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ABREVIATURAS GENERALES

ARNmM Acido ribonucleico mensajero
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CuZn-SOD  Superoéxido dismutasa dependiente de cobre y de zinc
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GRF Velocidad de filtracion glomerular
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H&E Hematoxilina y eosina
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H,0, Peréxido de hidrégeno

IRA Insuficiencia renal aguda

LDL Lipoproteinas de bajo peso molecular
LPx Lipoperoxidacién

Mn-SOD Superoxido dismutasa dependiente de manganeso
NAG N-acetil-B-D-glucosaminidasa

07 Anién superéxido
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ON Oxido nitrico

Prx Peroxiredoxinas

SAC S-alilcisteina

SAC-St S-alilcisteina estandar

SAMC S-alilmercaptocisteina
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. RESUMEN

La insuficiencia renal aguda (IRA) es la mayor complicacién 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
oxigeno (ERQO’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-alilcisteina
(SAC), los cuales muestran propiedades antioxidantes, sobre |la nefrotoxicidad inducida por GM.
En las ratas tratadas con GM (70 mg/Kg/12 h/4 dias/s.c.), la IRA fue evidente por: 1) el
incremento en el nitrdgeno de urea en sangre y la creatinina en el suero, 2) la disminucion de la
actividad de la glutatién peroxidasa (GPx) en el suero y el aumento en la excrecién urinaria de
N-acetil-B-D-glucosaminidasa y de proteinas totales y 3) la necrosis de las células de los tubulos
proximales. Estas alteraciones fueron prevenidas por el tratamiento con EAE (1.2 mL/kg/12 h/6
dias/i.p., el cual se inici6é 2 dias 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 dias a lo largo del tratamiento con GM).
Ademas, 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 proteinas);
asi como, la disminucion en |a actividad de |la superdxido dismutasa dependiente de manganeso
(Mn-SOD), la GPx y la glutatién reductasa (GR) en la corteza renal. En conclusién, el efecto
protector del EAE estuvo asociado con la disminucion del estrés oxidativo y con la preservacion
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 disminuyé 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. Ademas, la
SAC protege contra la nefrotoxicidad inducida por la GM sin afectar su actividad bactericida.
Estos datos sugieren que el EAE y la SAC podrian se agentes utiles en la prevencién de la
nefrotoxicidad inducida por la GM.
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Il. 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-B-D-glucosaminidase and total protein, and 3) necrosis of proximal tubular
cells. These alterations were prevented by AGE (1.2 mL/kg/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 before 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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lll. INTRODUCCION
1. GENTAMICINA

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

causadas por Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp., Escherichia coli, Klebsiella-Enterobacter-
Serratia sp., Citrobacter sp., Providencia sp., Staphylococcus sp. (coagulasa positiva y
coagulasa negativa, incluyendo cepas resistentes a penicilina y metilcilina) y Neissena
gonorrhoeae. Sin embargo, induce efectos toxicos sobre rifién, oido y sistema nervioso central,
de los cuales el efecto nefrotéxico representa un problema clinico serio. Aunque existen
nuevos agentes, menos téxicos, como las cefalosporinas de tercera generacion, 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 rapida accién bactericida, 4) su amplio espectro de actividad
especialmente contra bacterias Gram negativas y 5) su estabilidad quimica. Asi mismo, se
conoce muy bien su farmacologia, toxicidad y propiedades terapéuticas (Ali, 1995). Por lo

tanto, el valor de la GM en la practica clinica aumentaria si se encontrara la manera de
proteger al rinén de los efectos colaterales.

1.1 Estructura quimica

La GM es un antibiético que pertenece a los aminoglucésidos, los cuales estructuraimente
se pueden considerar como oligosacaridos, aunque el componente caracteristico de su
molécula es el aminociclitol (anillo A) y no un azdcar. El aminociclitol esta unido a través de
dos enlaces glucosidicos a dos aminoazucares (anillos B y C) (Esquema 1).

R R’
C4 |-CH3z |-CH;
Cia]-H -H
C; |-CHs |-H

Esquema 1. Férmula estructural de la gentamicina (GM). Tomada de Laurent & Tulkens, 1987.
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La GM es un complejo de por lo menos tres antibidticos relacionados estructuralmente,
denominados C; (40%), Cia (20%) y C, (40%). Todos son producto de la fermentacion de
Micromonospora purpurea. La diferencia entre estos tres componentes reside en la presencia

y en el numero de grupos metilo, ligados al carbono 6’. Esquema 1 (Calderén, 1996).

La accion bactericida de la GM involucra su uniéon a la subunidad 30S del ribosoma
(interactuando en una zona que contiene las proteinas S3, S4, S5 y S12), aunque también
puede unirse a la proteina L6 de la subunidad 50S, causando cambios en la forma de éste e

interrumpiendo los pasos iniciales de la sintesis de proteinas (Kacew & Bergeron, 1990).

1.2 Farmacocinética

La GM es una molécula policatiénica a pH fisiolégico, altamente polar, que no se absorbe
en el tracto gastrointestinal, pero que se absorbe réapidamente después de una inyeccién
subcutanea o intramuscular. Su vida media en el plasma sanguineo es de 2-3 h en el humano
y de 30 min en los animales pequerios de |laboratorio (Laurent & Tulkens, 1987). La union de la
GM a las proteinas plasmaticas es minima. No se conocen metabolitos de la GM y se excreta
por filtracion glomerular, eliminandose en la orina; sin embargo, una pequefa parte (3-5%) se
reabsorbe y se transporta al interior de las células del tubulo 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 aminoglicésidos en el rifidn se ha estudiado por técnicas in vivo
(Josepovitz ef al., 1982) e in vitro (Sastrasinh et al., 1982), proponiéndose 2 vias principales

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

Una de estas vias propone que la GM es transportada al interior de las células tubulares
por pinocitosis, a través de un mecanismo analogo a la reabsorcién de las proteinas 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 electrostaticas con los fosfolipidos de la membrana de las células

4
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tubulares, debido a que es una molécula policatiénica a pH fisiolégico (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 invaginaciéon forma vesiculas
pinociticas 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 fosfolipidos 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 tubulo proximal, entonces debe existir un factor que esté involucrado en la
acumulacion de la GM en estos tipos de células (Nagai ef al., 2001). Se ha postulado que una
via podria involucrar a la megalina, que es una glicoproteina de 600 KDa, que funciona como
receptor endocitico y que se expresa en epitelio del tibulo proximal renal, en epitelio del oido,
en epitelio retinal y en neumocitos tipo Il (Zheng et al., 1994). Los ligandos fisiolégicos de ésta
proteina incluyen a la insulina (Orlando ef al., 1998), acarreadores de vitaminas lipofilicas y la
proteina de unién a la vitamina D (Nykjaer et al., 1999), la proteina de unién al retinol
(Christensen et al., 1999), el Ca** (Christensen ef al., 1992), entre otros. Asi mismo, se ha visto
que la megalina podria estar involucrada en la unién y endocitosis de drogas polibasicas como
los aminoglicésidos, 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 acumulacién de GM (Moestrup et al., 1995) y otros aminoglicésidos
(Nagai et al., 2001) en las células renales. Por lo tanto, estos estudios indican que la megalina

es una proteina que podria estar involucrada en la acumulacion de la GM y otros
aminoglicésidos en la corteza renal.

1.4 Patologia

Una vez que la GM entra en las células del tibulo proximal, se acumula en los lisosomas
secundarios donde inactiva enzimas como la fosfolipasa A, la fosfolipasa C y la
esfingomielinasa (Laurent ef al., 1990), causando aumento en los fosfolipidos e interfiriendo

con la funcién normal de los lisosomas; sin embargo, el mecanismo por el cual lo hace aun se
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desconoce. Esta alteracion podria ser el primer paso de una serie de eventos que contribuyan
a la necrosis tubular (Silverblatt & Kuehn, 1979).

Algunos autores creen que la acumulacién de la GM en los lisosomas del tubulo proximal
puede explicar la nefrotoxicidad inducida por este antibiético. En este contexto, aunque es
claro que la reabsorcion de GM en el tubulo proximal es indispensable para que ejerza
nefrotoxicidad, la concentracion de GM en los tubulos no necesariamente correlaciona con la
nefrotoxicidad, ya que se ha encontrado que la alimentacién con una dieta de polvo de ajo al
2% (Pedraza-Chaverri et al., 2000) y el tratamiento con: superéxido dismutasa, dimetiltiourea y
acido poliaspartico (Nakajima et al., 1994, Ramsammy ef al, 1989) protegen contra la
nefrotoxicidad por GM sin afectar el contenido de ésta en la corteza renal. Por otro lado, se ha
encontrado que la administracion de piridoxal-5-fosfato reduce un 40% los niveles de GM en
rinén, pero no se reduce la nefrotoxicidad (Kacew, 1989).

1.5 Toxicidad

La administracion de la GM puede llevar a la manifestacién de algunos efectos colaterales
como neurotoxicidad, ototoxicidad y nefrotoxicidad.

Actualmente la incidencia de efectos neurotdxicos es muy baja debido al ajuste en la dosis
del antibiético y en la duracién del tratamiento.

La ototoxicidad ocurre como resultado del dafo al oido medio, aun se encuentra en un 3-
5% de los pacientes tratados con aminoglucésidos y usualmente es irreversible (Laurent &
Tulkens, 1987). Los agentes ototoxicos, incluidos los aminoglicésidos, inducen la pérdida del
oido medio debido a que alteran la funcién del caracol (Clerici ef al., 1996). Aunque el dafio
estructural inducido por estos agentes en el caracol esta bien documentado, poco se sabe del
mecanismo de accion de estos agentes dentro de éste (Clerici ef al., 1996). Recientemente, el
mecanismo de dafo inducido por los xenobiéticos en otros 6rganos se ha relacionado con la
alteracion en el metabolismo del calcio intracelular (Nicotera et al., 1992) y con la generacién
de radicales libres. En el caso de la GM, se ha propuesto que la induccion de la ototoxicidad
se debe a un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (Lautermann et
al, 1995; Song et al., 1997, Song & Schacht, 1996), ya que se ha encontrado que la
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administracion de hierro exacerba la ototoxicidad inducida por la GM (Conlon & Smith, 1998) y

que el tratamiento con antioxidantes como el glutation (Lautermann et al, 1995) o con
quelantes de hierro (Song ef al., 1997) reducen la ototoxicidad inducida por este antibiético.
Esta propuesta también es apoyada por algunos autores que postulan que los efectos
ototéxicos inducidos por este antibiético requieren de una forma “activada” del mismo (Huang
& Schacht, 1990). Esta activacion procederia de la formaciéon de un complejo redox entre la
GM vy el hierro, el cual es un potente catalizador para la generacion de radicales libres de
oxigeno (Priuska & Schacht, 1995).

La nefrotoxicidad es el efecto colateral mas frecuentemente asociado a la administracion
de GM, ya que se ha estimado que el 10-20% de los pacientes tratados con este antibiético
por mas de 7 dias muestran signos de dafio renal (Lerner ef al, 1986). La GM ejerce
diferentes efectos en multiples sitios de la nefrona (Weinberg et al., 1985), las principales

alteraciones bioquimicas y funcionales inducidas por la GM se presentan en la tabla |.

Tabla I. Alteraciones bioquimicas y funcionales asociadas con el uso de GM

1. Disminucion de la velocidad de filtracion glomerular.

2. Disminucion de la reabsorciéon en el tubulo proximal, mcremento en la excrecion urinaria de
proteinas y de algunas enzimas como la N-acetil-B-D-glucosaminidasa, deterioro en el
manejo de los electrolitos y alteraciéon de la capacidad para concentrar la orina.

3. Fosfolipidosis renal y un aumento en la excrecién urinaria de los fosfolipidos.

4. Alteraciones en mitocondrias renales corticales. Disminucién en el transporte de electrones
de la cadena respiratoria y en la sintesis de ATP.

5. Inhibicién de la ATPasa de Na'/K"

(Bennett, 1989; Kaloyanides, 1984; Tulkens, 1989)

Histol6gicamente, el tubulo proximal es el sitio primario de dafio por GM (Nakajima et al.,
1994). Los signos clinicos caracteristicos de la nefrotoxicidad inducida por la GM son: aumento
de la urea en el plasma sanguineo y la creatinina sérica como resultado de la disminucién en
la velocidad de filtracion 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 et al., 1981); sin embargo, en ratas el deterioro de la funcién renal es reversible
cuando se suspende la administracion del antibiético (Laurent & Tulkens, 1987) a diferencia

del dafo al oido medio, el cual una vez establecido es irreversible.
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1.6 Mecanismo de induccidén de la nefrotoxicidad

En el modelo de insuficiencia renal inducida por la GM, no hay un consenso en la literatura
con relacién al mecanismo de accién de la GM o con relacién a los factores que modulan la
nefrotoxicidad por este antibiético (Appel, 1990; Kacew & Bergeron, 1990). Sin embargo, en
algunos modelos experimentales se ha demostrado que las especies reactivas de oxigeno
(ERO’s) como el anién superéxido (Oy), el peréxido de hidrégeno (H20O;) y el radical hidroxilo
(OH) desempenian un papel esencial en el mecanismo de generacion de varias enfermedades
renales como la isquemia-reperfusiéon (Pedraza-Chaverri 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 participacién 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 generacion de O;’, H,O; y OH en la mitocondria renal (Walker & Shah,
1987; Yang et al., 1995).

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

3. La formacion de complejos hierro-GM causa lipoperoxidacién (LPx) y es un potente
catalizador para la formacién de radicales libres (Priuska & Schacht, 1995).

» Evidencias in vivo

1. Hay un aumento en la produccién de H,O, en la corteza renal de las ratas tratadas con GM
(Guidet & Shah, 1989).

2. Uno de los eventos que acompana el desarrollo de la nefrotoxicidad en la corteza renal es el
aumento de la LPx (Ali, 2002; Al-Majed ef al., 2002; Atessahin et al., 2003; Cuzzocrea et al.,
2002; Kumar et al., 2000; Naidu ef al., 2000; Nakajima ef al., 1994; Pedraza-Chaverri et al.,
2000).

3. Se ha observado un incremento en el contenido de nitrotirosina (Cuzzocrea et al., 2002;
Mazzon et al, 2001; Pedraza-Chaverri et al., 2003a; b) y de grupos carbonilo en las
proteinas (Sener et al., 2002).
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4. El tratamiento con GM induce una disminucién en el contenido de antioxidantes como el
glutation (Ali, 2002; Atessahin et al., 2003; Sener et al., 2002).

5. La administracion de Fe en la dieta o por via intramuscular aumenta la nefrotoxicidad
inducida por GM (Ben-Ismail et al., 1994; Kays et al., 1992).

