico aún se 

considera un agente importante en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram 

negativas (Edson & Terrell , 1999). Esto se debe a: 1) que es un antibiótico de amplio espectro 

bactericida; 2) que es efectivo contra microorganismos resistentes a antibióticos J3-lactámicos, lo 

cual es importante debido al elevado número de casos de resistencia que se presenta en los 

hospitales, contra esta familia de antibióticos y 3) su bajo costo, ya que a pesar de que existen 

nuevos agentes, que pueden emplearse en lugar de la GM, como las cefalosporinas de tercera 

generación, estas son 136% mas caros que la GM. Una caja de GM (Garamicinaa!\ con 5 

ampolletas de 160 mg/2 mL de Schering-Plough, cuesta en promedio 250 pesos; mientras que 

una caja de cefotaxima (Claforan®), con 1 ampolleta de 500 mg/2 mL de Hoechst Marion 

Roussel, cuesta en promedio 118 pesos (5 ampolletas 590 pesos) en la farmacias del país. 

Estos datos indican que un tratamiento de 7 días con GM, costaría alrededor de 350 pesos; 

mientras que con cefotaxima (cefalosporina de tercera generación), costaría 826 pesos. 

El mecanismo preciso por el cual la GM induce el daño renal aún no está bien establecido; 

sin embargo, varios agentes que atrapan o interfieren con la producción de especies reactivas 

de oxígeno (ERO's) disminuyen la nefrotoxicidad (Abdel-Naim et al., 1999; Ademuyiwa et al. , 

1990; Ali, 2002; AIi & Bashir, 1996; AI-Majed et al., 2002; Ate~~ahin et al., 2003; Cuzzocrea et 

al., 2002; Erdem et al., 2000; Kumar et al., 2000; Mazzon et al., 2001; Morales et al., 2002; 

Naidu et al., 2000; Nakajima et al., 1994; Pedraza-Chaverrí et al., 2003a; 2003b; 2000; Sener et 

al., 2002; Varalakshmi et al., 2003; Walker & Shah, 1988). En un trabajo previo de este 

laboratorio (Pedraza-Chaverrí et al., 2000), se encontró que la insuficiencia renal aguda (IRA) 

inducida por la GM disminuye parcialmente en las ratas que se alimentaron con una dieta 

enriquecida con polvo de ajo al 2%. Sin embargo, el polvo de ajo es una presentación poco 

práctica para emplearla con fines terapéuticos en humanos, debido a que una persona (de 70 

Kg), debería consumir 78.5 g de polvo de ajo al día, para reproducir las mismas condiciones 

experimentales que en ese trabajo y clínicamente ésta cantidad de polvo de ajo sería poco 

práctica. Además, el olor característico del ajo puede ser una limitante para su empleo 

generalizado en humanos. 

Debido a lo anterior, en este trabajo se evaluó el efecto del extracto de ajo envejecido (EAE), 

sobre la IRA inducida por la GM. El EAE es una presentación del ajo que no posee el olor 
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característico de otras presentaciones del ajo. Esto se debe, a que durante el proceso de 

envejecimiento (el cual dura más de 20 meses), los compuestos inestables y olorosos del ajo 

fresco, se convierten en compuestos más estables y con olor menos intenso (Amagase et al., 

2001) como la S-alilcisteína (SAC) y la S-alilmercaptocisteína (SAMC). Además, en la literatura 

hay estudios que evalúan las propiedades antioxidantes del EAE (Borek, 2001; Dillon et al., 

2003; 2002; Ide & Lau, 1999a; Ide et al., 1997; 1996; Kim et al., 2001; Kojima et al., 1994; 

Numagami et al., 1996; Yamasaki et al., 1994). 

El EAE previno parcialmente el incremento inducido por la GM, en los niveles de creatinina y 

de BUN en el suero (ambos marcadores de la función glomerular, Figura 8). Estos cambios no 

pueden atribuirse a una alteración estructural del glomérulo, debido a que esta sección de la 

nefrona se encuentra normal en las ratas que son tratadas con este antibiótico (Pedraza­

Chaverrí et al., 2000). Por otro lado, se ha encontrado que el tratamiento con GM incrementa la 

producción de H20 2 (Guidet & Shah, 1989; Walker & Shah, 1987; Yang et al. , 1995) y de O2-

(Cuzzocrea et al., 2002) y estas ERO's inducen la contracción de las células mesangiales del 

glomérulo (Duque et al., 1992; Martínez-Salgado et al., 2002). La contracción de estas células, 

altera el área de la superficie de filtración y el coeficiente de ultrafiltración glomerular, factores 

que llevan a una disminución de la velocidad de filtración glomerular. Además, la disminución en 

la actividad de la Mn-SOD (Tabla 1) encontrada en este estudio, favorecería el incremento en 

los niveles de O2-, Esto es importante, debido a que este radical puede reaccionar con el óxido 

nítrico (ON, un vasodilatador) para formar peroxinitrito, una especie reactiva de nitrógeno 

citotóxica. Esto es apoyado por el incremento encontrado en los niveles de nitrotirosina en el 

riñón (Figura 10). La inactivación del ON por el O2-, llevaría a la disminución de los niveles del 

vasodilatador; lo que finalmente, también podría llevar a la disminución de la velocidad de 

filtración glomerular (Rivas-Cabañero et al., 1997; 1995). Estos datos, indican que el H20 2 y el 

O2', podrían estar involucrados en la disminución de la velocidad de filtración glomerular y que 

el efecto protector del EAE podría estar relacionado con su capacidad para atrapar H20 2 (Figura 

3; Borek, 2001; Kim et al. , 2001) Y O2- (Figura 1 y 2; Borek, 2001; Ide & Lau, 1999a) y/o con su 

capacidad para prevenir la disminución en la actividad de la superóxido dismutasa dependiente 

de manganeso (Tabla 1). Adicionalmente, se ha encontrado que el EAE incrementa la 

producción de ON (Morihara et al., 2002), lo cual también podría ayudar a prevenir la 

disminución de la velocidad de filtración glomerular. 
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Debido a que la GM se acumula en la células del túbulo proximal (Silverblatt & Kueh, 1979), 

la función tubular se evaluó, midiendo la actividad de la GPx en el suero, la excreción urinaria 

de la enzima lisosomal NAG y de las proteínas totales en la orina. Las ratas que fueron tratadas 

con GM, mostraron un incremento en la excreción urinaria de la NAG y de las proteínas totales 

(Figura 5), así como una disminución en la actividad de la GPx en el suero (Figura 6). Dichas 

alteraciones podrían estar asociadas con la necrosis que sufren las células del túbulo proximal, 

como lo demuestran las imágenes de histología, ya que los túbulos distales y los glomérulos no 

muestran alteraciones estructurales (Figura 7). Se ha sugerido que el estrés oxidativo puede 

estar involucrado en la inducción del daño tubular (Cuzzocrea et al., 2002; Mazzon et al., 2001) 

Y en este estudio, se encontró un incremento en el contenido de grupos carbonilo en las 

proteínas y en los niveles de nitrotirosina (Figuras 9 y 10), ambos marcadores de estrés 

oxidativo. El efecto parcialmente protector del EAE sobre los parámetros tubulares podría estar 

asociado, al menos en parte, con su capacidad para disminuir la necrosis tubular. Esto podría 

estar asociado con sus propiedades antioxidantes (ya que disminuye el contenido de grupos 

carbonilo y de nitrotirosina en las proteínas). Otra posibilidad es que el EAE disminuya el 

contenido de GM en las células del túbulo proximal; sin embargo, el tratamiento con EAE no 

altera el contenido de este antibiótico en la corteza renal (Figura 11). 

Por último, el daño que se observa en las ratas tratadas con GM, también puede deberse a 

que este antibiótico induce una disminución en la actividad de las enzimas antioxidantes: Mn­

sao, catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión reductasa (GR) (Tabla 1). La 

disminución en la actividad de estas enzimas, podría estar asociado con un aumento en la 

producción de ERO's; ya que se sabe que: 1) el peroxinitrito puede inactivar a la GPx (Padmaja 

et al., 1998) y la Mn-SOD (MacMillan-Crow & Thompson, 1999) y 2) el O2- puede inactivar a la 

GPx (Blum & Fridovich, 1985; Rister & Baehner, 1976) y a la CAT (Rister & Baehner, 1976). 

La inactivación de las enzimas antioxidantes por las ERO's o por las especies reactivas de 

nitrógeno como el peroxinitrito, puede deberse a la oxidación o a la nitración de residuos 

específicos que formen parte del centro catalítico de la enzima. Por ejemplo, la GPx contiene un 

aminoácido raro, la selenocisteína (Sec45), la cual es esencial para la actividad de enzima y es 

mas reactiva que los grupos tiol. En este contexto, se ha propuesto que la inactivación de la 

GPx por el peroxinitrito se debe a la modificación de la Sec45, la cual puede ocurrir a través de 

2 vías: 1) nitración del selenio o bien 2) la formación de un puente Se-S, entre la Sec45 y la 
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Cys95, lo que daría como consecuencia la inactivación de la enzima (Asahi et al., 1997). Por 

otro lado, se ha observado que la inactivación de la Mn-SOD por el peroxinitrito, puede ocurrir a 

nivel de residuos de tirosina independientes del sitio activo de la enzima. La modificación de los 

residuos de tirosina, incluye no solo la nitración de residuos críticos para la actividad catalítica, 

sino también la oxidación y la subsecuente formación de residuos de ditirosina (McMillan-Crow 

& lhompson, 1999). Además, en este estudio la disminución de la actividad de la Mn-SOD con 

GM, se debe a un efecto directo de las ERO's sobre la enzima, ya que la cantidad de ésta no 

cambió. En el caso de la CAl, la GM ejerce un efecto a nivel de la transcripción, ya que además 

de la inactivación directa de la enzima por las ERO's, la disminución en la actividad de ésta, es 

una consecuencia de la disminución en la cantidad de proteína (Tabla 2) y en su ARNm 

(Pedraza-Chaverrí et al., 2000). El EAE previno totalmente la disminución de la actividad de la 

Mn-SOD, la GPx y la GR; debido probablemente, a su capacidad de atrapar O2- (Figuras 1 y 2; 

Borek, 2001; Kim et al., 2001). La disminución de los niveles de O2-, llevarían a la disminución 

de los niveles de peroxinitrito, lo cual estaría apoyado por la disminución de los niveles de 

nitrotirosina (Figura 10). El EAE no fue capaz de prevenir la disminución de la actividad de la 

CAl inducida por la GM; probablemente porque esta disminución no se debe sólo a la 

inactivación de la CAl, sino que se debe a una disminución en la cantidad de la proteína y del 

ARNm. 