6. La administracion de antioxidantes como la dimetiltiourea y el dimetilsuféxido (Nakajima et
al., 1994; Walker & Shah, 1988), el acido lipdico (Varalakshmi et al., 2003), el benzoato de
sodio y la deferoxamina (Walker & Shah, 1988), la superéxido dismutasa (Ali & Bashir,
1996; Nakajima et al., 1994), una superdxido 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-acetilcisteina (Mazzon et
al., 2001), la melatonina (Sener et al., 2002), la taurina (Erdem ef al., 2000), un extracto de
ginkgo biloba (Naidu et al.,, 2000), la planta medicinal Rhazya stricta decne (Ali, 2002), la
goma arabiga (Al-Majed et al., 2002), el cloruro de manganeso (Atessahin ef al., 2003), el
resveratrol (Morales et al., 2002), el polvo de ajo (Pedraza-Chaverri ef al., 2000) y algunos
compuestos del ajo como el dialisulfuro o el dialildisulfuro (Pedraza-Chaverri et al., 2003a;
b), disminuyen el dafo renal inducido por la GM.

A pesar de lo anterior, no se conoce el mecanismo exacto por medio del cual la GM
aumenta la produccién de las ERO’s; asi como tampoco, se ha establecido una asociacién
temporal entre las alteraciones bioquimicas producidas por la GM, como la fosfolipidosis y la
produccion de las ERO'’s.

2. ELRINON

El rifién es el encargado de remover del cuerpo varios productos terminales del
metabolismo de las células, tales como urea, acido Urico, creatinina, etc. Por otro lado, el rifidn
tiene la capacidad de regular la presion sanguinea y de retener sustancias que son esenciales
para la supervivencia de los individuos como: agua, glucosa, aminoacidos, proteinas y
electrélitos (Na', K', HCO5 y CI). Por consiguiente, el rifién es un érgano regulador que
selectivamente excreta y/o retiene determinadas sustancias, preservando asi la constancia del
medio ambiente interno del organismo (Heinz, 1983).
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2.1 Nefrona

La unidad funcional del rifién es la nefrona. Cada rifion humano contiene de 0.4x10° a
1.2x10° nefronas y cada rifién de rata contiene entre 30,000 y 34,000 nefronas
aproximadamente (Nyengaard & Bendtsen, 1992). La nefrona estd compuesta por el
corpusculo renal, que involucra el glomérulo invaginado en una estructura parecida a un saco
denominada capsula de Bowman, el tubulo proximal, el segmento delgado del asa de Henle, el
tubulo distal y los tubulos colectores (Tisher & Madsen, 2000).

2.2 Células tubulares proximales

Las células epiteliales que constituyen el tubulo contorneado proximal tienen una forma
compleja. Su superficie luminal posee dos caracteristicas fundamentales: gran riqueza de
microvellosidades (modificacion de la membrana celular que forma el borde en cepillo
observable con microscopia éptica) y un sistema de tubulos apicales. Las microvellocidades,
incrementan la superficie luminal 40 veces, lo que aumenta la capacidad de reabsorcién
tubular (Welling & Welling, 1975). Es en esta seccion de la nefrona, es donde se lleva a cabo
la reabsorcién de la mayoria de las moléculas indispensables para el organismo: glucosa,
aminoacidos, agua, proteinas de bajo peso molecular, iones como Na*, HCOs, CI, K, Ca*",
PO, etc. (Brenner, 2000; Heinz, 1983).

Los organelos citoplasmaticos mas abundantes son las mitocondrias y diferentes tipos de
cuerpos densos; estos ultimos, son en su mayoria lisosomas primarios y secundarios, asi
como peroxisomas (Bergeron et al., 1980; Ericsson & Trump, 1966). En la membrana
plasmatica de estas células se ha demostrado la presencia de ATPasa de Mg*, ATPasa de

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

Una funcién importante del tibulo contorneado proximal y en menor grado de la parte recta,
es la reabsorcién y degradacién de diversas macromoléculas incluyendo albimina y proteinas
plasmaticas de bajo peso molecular del filtrado glomerular. Ademas, se ha comprobado que la
absorcion de proteinas por el tubulo proximal es un proceso selectivo determinado por la carga
neta de la proteina y, posiblemente, por la existencia de sitios de endocitosis preferentes para
ciertas proteinas (Christensen et al., 1983).
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3. RADICALES LIBRES DE OXIGENO Y DEFENSAS ANTIOXIDANTES

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

el dafo oxidativo (Yu, 1994). Estos sistemas de detoxificacion involucran enzimas y/o
atrapadores no enzimaticos de ERO’s presentes en las células (Krinsky, 1992; Stocker et al.,
1987; Yu, 1994). Dentro de los atrapadores de ERO’s no enzimaticos podemos mencionar a
las vitaminas E y C, a la bilirrubina, al glutation, al acido urico, entre otros (Krinsky, 1992).
Mientras que las principales enzimas antioxidantes son: la superoxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) (Yu, 1994), aunque existen otras como las
peroxiredoxinas (Prx), que son una familia de peroxidasas recientemente descubiertas y que
estan altamente conservadas en eucariontes y en procariontes. Las Prx reducen
hidroperéxidos con tioredoxina u otro intermediario que contenga un grupo tiol como donador
de electrones (Choi et al, 1998). La hemo oxigenasa (HO), se considera una enzima
antioxidante, porque cataliza la degradacion del grupo hemo (un pro-oxidante) para formar
biliverdina (antioxidante), hierro y monéxido de carbono. Posteriormente, la biliverdina es

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

3.1 Superéxido dismutasa (Oxido reductasa EC 1.15.1.1)
Los mamiferos poseen tres isomorfas: la dependiente de manganeso (Mn-SOD), la
dependiente de cobre y de zinc (CuZn-SOD) y la extracelular.

Las tres isomorfas se sintetizan en los ribosomas citoplasmicos, todas producto de genes
nucleares diferentes (Ho et al., 1991) y catalizan la dismutacién del anién superéxido a
peréxido de hidrégeno y oxigeno (reaccién 1).

20, +2H" —» H,0,+ O, (1)

La SOD no es realmente una enzima destoxificante ya que el producto de su actividad, el
H20., es un agente toxico. Sin embargo, la dismutacion del anién superéxido es el primer paso
de una cascada enzimatica que conduce a su inactivacién completa. El H,O, generado es
metabolizado por la CAT y la GPx.

11
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3.2 Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6)

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

cataliza la siguiente reaccion (2):
i HzOz * HzOz —» 2H20 4 02 (2)

3.3 Glutation peroxidasa (GPx)

Esta enzima también confiere proteccion a la célula ante un exceso de H,O,. Cataliza la
oxidacion del glutation (GSH) a disulfuro glutation (GSSG) (reaccién 3), el cual es reducido por
la enzima glutatién reductasa en presencia del NADPH (reaccién 4). La forma activa de GPx
contiene selenio.

2GSH + H,0, —» GSSG + 2H,0 (3)
GSSG + 2NADPH + 2H" — 2GSH + 2NADP’ (4)

Si se altera el balance entre la formacién de ERO’s y los mecanismos antioxidantes por
incremento de los primeros o debilitamiento de los segundos, las ERQO's inducen reacciones en
cadena, que pueden dafar a las moléculas biolégicas.

4. EL AJO

El ajo, [Allium sativum (Familia: Alliaceae)], se ha consumido como especie y medicina
desde hace muchos afos en todo el mundo, debido a que posee propiedades como:
antimicrobiano, antimicético, antineoplasico, 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 reconocian del ajo y actualmente se sabe, que muchos de estos efectos
son debidos a los compuestos que estan 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 ef al., 1996).

Los dientes de ajo, contienen compuestos sulfurados (2.3% de su peso seco) como: (+)-S-
alil-L-cisteina sulféxido (alina, ~1%), (+)-S-metil-L-cistein sulféxido (metina), (+)-S-(trans-1-
propenil)-L-cisteinsulféxido, S-(2-carboxipropil) glutation, y-glutamil-S-alil-L-cisteina, y-glutamil-

S-(trans-1-propenil)-L-cisteina y y-glutamil-S-alil-mercapto-L-cisteina (Lawson, 1998). Asi, los
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dientes de ajo almacenados a 4°C contienen ~0.9% de y-glutamil-S-cisteinas, ~1.8% de alina 'y

pequenas cantidades de S-alilcisteina, pero no contienen alil 2-propenotiosulfinato (alicina)
(Amagase et al., 2001).

El olor caracteristico 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-glutamilcisteinas, las
cuales pueden ser oxidadas para dar alina. Cuando los dientes de ajo son cortados, la enzima
alinasa actua sobre la alina generando la alicina, compuesto de olor caracteristico
extremadamente inestable que se descompone espontdneamente a dialilsulfuro (DAS),
dialildisulfuro (DADS) y dialtrisulfuro (DATS) incluyendo las vinilditinas (Amagase et al., 2001;

Freeman & Kodera, 1995) y el ajoene (Block et al., 1996). Estas transformaciones ocurren en
un periodo corto (Esquema 2).

O COOCH

T Alinasa T
S - S
N NH, NN N\F
Alina Alicina
Descomposicién
(Transformacion)
\
Vinilditiinas

1 Dialilsulfuro
2 Dialildisulfuro
3 Dialitrisulfuro

Esquema 2. Algunos cambios quimicos en el ajo. Cuando el ajo se corta, la enzima vacuolar alinasa,
rapidamente transforma a la alina citosélica en alicina, la cual se descompone instantaneamente a otros

compuestos como el dialilsulfuro (DAS), el dialildisulfuro (DADS), el dialiltrisulfuro (DATS), las
vinilditiinas 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 seria muy limitado debido a su

gran inestabilidad, ademas 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 ef al., 2003;
2002; |de & Lau, 19992; Ide ef al., 1997; 1996; Kim et al., 2001; Kojima ef al., 1994; Numagami
et al., 1996; Yamasaki et al., 1994), el extracto acuoso (Lewin & Popov, 1994), el polvo
(Pedraza-Chaverri, 2000; Rietz et al, 1993) o el aceite de ajo (Igbal & Athar, 1998), entre otros.
Dichas propiedades, se han atribuido a algunos de sus compuestos sulfurados, los cuales
varian dependiendo de la presentacién de que se trate (Tabla Il).

Tabla Il. Principales compuestos sulfurados presentes en los
dientes de ajo, el extracto de ajo envejecido, el polvo de ajo y el
aceite de ajo*°

Diente de ajo

(mg/g producto)

S-alilcisteina sulféxido (alina) 6.0-14.0
y-glutamilcisteinas® 5.0-15.0
Compuestos derivados de la alina® 3.5-8.0
Extracto de ajo envejecido
S-alilcisteina sulféxido (alina) 0.2-04
y-glutamilcisteinas® 0.2-0.5
y-glutamil-S-alilcisteina 0.1-0.4
S-alilcisteina 0.5-0.7
S-alilmercaptocisteina 0.1-0.2
Compuestos derivados de la alina® 0.1-0.2
Polvo de ajo

S-alilcisteina sulféxido (alina) 10.0-17.0
y-glutamilcisteinas® 12.0-35.0
Compuestos derivados de la alina® 4.0-11.0

Aceite de ajo

Destilacién con vapor:

Dialildisulfuro 0.05-2.8
Dialiltrisulfuro 0.04-2.0
Alilmetiltrisulfuro 0.03-1.7
Compuestos derivados de la alina 0.2-11
Macerado:

Vinilditiinas 0.1-4.7
Ajoene 0.02-1.1
Dialiltrisulfuro 0.02-0.45
Compuestos derivados de la alina® 0.4-6.0

*Tomada de Lawson, 1998.

®La n para cada producto fue de 7 a 15.

‘Los valores de las y-glutamilcisteinas de todos los productos son la suma de los
compuestos S-alil y S-trans-1-propenil.

‘Los compuestos derivados de alina incluyen: alicina y otros tiosulfinatos (después de la
adicion de agua), alilsulfuros, vinilditiinas, ajoene y S-alilmercaptocisteina.
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4.1 Extracto de ajo envejecido (EAE)

El EAE es un producto que se vende comunmente en Estados Unidos, Japén 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 extraccion que contiene etanol 15-20%. La mezcla anterior
se envejece durante 18-20 meses (extraccion 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 mas estables.

El EAE contiene principalmente constituyentes solubles en H,O (Tabla lll) y pequenas
cantidades de compuestos solubles en aceite (Weinberg et al., 1993).

Tabla Ill. Composicion quimica del extracto de ajo
envejecido (EAE)*®

Alina 0.32+0.13
Cicloalina 0.3410.08
y-glutamil-S-alilcisteina 0.2540.12
y-glutamil-S-1-propenilcisteina 0.09+0.07
S-alilcisteina (SAC) 0.62+0.07
S-1-propenilcisteina (SPC) 0.37+0.04
S-alilmercaptocisteina (SAMC)  0.14+0.03
Cistina 0.01+0.01
Acido glutdmico 1.240.2
Arginina 2.2+1.1
*Tomado de Lawson,1996.

®Los datos se expresan como mediatdesviacion estandar
(mg/g producto) de 6 lotes.

El EAE se caracteriza por contener altos niveles de S-alilcisteina (SAC), S-1-propenil
cisteina (SPC) y S-alilmercaptocisteina (SAMC) (Esquema 3).

COOH
A8 NH,
S-alilcisteina (SAC)
COOH

b NH,

S-1-propenilcisteina (SPC)

WS\S/\ENHE
OOH
S-alilmercaptocisteina (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-glutamilcisteina (Esquema 4) y es uno de los

compuestos organosulfurados solubles en agua; es estable e inodoro y su concentracion en el
EAE incrementa durante la extraccion y el envejecimiento. La farmacocinética de la SAC esta
bien establecida, ya que se detecta en la sangre, el higado y el rifién 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 podria
ser transformada por la N-acetil transferasa (Nagae et al., 1994).

0

NH,
HN COOH

S COOH —_—

y-glutamil-S-alilcisteina S-alilcisteina

Esquema 4. Las y-glutamilcisteinas son convertidas en S-alilcisteina (SAC) a través de una via diferente
de la via 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 farmacolégicos y se ha demostrado que la toxicidad de
la SAC frente a otros compuestos tipicos del ajo como la alicina y el DADS 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 DADS: machos 145, hembras 1303 y para SAC: machos
8890, hembras 9390.

Muchos de los estudios que se han realizado con el EAE evalian su efecto como
antioxidante y se ha encontrado que posee las siguientes propiedades: 1) atrapa ERO’s (Ide et
al., 1996), 2) inhibe la formacion de las sustancias reactivas al acido tiobarbitarico producidas
por el t-butilhidroperéxido en fracciones microsomales de higado (Imai et al., 1994); 3)
disminuye la produccion de H;O, en células endoteliales, cuando éstas son expuestas a un
sistema generador de O;" y 4) en células endoteliales normales disminuye la produccién de
H20, y aumenta los niveles de SOD, CAT y GPx; lo cual podria explicar la disminucion del
H,0, (Geng & 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 ef 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 ERQO’s (Imai et al.,, 1994); 2) inhiben la LPx
(Ide & Lau, 1997, Ide et al., 1997; 1996); 3) atrapan H,O, (Augusti & Sheela, 1996; Ide et al.,
1996) y 4) inhiben la oxidacién de las lipoproteinas de bajo peso molecular (LDL), lo que
puede proteger a las células endoteliales vasculares del dafio causado por las LDL oxidadas
(Ide & Lau, 1997, Ide et al., 1997). Ademas, la SAC incrementa la actividad de la CAT y la
SOD en el higado de ratas diabéticas in vivo (Augusti & Sheela, 1996) e inhibe de manera
dosis dependiente la activaciéon del factor NF-kB inducida por el factor de necrosis tumoral o y
el H.O; (Geng et al., 1997).

5. ESTUDIOS EN CELULAS LLC-PK,

Los estudios en lineas celulares son de gran importancia ya que permiten la evaluacion de

algunos factores o mecanismos que en animales de laboratorio seria muy complicada. Por
ello, el uso de la linea celular LLC-PK;, que es una linea de células epiteliales de rifién de
cerdo, se ha caracterizado bien como un modelo para el andlisis de algunas funciones
epiteliales de las células de los tubulos proximales. El uso de esta linea celular para estudiar el
efecto de compuestos xenobiéticos que son nefrotéxicos se debe a las siguientes razones: 1)
los efectos nefrotoxicos observados resultan de una poblacién celular homogénea, 2) poseen
caracteristicas de células de tabulo proximal, ya que exhiben transporte unilateral de sales y
agua, resultando en la formacién de un domo y poseen alta actividad de marcadores
enzimaticos de tubulo proximal;, asi mismo se ha demostrado que poseen sistemas de
transporte de hexosas, aminoacidos, fosfatos y de iones orgéanicos similares a los observados
en las células tubulares, 3) son susceptibles al dafio inducido por farmacos (nefrotoxicos), 4) la
sustancia que desea estudiarse es el unico parametro experimental que se varia, 5) no hay
influencia de sistemas reguladores como en los sistemas animales y 6) el dafio celular puede
ser facilmente determinado (Saito ef al., 1986; Steinmassl et al., 1995).
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IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La gentamicina (GM) es un antibiético aminoglicosido muy usado en la practica clinica,

debido a: 1) que es de amplio espectro bactericida, especialmente contra bacterias Gram
negativas, 2) que es efectivo contra microorganismos resistentes a antibiéticos p-lactamicos, 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 complicaciéon
del tratamiento con GM, lo cual limita su uso, ademas de que complica y encarece el
tratamiento de los pacientes que reciben este antibiético. Se ha estimado que la nefrotocixidad,
ocurre en un 10-20% de los pacientes que son tratados con GM, lo que ha motivado la
busqueda de practicas seguras y efectivas que puedan disminuir la IRA inducida por la GM e
incrementar de esta manera el valor clinico de este antibiético.

Aunque el mecanismo exacto por el cual se induce el dafno renal no esta claro, se ha
propuesto que las especies reactivas de oxigeno (ERQO’s) estan involucradas; ya que se ha
encontrado un incremento en la lipoperoxidacion y en el contenido de nitrotirosina y de grupos
carbonilo en las proteinas, asi como una disminucién en el contenido de glutation. Ademas, la
hipétesis de un mecanismo que involucre la produccién de ERO's, estd apoyada por el hecho
de que la administracién de antioxidantes disminuyen la severidad de la IRA inducida por la GM.

En un trabajo previo de este laboratorio, se encontrd 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 presentacion poco practica para emplearla con fines
profilacticos o terapéuticos en humanos debido a que una persona (de 70 Kg), deberia consumir
78.5 g de polvo de gjo al dia, equivalente a lo que consumieron las ratas en ese estudio, para
reproducir las mismas condiciones experimentales que en ese trabajo; lo cual, clinicamente no
seria practico. Ademas, en ese trabajo, las ratas se alimentaron con polvo de ajo durante 14
dias antes del tratamiento con GM. Por otro lado, el olor caracteristico del ajo, debido a sus
compuestos organosulfurados, podria ser una limitante para su empleo generalizado en
humanos.

Por otra parte, si pensamos en el aislamiento de alguno de los compuestos que estan
presentes en el polvo de ajo y que quiza puedan ser los responsables del efecto parcialmente
protector, nos encontramos con que estos candidatos podrian 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 descomposicion espontanea y rapida a los derivados mono-, di- y dialiltrisulfuro incluyendo
las vinilditinas y el ajoene. Ademas, estd 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, ademas, ambos compuestos (alicina y alina) son caros,
razones por las cuales su posible uso terapéutico también estaria limitado.

Debido a esto, decidimos buscar una presentacion del ajo que no presentara estas limitantes
y que mostrara actividad antioxidante. Asi, encontramos al extracto de ajo envejecido (EAE),
una presentaciéon en la que los compuestos olorosos se han convertido en compuestos mas
estables y con menos olor, ademas 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-alilcisteina (SAC),
sobre el dano 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, podria el candidato con mejor aplicacion futura en la prevencién 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 toxico que otros compuestos del ajo (Amagase et al.,, 2001) y 6) su
sintesis quimica es sencilla (Lawson et al.,, 1991), a diferencia de otros compuestos que
también poseen propiedades antioxidantes.
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V. HIPOTESIS

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

de oxigeno (ERQO’s) en la nefrotoxicidad inducida por la GM y a que el tratamiento con
antioxidantes, disminuye el dafo renal inducido por la GM, es posible que:

1. El extracto de ajo envejecido (EAE), una presentacion comercialmente disponible del ajo, y
uno de sus componentes mayoritarios, la S-alilcisteina (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 modificacién en la actividad y/o la expresion 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 |a nefrotoxicidad inducida por la GM y determinar si
este efecto esta relacionado con la prevencién del estrés oxidativo renal y/o con la alteracién en

la expresion 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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VIl. MATERIAL Y METODOS
1. REACTIVOS

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

alilcisteina estandar (SAC-St) fueron donados por Wakunaga of America, Co., Ltd (Misién Viejo,
CA). La alicina y la alina se adquirieron de LKT Laboratories (St. Paul, MN). El polvo de ajo se
adquiri6 de McCormick® (México D.F.). La gentamicina (GM) se adquiri6 de Schering-Plough,

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

El p-nitrofenil-N-acetil-B-glucosaminido, la xantina oxidasa, la xantina, el acido ascérbico, el
acido tiobarbiturico (TBA), la deferoxamina (DFO), el tetrametoxipropano, la desoxiribosa, el
nitroazul de tetrazolio (NBT), la albumina sérica bovina (albumina), la guanidina, el
dietilditiocarbamato (DDC), la superéxido 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 (SDS), el ditiotreitol (DTT), la
tetrametiletilendiamina (TEMED), el xilol, la nicotidamida adenina dinucleétido, reducida
(NADH), la nicotidamida adenina dinucleétido fosfato, reducida (NADPH), el azul de Coomassie,
el azul de bromofenol, el fenilisotiocianato (PITC), el sulfato de estreptomicina, la 2, 4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH), el glutaraldehido, el cloruro de L-cisteina monohidratada, el
bromuro de alilo, la trietilamina, el fenilisotiocianato, la fenasina metosulfato (PMS), el naranja
de xilenol, el butiraldehido tolueno, el dimetil sulféxido (DMSO), el p-nitrofenol, el glutation
reducido (GSH), el glutatién oxidado (GSSG), la glutation reductasa (GR), el acido 2,2-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), la tripsina, el Triton X-100, el acido N-(2-hidroxietil)
piperazina-N'-(acido 2-etanosulfénico);4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico (HEPES), la
N-acetilcisteina (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, Canada). El anticuerpo anti-
catalasa de humano se adquirié de Calbiochem (San Diego, CA). El anticuerpo policlonal anti-

nitrotirosina se adquiri6 de Upstate (Lake Placid, VA). El anticuerpo policlonal anti-4-
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hidroxinonenal se adquiri6 de Oxis International, Inc. (Portland, OR). Los anticuerpos
secundarios dirigidos contra IgG de conejo y de raton se adquirieron de Amersham, Life
Science (Buckinghamshire, England).

Para las determinaciones del nitrogeno de urea y creatinina se usaron los estuches de
Spinreact (Girona, Espana). Para determinar el contenido de la GM se empleé un estuche de
Abbott Laboratories (Abbott Park, IL) y para el western blot se usé un estuche de
quimioluminiscencia de Amersham, Life Science (Buckinghamshire, England).

Las sales de fosfatos para los amortiguadores, el acido tricloroacético (TCA), el citrato de
sodio, el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), el carbonato de sodio (Na,CQO3), el cloruro
cuprico (CuCly), el sulfato de amonio, el cloruro de sodio (NaCl), el sulfato ferroso amoniacal, el
persulfato de potasio, el acido sulfurico (H.SOy), el acido clorhidrico (HCI), el isopropanol, el
acetato de etilo, el acetonitrilo, el formaldehido, el etanol absoluto (EtOH) y el acido acético
glacial de grado analitico se adquirieron de J.T. Baker (México, D.F.).

El peroxido de hidrégeno (H;0;) y el metanol grado HPLC se adquirieron de Mallinckrodt

(México, D.F.). La azida de sodio se adquirié de Merck. El cloruro férrico (FeCls) se adquiri6 de
Aldrich.

2. ESTUDIOS in vivo

2.1 Disefio 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 solucién 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 administro subcutaneamente cada 12 h durante 4 dias en una dosis de 70 mg/Kg
de peso.

El EAE se administré en una dosis de 1.2 mL/Kg de peso, intraperitonealmente cada 24 h

durante 6 dias (dos dias antes de la administracion de GM y durante los 4 dias en que se
administré este antibiotico).
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2.2 Diseiio experimental con diferentes dosis de S-alilcisteina (SAC)

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 240-280 g de peso, divididas en 4 grupos:
1) Control (CT), tratado con solucién salina; 2) Gentamicina (GM), tratado con GM; 3) S-
alilcisteina (SAC), tratado con SAC y 4) Gentamicina + S-alilcisteina (GM+SAC), tratado con
GM y SAC.

La GM se administré subcutaneamente cada 12 h durante 4 dias 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 dias de
tratamiento con este antibiético.

2.3 Diseino experimental con SAC

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 230-280 g de peso, divididas en 4 grupos:
1) Control (CT), tratado con solucién salina; 2) Gentamicina (GM), tratado con GM; 3) S-
alilcisteina (SAC), tratado con SAC y 4) Gentamicina + S-alilcisteina (GM+SAC), tratado con
GMy SAC.

La GM se administré subcutaneamente cada 12 h durante 4 dias 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 dias 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 metabdlicas para la
recoleccion 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 H,O. Los animales se pesaron antes de iniciar el tratamiento con
GMy los dias de recoleccion de la orina (0, 3 y 5 para el protocolo con EAEy 0,4y 5 para el
protocolo con SAC). Los animales se sacrificaron por decapitacién para obtener la sangre y los
rinones 12 h después de la Ultima inyeccién con GM.

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

animales se sacrificaron por decapitacion para obtener la sangre y los rifiones 12 h después de
la dltima inyeccién con GM.
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2.4 Sintesis de SAC

Debido a que no se puede adquirir comercialmente la SAC, esta se sintetiz6 en el laboratorio
de la siguiente manera: |

Se pesaron 5.25 g (0.03 mol) de cloruro de L-cisteina monohidratada y se colocaron en un
matraz de bola con 90 mL de etanol absoluto, bajo condiciones de agitacion. A la mezcla
anterior se adicionaron 2.76 g de sodio en un intervalo de 1 h a T.mp Y cON agitacioén constante.
Cuando la ultima pieza de sodio de disolvié se adicionaron 2.7 mL (0.031 mol) de bromuro de
alilo y la reaccién se dejo agitando durante 1 h a T,y (Esquema 5). Al cabo de este tiempo, se
adicioné H,0 fria suficiente para formar una solucién que se dejé en agitacion durante 1 h a
Tamo. Finalmente, se evapord el etanol y a la fase acuosa se le adicion6 acido acético glacial
hasta alcanzar un pH de 5. El precipitado blanco que se generd, se filtré a vacio y se lavé con
etanol frio (Lawson et al., 1991).

NH, Na NH,
PTG SN ¢
Z COOH ' COOH
Bromuro de alilo L-cisteina S-alilcisteina (SAC)

Esquema 5. Reaccion de sintesis de la S-alilcisteina (SAC) a partir de L-cisteina y bromuro de alilo.

Al compuesto obtenido se le determiné el punto de fusion (en un aparato Fisher-Johns) y se
analizd por resonancia magnética nuclear proténica (RMN'H). El espectro de RMN'H, se obtuvo
en un espectrometro Varian VXR a 300 MHz, empleando D,O como disolvente y se registré en
la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion de la Facultad de Quimica, UNAM.

El punto de fusién y el espectro de RMN'H del producto, se compararon con los de un
producto estandar.

2.5 Métodos empleados

2.5.1 Evaluacion de la capacidad antioxidante del EAE y la SAC
1. Anién superdxido (0,)

A. Método enzimatico

Este método se basa en la reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT) por el O,” generado de
la oxidacion de la xantina a acido Urico por la xantina oxidasa (Bielski et al., 1980).
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Se preparoé una solucién sustrato con la siguiente composicion: xantina 0.3 mM, Na,CO; 0.4
My NBT 150 uM en amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0). El ensayo se realizé colocando
en una celda de cuarzo 782 ulL de soluciéon sustrato, 170 ul de muestra y 170 uL de
amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0). La reaccion se inicié con la adicién de 48 plL de
xantina oxidasa (8 U) y se obtuvieron simultaneamente las lecturas a 295 nm y 560 nm cada
min durante 3 min. Se prepar6é un tubo de 100% de reduccién el cual contenia 170 uL de
amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0) en lugar de la muestra. Es necesario medir la
absorbancia a 295 nm (acido urico), para asegurar que el compuesto en estudio no afecta la
actividad de la xantina oxidasa (Owen & Johns, 1999). Los datos de produccion de O; se
expresan como % O, atrapado mientras que los de produccién de &cido urico como
ADOgzgs/min.