Los resultados anteriores indican que el EAE disminuye parcialmente la insuficiencia renal 

aguda inducida por la GM debido, quizás, a sus propiedades antioxidantes. Aunque no se 

evaluaron cantidades mayores de EAE para ver si el efecto observado aumentaba, si se puede 

concluir que el EAE, es una presentación que podría tener aplicaciones terapéuticas futuras. 

Por otro lado, otros mecanismos podrían estar participando en el efecto protector del EAE, 

ya que este es una mezcla compleja de compuestos (Lawson, 1998). Dentro de estos 

mecanismos potenciales, está el hecho de que el EAE tiene la capacidad de aumentar el 

contenido de glutatión (Wang et al., 1999); además, de que puede quelar metales (Dillon et al., 

2003) como el hierro; el cual podría estar involucrado en el daño renal inducido por la GM como 

ya ha sido propuesto (Ueda et al., 1993). 

El efecto protector de EAE, sugiere que esta presentación contiene compuestos, que podrían 

disminuir la IRA inducida por la GM. En otros modelos se ha postulado que la SAC (Borek, 
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2001 ; Kim et al., 2001; Numagami & Ohnishi, 2001; Yamasaki et al., 1994), la SAMC (Borek, 

2001) y la alina (Kourounakis & Rekka, 1991) podrían ser los compuestos responsables de los 

efectos encontrados con el EAE. 

La SAC es el compuesto mas abundante del EAE (6.1 mg/g de extracto seco), que se 

emplea para estandarizar extractos de ajo envejecido comerciales (Lawson, 1996). Además, la 

SAC presenta algunas características que sugieren evaluar su efecto en la IRA inducida por la 

GM. Algunas de estas características son: 1) es soluble en agua (Kodera et al., 2002), 2) es un 

compuesto estable que permanece inalterado, hasta por 2 años (Lawson, 1996), 3) es inodoro 

(Kodera et al., 2002),4) es menos tóxico que otros compuestos del ajo (Amagase et al., 2001), 

5) su farmacocinética está bien establecida (Nagae et al., 1994), 6) muestra alta 

biodisponibilidad, ya que se absorbe fácilmente por tracto gastrointestinal y puede ser detectado 

en el plasma y en hígado y en riñón (Nagae et al., 1994) y 7) su síntesis química es sencilla 

(Lawson et al., 1991). 

En este trabajo no se cuantificó el contenido de SAC en el EAE; sin embargo, el compuesto 

se identificó mediante cromatografia de liquidas de alta resolución en el extracto (Figura 29). 

Debido a ésto y a que la SAC no se puede adquirir comercialmente, se realizó su síntesis 

química. El espectro de RMN 1H del producto obtenido por síntesis química fue idéntico al de la 

SAC-St, corroborándose así su estructura (Apéndice 1). Además, se confirmó su capacidad de 

atrapar O2- (Figura 12; Kim et al., 2001) Y H20 2 (Figura 13; Ide & Lau, 2001). 

Cuando se evaluó el efecto de la SAC sobre la IRA inducida por la GM, se encontraron 

resultados similares a los encontrados con el EAE. El tratamiento con SAC previno totalmente el 

incremento en los niveles de la creatinina y del BUN en el suero de las ratas tratadas con GM 

(Figura 20), parámetros que han sido empleados como marcadores de disfunción renal 

glomerular (Schor et al., 1981). Como ya se mencionó, el incremento en estos parámetros 

podría estar asociado con el aumento en la producción de O2- (Guidet & Shah, 1989; Yang et 

al., 1995) y de H20 2 (Cuzzucrea et al., 2002; Yang et al., 1995), ya que estos pueden inducir 

una disminución en la velocidad de filtración glomerular, vía la inducción de la contracción de 

las células mesangiales (Duque et al., 1992; Martínez-Salgado et al., 2002). Además, el 

aumento en los niveles de O2- (debido a la disminución de la actividad de la Mn-SOD, figura 24), 

podría llevar a una disminución de los niv~les de ON, un vasodilatador (Cuzzocrea et al., 2002), 
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lo que también podría contribuir en la disminución de la velocidad de filtración glomerular 

(Rivas-Cabañero et al., 1997; 1995). El efecto protector de la SAC, podría estar asociado con su 

capacidad para atrapar O2- (Figura 12; Kim et al., 2001) Y H20 2 (Figura 13; Ide & Lau, 2001) y/o 

con su capacidad para prevenir la disminución en la actividad de la Mn-SOD (Figura 24). 

Además de esto, se ha encontrado que la SAC regula diferencialmente la producción de ON, ya 

que inhibe la expresión de la sintasa de ON de macrófagos, mientras que aumenta la 

producción de este vasodilatador, en las células endoteliales (Kim et al., 2001); lo cual podría 

contribuir en la restauración de la velocidad de filtración glomerular en los animales que fueron 

tratados con GM y que recibieron SACo 

Por otro lado, se encontró que el tratamiento con SAC disminuyó significativamente el 

incremento en la excreción urinaria de la NAG y de las protelnas (Figura 17) y previno la 

disminución en la actividad de la GPx en el suero (Figura 18), inducidos por la GM. Estos 

cambios pOdrían estar asociados con la necrosis de las células del túbulo proximal (Figura 19), 

ya que éste es el sitio primario de acumulación de la GM (Silverblatt & Kueh, 1979). Se ha 

sugerido que varios mecanismos están involucrados en la generación del daño tubular. Uno de 

estos mecanismos, involucra al estrés oxidativo (Cuzzocrea et al., 2002; Guidet & Shah, 1989; 

Walker et al., 1999; Yang et al., 1995). En este trabajo, el estrés oxidativo fue evidente por el 

incremento en el contenido de: 1) los grupos carbonilo en las proteínas (Figura 21), nitrotirosina 

(Figura 22) y 4-hidroxinonenal (Figura 23). Además, se sabe que el aumento en los niveles de 

ERO's, induce citotoxicidad, debida a la acción concertada de especies reactivas derivadas de 

oxígeno (Cuzzocrea et al., 2002) y de nitrógeno (Augusto et al., 2002). Tomando en cuenta lo 

anterior, el efecto protector de la SAC sobre los parámetros tubulares, podría estar asociado 

con la disminución: 1) del estrés oxidativo (Figuras 21-23) y 2) de la necrosis tubular (Figura 

19), en las ratas que fueron tratadas con GM. Esto sugiere que las ERO's podrían estar 

involucradas en las alteraciones tubulares inducidas por este antibiótico y que el efecto 

protector de la SAC, podría estar asociado con sus propiedades antioxidantes (Geng et al., 

1997; Ho et al., 2001 ; Ide & Lau, 2001; 1999b; 1997; Ide et al. , 1997; Imai et al., 1994; Kim et 

al., 2001; Kojima et al., 1994; Mostafa et al., 2000; Numagami & Ohnishi, 2001; Numagami et 

al. , 1996; Yamasaki et al., 1994; Figuras 12 y 13). 

El tratamiento con GM indujo una disminución en la actividad de las enzimas antioxidantes: 

Mn-SOD (Figura 24), CAT (Figura 25), GPx y GR (Figura 26) en la corteza renal, lo cual podría 
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estar asociado con un aumento en la producción de ERO's, como el O2-, el peroxinitrito y el 

H20 2 (Blum & Fridovich, 1985; MacMillan-Crow & Thompson, 1999; Padmaja et al., 1998; Rister 

& Baehner, 1976). Además, la disminución en la actividad de CAT en las ratas tratadas con GM, 

podría ser secundaria a la disminución en la cantidad de proteína y de ARNm de ésta proteína 

(Pedraza-Chaverrí et al., 2000) como ya se discutió previamente. La SAC previno totalmente la 

disminución de la actividad de GPx, GR y Mn-SOD, probablemente debido a sus propiedades 

antioxidantes, aunque esto aún debe comprobarse. 

Estos resultados indican que el incremento en el estrés oxidativo y la disminución de la 

actividad de las enzimas antioxidantes (Mn-SOD, CAT, GPx y GR), podrían ser dos factores 

involucrados en la secuencia de eventos que llevan al daño renal inducido por la GM. Esto es 

apoyado por el hecho de que la SAC, mostró un efecto totalmente protector a nivel de: 1) los 

parámetros glomerulares, 2) los parámetros de estrés oxidativo y 3) la actividad de algunas 

enzimas antioxidantes; mientras que, sobre los parámetros tubulares y sobre la necrosis 

tubular, solo ejerció un efecto parcialmente protector, lo que indica que otros mecanismos están 

involucrados en la inducción del daño por este antibiótico. Además, estos hallazgos sugieren 

que el estrés oxidativo, no es el evento primario en la secuencia de eventos que llevan a la 

necrosis de las células del túbulo proximal. Lo que sugeriría que el estrés oxidativo no es una 

causa sino una consecuencia del daño renal que se induce con la GM. 

El efecto protector obtenido con la SAC fue mayor que el obtenido con el EAE. La SAC 

previno totalmente las alteraciones glomerulares, mientras que el EAE sólo lo hizo parcialmente. 

Además, en este trabajo la SAC se administró 24 h antes del tratamiento con GM, intervalo de 

tiempo que es menor al empleado con el EAE (48 h) Y que es más compatible, para ser usado, 

en la práctica clínica. Aunque claro, lo ideal sería la administración conjunta de la SAC con la 

GM. 

Estos resultados apoyan al menos en parte, la hipótesis de que la SAC es uno de los 

principios activos responsable del efecto protector del EAE, sobre la insuficiencia renal inducida 

por la GM. 

Por último, la SAC al ser un compuesto polar, estable y de alta biodisponibilidad podría ser el 

candidato de elección para una posible estrategia con fines terapéuticos en humanos; ya que la 
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GM al ser un antibiótico polar, podría administrarse de manera conjunta con la SACo Además, 

la SAC no afecta la capacidad bactericida de la GM, al menos in vitro (Tabla 4), lo que 

incrementaría la posibilidad de que este compuesto pueda ser empleado para disminuir la IRA 

que se induce cuando se administra la GM en humanos. 

Por otro lado, se identificó a la alicina en un extracto acuoso de ajo 16% (EAA, figura 27 y 

28) . Esto apoya la propuesta de que la alicina sea uno de los principios activos, responsable del 

efecto protector del polvo de ajo sobre la IRA inducida por la GM en ratas (Pedraza-Chaverrí et 

al., 2000); ya que posee propiedades antioxidantes (Prasad et al., 1995). El efecto de este 

compuesto se evaluó in vitro y dichos experimentos se realizaron en las células LLC-PK1 (una 

línea celular epitelial de túbulo proximal, porcina). Los resultados obtenidos muestran que la 

administración conjunta de la GM y del EAA, el EAE, la alina, la alicina o la SAC, no evitan la 

muerte celular inducida por la GM (Figuras 31 y 32). Este efecto podría estar asociado con las 

concentraciones empleadas de los compuestos o extractos, aunque la alicina en 

concentraciones de 300 J.!M se vuelve tóxica para las células. 

Otra posibilidad, es que sea necesaria la preincubación de las células con los compuestos o 

extractos, para lograr obtener algún efecto. En este contexto, cuando el EAE se administra 12 h 

antes de la GM, se logra observar un efecto parcialmente protector sobre la muerte celular 

inducida por la GM (Figura 33). Esto parecería indicar que la exposición previa de las células 

con los antioxidantes: 1) incrementa el contenido de estos en la célula, los cuales podrían 

actuar directamente como antioxidantes, sobre las ERO's que se producen y/o bien 2) podría 

estar activando ciertos mecanismos, que de alguna manera preparan a la célula para responder 

mejor y/o más rápido al reto oxidativo que se induce cuando se administra la GM. Por ejemplo, 

se sabe que el EAE induce un incremento en los niveles de glutatión (Wang et al., 1999) e 

incrementa la actividad de las enzimas antioxidantes SOO, GPx y CAT en células endoteliales 

(Wei & Lau, 1998), lo cual podría proteger a las células del estrés oxidativo inducido por la GM. 
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X. CONCLUSIONES 

1. El extracto de ajo envejecido (EAE) disminuyó la insuficiencia renal aguda inducida por la 

GM, debido en parte a sus propiedades antioxidantes y a que previene la disminución de la 

actividad de GPx, GR y Mn-SOD. 

2. La S-alilcisteína (SAC) disminuyó el daño renal inducido. por la GM en ratas, lo que indica que 

éste podría ser uno de los compuestos responsables del efecto protector del EAE. 

3. La SAC no evitó la muerte celular inducida por la GM in vitro. Estos datos sugieren que 

algunos de los compuestos que se generan del metabolismo de la SAC in vivo , y no la SAC 

misma, podrían ser los responsables del efecto protector encontrado con éste compuesto . 

• 
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XI. PERSPECTIVAS 

La SAC, al ser un compuesto polar, estable, de alta biodisponibilidad y que no afecta la 

capacidad bactericida de la GM; podría ser el candidato de elección, para una posible estrategia 

con fines profilácticos o terapéuticos en humanos que son tratados con este antibiótico. 

Para evaluar el efecto terapéutico de la SAC, se debería desarrollar un protocolo en 

animales, donde éste compuesto se administre al mismo que la GM, además de que pOdrían 

evaluarse diferentes dosis de SAC para tratar de obtener un efecto dosis-respuesta. De esta 

manera se podría evaluar el efecto de la SAC sobre el daño renal que se induce al administrar 

GM. En este contexto, se podría pensar en la elaboración de una ampolleta que tuviera la GM y 

la SAC, de esta manera los pacientes (a futuro) no tendían que tomar en forma separada la 

SAC, sino que en la misma administración de GM adquirirían el agente protector. 

De esta manera, si la SAC logrará disminuir la nefrotoxicidad inducida por la GM, el valor de 

éste antibiótico en la práctica clínica incrementaría enormemente y hasta podría sustituir el 

empleo de agentes más caros, los cuales también inducen insuficiencia renal aguda. 

Por otro lado, los resultados encontrados en este trabajo, dejan abierto el panorama para 

profundizar en los mecanismos por los cuales se induce el daño renal inducido por la GM, y por 

los cuales el EAE y la SAC ejercen su efecto protector. 

Debido a que en este trabajo se encontró un incremento en los niveles de proteínas nitradas, 

uno de los mecanismos que podría estudiarse es el papel del peroxinitrito en el daño renal 

inducido por la GM. El peroxinitrito es una especie reactiva de nitrógeno que se forma de la 

reacción entre el anión superóxido y el óxido nítrico, los cuales incrementan en el tratamiento 

con GM. En este contexto, si el peroxinitrito está involucrado en la nefrotoxicidad inducida por la 

GM, el empleo de compuestos que metabolicen éste radical per se, como las metaloporfirinas 

que descomponen peroxinitrito, podría generar un efecto protector. Adicionalmente se podría 

explorar si la NADPH oxidasa es la responsable del incremento en la producción de anión 

superóxido. También merecería estudiarse la participación de otras especies tóxicas como el 

singulete de oxígeno, el ácido hipocloroso u otras especies de nitrógeno, las cuales están 

involucradas en la fisiopatología de otras enfermedades. En este contexto, sería interesante 

evaluar si el EAE y la SAC son capaces de atrapar estas especies. 
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Abstract-Acute renal failure (ARF) is a major complication of gentamicin (GM) treatment, which is effective against 
gram-negativc infections. Since experimental evidence suggests a role ol' reactive oxygen species (ROS) in GM-induced 
ARF. in this work we studied the efl'ect of a garlic-derived compound. S-allylcysteine (SAC), which is a free radical 
scavenger, on GM-induced nephrotoxicity. In rats treated with GM (70 mglkgll2 h/4 days/s.c.), ARF was evident by 
the: (i) decrease in creatinine clearance and increase in blood urea nitrogcn, (ii) decrease in blood glutathione peroxidase 
(GPx) activity and increase in urinary excretion of N-acetyl-¡3-D-glucosaminidase and total protein, and (iji) necrosis ol' 
proximal tubular cells. These alterations were prevented by SAC treatment (250 mglkgli.p. 24 h before the first dose 01' 
GM and 125 mg/kg/12 h/4 days along GM-treatment). Furthermore, SAC prevented the GM-induced oxidative stress 
(protein carbonyl groups). and the decrease in manganese superoxide dismutase (Mn-SOD), GPx, añd glutathione 
reductase (GR) activities in renal cortex. In conclusion, SAC ameliorates the GM-induced ARF by a mechanism related, 
at least in part, to its ability to decrease oxidative stress and to preserve antioxidant enzymes activity in renal cortex. 
© 2003 Elsevier lnc. 

Key"words-S-allylcystcine, Gentamicin. Garlic, Acute renal failure. Superoxide dismutase. Glutathione peroxidase. 
Oxidative stress. Free radicals 

INTROOUCTION 

Genlamicin (GM) is an aminoglycoside antibiotic widely 
used in the clinical practice ror the treatment ol' lite­
threatening gram-negative infections [1 I due lo (i) it 
possesses a wide bactericide spectre. especially against 
gram-negative bacteria, (ii) it is effective against resis­
tanl ¡3-lactamic microorganisms, (iii) its low cost, and 
(iv) the low levels of resistance it induces among en ter­
obacteriaceae family bacterium [2]. However, acute re­
nal failure (ARF) is a major complication of GM treat­
ment that widely limits its use and complicates and 
increases the price of the treatment. The renal toxicity 
incidence in 10-20% of the patients treated with GM [3 I 
has motivated the work of several groups 01' researchers 
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aiming to find effective and safe practices that can ame­
liorate GM-induced ARF. It has been clearly shown that 
oxidative stress is involved in GM-induced renal damage 
[4-8J; GM induces superoxide anion (°2 - ), hydrogen 
pcroxide (H20 2), and hydroxyl radical (HO) production 
from renal mitochondria [7.8J, and H202 generation [5], 
lipopcroxidation [4,9-14J, nitrotyrosine content [4,15], 
and protein carbonyl content [16.17J are increased and 
reduced glutathione is diminishcd [IO,16J in renal cortex 
from GM-treated rats. Moreover, the oxidative damage 
al so has becn supported by the fact that the administra­
tion 01' several compounds with antioxidant properties, 
ROS scavengcrs, and/or antioxidant enzymes are able to 
ameliorate lhe severity of GM-induced renal damage; 
these include dimethylthiourea [9,18], sodium benzoate 
[181, dcferoxamine 118] , superoxide dismutase (SOD) 
[9,19], SOD mimetic [4], vitamin E and selenium 
[20,21], probucol [211, carvedilol [131, N-acetylcysteine 
[151, mclatonin [16], taurine [22], ginkgo biloba extract 
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(12), medicinal plant Rhazya stricta decne [10), arabic 
gum (11), and garlic powder (14). In addition, lhe kid­
neys from GM-lreated ralS are more vulnerable lO ROS 
due lo a deficiency of lhe antioxidant enzymcs superox­
ide dismulase [11,14,17,23,24], glutat\;1 jone peroxidase 
(GPx) [14,17,24), glutathlone reductase (GR) (17), and 