B. Método no enzimatico

En este método la fenasina metosulfato (PMS) se usé como un transportador de electrones
entre el NADH y el NBT (Nishikimi et al., 1972).

Para cada muestra se preparé una mezcla de reaccion que contenia en concentracion final:
10 puL de DMSO, 940 pL de HEPES 20 mM (pH 7.2), 50 uL de PMS 3.92 uM, 50 pL de NBT
39.2 uM y 100 pL de muestra. La reaccion se inicié con la adicién de 100 uL de NADH 2.5 mM a
la mezcla de reaccién. Se registraron las lecturas cada min durante 3 min a 560 nm. Se prepar6

un tubo de 100% de reduccion el cual contenia HEPES 20 mM (pH 7.2) en lugar de muestra.
Los datos se expresan como % O, atrapado.

2. Peréxido de hidrégeno (H20,)

El H,O, fue medido por el método colorimétrico FOX (oxidacion del naranja de xilenol por el

ion ferroso) donde el H,O, oxida al Fe** a Fe®" formando un cromégeno con el naranja de
xilenol (Long et al., 1999).

Se preparo el reactivo FOX colocando 9 volumenes de butiraldehido 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 pl de muestra, 45 uL de H;0,, 10 uL de metanol
HPLC y 900 pL del reactivo de FOX. Los tubos se agitaron y se incubaron a Tams por 10 min;
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posteriormente, se centrifugaron a 15,000 x g por 20 min y se leyé la absorbancia a 560 nm
contra un blanco de metanol. La cantidad de H;O, se calculé usando una curva estandar de

H,0, (2.5-7.5 pM). Los datos se expresan como % H,0O, étrapado.

3. Radical hidroxilo (OH)

El OH se midi6 por el método del acido tiobarbiturico (TBA); en el cual, los OH son
generados de la reaccion del complejo Fe/EDTA con H,0,. EI OH en presencia de desoxirribosa
forma productos, que bajo calentamiento con TBA y pH acido, forman un cromégeno rosa
(debido a la reaccion entre el malondialdehido y el TBA). El malondialdehido es un producto de
la reaccion de descomposicion del anillo de la desoxirribosa por el OH (Halliwell et al., 1987;
Barthomeuf et al., 2001).

Se colocd en un tubo de vidrio los siguientes compuestos a las concentraciones finales
indicadas: acido ascérbico 0.2 mM, desoxiribosa 0.56 mM, H,0, 1 mM, EDTA 0.208 mM, FeCl,
0.2 mM, amortiguador de fosfatos 20 mM (pH 7.4) y la muestra. Esta mezcla de reaccion se
agité y se incubd durante 1 h a 37°C. Se prepar6 por separado la solucion de TBA, la cual
contenia TBA, HCI, TCA y DFO. Posteriormente, se afadié a cada tubo (incluidos el blanco y
los estandares) 1 mL de la solucion de TBA, se agitaron durante 10 seg y se calentaron a 100°C
durante 10 min. Los tubos se dejaron enfriar a T.mp Yy Se leyd la absorbancia a 532 nm. Se
prepard un tubo de 100% de producciéon de OH (con amortiguador de fosfatos 20 mM (pH 7.4)
en lugar de muestra), contra el que se calculd el % de OH atrapado. La cantidad de
malondialdehido se calculé usando una curva estandar de tetrametoxipropano (0.37-14.8 nmol).
Los datos se expresan como % OH atrapado.

4. Radical ABTS

En este método el acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) es oxidado al
cation ABTS™ (radical colorido) que absorbe a 734 nm (Long & Halliwell, 2001).

Se preparé una mezcla de reaccién que contenia: ABTS 7 mM y persulfato de potasio 2.45
mM, la cual se dejo incubando a T.m» Y en oscuridad durante toda la noche. La solucién de
ABTS™" se diluyé con H,0, hasta obtener una absorbancia de aproximadamente 0.7 a 734 nm
(aproximadamente 9 uL de ABTS y 991 pL de H;0). En una celda de cuarzo, se afiadieron 10
HL del compuesto a estudiar y 1 mL de la solucion de ABTS™. Se registraron las lecturas cada
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15 seg durante 1 min a 734 nm. Se preparo un tubo que en lugar de muestra, contenia 10 uL de
H,O, para ver la formacion de radical ABTS™, el cual se consideré como 100%.

2.5.2 Evaluacion de la funcidn renal

1. Funcién tubular
A. Cuantificacién de proteinas en la orina

Se determinaron por el método turbidimétrico con &acido tricloroacético (TCA) (Pedraza-
Chaverri et al., 1999).

Se incubd 10 min a temperatura ambiente 1 mL de orina diluida 1:5 (con NaCl 0.9%: SSI)
con 250 ulL de TCA 12.5% y se leyé la absorbancia a 420 nm. Se prepard un blanco para cada
muestra que contenia 1 mL de orina diluida y 250 pL de SSI. Las absorbancias se interpolaron
en una curva estandar de albumina (0.04-0.8 mg/mL). Los datos se expresan en mg/24 h.

El aumento en la excrecién urinaria de proteinas puede reflejar dafio glomerular o tubular
(Pedraza-Chaverri et al., 1995).

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

La actividad de NAG se midié6 usando un ensayo que emplea p-nitrofenil-N-acetil-p-
glucosaminido como sustrato (Jung ef al., 1991).

Se colocaron 100 pL de orina en un tubo que contenia 750 pL de amortiguador de citrato 50
mM (pH 4.4) y 250 pL de sustrato en una concentracién final de 6.8 mM. Para cada muestra se
preparé un blanco con orina y citrato y simultdneamente se preparé un blanco de comparacion
que contenia citrato, sustrato y H,O; todos los tubos se incubaron 15 min a 37°C. En este
método, la NAG libera el p-nitrofenol del sustrato el cual se midié6 a 405 nm. Bajo estas
condiciones, la produccion de p-nitrofenol fue lineal con relacién al tiempo y la cantidad de
orina. Las absorbancias se interpolaron en una curva estandar 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 umol de p-nitrofenol en las condiciones de estudio.
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La excrecion urinaria de enzimas lisosomales, como la NAG, se ha empleado como un
indicador de dafio en el tubulo proximal (Wellwood et al., 1976).

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

Se empled el método de Lawrence y Burk (1976), en el cual la GPx cataliza la reduccion del
H,0, acoplado a la oxidacion del GSH a GSSG, el cual a su vez es reducido por la glutation
reductasa (GR) en presencia de NADPH. La disminucién de la concentraciéon de NADPH se
detectd a 340 nm.

El suero se diluyé 1:8 en amortiguador de fosfatos 50 mM pH (7.0) y 100 pL de esta dilucién
se mezclaron con 800 pL de una solucién en amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0), de la
siguiente composicion: EDTA 1 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, GSH 1 mMy 1 U
de GR/mL. De la misma manera, se preparé un tubo de actividad inespecifica con 100 pL de
amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0). Los tubos se incubaron 5 min a temperatura
ambiente y su contenido se adiciond a una celda de cuarzo que contenia 100 puL de H,O, 0.25

mM e inmediatamente se leyé la absorbancia a 340 nm cada min durante 3 min.

La actividad de GPx se determiné promediando los cambios de absorbancia por min de la
muestra menos el promedio de los cambios de absorbancia por min del inespecifico y
multiplicando este valor por 12.8, factor que se obtiene del coeficiente absorcion milimolar del
NADPH (6.22) y el factor de dilucion (8). Los datos se expresan como U/mL. Una unidad de
GPx se define como la cantidad de enzima que oxida 1 umol de NADPH por min.

La GPx plasmatica se sintetiza exclusivamente en las células renales del tubulo proximal

(Avissar et al., 1994) por lo que se ha empleado como un marcador de dafio tubular (Whitin et
al., 1998).

D. Cuantificacién del dafio tubular por microscopia de luz

Después de sacrificar las ratas, se extrajeron los riflones inmediatamente y se obtuvo una
rebanada de la corteza, la cual se fij6 en 1 mL de formaldehido 10% en PBS. Posteriormente,

este corte se deshidraté gradualmente en etanol absoluto seguido de xilol y se embebid en
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parafina. Con un microtomo se obtuvieron cortes de 4 um de grosor y se tifieron con
hematoxilina/eosina (H&E).

La cuantificacion del dafo tubular se realizé con un analizador de imagenes de Leica Qwin
(Cambridge, England). Se realizé el perfil histolégico de 20 tubulos proximales por rata,
seleccionados al azar (6 ratas por grupo). Para ello, se midi6 el area total (um?) y el area
ocupada por las ceélulas epiteliales con alteraciones histolégicas como: vacuolizacion
citoplasmica, descamacion y necrosis. De esta manera, se calculé el % de éarea tubular
afectada. Se realizé un promedio del area tubular dafiada por rata y con los datos obtenidos se
hizo un promedio final para cada grupo.

2. Funcién glomerular

A. Creatinina en el suero

La creatinina en el suero se determiné por la reaccion de Jaffé, utilizando un estuche
comercial. En esta reaccion, la creatinina forma un complejo colorido con el picrato en medio
alcalino que absorbe a 520 nm.

Se prepar6 un tubo como blanco que contenia: 50 uL de H,O y 500 pL de acido picrico en
NaQH (con el que se calibro el aparato) y un tubo como estandar que contenia: 50 ulL de un
estandar de creatinina (2 mg/dL) y 500 uL de acido picrico en NaOH. De la misma manera, se
prepararon las muestras, colocando en una celda de cuarzo: 50 pL de suero y 500 uL de la

solucién de &cido picrico en NaOH. Se realizé una cinética a 520 nm, durante 1.5 min tomando
lecturas cada 30 seg.

Se calculd la diferencia de absorbancias a los 1.5 min menos la absorbancia a los 0.5 min (A
Abs) del estandar y las muestras. Con estos valores y considerando que la concentracién del

estandar fue de 2 mg/dL, se calcul6 la concentracién de creatinina en el suero. Los datos de
creatinina en el suero se expresan en mg/dL.

La concentracion de creatinina en el suero es un marcador de la funcién renal, ya que es un
indice de la velocidad de filtracion glomerular (Schor et al., 1981).
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B. Nitrégeno de la urea en la sangre (BUN)

La concentracion de BUN se midié6 a 340 nm empleando un estuche comercial. En este

método, la urea presente en la muestra es hidrolizada por la ureasa a amonio y CO,. Por otro
lado, en una reaccién 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 pL de suero y se adicioné 1 mL de una mezcla de
reaccion que contenia ureasa, a-cetoglutarato, NADH y glutamato deshidrogenasa. La reaccién
se siguié a 340 nm con lecturas cada 30 seg durante 2.5 min. En las mismas condiciones se
incluyé un blanco que contenia sélo la mezcla de reaccion y un estandar de urea de 80 mg/dL.

Se calculd la diferencia de absorbancias a los 0.5 min y a los 2.5 min (A Abs) del estandar y
las muestras. Con estos valores y tomando en cuenta que la concentracion del estandar fue 80
mg de urea/dL, se obtuvo la concentracion de urea en el plasma. Finalmente, la cantidad de
BUN se obtuvo dividiendo la concentracién de urea en el plasma (mg/dL) entre 2.14, factor que

se obtiene de dividir 60/28 (peso de la urea/peso del nitrégeno contenido en la urea). Los datos
se expresan en mg/dL.

Un aumento en los niveles circulantes de BUN puede ser consecuencia de una disminucion
en la velocidad de filtracién glomerular (Schor ef al., 1981).

2.5.3 Evaluacion del estrés oxidativo en la corteza renal
1. Contenido de grupos carbonilo en las proteinas (proteinas oxidadas)

Los grupos carbonilo se detectaron por la reaccidén de éstos con la 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) para formar hidrazonas de proteinas (Reznick & Packer, 1994).

La corteza renal (100 mg) se homogenizé en 900 ul de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH
7.4) que contenia un coctel de antiproteasas (leupeptina 5 pg/mL, pepstatina 7 ug/mL vy
aprotonina 5 ug/mL), EDTA 1 mM y Tritén X-100 0.1% empleando un politrén Kinematica® de

Brinkman Instruments, Inc. (Suiza) a méaxima velocidad durante 10 seg. Los homogenizados se
centrifugaron a 20,937 x g por 30 min a 4°C.
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Se incubaron 300 pL del homogenizado con 100 pL de sulfato de estreptomicina 10%, para
eliminar los acidos 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 alicuotas de 150
ulL cada una en tubos eppendof, a un tubo se le adicionaron 600 ul. de DNPH 10 mM en HCI
2.5 My al otro 600 uL de HCI 2.5 M. Los tubos se incubaron 1 h a temperatura ambiente y en
oscuridad, agitandolos cada 15 min. Posteriormente, se adicioné 750 uL 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 descarté y se realizé otro lavado con 600 uL 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 pL de etanol-acetato de etilo 1:1 para remover el DNPH libre y los lipidos

contaminantes. El precipitado final se disolvido 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 calculé6 empleando el
coeficiente de absorcién molar de la DNPH (22,000 M'em™). El tubo de HCI se usé como
blanco para cada muestra.

El contenido total de proteina en el precipitado final se determiné en los tubos con HClI por la
lectura a 280 nm, empleando una curva estandar de albumina (0.26-2.0 mg/mL) disuelta en
guanidina 6 M. Los resultados se expresan como nmol/mg proteina.

El contenido de grupos carbonilo en las proteinas se ha usado como un marcador de dafio
oxidativo a proteinas bajo condiciones de estrés oxidativo (Stadtman, 1992), ya que las ERO’s
llevan a la formacion de derivados carbonilicos, porque atacan a las proteinas en ciertos
aminoacidos como arginina, prolina o lisina (Dean et al., 1997).

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

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

rehidrataron con etanol. Se inhibié la actividad de peroxidasa enddgena con H,0, 4.5% en
metanol por 1.5 h a temperatura ambiente. Se lavaron las muestras con PBS y se incubaron en

una camara humeda por 30 min con albumina al 3% 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 albumina 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 raton respectivamente, diluidos 1:250 en
PBS. Las muestras se lavaron y se incubaron 1 min con DAB-H,0; y se lavaron de inmediato.
Finalmente, los cortes se tiileron con hematoxilina para dar contraste a los componentes del
tejido, se deshidrataron y se montaron con resina para su analisis en un microscopio de luz. Se
realizdé un control negativo (sin la adicién del primer anticuerpo) y no se observé senal (Barrera
et al., 2003).

La nitracion de proteinas por el radical peroxinitrito puede alterar la actividad de proteinas y
es un indice de estrés nitrosativo ya que se forma de la reaccién del anién superéxido con el
6xido nitrico (MacMillan-Crow & Thompson, 1999).

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

Se prepard un homogenizado de corteza 1:10, pesando 100 mg de corteza en 900 pulL de
amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0) con Tritbn X-100 1%. Los homogenizados se

centrifugaron a 20,937 x g durante 1 h a 4°C y el sobrenadante se empleé en las
determinaciones enzimaticas como se menciona a continuacion:

1. Actividad de la superéxido dismutasa (SOD)
A. SOD total

La actividad de SOD total se determiné por la reduccion del NBT (Oberley & Spitz, 1984).

Se preparé xantina oxidasa 168 U/L y una mezcla de reaccién de la siguiente composicion:
xantina 0.122 mM, EDTA 0.122 mM, NBT 30.6 uM, albimina 0.006% y Na,CO; 49 mM. Se
colocaron 2.45 mL de la mezcla de reaccién en tubos y se mantuvieron a 27°C. Se adicionaron
500 puL del homogenizado de corteza, diluido 1:100 en amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.0)
e inmediatamente después la reaccién se inicié con la adicion de 50 pL de xantina oxidasa (8.4
U). Se prepard un blanco para cada muestra con los mismos reactivos pero sin xantina oxidasa.
De manera simultanea, se preparé un tubo de 100% de reducciéon del NBT el cual contenia
xantina oxidasa pero sin homogenizado. Los tubos se incubaron 30 min, se les adicioné 1 mL

de CuCl; 0.8 mM y se ley6 la absorbancia a 560 nm. Bajo estas condiciones, la reduccion del
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NBT es lineal con concentraciones crecientes del enzima pura de CuZn-SOD. Los datos se
expresan como U/mg proteina. Una unidad de SOD se define como la cantidad de SOD
necesaria para inhibir en un 50% la reduccion del NBT.

B. SOD de manganeso (Mn-SOD)

Los homogenizados se incubaron con dietilditiocarbamato (DDC) 50 mM 1 h a 30°C (100 pL
de homogenizado + 100 puL de DDC 100 mM) para inactivar la isomorfa CuZn-SOD.
Posteriormente, el homogenizado tratado con el DDC se dializ6 realizando dos cambios de 400
volumenes en amortiguador de fosfatos 5 mM y EDTA 0.1 mM (pH 7.8) cada hora (Igbal &
Whitney, 1991). Para determinar la actividad de la Mn-SOD se siguié el mismo procedimiento

que SOD total, s6lo que el homogenizado se diluyé 1:50. Los datos se expresan en U/mg
proteina.

C. SOD de cobre y zinc (CuZn-SOD)
La actividad de la CuZn-SOD se obtuvo restando la actividad de la Mn-SOD de la actividad

de la SOD total. Los resultados se expresan como U/mg proteina.

2. Actividad de la catalasa (CAT)

Para esta determinacion se usé el método de Aebi (1982) que mide la desaparicion de H,0,
a 240 nm.

En una celda de cuarzo se colocaron 25 pl del homogenizado diluido 1:33 en amortiguador
de fosfatos 10 mM (pH 7) y se le adicionaron 725 pL de H,0, 7.7 mM e inmediatamente se
midié el cambio de absorbancia a 240 nm a los 15 seg y 30 seg. De acuerdo a Aebi, se uso la
constante de reaccion de primer orden (k) como la unidad de actividad de la catalasa, la cual
queda definida de acuerdo a la siguiente formula: k = (1/t)(2.3 x log A1!A2) donde t = intervalo de
tiempo medido, A_ y A, son las absorbancias del H,O; en los tiempos t, y t,. Los resultados se

expresan como k/mg proteina.

3. Actividad de la GPx

Se empled el mismo método descrito anteriormente para medir la actividad de GPx en el
suero. El homogenizado se diluyé 1:10 y los datos se expresan como U/mg proteina.
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4. Actividad de la glutation reductasa (GR)

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

NADPH a 340 nm ya que la GR cataliza la conversion de GSSG a GSH, reaccion que requiere

de este cofacto'r.

Se prepard una mezcla de reaccion en amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 7.6) que contenia
en concentracion final: EDTA 0.5 mM, GSSG 1.25 mM y NADPH 0.1 mM. Se colocaron en un
tubo 950 uL de la mezcla de reaccion y 50 pL del homogenizado diluido 1:5 en amortiguador de
fosfatos 0.1 M (pH 7.6), los tubos se agitaron e inmediatamente se ley6 la absorbancia a 340
nm cada min durante 3 min.

La actividad de GR se determiné promediando los cambios de absorbancia por min de la
muestra y multiplicando este valor por 0.16 (la inversa de 6.22, el coeficiente absorcion
milimolar del NADPH). Los datos se expresan como U/mg proteina. Una unidad de GR se

define como la cantidad de enzima que oxida 1 pmol de NADPH por min.

5. Cantidad de las enzimas antioxidantes por western blot

Se homogenizaron 100 mg de corteza en 300 pL de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH
7.4) que contenia un coctel de antiproteasas (leupeptina 5 pg/mL, pepstatina 7 pg/mL y
aprotonina 5 pg/mL) y EDTA 1 mM. Se midié el contenido de proteina en los homogenizados

por el método de Lowry y se hicieron alicuotas de 5 pg/uL.

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 resolucion al 12% vy el gel
concentrador al 5% segun el método de Laemmli (1970), los cuales se montaron en una camara
de electroforesis Mighty Small™ SE 250 de Hoefer® Pharmacia Biotech Inc. (San Francisco,
CA). En tubos Eppendorf, se desnaturalizaron 6 uL del homogenizado (5 ug/ul) con 6 uL de
una solucion desnaturalizante (Tris-HClI 50 mM (pH 6.8), DTT 100 mM, SDS 2%, azul de
bromofenol 0.1% y glicerol 10%) durante 1 min en H,O hirviendo. El contenido de los tubos se
colocé en los pozos de los geles de acrilamida y se corri la electroforesis durante 2 h a 100 V.
Uno de los geles se tifié 2 h con azul de Coomassie como control de la cantidad de proteina.

Las proteinas 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
camara de transferencia Mighty Small™ TE 22 de Hoefer® Pharmacia Biotech Inc. (San
Francisco, CA). Para comprobar que la transferencia de proteinas fue completa, al final de ésta,
el gel se tind 2 h con azul de Coomassie. Los geles tefiidos se destifieron con metanol:H,O 1:1
y acido acético. La ausencia de bandas indicé 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 agitacion. Después se realizaron dos lavados de 20 min con
PBS y se incubaron las membranas con agitacion 1 h a temperatura ambiente con los
anticuerpos comerciales anti-CuZn-SOD, anti-Mn-SOD y anti-CAT. Después de otros dos
lavados de 20 min con PBS, se incubaron las membranas con un anticuerpo acoplado a la
peroxidasa de rabano durante 1 h a temperatura ambiente y con agitacion. Posteriormente, las
membranas se lavaron dos veces mas con PBS durante 20 min. Los anticuerpos unidos a la

membrana se observaron usando un sistema de deteccién que emplea quimioluminiscencia.
Bajo estas condiciones, la intensidad de las manchas fue lineal con concentraciones

crecientes de proteina (5-100 ug). La cantidad de proteina empleada en el ensayo (30 pg), cae
dentro de este intervalo.

Los datos se cuantificaron por densitometria (Sigma ScanPro, version 4.0, San Rafael, CA,
USA) y se expresan como % tomando a los controles como 100%.

6. Cuantificacion de proteinas en el rifién

Esta determinacion se realizé por el método colorimétrico de Lowry et al. (1951).

2.5.5 Determinacion del contenido de GM en la corteza renal

La GM se midié en homogenizados de corteza con un inmunoensayo de fluorescencia
polarizada, empleando el sistema TDX-GM de los laboratorios Abbot (Abbott Park, IL). El
homogenizado se diluyé en un amortiguador TDX para obtener concentraciones entre 3 v

ng/mL. El contenido de GM en la corteza se expresa como pg/mg proteina.

Los resultados se interpolaron en una curva de GM (0.5-10 pg/mL).
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2.5.6 Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media + la desviacion estandar. Los datos se analizaron con
el programa Prism 2.01, Graph Pad (San Diego, CA) mediante ANOVA y comparaciones
multiples de Bonferroni. Los datos obtenidos de la histologia 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
considero estadisticamente 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
empleé una caja con agar M-H sin GM y sin SAC y una caja sin GM y con 50 mg/mL de SAC en
concentracion final.

Por otro lado, se prepararon 6 cajas con agar M-H, a las que se les adicioné 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 adicioné 50 mg/mL de SAC en concentracion
final.

Todas las cajas se inocularon con 1 plL de una suspension de Escherichia coli ATCC 25922,
de una concentracion de 0.5 de la escala de MacFarland y se incubaron a 37°C durante 24 h.
Transcurrido el tiempo, se contd el niumero de colonias (Washington, 1985). Los resultados se
expresan en UFC (unidades formadoras de colonias).

3. IDENTIFICACION DE LA ALICINA Y LA SAC POR HPLC

Los estudios de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), se realizaron en un

cromatografo de la marca Waters®. Para la separacién, se empled una columna analitica
NOVA-Pak® HRC18 de 3.9 mm de diametro interno, 300 mm de largo y un tamano de particula

de 6 micras. La identificacion de alicina y de SAC se realizé empleando un detector Dual de UV
2487 a una longitud de onda de 254 nm.

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

3.1.1 Preparacion 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 suspension
se agitd durante 15 min y se dejo incubando durante 15 min a temperatura ambiente.
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Posteriormente, la suspension se centrifugd a 8000 x g durante 5 min. El sobrenadante se
empled para la identificacion de alicina por HPLC (Iberl et al., 1990).

3.1.2 Identificacion de la alicina

Se emplearon 2 sistemas de elucion: 1) metanol:H,O 60:40 y 2) acetonitrilo:H,O:metanol
50:41:9, con un flujo de 0.2 mL/min para ambos (lberl et al., 1990).

En los dos sistemas de elucién empleados, se obtuvieron tres cromatogramas: 1) Estandar
de alicina: se inyectaron 20 uL de estandar de alicina (1 mg alicina/200 pL H;0), 2) Extracto
acuoso de ajo: se inyectaron 20 pL del extracto acuoso (preparado como se mencioné en el
punto anterior) y 3) Co-cromatografia: se inyectaron 20 pulL de una solucion que contenia 40 plL
del extracto acuoso (preparado como se mencion6 en el punto anterior) + 20 pL del estandar de

alicina (1 mg alicina/200 uL H,0).

3.2 Ildentificacion de la SAC en el EAE

3.2.1 Reaccién de derivatizacién e identificacion de la SAC

La identificaciéon de SAC en el EAE se realizé a través de una reaccién de derivatizacion,
empleando fenilisotiocianato (PITC), Esquema 6 (Nagae ef al., 1994).

w 1.0
2
S\/J\ + ——— HN N
2 COOH 5
S-alilcisteina (SAC) Fenilisotiocianato Feniltiohidantoina
(PITC)

Esquema 6. Reaccion de derivatizacion entre la SAC y el fenilisotiocianato (PITC).

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

Para las reacciones 1y 2 se pesaron 10 mg de la muestra (SAC-St y EAE, respectivamente)
y para la reaccién 3 se pesaron 10 mg de EAE + 10 mg de SAC-St. Posteriormente, a todas las
mezclas se adicionaron 100 uL de la solucién de PITC (metanol:trietilamina:PITC:H,0 7:1:1:1) y
se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente, se evaporo el exceso de
PITC; el precipitado resultante se resuspendié en 450 pL de acetonitrilo 35% y se filtrd. Cada

filtrado se diluy6 1:100 con acetonitrilo 35% y se inyectaron 50 L al equipo de HPLC. Como
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sistema de eluciéon se empleé acetonitrilo:H,O 70:30, con un flujo de 0.3 mL/min (Nagae ef al.,
1994).

4. ESTUDIOS in vitro
4.1 Cultivo de las células LLC-PK;

Estos estudios se realizaron en células LLC-PK;, que es una linea celular epitelial de tubulo
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 atmésfera de O, y 5%
de CO,. Dado que en este estudio la GM es una de las condiciones experimentales, el medio de
cultivo no se suplementd con este antibiotico 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 soluciéon salina de PBS y se desprendieron de la caja, con una solucién 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 evalud 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 (DLsg) de GM, se realizé una curva con este antibioético (estudio
dosis-respuesta de viabilidad), durante 3 dias (Ford et al., 1995; Saito ef al., 1986). En este

ensayo se incluyeron los siguientes grupos: control (CT) y tratado con GM (GM) y se siguié el
siguiente protocolo:

CT Cultivos celulares que recibieron 100 uL de medio de cultivo (DMEM), que no contenia GM y
estaba suplementado con SFB al 10%.

GM Cultivos celulares que recibieron 100 puL 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 recambié cada 24 h por medio fresco, hasta que terminé el
estudio. La viabilidad se midié con un ensayo colorimétrico utilizando cristal violeta. De estos
estudios de obtuvo la DLs; de GM y el tiempo que se empled en los estudios posteriores, donde
se evaluo el efecto del EAA, el EAE, la alina, la alicina y la SAC.
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4.3 Efecto del EAA, el EAE, la alina, la alicina y la SAC

Estos experimentos se desarrollaron durante 3 dias 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 empleé el siguiente protocolo:

CT

Cultivos celulares que recibieron 100 pL de medio de cultivo (DMEM), que no
contenia GM y estaba suplementado con SFB al 10%.

GM

Cultivos celulares que recibieron 100 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10% y GM en concentracion final de 8 mM.

EAA

Cultivos celulares que recibieron 100 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10% y las siguientes concentraciones finales de EAA:
0.12, 0.25, 0.5y 1%.

GM+EAA

Cultivos celulares que recibieron 100 puL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10%, GM en concentracion 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 pL de medio de cultivo (DMEM),

suplementado con SFB al 10% y las siguientes concentraciones finales de EAE:
0.25, 0.5, 1y 2%.

GM+EAE

Cultivos celulares que recibieron 100 puL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10%, GM en concentracién final de 8 mM vy las
siguientes concentraciones finales de EAE: 0.25, 0.5, 1y 2%.

Alina

Cultivos celulares que recibieron 100 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10% y las siguientes concentraciones finales de alina:
05,1,2,4y6 mM.

GM+Alina

Cultivos celulares que recibieron 100 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10%, GM en concentraciéon 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 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10% y las siguientes concentraciones finales de alicina:
50, 100, 200, 400 y 600 pM.