. catalase (CAT) [14,17,23,24). 
Recently, our laboratory found that aged garlic extract 

(AGE) prevented the tubular and glomerular alterations 
induced ·by GM treatment, effeclS associated, at least in 
part, with the antioxidant properties ol' AGE (17). The 
protective effeet of AGE suggeslS that lhis extract con­
tains compounds that could potenlially ameliorate GM­
induced ARF in ralS. The composition of AGE has been 
reported (25) and it is known that during aging (up to 20 
months) unstable and highly odorous compounds in fresh 
garlic are con verted into more stable, odorless, water­
soluble and les s expensive compounds [26). Indeed, 
sorne compounds, such as S-allylcysteine (SAC, lhe 
most abundant organosulfur compound in AGE) [25,27-
39) and S-allylmercaptocysteine (SAMC) [38-40) h~ve 
antioxidant properties. It has been postulated lhat SAC 
could be one of the active compounds responsible for the 
proteetive effeet of AGE in several experimental models 
associated with oxidative stress [27-30,34,35,38,39). It 
has been clearly shown thal SAC has anlioxidanl prop­
erties bolh in vivo [29-31) and in vitro [27,28,33-39). In 
vivo, SAC reduces edema formation in lhe ischcmic rat 
brain, by a meehanism that seems to involve the inhibi­
tion of lipid peroxidation [29,30), and reduces the hislo­
logical damage in heart and liver of mice treated with 
doxorubicin, an anticancer drug (31). In vitro, SAC is 
able to scavenge O2 - [27), H20 2 [36), and HO (27). SAC 
also prevenlS (i) H20 r induced endothelial cell injury 
and lipid peroxidation [28,36) and (ii) low-density li­
poprotein oxidation [33-36,38). Additionally, SAC dif­
ferentially regulates nitric oxide (NO) production by inhlb­
iting inducible nitric oxide synthase expression in 
macrophages whlle increasing NO in endothelial cclls !hat 
rnay contribute to ilS anti-inftammatory effeet (27). Geng et 
al. have shown !hat SAC may block H20 2-induced nuclear 
factor kappa B activation (37). Bascd on !he above-men­
tioned data, !he hypothesis was made !hat SAC could ame­
liorate GM-induced oxidative stress and renal damage. In 
thls article !he effeel of SAC on GM-induced oxidative 
stress, deerease in antioxidant enzymes (Mn-SOD, GPx, 
GR, and CA T), and renal damage in ralS is presented. 

MATERIAL AND METHODS 

Reagents 

S-allylcysteine standard (SAC-St) was kindly pro­
vided by Wakunaga of America CO., LId. (Mission 

Viejo, CA, USA); GM was from Schering-Plough(Mex­
ico City, Mexico); commercial kits lO measure creatinine 
and urea were from Spinreact (Girona, Spain). AlI other 
chemicals were purchased from Sigma Chemical Co. (St. 
Louis, MO, USA). 

Synthesis ami antioxidant activity of S-allylcysteine 
(SAC) 

SAC, used in the animal studies, was synthesized by 
the reaction of L-cysteine with allyl bromide and purified 
by recrystallization from ethanol-water (41). The final 
product was compared to its idcntification with SAC-St 
by lH nuclear magnelic resonance (IHNMR) spectros­
copy. The in vitro antioxidant ability of SAC was con­
firmed by measuring ilS scavenging aClivity on O2 - and 
H20 2• O2- was generated using the xanthinelxanthine 
oxidase system, and scavenging activity was determined 
by the nitroblue tetrazolium (NBT) reduclion (42). H20 2 

was measured by the ferrous ion oxidation-xylenol or­
ange assay (43). 

Experimental design 

Male Wistar ralS (Harlan Teklad, Mexico City, Mex­
ico) initially weighing 230-278 g were used. All animals 
had free access to water and commercial rodent diet 
(Harlan Teklad), and were randomly divided into four 
groups as follows: (i) er, injected subcutaneously (s.c.) 
and intraperitoneally (i.p.) with saline; (ii) GM, treated 
with GM; (iii) SAC, treated with SAC; and (iv) GM + 
SAC, lreated with GM and SACo GM-treated ralS re­
ceived 70 mg/kg b.w.ls.c.l12 h for 4 d and SAC-treated 
ralS reeeived a single dose of 250 mg/kg b.w.li.p. 24 h 
before the first dose of GM or saline, and 125 mg/kg 
b.w.li.p.l12 h for 4 d along wi!h GM treatmenl or saline. 
During lhe study, ralS were maintained with a 12 h 
light:dark cycle in stainless steel metabolic cages to 
collect 24 h urine. Urinary excretion of N-acetyl-{3-D­
glucosaminidase (NAG) and total protein were measured 
on days O, 4, and 5. Animals were sacrificed on day 5 by 
decapitation and blood was collected to obtain serum and 
measure creatinine, urea, and GPx aClivity. One kidney 
was removed lo obtain cortex samples for histological 
studics and the other kidney was removed to obtain 
cortcx and measure the activity of tolal SOD, Mn-SOD, 
catalase (CAn, GPx, and GR. 

Markers of glomeru/ar and tubular damage 

The markers of glomerular damage, creatinine and 
urea, were measured using commercial kits. Creatinine 
clearancc was calculated with the standard formula, and 
blood urea nitrogen (BUN), was obtained correeting the 
urea value by a 2.14 factor. As markers of tubular dam­
age, we measured urinary excretion of NAG and total 
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protein and blood GPx activity. NAG activity was mea­
sured using p-nitrophenyl-N-acetyl-f3-D-glucosaminide 
as substrate [14], total protein was measured according to 
Lowry as previously dcscribed [44], and blood GPx 
activity was measured using GR and NADPH (f3-nico­
tinamide adenine dinucleotidc phosphate, reduccd form) 
in a coupled reaction [45). 

Histological analysis 

Kidney sections of 4 J.Lm of thickness were obtaincd 
and stained with hematoxilin-cosin (H&E) [46]. The 
histological profile of 20 proximal tu bu les randomly 
selected per rat (three rats per experimental group) was 
recorded, using a Leica Qwin Image Analyzer (Cam­
bridge, UK). The percentage of tubular area with his­
topathological altcrations like swclling, cytoplasmic vac­
uolization, desquamation, or necrosis was obtained. 

Oxidative stress marker 

Protein carbonyl groups, a relatively stable marker of 
protein oxidation by ROS (47), were detected by thcir 
reactivity with 2,4-dinitrophenylhydrazine to form pro­
tein hydrazones in renal cortex (46). 

Antioxidant enzymes in renal cortex 

Total SOD activity was assayed by a previously re­
ported method using NBT [45]. To measure Mn-SOD 
activity, copper/zinc-containing SOD (Cu,Zn-SOD) was 
inhibited with diethyldithiocarbamic acid (DDC) [45] . 
CU,Zn-SOD activity was obtained by subtracting the 
activity of the DDC-treated samples from that of total 
SOD activity . GPx activity was assayed as previously 
described (45) and GR activity was assayed measuring 
the disappearance of NADPH [17]. CAT activity was 
assayed by a method based on the disappearance of H202 
[48). 

Statistics 

Results are expressed as the mean ± SD. Data were 
analyzed by onc-way ANOVA followed by Bonferroni's 
multiple comparisons. Nonpaired (-test was used to com­
pare the quantitative histological damage data using the 
software Prism 2.01 (GraphPad, San Diego, CA, USA). 
p :s .05 was considered statistically significant. 

RESULTS 

Synthesis Gnd antioxidant properties of SAC 

The IHNMR analysis indicates that the compound 
obtained by synthesis is SAC, which was compared with 
SAC-St (data not shown). Furthermore, SAC obtained 
scavenged O2 - and H202 in a concentration-dependent 
manner (data not shown), confirming that the compound 
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Fig. 1. Crcalinint: c1earance (A) and blood urea nitrogen (B) on day 5 
in lhe four groups 01' mIs sludicd: CT = control group. GM = 
gentamicin group. SAC = S-allylcysleine group. and GM+SAC = 
genlamicin + S-a1lylcysteine group. Groups with different \eUer are 
significantly different (p < .00 1). 1/ for each group is printed in its 
respective bar. 

obtained by chemical synthesis have antioxidant propcr­
tics, as previously reported [27,34-36]. 

Body weight and urinary volume 

Body weight was not statistically different among the 
four groups in the study and on day 5: CT = 270 ± 11, 
GM = 260 ± 14, SAC = 264 ± 15, and GM + SAC = 
263 ± 12 g. On day 5, urinary volume increased signif­
icantly in the GM group (CT = 9 ± 1 and GM = 16 ± 
3 mi), and SAC was unable to prevent this increase in the 
GM + SAC group (GM + SAC = 12 ± 4 mi). 

Markers of glomerular and tubular damage 

Creatinine clearance decrcased 40% and BUN in­
creased 58% in the GM group compared to the CT one 
(Fig. lA and B). SAC almost completely prevented these 
changes in the GM + SAC group. GM increased urinary 
excretion of NAG and total protein on days 4 and 5 (Fig. 
2A and B), reaching the highest excretion on day 5 (4.7 
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times for NAO and 1.5 times for total protein). The 
increases in both parameters were partiall y preven lcd by 
SAC on days 4 and 5. Blood GPx activity diminished 
49% in the GM group and the treatment with SAC was 
able to effectively prevent this reduction in lhe GM + 
SAC group (Fig. 2C). Creali nine c learance, BUN, uri­
nary cxcrction of NAG and lolal prolein, and blood GPx 
activily were similar in Ihe CT and SAC groups (Figs. I 
and 2) . 