GM+Alicina

Cultivos celulares que recibieron 100 plL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10%, GM en concentraciéon final de 8 mM y las
siguientes concentraciones finales de alicina: 50, 100, 200, 400 y 600 uM.

SAC

Cultivos celulares que recibieron 100 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10% y las siguientes concentraciones finales de SAC:
0.2,0.4,06,12,2.5 5y 10 mM.

GM+SAC

Cultivos celulares que recibieron 100 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10%, GM en concentracion final de 8 mM y las
siguientes concentraciones finales de SAC: 0.2, 0.4, 0.6, 1.2, 2.5, 5y 10 mM.

En cada

uno de los grupos, el medio se recambié cada 24 h por medio fresco, hasta que

termino el estudio. La viabilidad se midié con un ensayo colorimétrico 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
la GM

Estos experimentos se desarrollaron durante 3 dias 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 empleo el siguiente protocolo:

CT Cultivos celulares que recibieron 100 ulL. de medio de cultivo (DMEM), que no
contenia GM y estaba suplementado con SFB al 10%.

GM Cultivos celulares que recibieron 100 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10% y GM en concentracién final de 8 mM.

EAA Cultivos celulares que recibieron 100 pL 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 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10%, GM en concentracién 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 pL 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, 1y 2%.

GM+EAE |Cultivos celulares que recibieron 100 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10%, GM en concentracién final de 8 mM y las siguientes
concentraciones finales de EAE: 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1y 2%.

Alina Cultivos celulares que recibieron 100 uL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10% y las siguientes concentraciones finales de alina:
0.5, 1,2y4mM.

GM+Alina | Cultivos celulares que recibieron 100 pulL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10%, GM en concentracion final de 8 mM y las siguientes
concentraciones finales de alina: 0.5, 1, 2 y 4 mM.

SAC Cultivos celulares que recibieron 100 pL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10% y las siguientes concentraciones finales de SAC: 0.5,
1,2,4y8 mM.

GM+SAC | Cultivos celulares que recibieron 100 plL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10%, GM en concentracién final de 8 mM y las siguientes
concentraciones finales de SAC: 0.5, 1,2, 4y 8 mM.

NAC Cultivos celulares que recibieron 100 uL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10% vy las siguientes concentraciones finales de NAC:
0.25,0.5, 1y 2 mM.

GM+NAC | Cultivos celulares que recibieron 100 uL de medio de cultivo (DMEM),
suplementado con SFB al 10%, GM en concentracion final de 8 mM y las siguientes
concentraciones finales de NAC: 0.25, 0.5, 1y 2 mM.
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En estos experimentos, el tratamiento con EAA, EAE, alina, alicina, SAC y NAC inicidé 12 h
antes de la administraciéon de la GM. En cada uno de los grupos, el medio se recambio cada 24

h por medio fresco, hasta que termind el estudio. La viabilidad se midi6 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 aspiré el medio de cultivo y se
lavé cada uno de los pozos con PBS. Las células se fijaron a los pozos con 50 pL de una
solucién de glutaraldehido al 1.1% en PBS durante 15 min a T, después se adicionaron 100
uL de cristal violeta 0.1% por 15 min y en agitacién. Posteriormente, se realizaron lavados hasta

que ya no sali6 color de las cajas. El cristal violeta unido a las proteinas celulares se disolvio en
acido acético al 10% y se leyd la absorbancia a 590 nm.

4.5.2 Analisis estadistico

Los resultados in vitro, se presentan como la media + la desviacion estandar. Los datos se
analizaron con el programa Prism 2.01 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) mediante ANOVA y

comparaciones multiples de Bonferroni. Un valor de P<0.05 se considerd estadisticamente
significativo.
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Viill. RESULTADOS

1. ESTUDIOS in vivo
1.1 Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE)
1.1.1 Capacidad antioxidante del EAE

1. Anién superéxido (O,)

El EAE atrap6 al O, de manera dosis dependiente detectado a través de la reduccién 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, razén 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 produccién de anién superdxido (O;)
generado del sistema xantina/xantina oxidasa y (B) la actividad de la xantina oxidasa. Los datos se

presentan como la mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas. n = 4,

Para corroborar los resultados obtenidos por el método enzimatico, se evaluo el efecto del
EAE sobre la producciéon de O, generado en un sistema no enzimatico (PMS/NADH/NBT),
encontrandose que el EAE atrapé O, de manera dosis dependiente (Figura 2).

100

% O atrapado

0 095 143 178 357 745 143 286
EAE (mg/mL)

Figura 2. Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre la produccién de anién superéxido (O,)

generado del sistema PMS/NADH/NBT. Los datos se presentan como mediatdesviacion estandar. Las
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n = 3.
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2. Peréxido de hidrégeno (H;0,)

El EAE atrapo el H,O, de manera dosis dependiente, siendo 2.5 mg/mL la concentracion de

EAE que atrapé el 100% de H,O, empleado en la determinacién (Figura 3).

100,
75
50

25

% Hz20; atrapado

0 013 016 025 0.5 1 25
EAE (mg/mL)

Figura 3. Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre el peréxido de hidrégeno (H,0;). Los datos
se presentan como la mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas. n = 3.

3. Radical hidroxilo (OH)
La figura 4 muestra que el EAE atrap6 al OH de manera dosis dependiente, hasta

una concentracion de 0.078%; ya que dosis mayores a ésta no muestran un efecto

mayor.

% OH atrapado

0 0.003 0.009 0.026 0.078 0.156 0.313
EAE (%)

Figura 4. Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre el radical hidroxilo (OH). Los datos se

presentan como la mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas. Lan = 4.
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1.1.2 Evaluacién de la funcidn renal

1. Funcién tubular

A. Excrecion de la NAG y de proteinas en la orina

En las figuras 5 A y B respectivamente, se observa que el tratamiento con GM indujo un
incremento significativo en la excrecién urinaria de la NAG y de proteinas a partir del dia 3 de
tratamiento; siendo el dia 5 donde se observé el mayor incremento de 4.9 veces para la NAG y
de 2.6 veces para proteinas. El EAE previno parcialmente el incremento inducido por la GM en
la excrecion urinaria de la NAG y de proteinas (grupo GM+EAE) al dia 5, efecto que en el caso
de la NAG se observo desde el dia 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 excrecion
urinaria de (A) N-acetil-p-D-glucosaminidasa (NAG) y (B) proteinas en la orina. Los datos se presentan
como la mediatdesviacion estdndar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas. La n = 5-6. CT: control.
a
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B. Actividad de la GPx en suero

o a
5 E
=] b
| -
(1]
CcT  GM

Figura 6. Efecto de la gentamicina (GM) y del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre la actividad de la

glut'atic'm peroxidasa _(GPx) en suero en el dia 5. Los datos se presentan como la media+desviacion
estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n = 5-6. CT: control.

Actividad de GPx en
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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).

A B

1.5p 50,
g &
> 3 40
g—l 1.0 5 [
+ $ 53
§E §9E,

0.0k

GM EAE GM+EAE EAE GM+EAE

Figura 8. Efecto de la gentamicina (GM) y del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre la concentracion de
(A) creatinina en suero y (B) el nitrégeno de urea en sangre en el dia 5. Los datos se presentan como la
media+desviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n =
5-6. CT: control.

1.1.3 Evaluacién del estrés oxidativo en la corteza renal

1. Contenido de grupos carbonilo en las proteinas

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 antibiético, comparado con el
grupo control (CT: 13.2+0.7 y GM: 17.5£0.7 nmol/mg proteina), mientras que el tratamiento de
los animales con EAE previno totalmente el incremento inducido por la GM (GM+EAE: 11.3+0.9

nmol/mg proteina). También puede observarse que el EAE no alteré los niveles de proteinas
oxidadas.

2|

: 'Ii.

EAE GM+EAE

Proteinas oxidadas
nmol/mg proteina

Figura 9. Efecto de la gentamicina (GM) y del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre los niveles en
corteza renal de grupos carbonilo en proteinas en el dia 5. Los datos se presentan como

mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente 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 tincién, debida al
mayor nivel de proteinas nitradas, en las células de tubulo proximal, comparado con las ratas
del grupo control. El EAE disminuy6 notablemente la tincion observada en las ratas tratadas con
GM (Figura 10, panel superior). El EAE no tuvo efecto sobre los niveles de nitrotirosina (Figura
10 A).

.
W

)
; .L.Q-'h&:fl‘i

= b
| I
0_ -
CT GM

c
a i
Figura 10. Foto representativa de microscopia de luz, del efecto de la gentamicina (GM) y del extracto

EAE GM+EAE
de ajo envejecido (EAE) sobre la formacion de proteinas nitradas en la corteza renal de ratas. La
tincion de nitrotirosina se muestra con flechas. 200x. (A) Grafica que representa la cuantificaciéon de
los niveles de nitrotirosina en la corteza renal en el dia 5. Los datos se presentan como
mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n
= 5. CT: control.
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El tratamiento con GM disminuy6 un 25.9% la actividad de la SOD total. Esta disminucion se

RESULTADOS

1.1.4 Actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal

debe a que la actividad de la Mn-SOD disminuyé en un 42.2% en las ratas tratadas con GM, ya
que la actividad de CuZn-SOD no cambié. En el grupo GM+EAE, el EAE previno la disminucién
en la actividad de la SOD total debido a que evité la disminucion en la actividad de la Mn-SOD
(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 dia 5"

CT GM EAE GM+EAE
SOD total 17.4+0.9° 12.9+1.1° 17.110.8° 16.240.9°
(U/mg proteina)
Mn-SOD 6.4+0.8° 3.7+0.14° 7.240.7° 7.2+0.97°
(U/mg proteina)
CuZn-SOD 11.0£0.8° 9.2+1.2* 10.0+1.2° 9.0+1.3°
(U/mg proteina)
CAT 0.64+0.04° 0.31+0.06° 0.69+0.06" 0.37+0.03°
(k/mg proteina)
GPx 0.107+0.006* 0.08+0.01° 0.11+0.005* 0.11+0.012°
(U/mg proteina)
GR 0.093+0.006* 0.07+0.01° 0.10£0.011* 0.09+0.012°
qUImg proteina)

MediatSD; las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas; n = 5-6.
2 CT, control; SOD total, superéxido dismutasa total; Mn-SOD, superéxido dismutasa de manganeso:

CuZn-SOD, superoxido dismutasa de cobre y zinc; CAT, catalasa; GPx, glutation peroxidasa y GR,
glutatién reductasa.

La GM disminuyé 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 disminucién inducida por la GM en la actividad de la CAT; sin embargo,
previno totalmente la disminucion inducida por este antibiético en la actividad de la GPx y de la
GR (Tabla 1). EI 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 proteina
de Mn-SOD y CuZn-SOD, como se observa en el andlisis densitométrico para ambas isomorfas
de SOD. Por otro lado, la GM disminuyé la cantidad de CAT (32.6%); mientras que en el grupo
GM + EAE, el tratamiento con EAE no previno esta disminucién (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 dia 5>,

CT GM EAE GM+EAE
Mn-SOD 100+6° 103+15° 102+5° 95+11°
CuZn-SOD 100+8° 97+14° 99+10° 99+8°
CAT 100+9° 67+15° 95+16° 75+12°

"MediatSD; las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas; n = 5-6.

? Los datos se expresan como % del grupo control (CT) y se obtuvieron del analisis densitométrico del
Western blot de cada enzima.

* Mn-SOD, superoxido dismutasa de manganeso; CuZn-SOD, superéxido 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: 51.646), comparado con el grupo tratado con GM (47.5+12
pg/mg de proteina).
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Figura 11. Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) sobre el contenido de gentamicina (GM) en
corteza renal en el dia 5. Los datos se presentan como mediatdesviacion estandar. n = 5.
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1.2 Efecto de la S-alilcisteina (SAC)

1.2.1 Identificacién de la SAC obtenida por sintesis quimica

El punto de fusion del compuesto obtenido por sintesis quimica fue de 222-223°C, el cual se
comparo con el punto de fusion del compuesto empleado como estandar y que fue de 222°C. El
rendimiento de la reaccion fue de 75.2%.

En la tabla 3 se observa que los desplazamientos mas relevantes del compuesto obtenido
por sintesis quimica (derivado sintético), son idénticos a los del compuesto empleado como
estandar.

Tabla 3. Desplazamientos de RMN'H del estandar de SAC y del compuesto
obtenido por sintesis quimica’.

Posicién 5y Estandar Sy Derivado sintético
H, 3.8 3.8
Haa 29 29
Hap 2.8 2.8
Hsa 3.1 31
Hsp 3.1 3.1
Hs 5.7 57
H?a 51 51
H7p 51 5.1

'Los espectros de RMN'H del compuesto obtenido por sintesis quimica y del
estandar (SAC-St), se muestran en el apendice |.

1.2.2 Capacidad antioxidante de la SAC obtenida por sintesis quimica
1. Anién superéxido (O;) y peréxido de hidrégeno (H,0,)

La SAC atrap6 al O," de manera dosis dependiente detectado a través de la reduccién del
NBT (Figura 12). Las dosis de SAC estudiadas no afectaron la produccion de acido urico (Datos
no mostrados).
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Fjgura 12. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre la produccion de anion superéxido (O,) generado del
sistema xantina/xantina oxidasa. Los datos se presentan como la mediatdesviacion estandar. Las letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n = 3.
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o

La SAC atrap6 al H,O, de manera dosis y tiempo dependiente. La capacidad de la SAC para

atrapar esta ERO se comparoé con la del resveratrol, un conocido antioxidante (Figura 13).

% H202 atrapado
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Figura 13. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre el peréxido de hidrégeno (H,O,). Los datos se
presentan como la mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente

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).

100

% ABTS atrapado

0 4.9 10
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Figura 14. Efecto de la S-alilcisteina (SAC) sobre el radical ABTS. Los datos se presentan como la
mediat desviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n =

3.
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1.2.3 Efecto de diferentes dosis de SAC

Se evalud el efecto de 5 dosis de SAC, sobre el dano 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 funcién tubular) y el contenido de creatinina en el suero (como marcador de
funcion glomerular).
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Figura 15. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteina (SAC) sobre la actividad de la glutation
peroxidasa (GPx) en el suero en el dia 5. Los datos se presentan como la mediatdesviacion estandar.
Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n = 4. CT: control.

En la figura 15 se observa que la dosis de 125 mg/Kg de SAC, previno totalmente la
disminucién de la actividad de la GPx en el suero inducida por la GM.