Histological analysis 

Rats lreated wilh GM showed vacuolizalion and 
necrosis in lhe proximal lubular cpilhelia l ccll s (Fig. 

3). The percentage of damaged tubular area in the GM 
group was of 85 ± 12% and the treatment with SAC 
significantly decreased this percentage to 29 ± 16% 
(GM + SAC group, Fig. 3). There were no renal 
hi stological alterations in the CT and SAC groups 
(Fig. 3) . 

Oxidative stress marker 

GM treatment induced an 89% increase in the protein 
carbonyl content in renal cortex compared to the CT group 
(Fig. 4). The increase induced by GM was complctcly 
prevented by SAC (GM + SAC group). The protein car­
bonyl content was similar in the CT and SAC groups. 
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Antioxidant enzymes in renal cortex 

Total SOO and Mn-SOO activities diminished 16% 
and 22%, respectively, in GM-treated rats. SAC almost 
complelely prevenled lhe decrease in Mn-SOO and lotal 
SOO activily in the GM + SAC group. Cu,Zn-SOO 
remained unaffected by the GM-treatmenl (Table 1). 
GPx and GR activities decreased 33% and 39%, respec­
tively, in GM-treated rats. These decreases were effec­
tively prevenled by SAC in the GM + SAC group (Table 
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Fig. 4. Carbonyl conlenl in lhe renal cortex from lhe four groups 01' rals 
sludil!d on day 5. Groups wilh differenllt:ner are significanlly diffcrenl 
(p < .00 1); 11 for cach group is prinll!d in ilS resJ>l!clivl! bar. 

1). CAT activily decreased 52% in rats treated with GM, 
but SAC was unable to prevent this decrease in the GM 
+ SAC group (Table 1). Total SOO, Mn-SOO, Cu,Zn­
SOO, GPx, GR, and CA T activities were similar in the 
CT and SAC groups (Table 1). 

DlSCUSSION 

GM is an aminoglycoside widely used in clinical 
practice for lhe lreatmen! of gram-negative infections. 
AIthough this drug has proven its usefulness, its neph­
rotoxic action limits the extent of its use. Evidence 
suggests that ROS may be involved in GM-induced 
ARF, since it has been found that 02 -, H20 2, and HO 
increase with GM treatment [4-8] and il is known that 
several agents that scavenge or interfere with ROS pro­
duction successfully ameliorate GM-induced nephropa­
thy [4-24]. Our laboratory found that garlic powder [14]. 
and more rcccntIy AGE (17), an odorless, commercially 
available garlic presentation and a well-known antioxi­
dant [27,28,32,35,49,50] , prevented the tubular and glo­
merular aIterations induced by GM treatment, effects 
associated, at least in part, with the antioxidant properlies 
of garlic powder and AGE. The resuIts obtained with 
AGE prompted us to find the AGE active compound, 
since the identification and the use of it would have a 
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Table 1. Antioxidant Enzymes Activity in Renal Cortex from the Four Groups of Rats Studied on Day 5 

cr GM SAC GM+SAC 

Total SOD (U/mg protein) 18.0 = 0.9" IS = 0.6b 19 = 1.0-' 18 = 0.6" 
Mn-SOD (U/mg protein) 7=0.5' S = 0.4b 6.7 = 0.6" 6.3 = 0.4' 
Cu.Zn-SOD (U/mg prott:in) 12 = 1.1" 10 = 0.7" 12 = 0.8" 11.6 = LO" 
GPx (U/mg protein) O.IS = 0.008" 0.1 = O.OO9b O.IS = 0.008" O.IS = 0.01 " 
GR (U/mg protein) O.09S = 0.006' 0.06 = 0.007b 0.09 = 0.003" 0.09 = O.OOS" 
CAT (k/mg protein) 0.33 = O.OS" 0.16 = 0.05b 0.31 = 0.03" 0.16 = O.04b 

Values are mean = SD; groups with dilTerent Ictters are signilicantly different (p < .001); 11 = 9-10. 
cr = control; GM = gentamicin; SAC = S-aIlyIcysteinc; Mn-SOD = mangancse superoxidc dismutase; Cu.Zn-SOD = 

copperlzinc superoxidc dismutase; GPx = glutathione peroxidase; GR = glutathione rcductasc; CA T = catillasc. 

better acceptation in c1inical practice. AGE is a garlic 
presentation whosc composition has been reportcd [2S], 
and it has been postulatcd that SAC [27-38,SO] and 
SAMC [38-40,S01 are two of the compounds that might 
play an important role in lhe antioxidant aclivity of AGE 
because they are potent antioxidants. 

SAC is the most abundant organosulfur compound in 
AGE (6.1 :t 2.7 mg/g dry extract), which has been used 
to standardize commercial aged extracts [2S]. Further­
more, SAC has the following characlerislics: (i) water 
soluble; (ii) stable, the stability remains for up to 2 years 
[2S]; (iii) odorless; (iv) less toxic than olher garlic com­
pounds, il is 30-fold less toxic than allicin and diallyl­
disulfide (DAOS). The SO% lethal oral dose (mglkg 
body) in male mice was 8890 for SAC, 309 for allicin, 
and 14S for DAOS, and in females was 9390 for SAC, 
363 for allicin, and 130 for DAOS [26]; (v.) high bio­
availability, it is easily absorbed in lhe gastrointestinal 
tract and can be detccted in the plasma, liver, and kidney 
after oral intake, with a bioavailability of 103% in mice, 
98% in rats, and 87.2% in dogs [SI]; and (vi) less 
expensive, since its synlhesis is easy and cheap [41]. 

Taking into account lhe SAC characteristics, in lhe 
presenl study we invcstigaled the effecl of SAC on 
GM-induced ARF in order lo gain new insights inlo lhe 
prophylaxis of GM-induced nephrotoxicity, which . is a 
common problem limiting the use of this drug. 

SAC effectively prevented lhe decrease in creatinine 
c1earance and the increase in SUN (glomerular function 
markers) induced by GM trcatment. The alLeralion in 
glomerular function cannol be attributed lo structural 
damage, since glomeruli structure is normal in GM­
lreated rats [14], but it has been found that GM lrealment 
increases H20 2 [S,81 and 02 - [4,8] production, and il is 
known that these ROS induce mesarigial cells contrac­
tion, altering lhe filtration surface area and modifying lhe 
ultrafiltration coefficient, factors lhat decrcase the glo­
merular filLration rate (GFR) [S2,S3] . Moreover, O2 - can 
react with NO (a vasodilalor) lO form peroxynitrite, a 
cytotoxic oxidant radical specie. Due to this, the inacti­
vation of NO by O2 - could be anolher mcchanism that 
leads to a decrease in GFR [S4J. These data indicate lhat 

H20 2 and O2 - could be involved in the de crease of GFR 
in GM-induced nephrotoxicily, and that the protecLive 
effecl of SAC could be associated with ilS ability to 
scavenge O2 - [27] and H20 2 [36] and/or wilh ils abilily 
to effcclively prevent lhe decrcase in Mn-SOD activity. 

lt has been suggested that several mechanisms may 
lead lo lhe tubular damage; one of the mechanisms 
involved is oxidative stress [4-8]. In this sludy lhe 
oxidative stress was evident by the increase in carbonyl 
content in renal cortex of GM-treated rats. Furthermorc. 
it is known that the increase in ROS levels induces 
cytotoxicity due to a concerted action of oxygen- [4] and 
nitrogen-derived free radicals [SS] . Moreover, we found 
lhat SAC effectively prevented the increase in carbonyl 
contenl in renal cortex of rats treated with GM + SAC, 
an effect that could be associated with the SAC anliox­
idanl properties and/or with its ability to prevent lhe [all 
in antioxidant enzymes activity (Mn-SOD, GPx, and 
GR). 

In rats treated with GM, the increase in urinary ex­
cretion of NAG and total protein, and the decrease in 
blood GPx activity, could be associated with necrosis of 
proximal tubules, the primary site of drug accumulation, 
and lhe partial protective effect of SAC on these para m­
eters could be associated with the ability of SAC to 
partially ameliorate the tubular necrosis. 

In lhis study, Cu,Zn-SOD activity was unchanged and 
Mn-SOD aclivity decreased in the GM group, which is in 
agreement wilh our previous data [14,17]. O2 - and H20 2 
could induce the inaclivation of Mn-SOD, GPx, GR, and 
CAT in renal cortex from GM-trealed rats. Also it is 
known is lhat peroxynitrite anions impair Mn-SOD [S6] 
and GPx [S7] activities, and thal O2 - inactivatcs GPx 
and CAT [S81. In addition, lhe dccrcasc in CAT activily 
in GM-treated rats could be secondary lo the decrcase in 
the content of its protein and its mRNA [14J . SAC 
treatment almost complelely inhibiled Ihe decrcase in 
Mn-SOD, GPx, and GR activilies, an errecl that could be 
related lo its ability lo scavenge O2 - 1271. 

Our results indicate that lhe increase in oxidalive 
stress and Ihe decrease in antioxidant cnzymes Mn-SOD. 
GPx, GR, and CAT activily , could be factors involved in 
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lhe sequence 01' evenls leading lo GM nephroloxicily, 
and lhallhc prolcclive effecl of SAC could be associalCd 
wilh lhe prcvcntion of the increase in oxidativc stress and 
the fall in the antioxidant cnzymes aClivily. 

The protective cffecl oblaincd in lhis work was sim­
ilar to obtained in GM-trealed rals and trcalcd wilh garlic 
powder [ 14] or AGE [17]; however, the protective effect 
observed with SAC was higher lhan that obtained with 
garlic powder or AGE. Thus, in lhis work SAC was 
adminislered 24 h before GM, a shorlcr time interval 
lhan uscd prcviously with garlic powder [14] or AGE 
[17], a time interval lhat is more compatible lo the 
clinical practice, although the simultaneous administra­
!ion 01' both SAC and GM would be closer to lhe aclual 
clinical scuing. Therefore, lhis indicales that SAC may 
be clinically used as a drug lo prevent the GM-induced 
ARF. 

In conclusion, lhe proleclive effecl of SAC on GM­
induced nephrotoxicily was associaled wilh lhe decrcase 
in lhe oxidative stress and the preservation of Mn-SOD, 
GPx, and GR aClivities in renal corlex. The pOlential 
abilily of SAC lo reduce GM nephroloxicily in palienls 
remains to be sludied. 
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IHNMR-1H nuclear magnelic rcsonance spectroscopy 
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Abstraet 

Gentamicin (GM) is an antibiotic whose clinical use is limited by its nephrotoxicity. Experimental evidences 
suggest a role of reactive oxygen species in GM-induced nephrotoxicity. Therefore, we investigated if aged 
garlic extract (AGE), an anrioxidant, has a protective role in this experimental model. Four groups of male 
Wistar rats were studied: 1) Control (CT), injected subcutaneously (s.c.) and intraperitoneally (i.p.) with saline, 
2) GM, treated s.c. with GM (70 mglkg/12 hours/4 days), 3) AGE, treated i.p with AGE (1.2 mL/kgl12 hours/6 
days), and 4) GM + AGE treated with GM and AGE. The treatment with AGE started two days before the first 
dose of GM (GM + AGE group) or saline (AGE group). Animals were sacrificed on day 5, and blood, urine, 
and kidneys were obtained. Nephrotoxicity was made evident by: 1) the increase in blood urea nitrogen and 
plasma creatinine, 2) the decrease in plasma glutathione peroxidase (GPx) activity and the urinary increase in N­
acetyl-I3-D-glucosaminidase activity and total. protein, and 3) necrosis of proximal tubular cells. These 
alterations were prevented or ameliorated by AGE treatment. Furthermore, AGE prevented the GM-induced 
increase in the renal levels of oxidative stress markers: nitrotyrosine and protein carbonyl groups and the decrease 
in manganese superoxide dismutase (Mn-SOD), GPx, and glutathione reductase (GR) activities. The protective 
effect of AGE was associated with the decrease in the oxidative stress and the preservation of Mn-SOD, GPx, 
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and GR activities in renal c0l1ex. These data suggcst that AGE may be a useful agent for the prevention of 
GM-nephrotoxicity. 
© 2003 Elsevier Inc. AH rights reservcd. 

Keywords: Aged garlic extract; Garlic; Gentamicin; Aminoglycosides; Acute renal failure; Antioxidant enzymes; Oxidative 
stress; Nitrotyrosine; Nephrotoxicity; Reactive oxygen species; Superoxide dismutase; Glutathione peroxidase; Glutathione 

reductase 

lntroduction 

Gentamicin (GM) is an aminoglycoside antibiotic widely used as an agent for the treatment of life­
threatcning gram-negative infections (Ali, 1995). However, the clinical usefulness of the drug is limited 
by the fact that 10-20% of the patients treated with GM for more than seven days show sorne signs of 
nephrotoxicity (Lemer et al., 1986). Despite the introduction of newer and less toxic antibiotics, GM 
continues p1aying a useful role in the treatment of serious enterococcal, mycobacterial, and gram­
negative infections, due to its effectiveness against resistant ~-lactamic microorganisms, its low cost, 
and the low levels of resistance among enterobacteriaceae family bacterium (Edson and Terrell, 1999). 
Therefore, a potential therapeutic approach to protect or reverse GM-induced renal damage would have 
very important clinical advantages. The exaet mechanism by whieh GM induces nephrotoxicity is 
unknown; however, reactive oxygen species (ROS) appear to be involved (Guidet and Shah, 1989; 
Nakajima et al., 1994; Walker and Shah, 1987, 1988; Yang et al. , 1995). It has been found that renal 
cortical lipoperoxidation (Nakajima et al., 1994), and renal hydrogen peroxide (H20 2) generation 
(Guidet and Shah, 1989) are increased in GM-treated rats. It has al so been found that GM-indueed 
renal damage is lowered by the dietary antioxidants vitamin E and selenium (Ademuyiwa et al., 1990), 
and our laboratory reported that a 2% garlic powder diet prevented oxidative stress and nephrotoxieity 
induced by GM (Pedraza-Chaverrí et al., 2000). The 2% garlic powder was given 14 days in advance 
and along a11 GM-treatment, which is not compatible with clinical practice. In addition, many people 
refuse to take garlic powder or fresh garlic due to their pungent odor. Therefore we searehed for an 
odorless garlic presentation with antioxidant properties. During garlic aging (up to 20 months) unstable 
and highly odorous compounds in fresh garlie are converted into more stable and much Iess odorous 
compounds (Amagase et al., 2001). This garlic preparation is known as aged garlie extraet (AGE) 
whose chemieaI eomposition is different fi'om that of garlic powder (Lawson, 1998). The most 
abundant compounds (mg/g product) in AGE are: a11iin (0.3), 'Y-glutamyJcysteines (0.34), 'Y-glutamyl­
S-a11yJcysteines (0.25), S-a11yJcysteine (0.6), and S-a11ylmercaptocysteine (0.15), whereas in garlic 
powder the most abundant eompounds are: alliin (11.5) and 'Y-glutamyJcysteines (26) (Lawson, 1998). 
Moreover, it has been shown that AGE exhibits antioxidant properties in vitro (Borek, 2001 ; Ide and 
Lau, 1999; Kim et al. , 2001; Yamasaki et al., 1994) and in vivo (Borek,2001; Di110n et al. , 2002). In 
addition, AGE is a commercially available garlic preparation that has been widely studied for its high 
" \"\ )\.' '¡ " \'\ . '"". , " .. i: :' ' .. ,,' ..... , .. " , ., : ... , , ,, ... : .. '.' ,..... ' '... ': .... :. ... .." , ... . " 
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al., 2001; Morihara et al., 2002; Yamasaki et al., 1994). Taking into account a11 the AGE properties 
aboye described, in this work we studied the effect of AGE, an antioxidant, on the GM-induced renal 
damage. 
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Methods 

Reagents 

AGE was kindly provided by Wakunaga of America Co., Ltd. (Mission Viejo, CA, USA). GM was 
from Schering-Plough (Mexico City, México). Xanthine, xanthine oxidase, nitroblue tetrazolium (NBT), 
diethyldithiocarbamic acid (DDC), nicotinamide adenine dinucleotide (NADPH) and 3-3' -diaminoben­
zidine tetrahydrochloride (DAB) were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Rabbit anti-rat 
polyclonal antibodies against manganese superoxide dismutase (Mn-SOD) and copper, zinc superoxide 
dismutase (Cu, Zn-SOD) were from Stressgen Biotechnologies Co. (Victoria, BC, Canada). Rabbit anti­
human catalase (CAT) polyclonal antibodies were from Calbiochem (San Diego, CA, USA). Enhanced 
chemiluminiscence (ECL) kit for Westem blot was purchased trom Amersham Life Sciences (Buck­
inghamshire, England). Rabbit anti-nitrotyrosine polyclonal antibodies were from Upstate (Lake Placid, 
NY, USA). All other chemicals were reagent grade. 

Superoxide anion (Oi ) scavenging activity 01 AGE in vi/ro 

Xanthine-xanthine oxidase system was used to determine the 0 :2' scavenging activity of AGE. 0:2' 
production and xanthine oxidase activity were measured as NBT reduction and uric acid production, 
respectively (Bielski et al., 1980) using a DU 64 Beckman spectrophotometer. Tubes without AGE were 
taken as 100% of NBT reduction. 

Experimental design 

Male Wistar rats (Harlan Teklad, Mexico City, Mexico) initially weighing 225-250 g were used. 
All animals had free access to water and commercial rodent diet (Harlan Teklad), and were randomly 
divided in four groups as follows (n = 6 rats per group): 1) Control (CT), injected subcutaneously 
(s.c.) and intraperitoneally (i.p.) with isotonic saline solution, 2) GM, treated with GM; 3) AGE, 
treated with AGE; and 4) GM + AGE, treated with GM and AGE. GM treated rats (GM and GM + 
AGE groups) received 70 mg of GM/kg body weight/I2 hours s.c. for 4 days, and AGE treated rats 
(AGE and GM + AGE groups) received adose of 1.2 mL of AGE/kg body weight/24 hours i.p. for 6 
days (two days before the first dose of GM, in the GM group, or saline, in the CT group, and along 
the study). Rats were maintained in stainless steel metabolic cages with a 12-hour light:dark cycle to 
collect 24-hour urine. Urine was stored at - 40 oC until N-acetyl-f>-D-glucosaminidase (NAG) 
activity and total protein were measured. Animals were sacrificed on day 5, and blood was collected 
to obtain plasma which was sto red at - 80 oC until creatinine and blood urea nitrogen (BUN), 
markers of glomerular damage, and glutathione peroxidase (GPx) activity, a marker of tubular 
damage, were determined. One kidney was quickly removed to obtain cortex samples for measure­
ment of GM concentration, histological studies, and immunohistochemical localization of nitro­
tyrosine, a marker of endogenous production of peroxynitrite. The other kidney was removed to obtain 
0.1 g of renal cortex which was homogenized in a Polytron for 10 seconds in cold 50 mM potassium 
phosphate and 0.1% Triton X-lOO, pH = 7.0. The homogenate was centrifuged at 19,000 x g and 4 
oC for 30 min. Supematant was separated to measure total protein, and the activity of total superoxide 
dismutase (SOD), Mn-SOD, CAT, GPx, and glutathione reductase (GR). Another portion of this 
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kidney was used to measure protein carbonyl content, a relatively stable marker of protein oxidation 
by ROS. 