Asi 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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Creatinina en suero

GM (70 mg/Kg) + SAC (mg/Kg)
Figura 16. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteina (SAC) sobre el contenido de creatinina en

el suero en el dia 5. Los datos se presentan como la mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes
indican diferencias estadisticamente 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: 264115, GM+SAC: 263112 g). Por otro lado, solo
en el dia 4 del tratamiento, la GM indujo un incremento significativo en el volumen urinario
(15.9£3.2 mL) comparado con el grupo control (8.8+1.4 mL), incremento que la SAC no evité ya

que el volumen urinario en el grupo GM+SAC fue de 12+4.3 mL.

1.2.5 Evaluacion de la funcion renal

1. Funcion tubular

A. Excrecion de la NAG y de proteinas en la orina

El tratamiento con GM indujo un incremento significativo en la excrecion urinaria de la NAG y
de proteinas a partir del dia 4 de tratamiento; siendo el dia 5 donde se observé el mayor
incremento de 5.7 veces para la NAG y de 3.4 veces para proteinas. La SAC previno
parcialmente el incremento inducido por la GM en la excrecion urinaria de la NAG y de

proteinas (grupo GM+SAC) el dia 5, efecto que se observo desde el dia 4 en ambos parametros
(Figura 17 Ay B).
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Figura 17. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteina (SAC) sobre la excrecién urinaria de (A) N-

aceti!-[stli')-gIucosaminidasa (NAG) y (B) proteinas en la orina. Los datos se presentan como la mediat
desviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente 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 disminuyo6 un 48.8% en las ratas
tratadas con GM (2.15+0.5 U/mL) comparado con las ratas control (4.2+0.5 U/mL); mientras

que en el grupo GM+SAC, la SAC previno parcialmente esta disminucién (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 glutation
peroxidasa (GPx) en el suero en el dia 5. Los datos se presentan como la mediatdesviacion estandar.
Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n = 4-5. CT: control.

C. Cuantificacion del daio tubular

En las ratas que fueron tratadas con GM se observé vacuolizacion (cabezas de flecha) y
necrosis (*) en las células del tubulo proximal (TP), ya que los glomérulos (G) y los tubulos
distales (TD) no mostraron alteracion. El dafio histolégico disminuyé en el grupo GM+SAC, ya
que en este grupo solo se observaron vacuolas (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 area tubular dafiada, comparado con las ratas CT y con las que recibieron GM y
SAC (GM: 98.5+2% y GM+SAC: 7149.5%).
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Figura 19. Foto representativa de microscopia de luz, de un corte de corteza renal de ratas: control (CT),
tratadas con gentamicina (GM) y tratadas con gentamicina y S-alilcisteina (GM+SAC). En el grupo con
GM se observa necrosis (*) en las células de tubulo proximal (TP), mientras que en el grupo GM+SAC se
observan vacuolas (cabeza de flecha). G: giémerulo y TD: tibulo distal. 200X. (A) Gréfica que presenta la
cuantificaciéon del dano tubular en el dia 5. Los datos se presentan como la mediatdesviacion estandar.
*P<0.001 contra el grupo de GM. n =4.

2. Funcion glomerular
A. Creatinina y nitrégeno de urea en sangre (BUN)

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 mg/dL) y de BUN (30.98+3.18 mg/dL) en el
suero de las ratas tratadas con GM, comparado con las ratas control (creatinina: 0.62+0.09
mg/dL y BUN: 19.63+£1.9 mg/dL). En las ratas que recibieron GM y SAC, se previno totalmente
el incremento en los niveles de creatinina (0.67+0.16 mg/dL) y de BUN (21+2.1 mg/dL). 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-alilcisteina (SAC) sobre (A) la creatinina en suero y

(B) el BUN en el dia 5. Los datos se presentan como la mediatdesviacién estandar. Las letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas. n = 9-10. CT: control.

1.2.6 Evaluacion del estrés oxidativo en la corteza renal

1. Contenido de grupos carbonilo en las proteinas

ok i'ii

GM+SAC

Proteinas oxidadas
nmol/mg proteina
1

Figura 21. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteina (SAC) sobre los niveles de grupos
carbonilo en las proteinas, en corteza renal, en el dia 5. Los datos se presentan como la

mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente 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+0.21 y GM: 2.45+0.27 nmol/mg
proteina); mientras que el tratamiento de las ratas con SAC previno totalmente el incremento
inducido por la GM (GM+SAC: 1.240.21 nmol/mg proteina). La SAC no alteré los niveles de
proteinas oxidadas (SAC: 1.1940.23 nmol/mg proteina).
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2. Contenido de nitrotirosina

En la corteza renal de las ratas tratadas con GM se observa una mayor tincién, debida al
mayor nivel de proteinas nitradas, en la células de tubulo proximal, comparado con las ratas del
grupo control. La SAC disminuy6 notablemente la tincion observada en las ratas tratadas con
GM (Figura 22, panel superior). La SAC no tuvo efecto sobre los niveles de nitrotirosina (Figura
22 A).
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Figura 22. Foto representativa de microscopia de luz, del efecto de la gentamicina (GM) y de la S-
alilcisteina (SAC) sobre el contenido de nitrotirosina, en la corteza renal de ratas. La tincién de
nitrotirosina se muestra con flechas. 200x. (A) Grafica que representa la cuantificacion de los niveles de
nitrotirosina, en la corteza renal, en el dia 5. Los datos se presentan como la mediatdesviacion estandar.
Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente 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 tincién (debida al mayor nivel de 4-HNE), en las células de tubulo
proximal. La SAC disminuy6 notablemente la tincion 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-
alilcisteina (SAC) sobre el contenido de 4-hidroxinonenal, en la corteza renal de ratas en el dia 5. La
tincién se muestra con flechas. 100x. n = 5. CT: control.

1.2.7 Actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal
1. Superoxido dismutasa (SOD)
El tratamiento con GM disminuyé un 16% la actividad de la SOD total de 18.4+0.9 a

15.5+0.6 U/mg proteina (Figura 24 A). Esta disminucién se debe a que la actividad de la Mn-
SOD disminuyé un 20.9% en las ratas tratadas con GM de 6.7+0.5 a 5.3+0.4 U/mg proteina
(Figura 24 B), ya que la actividad de CuZn-SOD no cambié (Datos no mostrados). La SAC
previno la disminucién en la actividad de la SOD total (18.1+0.6 U/mg proteina), debido a que
blogued la disminucién en la actividad de la Mn-SOD (6.3+0.4 U/mg proteina) (Figura 24 Ay 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-alilcisteina (SAC) sobre la actividad de la (A)
superdxido dismutasa total (SOD total) y (B) superéxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-
SOD) en la corteza renal en el dia 5. Los datos se presentan como la mediatdesviacion estandar. Las
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n = 9-10. CT: control.
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2. Catalasa (CAT)
La figura 25 muestra que la GM disminuyé un 51.5% la actividad de la CAT (0.16+0.05 U/mg

proteina) en las ratas tratadas con el antibiético, comparado con el grupo control (0.33+0.05

U/mg proteina). En las ratas que recibieron GM y SAC, éste no previno la disminucién de la
actividad de la CAT inducida por la GM (0.16+0.04 U/mg proteina). La SAC sola no tuvo efecto
sobre |a actividad renal de esta enzima.
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Figura 25. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteina (SAC) sobre |a actividad de catalasa en la
corteza renal en el dia 5. Los datos se presentan como la mediatdesviacion estdndar. Las letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n = 9-10. CT: control.

3. Glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR)
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Figura 26. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteina (SAC) sobre la actividad de la (A) glutation
peroxidasa y (B) glutation reductasa en la corteza renal en el dia 5. Los datos se presentan como la
mediat desviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n =
9-10. CT: control.
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La figura 26 A y B muestra que la GM disminuy6 un 33.3% la actividad de la GPx (0.1+0.009

U/mg proteina) y un 38.9% la actividad de la GR (0.058+0.007 U/mg proteina), comparado con
el grupo control (GPx: 0.15+0.008 U/mg proteina y GR: 0.095+0.006 U/mg proteina). En las
ratas que fueron tratadas con GM y con SAC, se previno totalmente la disminucion de la
actividad de la GPx (0.15+0.01 U/mg proteina) y de la GR (0.09+0.005 U/mg proteina) 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 mgfmt), inhibieron el
crecimiento de Escherichia coli, comparado con el grupo control. Por otro lado se observa que
la SAC no afectd la capacidad bactericida de la GM, ya que no modificé la inhibicién del
crecimiento de Escherichia coli. La SAC sola no tuvo efecto sobre el crecimiento de esta
bacteria.

Tabla 4. Efecto de la gentamicina (GM) y de la S-alilcisteina (SAC) sobre el
crecimiento de Escherichia coli'.

Crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922
(UFC)

CT 3X10°

GM (pg/mL)

0.2

0.4
0.8
1.2
1.6
2.0
2.4
SAC (50 mg/mL) 3X10°
GM+SAC*
0.2
0.4
0.8
1.2
1.6
2.0
2.4

' Cada uno de los grupos se realiz6 por duplicado.

2En el grupo de GM+SAC, la concentracion que se emple6 de SAC fue 50
mg/mL.
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2. IDENTIFICACION DE LA ALICINA Y LA SAC EN EL AJO POR HPLC
2.1 Identificacién de la alicina en un extracto acuoso de ajo (EAA)

Cuando se emple6é metanol:H,O 60:40 como sistema de elucién, el estandar de alicina,
mostré un solo pico con un tiempo de retencion (tg) de 18.3 min. En el cromatograma obtenido
al inyectar el EAA, se observan varios picos con diferentes tg: 9.6, 13.9, 18.3 y 31.9 min (Figura
27, panel superior).
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Figura 27. Cromatograma de HPLC de un estindar

estandar de alicina, de un extracto acuoso de
polvo de ajo y de una co-cromatografia de
extracto acuoso de polvo de ajo y un estandar
de alicina (Ver material y métodos). La
identificacion se llevé acabo empleando una
columna analitica NOVA-Pak® HRC18 de 3.9 °*
mm de diametro interno, 300 mm de largo y un
tamaiio de particula de 6 micras. El sistema de
eluciéon fue metanol:H,O 60:40. El flujo fue de
0.2 mU/min. La longitud de onda de deteccion
fue 254 nm.
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En la figura 27 panel inferior, se muestra el cromatograma obtenido a partir de la coelucién
del EAA y del estandar de alicina. En este caso, también pueden observarse varios picos con
diferentes tz: 9.2, 13.91, 18.3 y 32.7 min; y se observa que el pico de 18.34 min, aumenté en
unidades arbitrarias con respecto a lo que se observé en el cromatograma del EAA solo.
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Por otro lado, cuando se emplea acetonitrilo:metanol:H,O 50:41:9 como sistema de elucion,

el estandar de alicina, muestra un solo pico con un tg de 14.8 min. El cromatograma obtenido al
inyectar el EAA muestra dos picos con diferentes tg 8.8 y 14.6 min (Figura 28, panel superior).
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Figura 28. Cromatograma de HPLC de un
estandar de alicina, de un extracto acuoso de
polvo de ajo y de una co-cromatografia de
extracto acuoso de polvo de ajo y un estandar
de alicina (Ver material y métodos). La
identificacién se llevé acabo empleando una
columna analitica NOVA-Pak® HRC18 de 3.9
mm de didmetro interno, 300 mm de largo y un
tamano de particula de 6 micras. El sistema de
elucién fue acetonitrilo:H,O:Metanol 50:41:9. El
flujo fue de 0.2 mL/min. La longitud de onda de
deteccion fue 254 nm.
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En la figura 28 panel inferior, se muestra el cromatograma obtenido a partir de la coelucion
del EAA y del estandar de alicina. En este caso, también se observan dos picos con tz de 8.6 y
14.7 min. Y se observa que el pico de 14.7 min aumenté en unidades arbitrarias con respecto a
lo que se observo en el cromatograma del EAA solo.
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2.2 ldentificacion de la SAC en el EAE

Como blanco se inyectd la solucion PITC; la cual mostrd varios picos, con tg de 9.5, 10.2,

16.8 y 18.7 min. Los picos observados en estos tiempos desaparecieron en los cromatogramas
siguientes (Figura 29).
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Figura 29. Cromatograma de HPLC del blanco, del estandar de SAC, del EAE y de la coelucion del EAE
y de la SAC (ver material y métodos). La identificacion se llevé a cabo empleando una columna
preparativa NOVA-Pak® HRC18 de 3.9 mm de didmetro interno, 300 mm de largo y un tamaiio de
particula de 6 micras. El sistema de elucion empleado fue acetonitrilo;H,0 70:30. El flujo fue de 0.3

mL/min. La longitud de onda de deteccion fue 254 nm.

En la figura 29 se observa que la SAC-St, muestra un pico maximo, con un tg de 7.0 min;
mientras que el EAE, muestra varios picos con diferentes tz 6.5, 9.6, 17.1 y 18.4 min. En el
cromatograma obtenido de la coelucion del EAE y la SAC-St, se observa un pico maximo con

un tg 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 realizé un experimento para elegir la dosis de GM donde se encontrara el 50% de

la muerte celular, para ello se realizé un estudio con diferentes concentraciones de GM por un
tiempo de 3 dias, tiempo en que algunos estudios se han realizado. Los resultados muestran

que la viabilidad celular disminuyé al aumentar la dosis de GM, obteniéndose la dosis letal
media (DLsp) con la concentracion de 8 mM (Figura 30).

120
100
80
60
40
20
0

% viabilidad

Log [GM] mM

Figura 30. Efecto de la gentamicina (GM) sobre la viabilidad de las células LLC-PK; durante 3 dias. La
viabilidad celular se evalu6 mediante una tincién 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+desviacién estandar. n =
4,

Se eligié un tiempo de 3 dias y una dosis de 8 mM de GM para realizar los experimentos
siguientes, donde se evalub el efecto del EAA, el EAE, asi 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 disminuyé en el grupo tratado con

GM durante 3 dias, 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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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-PK,, tratadas con gentamicina (GM) durante 3 dias. La
viabilidad celular se evalué mediante una tincién con cristal violeta. Los datos se presentan como la
mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n =
4. CT: 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 uM o mas es téxica para las células. Mientras que con la alina se observo una ligera pero
significativa prevencion en la muerte celular inducida por la GM, con dos de las dosis
empleadas de este compuesto (Figura 32 A).
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Figura 32. Efecto de (A) alina, (B) alicina y (C) S-alilcisteina (SAC), sobre la viabilidad de las células LLC-
PK,, tratadas con gentamicina (GM) durante 3 dias. La viabilidad celular se evalué mediante una tincion
con cristal violeta. Los datos se presentan como la mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes
indican diferencias estadisticamente 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

la GM
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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-PK,, tratadas con
GM durante 3 dias. La viabilidad celular se evalué mediante una tincion con cristal violeta. Los datos se
presentan como la mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas. n = 4. CT: control.