The i.p. injection of AGE has been used successfully to ameliorate oxidative stress in experimental 
models in vivo (Kojima et al., 1994; Numagami et al., 1996). The dose of AGE used in this work is 
similar to that used by N\J!magauni et al. (1996). 

Markers 01 glomerular {!!fld tub:uIGl'_damage 

Plasma creatinine and BUN were measured using commercial kits and total protein in urine was 
measured by a turbidimetric method (Pedraza-Chaverrí et al., 1999). Urinary NAG activity was 
detennined using p-nitropheny1-N-acetyl-~-O-glucosaminide as substrate (Pedraza-Chaverrí et al. , 
2000). Plasma GPx activity was measured using GR and NAOPH in a coupled reaction (Pedraza­
Chaverrí et al. , 2001). 

Histological analysis 

Kidney sections of 4 ¡lm of thickness were obtained and stained with hematoxilin-eosin (H and E) 
(Pedraza-Chaverrí et al., 2000). The histological profile of twenty proximal tubules randomly selected 
per rat (5-6 rats per experimental group) was recorded using a Leica Qwin Image Analyzer (Cambridge, 
UK). The percentage of tubules with histopathological alterations like swelling, cytoplasmic vacuo liza­
tion, desquamation or necrosis was calculated. 

Oxidative stress markers 

The Ílmnunohistochemical localization of nitrotyrosine was perfonned in sections of 4 ¡lm of 
thickness. Endogenous peroxidase was quenched/inhibited with 4.5% H20 2. Sections were incubated 
with a 1 :700 dilution of anti-nitrotyrosine antibody and then were incubated with a 1 :250 dilution of 
a peroxidase conjugated anti-rabbit IgG antibody for 1 hour, and finally incubated with H20 2-OAB 
for 1 min (Barrera et al., 2003). Sections were counterstained with hematoxilin. Quantitative image 
analysis was perfonned with a Zeiss KS 300 lmaging System, Release 3.0 (Hallbergmoos, Gennany). 
This software measures densitometric mean value of the region in different fields of the sections. We 
nonnalized the data (arbitrary units) to 1.0 in CT group (Barrera et al., 2003). Protein carbonyl 
groups in renal cortex were detected by its reactivity with 2,4-dinitrophenylhydrazine (Reznick and 
Packer, 1994). 

Antioxidant enzymes in renal cortex 

Total SOO activity was assayed by a previously reported method using NBT and Mn-SOO activity 
was measured by inhibiting Cu, Zn-SOO with OOC (Pedraza-Chaverrí et al., 2001). Cu, Zn-SOO 
activity was obtained by subtracting the activity of the OOC-treated samples from that of total SOO 
activity. CAT activity was assayed by a method based on the disappearance of H20 2 (Pedraza-Chaverrí 
et al., 1999, 2001). GPx activity was assayed as previously described (Pedraza-Chaverrí et al., 2001) 
and GR activity was assayed according to Carlberg and Mannervik (1975) measuring the disappearance 
ofNAOPH. 
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Western blot 

hmllunodetection was perfonned using specific primary antibodies against Mn-SOO, Cu, Zn-SOD or 
CAT (Pedraza-Chaverrí et al., 2001). The hybrids were visualized by chemiluminscence and quantified 
by densitometry using a software (Sigma ScanPro, version 4.0, San Rafael, CA, USA). 

Renal GM content 

GM concentration was measured in renal cortical homogenates by the fluorescence polarization 
immunoassay technology, by using the AxSYMR gentamicin assay (Abbot Laboratories, Abbot Park, IL, 
USA). 

Statistics 

Data are presented as mean ± SO and were analyzed by ANOVA followed by Bonferroni's multiple 
comparisons using the software Prism 2.01 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Non-paired (-test was 
used to compare the quantitative histological data and renal GM content. P ~ 0.05 was considered 
statistically significant. 

Results 

In vitro eva/uation 01 (he AGE scavenging properties 

AGE scavenges O2 in a concentration-dependent manner. AGE significantly inhibited the NBT 
reduction for the concentrations shown in Table 1. Higher AGE concentrations interfered with uric acid 
production (data not shown). 

Body weight and urinary vo/ume 

Body weight was not statistically different among the four groups along the study and on day 5 (Data 
not shown). On day 5, urinary volume increased significantly in the GM group (CT = 7.3 ± 2 and 

Table 1 
Scavenging effect of AGE on superoxide radical generated from xanlhine/xanthine oxidase/NBT systemu

•
b 

AGE NBT reduetion Urie aeid produetion 
(mglmL) -----.:~--------

AODs601min Inhibition (%) AOD21)~/min Inhibition (%) 

0.00 
1.38 
2.7S 
S.SI 

O.OSI ± O.OOS 
0.048 ± 0.002 
0.036 ± 0.002 
0.024 ± 0.001 

a Values are mean ± SD. 

5.3 ± 4.4 
29.4 ± 3.2* 
SI.7 ± 2.S* 

b AGE, aged garlie extraet; 00, optieal density; NBT, nitroblue tetrazolium. 
*P < 0.001 vs. AGE O mg/mL; n = S. 

0.020 ± 0.001 
0.023 ± 0.001 0.0 
0.022 ± 0.004 0.0 
0.024 ± 0.008 0.0 
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Fig. 1. Plasma creatinine (A) and blood urea nitrogen (B) on day 5 in the four groups of rats studied: CT: contro l group, GM: 
gentamicin group, AGE: aged garlic extract group, and GM + AGE: gentamicin + aged garlic extract group. The data represent 
the mean ± SO. Oifferent letler superscripts indicate statistically significant differences among groups (P < 0.05); b > c > a. 11 

for each group is printed in its respective bar. 

GM = 13 .2 ± 4.6 mL, P < 0.05), and AGE was unable to prevent this increase in the GM + AGE 
group (GM + AGE = 10.1 ± 4.3 mL). 

Markers of glomerular and tubular damage 

Plasma creatin ine and BUN increased 5. 7 and 2.7-fold, respectively, in the GM group compared to the 
CT group (Fig. lA and B). AGE paltially prevented the increase in creatinine and BUN levels in the 
GM + AGE group. GM increased urinary excretion of NAG and total protein on days 2 and 4 (Fig. 2A 
and B), reaching the highest excretion on day 4 (4.9-fold for NAG and 2.6-fold for total protein). The 
increase in both parameters was partially prevented by AGE on day 4 and the increase in urinary protein 
excretion was partially prevented on day 2. Urinary NAG excretion in GM + AGE group on days 2 and 4 
was not statistically di fferent. Plasma GPx activity diminished to 50.3% in the GM group (Fig. 3) and the 
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Fig. 2. Urinary excretion ofN-acetyl-p,-O-glucosaminidase CA) and total protein (B) on day 5 in the four groups of rats studied. 
The data represent the mean ± SO. Oifferent letter superscripts indicate statistically significant differences among groups (P < 
0.01) in the same day; c > b> a. 11 = 5- 6. 
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Fig. 3. Plasma glutathione peroxidase activity on day 5 in the four groups of rats studied. The data represent the mean ± SO. 
Oifferent letter superscripts indicate statistically significant differences among groups (P < 0.00); a> c > b. 11 for each group is 
printed in its respective bar. 

treatment with AGE was able to partially prevent this reduction (GM + AGE group). Markers of 
glomerular and tubular damage were similar in CT and AGE groups. 

Histological analysis 

Rats treated with GM showed vacuolization and necrosis in the proximal tubular epithelial cells (Fig. 
4, upper panel). The percentage of damaged tubules in the GM group was 98.5 ± 2% and the treatment 
with AGE significantly decreased this percentage to 71 ± 9.5% (GM + AGE group, P < 0.0001). There 
were no renal histological alterations in the CT and AGE groups (Fig. 4, upper panel). 
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Fig. 4. Upper panel: Light microscopic findings in the renal cortex from CT, GM, AGE and GM + AGE groups. GM-treated rats 
showed necrosis (arrows) in the proximal tubular epilhelial cells. Histological damage decrcascd in lhe GM + AGE group. 
Vacuolization is indicated by arrowheads. H and E. 200X. Lower panel: Representative immunohistochemistry for nitrotyrosine 
in the renal cortex from the four groups ofrats studied on day 5. GM-treated mts revealed strong positive immunostaining in the 
proximal tubular epithelial ce lis (arrows), which was markedly decreased in the GM + AGE group. 200X. 
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Fig. 7. Glutathione peroxidase (A) and glutathione reductase (8) activity in renal cortex on day 5 li'om the four groups of mIs 
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Oxidative stress markers 

Irnmunohistochemical localization revealed po si ti ve irnmunostaining in the proximal tubular epithe­
lial cells from GM-treated rats (Fig. 4, lower panel). AGE clearly diminished nitrotyrosine staining in 
renal cortex from GM + AGE group. The quantitative image analysis shows an increment of 1.5 times in 
nitrotyrosine content in GM group compared to CT group (2.5 ± 0.27, P < 0.001). Nitrotyrosine 
content in GM + AGE group was significantly lower (l.9 ± 0.21, P < 0.001) than in GM group. 
Irnmunostaining for nitrotyrosine in CT and AGE groups was similar (Fig. 4, lower panel). 

GM treatrnent induced a 47% increase in the protein carbonyl content in renal cortex compared to the 
CT group (Fig. 5). The increase induced by GM was completely prevented by AGE (GM + AGE group). 
Protein carbonyl content was similar in CT and AGE groups. 

Antioxidant enzymes 

Total SOD activity diminished 24% in the GM group compared to CT group (Fig. 6A). This decrease 
is due to the Mn-SOD, which diminished 42.2% in the GM group (Fig. 68). AGE completely prevented 
the decrease in total SOD and Mn-SOD activity in the GM + AGE group. Cu, Zn-SOD remained 
unaffected by the GM-treatment (Fig. 6C). GPx and GR activities decreased 38.5% and 23.7%, 
respectively in GM-treated rats (Fig. 7). These decreases were prevented by AGE in the GM + AGE 
group. Mn-SOD and Cu, Zn-SOD (Table 2) content, measured by Westem blot, were unchanged in the 

Table 2 
Densitometric analysis ofWestém blot ofMn-SOD, Cu, Zn-SOD, and CAT in renal cortex fmm the four groups ofrals studied 
on day 5"·b.c 

, 
CT GM AGE GM + AGE 

Mn-SOD 100 ± 6 103 ± 15 102 ± 5 95 ± II 
Cu, Zn-SOD lOO ± 8 97 ± 14 99 ± lO 99 ± 8 
CAT lOO ± 9 67 ± 15* 95 ± 16 75 ± 12* 

3 Vallles are mean ± SD. 

b CT, control; GM gentamicin; AGE, aged garlic extract; Mn-SOD, manganese superoxide dismutase; Cu, Zn-SOD, copper, 
zinc superoxide dismutase; CAT, catalase. 

e Data are expressed as % of CT group. 
* P < 0.01 vs. CT group; n = 5-6. 
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Fig. 8. Catalase activity in renal cortex on day 5 from the four groups of rats studied. The data represent the mean ± SD. 
Different letter superscripts indicate statistically significant differences among groups (P < 0.00 1); a > b. n for each group is 
printed in its respective bar. 

four groups of rats studied. CAT activity (Fig. 8) and content (Table 2) decreased 44.8% and 32.6%, 
respectively in rats treated with GM. AGE was unable to prevent the decrease in both parameters (GM + 
AGE group). Total SOO, Mn-SOO, Cu, Zn-SOO, GPx, GR, and CAT activities were similar in CT and 
AGE groups (Figs. 6A,B,C, 7 A,B, and 8). 

Renal GM cantent 

Treatment with AGE had no effect on renal cortical GM content at the end ofthe study: 47.5 ± 12 in 
GM group (n = 6) vs. 51.6 ± 6 ¡.tglmg protein in GM + AGE group (n = 5, P = NS). 

Discussion 

The exact mechanism by which GM induces the renal damage is unknown, however, several agents 
that scavenge or interfere with ROS production successfully arneliorate GM-induced nephropathy 
(Ademuyiwa et al., 1990; Ali, 2002; Ali and Bashir, 1996; AI-Majed et al., 2002; Cuzzocrea et al., 2002; 
Erdem et al., 2000; Mazzon et al., 2001; Naidu et al., 2000; Nakajima et al., 1994; Pedraza-Chaverrí et 
al., 2000; Sener et al., 2002). In a previous work, we found that a 2% garlic powder diet prevented the 
GM induced nephrotoxicity, which was associated with the antioxidant properties of garlic (Pedraza­
Chaverrí et al., 2000). However, the amount of garlic powder that a person should eat to reproduce the 
same experimental conditions described in the previous work (Pedraza-Chaverrí et al., 2000) is huge 
and, in general terms, not practical. In addition, the pungent garlic odor explains why many people 
refuse to take garlic. Therefore, in this work we evaluated the possible protective effect of AGE, an 
odorless garlic presentation, which is also less irrítant and is a well-known antioxidant (Borek, 2001; 
Dillon et al., 2003; Ide and Lau, 1999; Kim et al., 2001; Yarnasaki et al., 1994) on the GM-induced 
nephrotoxicity. In this work we administered AGE 2 days before GM, a lower time interval than that 
used previously with the 2% garlic powder diet, making it compatible in the clinical practice. 

AGE partially prevented the increase in plasma creatinine and BUN (glomerular damage markers) 
induced by GM-treatment. Since glomeruli structure is normal in GM-treated rats (Pedraza-Chaverrí et 
al., 2000), the decrease in glomerular function may not be attributed to structural damage. It has been 
found that the GM-treatment increases H20 2 (Guidet and Shah, 1989; Walker and Shah, 1987; Yang et al., 
1995) and O2 (Cuzzocrea et al., 2002) production, and it is known that H20 2 (Ouque et al., 1992) and 02" 
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(Martínez-Salgado et al., 2002) induce mesangial cells contraction, altering the filtration surface area and 
modifying the ultrafiltration coefficient factors, that decrease the glomerular filtration rate (GFR). 
Moreover, the decrease in Mn-SOO activity favors the increase in O2 concentration, and this radical 
can react with nitric oxide (NO, a vasodilator) to form peroxynitrite, a cytotoxic oxidant radical specie. 
The inactivation of NO by O2 could also lead to a decrease in the GFR (Rivas-Cabañero et al., 1997). 
These data indicate that the H20 2 and O2 could be involved in the decrease of GFR in GM-induced 
nephrotoxicity, and that the protective effect of AGE, could be related with its ability to scavenge O2 
(Table 1) (Borek, 2001; Kim et al., 2001) and H20 2 (Borek, 2001; Ide and Lau, 1999), ami/or with its 
ability to totally prevent the decrease in Mn-SOO activity (Fig. 6). Additionally, Morihara et al. (2002) 
found that AGE increases NO production, which also can help to prevent the decrease in the GRF. 

Tubular damage was evaluated by measuring plasma GPx activity and the urinary excretion of NAG 
and total protein. In rats treated with GM, the increase in urinary NAG and total protein excretion, and 
the decrease in plasma GPx activity, could be associated with the necrosis of proximal tubules, the 
primary site of drug accumulation. Especially considering that GPx is synthesized almost exclusively in 
proximal tubular cells (Pedraza-Chaverrí et al., 2000). AGE partially prevented these alterations induced 
by GM, and this prevention could be associated with the ability of AGE to partially ameliorate the 
tubular necrosis. 

It has been suggested that the oxidative stress induces tubular damage (Cuzzocrea et al., 2002; Guidet 
and Shah, 1989; Walker and Shah, 1988; Yang et al., 1995). In this study, the carbonyl and nitrotyrosine 
content showed an increase in oxidative stress in rats. It is known that the increase in ROS levels induces 
cytotoxicity due to a concerted action of oxygen- (Cuzzocrea et al., 2002) and nitrogen-derived free 
radicals (Mazzon et al., 2001). Furthermore, we found that AGE prevented the increase in carbonyl and 
nitrotyrosine levels in renal cortex of rats treated with GM + AGE, effect that could be associated with 
the antioxidant properties of AGE, and with its ability to prevent the decrease in antioxidant enzymes 
activity (Mn-SOO, GPx and GR). 

lt is known that peroxynitrite anions impair Mn-SOO (MacMillan-Crow and Thompson, 1999) and 
GPx (Padmaja et al., 1998) activity and O2 inactivates GPx (Blum and Fridovich, 1985; Rister and 
Baehner, 1976) and CAT (Rister and Baehner, 1976). In this study, the decrease in Mn-SOO activity in 
the GM group was independent from Mn-SOO protein content. Cu, Zn-SOO activity was unchanged, 
perhaps due to the fact that Mn-SOO is more labile than Cu, Zn-SOO (Pedraza-Chaverri et al., 2000). 
The decrease in CAT activity is due to protein content and mRNA decreases in rats treated with GM 
(Pedraza-Chaverrí et al., 2000). AGE-treatment totally prevented the decrease in Mn-SOO, GPx and GR 
activities, effect that could be related to its ability to scavenge O2 (Table 1) (Borek, 2001; Kim et al., 
2001). The decrease in O2 levels would lead to the decrease of peroxynitrite levels, which is supported 
by the decrease in nitrotyrosine content in the GM + AGE group (Fig 4, lower panel). AGE was unable 
to prevent the decrease in CAT activity probablybecause the decrease is not only due to enzyme 
inactivation but also to decreased enzyme quantity and mRNA content. 

Our results indicate that the increase in oxidative stress, and the decrease in !mtioxidant enzymes Mn­
SOO, GPx, GR, and CAT activity, could be factors involved in the sequence of events leading to GM­
nephrotoxicity. Also the protective effect of AGE could be associated with its ability to prevent the 
increase in oxidative stress and the decrease in the antioxidant enzymes activity (Mn-SOO, GPx, and 
GR), observed in renal cortex of rats treated with GM. Additionally, since AGE is a complex mixture of 
phytochemicals (Lawson, 1998), other potential mechanisms such as the ability of AGE to enhance 
glutathione content (Wang et al., 1999) and to chelate metals (Oillon et al. , 2003) could be involved in its 
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protective effect on GM-induced nephrotoxicity. In fact, it is known that GM induces iron mobilization 
from renal cortical mitochondria (Ueda et al., 1993) and that deferoxamine, an iron chelator, is able to 
prevent GM-induced nephrotoxicity (Walker and Shah, 1988). 

The protective effect of AGE on GM-induced nephrotoxicity suggests that AGE contains compounds 
that could potentially ameliorate GM-induced acute renal failure in rats. The AGE is a commercially 
available garlic presentation which has been used in healthy volunteers (Dillon et al., 2002) and whose 
composition has been reported (Lawson, 1998). It has been postulated that the compounds responsible of 
its protective effect . are S-allylcysteine (Borek, 2001; Kim et al., 2001; Numagami and Ohnishi, 2001; 
Yamasaki et al., 1994), S-allymercaptocysteine (Borek, 2001), and alliin (Kourounakis and Rekka, 1991) 
which are water soluble, odorless, and have antioxidant properties. 

Conclusion 

Our data indicate that AGE is a potent antioxidant both in vitro and in vivo. The antioxidant effect in 
vivo may explain, at least in part, the protective effect of AGE in rats with GM-nephrotoxicity. The 
potential ability of AGE to reduce GM-nephrotoxicity in patients remains to be studied. 
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