La figura 33 A muestra que la preincubacion (12 h antes de la administracion de GM) de las
células LLC-PK; 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 evité la muerte celular inducida por la GM (Figura 34 A, By C).
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Figura 34. Efecto de (A) alina, (B) S-alilcisteina (SAC) y (C) N-acetilcisteina (NAC), administrados 12 h
antes de la gentamicina (GM), sobre la viabilidad de las células LLC-PK, tratadas con GM durante 3 dias.
La viabilidad celular se evalu6 mediante una tincién con cristal violeta. Los datos se presentan como la
mediatdesviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. n =
4. CT: control.
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IX. DISCUSION

A pesar del potencial efecto nefrotoéxico de la gentamicina (GM), éste antibidtico aun 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 antibiético de amplio espectro

bactericida; 2) que es efectivo contra microorganismos resistentes a antibiéticos B-lactamicos, lo
cual es importante debido al elevado nimero de casos de resistencia que se presenta en los
hospitales, contra esta familia de antibidticos 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
generacion, estas son 136% mas caros que la GM. Una caja de GM (Garamicina®), 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 pais.
Estos datos indican que un tratamiento de 7 dias con GM, costaria alrededor de 350 pesos;
mientras que con cefotaxima (cefalosporina de tercera generacion), costaria 826 pesos.

El mecanismo preciso por el cual la GM induce el dafio renal aun no esta bien establecido;
sin embargo, varios agentes que atrapan o interfieren con la produccién de especies reactivas
de oxigeno (ERO'’s) disminuyen la nefrotoxicidad (Abdel-Naim et al., 1999; Ademuyiwa et al.,
1990; Ali, 2002; Ali & Bashir, 1996; Al-Majed et al., 2002; Atessahin 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-Chaverri et al., 2003a; 2003b; 2000; Sener et
al., 2002; Varalakshmi et al., 2003; Walker & Shah, 1988). En un trabajo previo de este
laboratorio (Pedraza-Chaverri et al., 2000), se encontré 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 presentacién poco
practica para emplearla con fines terapéuticos en humanos, debido a que una persona (de 70
Kg), deberia consumir 78.5 g de polvo de ajo al dia, para reproducir las mismas condiciones
experimentales que en ese trabajo y clinicamente ésta cantidad de polvo de ajo seria poco

practica. Ademas, el olor caracteristico del ajo puede ser una limitante para su empleo
generalizado en humanos.

Debido a lo anterior, en este trabajo se evalué el efecto del extracto de ajo envejecido (EAE),
sobre la IRA inducida por la GM. El EAE es una presentacion del ajo que no posee el olor
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caracteristico de otras presentaciones del ajo. Esto se debe, a que durante el proceso de

envejecimiento (el cual dura mas de 20 meses), los compuestos inestables y olorosos del ajo
fresco, se convierten en compuestos mas estables y con olor menos intenso (Amagase et al.,
2001) como la S-alilcisteina (SAC) y la S-aliimercaptocisteina (SAMC). Ademas, en la literatura
hay estudios que evaluan 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 funcién glomerular, Figura 8). Estos cambios no
pueden atribuirse a una alteracién estructural del glomérulo, debido a que esta seccién de la
nefrona se encuentra normal en las ratas que son tratadas con este antibiético (Pedraza-
Chaverri et al., 2000). Por otro lado, se ha encontrado que el tratamiento con GM incrementa la
produccién de H,O, (Guidet & Shah, 1989; Walker & Shah, 1987; Yang et al., 1995) y de Oy
(Cuzzocrea et al., 2002) y estas ERO'’s inducen la contraccion de las células mesangiales del
glomérulo (Duque et al., 1992; Martinez-Salgado et al., 2002). La contraccién de estas células,
altera el area de la superficie de filtracion y el coeficiente de ultrafiltracion glomerular, factores
que llevan a una disminucion de la velocidad de filtracién glomerular. Ademas, la disminucién en
la actividad de la Mn-SOD (Tabla 1) encontrada en este estudio, favoreceria el incremento en
los niveles de O;". Esto es importante, debido a que este radical puede reaccionar con el éxido
nitrico (ON, un vasodilatador) para formar peroxinitrito, una especie reactiva de nitrégeno
citotoxica. Esto es apoyado por el incremento encontrado en los niveles de nitrotirosina en el
rindn (Figura 10). La inactivaciéon del ON por el O, llevaria a la disminucién de los niveles del
vasodilatador; lo que finalmente, también podria llevar a la disminucién de la velocidad de
filtracion glomerular (Rivas-Cabariero et al., 1997; 1995). Estos datos, indican que el H,O, y el
Oz, podrian estar involucrados en la disminucion de la velocidad de filtracién glomerular y que
el efecto protector del EAE podria estar relacionado con su capacidad para atrapar H,0, (Figura
3; Borek, 2001; Kim et al., 2001) y O, (Figura 1y 2; Borek, 2001; Ide & Lau, 1999a) y/o con su
capacidad para prevenir la disminucién en la actividad de la superéxido dismutasa dependiente
de manganeso (Tabla 1). Adicionalmente, se ha encontrado que el EAE incrementa la

produccion de ON (Morihara et al., 2002), lo cual también podria ayudar a prevenir la
disminucién de la velocidad de filtracién glomerular.

69



DISCUSION g

Debido a que la GM se acumula en la células del tubulo proximal (Silverblatt & Kueh, 1979),
la funcién tubular se evalud, midiendo la actividad de la GPx en el suero, la excrecion urinaria

de la enzima lisosomal NAG y de las proteinas totales en la orina. Las ratas que fueron tratadas
con GM, mostraron un incremento en la excrecion urinaria de la NAG y de las proteinas totales
(Figura 5), asi como una disminuciéon en la actividad de la GPx en el suero (Figura 6). Dichas
alteraciones podrian estar asociadas con la necrosis que sufren las células del tubulo proximal,
como lo demuestran las imagenes de histologia, ya que los tubulos distales y los glomérulos no
muestran alteraciones estructurales (Figura 7). Se ha sugerido que el estrés oxidativo puede
estar involucrado en la induccion del dafo tubular (Cuzzocrea et al., 2002; Mazzon et al., 2001)
y en este estudio, se encontré6 un incremento en el contenido de grupos carbonilo en las
proteinas y en los niveles de nitrotirosina (Figuras 9 y 10), ambos marcadores de estrés
oxidativo. El efecto parcialmente protector del EAE sobre los pardmetros tubulares podria estar
asociado, al menos en parte, con su capacidad para disminuir la necrosis tubular. Esto podria
estar asociado con sus propiedades antioxidantes (ya que disminuye el contenido de grupos
carbonilo y de nitrotirosina en las proteinas). Otra posibilidad es que el EAE disminuya el
contenido de GM en las células del tubulo proximal; sin embargo, el tratamiento con EAE no
altera el contenido de este antibiético en la corteza renal (Figura 11).

Por ultimo, el dafio que se observa en las ratas tratadas con GM, también puede deberse a
que este antibidtico induce una disminucién en la actividad de las enzimas antioxidantes: Mn-
SOD, catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR) (Tabla 1). La
disminucion en la actividad de estas enzimas, podria estar asociado con un aumento en la
produccion 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 O, puede inactivar a la
GPx (Blum & Fridovich, 1985; Rister & Baehner, 1976) y a la CAT (Rister & Baehner, 1976).

La inactivacion de las enzimas antioxidantes por las ERO’s o por las especies reactivas de
nitrdgeno como el peroxinitrito, puede deberse a la oxidacion o a la nitracién de residuos
especificos que formen parte del centro catalitico de la enzima. Por ejemplo, la GPx contiene un
aminoacido raro, la selenocisteina (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 inactivacion de la
GPx por el peroxinitrito se debe a la modificacion de la Sec45, la cual puede ocurrir a través de

2 vias: 1) nitracion del selenio o bien 2) la formacién de un puente Se-S, entre la Sec45 y la
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Cys95, lo que daria como consecuencia la inactivacién de la enzima (Asahi et al., 1997). Por

otro lado, se ha observado que la inactivacién de la Mn-SOD por el peroxinitrito, puede ocurrir a
nivel de residuos de tirosina independientes del sitio activo de la enzima. La modificacién de los
residuos de tirosina, incluye no solo la nitracién de residuos criticos para la actividad catalitica,
sino también la oxidacién y la subsecuente formacion de residuos de ditirosina (McMillan-Crow
& Thompson, 1999). Ademas, en este estudio la disminucion 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
cambié. En el caso de la CAT, la GM ejerce un efecto a nivel de la transcripcion, ya que ademas
de la inactivacién directa de la enzima por las ERO’s, la disminucién en la actividad de ésta, es
una consecuencia de la disminucién en la cantidad de proteina (Tabla 2) y en su ARNm
(Pedraza-Chaverri et al., 2000). El EAE previno totalmente la disminucién de la actividad de la
Mn-SOD, la GPx y la GR; debido probablemente, a su capacidad de atrapar O, (Figuras 1y 2;
Borek, 2001; Kim et al., 2001). La disminucién de los niveles de O, llevarian a la disminucién
de los niveles de peroxinitrito, lo cual estaria apoyado por la disminucién de los niveles de
nitrotirosina (Figura 10). El EAE no fue capaz de prevenir la disminucion de la actividad de la
CAT inducida por la GM; probablemente porque esta disminucién no se debe sblo a la

inactivacion de la CAT, sino que se debe a una disminucién en la cantidad de la proteina y del
ARNm.

Los resultados anteriores indican que el EAE disminuye parcialmente la insuficiencia renal
aguda inducida por la GM debido, quizés, 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 presentacion que podria tener aplicaciones terapéuticas futuras.

Por otro lado, otros mecanismos podrian estar participando en el efecto protector del EAE,
ya que este es una mezcla compleja de compuestos (Lawson, 1998). Dentro de estos
mecanismos potenciales, estad el hecho de que el EAE tiene la capacidad de aumentar el
contenido de glutation (Wang et al., 1999); ademas, de que puede quelar metales (Dillon et al.,

2003) como el hierro; el cual podria estar involucrado en el dafio renal inducido por la GM como
ya ha sido propuesto (Ueda et al., 1993).

El efecto protector de EAE, sugiere que esta presentacién contiene compuestos, que podrian
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) podrian 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). Ademas, la
SAC presenta algunas caracteristicas que sugieren evaluar su efecto en la IRA inducida por la
GM. Algunas de estas caracteristicas son: 1) es soluble en agua (Kodera et al., 2002), 2) es un
compuesto estable que permanece inalterado, hasta por 2 afios (Lawson, 1996), 3) es inodoro
(Kodera et al., 2002), 4) es menos toxico que otros compuestos del ajo (Amagase et al., 2001),
5) su farmacocinética esta bien establecida (Nagae et al., 1994), 6) muestra alta
biodisponibilidad, ya que se absorbe facilmente por tracto gastrointestinal y puede ser detectado
en el plasma y en higado y en riidn (Nagae et al.,, 1994) y 7) su sintesis quimica es sencilla
(Lawson et al., 1991).

En este trabajo no se cuantifico el contenido de SAC en el EAE; sin embargo, el compuesto
se identific6 mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién en el extracto (Figura 29).
Debido a ésto y a que la SAC no se puede adquirir comercialmente, se realizd su sintesis
quimica. El espectro de RMN'H del producto obtenido por sintesis quimica fue idéntico al de la
SAC-St, corroborandose asi su estructura (Apéndice |). Ademas, se confirmé su capacidad de
atrapar O (Figura 12; Kim et al., 2001) y H,O, (Figura 13; Ide & Lau, 2001).

Cuando se evalub 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), parametros que han sido empleados como marcadores de disfuncion renal
glomerular (Schor et al., 1981). Como ya se mencioné, el incremento en estos parametros
podria estar asociado con el aumento en la produccién de O, (Guidet & Shah, 1989; Yang et
al., 1995) y de H;O, (Cuzzucrea et al., 2002; Yang et al., 1995), ya que estos pueden inducir
una disminucién en la velocidad de filtracién glomerular, via la induccion de la contraccién de
las celulas mesangiales (Duque et al., 1992; Martinez-Salgado et al., 2002). Ademas, el
aumento en los niveles de O, (debido a la disminucion de la actividad de la Mn-SOD, figura 24),
podria llevar a una disminucion de los niveles de ON, un vasodilatador (Cuzzocrea et al., 2002),
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lo que también podria contribuir en la disminucién de la velocidad de filtracion glomerular
(Rivas-Cabanero et al., 1997; 1995). El efecto protector de la SAC, podria estar asociado con su
capacidad para atrapar O, (Figura 12; Kim et al., 2001) y H,O, (Figura 13; Ide & Lau, 2001) y/o
con su capacidad para prevenir la disminucion en la actividad de la Mn-SOD (Figura 24).
Ademas de esto, se ha encontrado que la SAC regula diferencialmente la producciéon de ON, ya
que inhibe la expresion de la sintasa de ON de macréfagos, mientras que aumenta la
produccion de este vasodilatador, en las células endoteliales (Kim et al., 2001); lo cual podria

contribuir en la restauracion de la velocidad de filtracion glomerular en los animales que fueron
tratados con GM y que recibieron SAC.

Por otro lado, se encontré que el tratamiento con SAC disminuyé significativamente el
incremento en la excrecion urinaria de la NAG y de las proteinas (Figura 17) y previno la
disminucién en la actividad de la GPx en el suero (Figura 18), inducidos por la GM. Estos
cambios podrian estar asociados con la necrosis de las células del tibulo proximal (Figura 19),
ya que éste es el sitio primario de acumulacién de la GM (Silverblatt & Kueh, 1979). Se ha
sugerido que varios mecanismos estan involucrados en la generacioén del dafio 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 proteinas (Figura 21), nitrotirosina
(Figura 22) y 4-hidroxinonenal (Figura 23). Ademas, se sabe que el aumento en los niveles de
ERO's, induce citotoxicidad, debida a la accién concertada de especies reactivas derivadas de
oxigeno (Cuzzocrea et al., 2002) y de nitrégeno (Augusto et al., 2002). Tomando en cuenta lo
anterior, el efecto protector de la SAC sobre los parametros tubulares, podria estar asociado
con la disminucion: 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 podrian estar
involucradas en las alteraciones tubulares inducidas por este antibi6tico y que el efecto
protector de la SAC, podria 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 12y 13).

El tratamiento con GM indujo una disminucién 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 podria
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estar asociado con un aumento en la produccion de ERO'’s, como el O, el peroxinitrito y el
H,0; (Blum & Fridovich, 1985; MacMillan-Crow & Thompson, 1999; Padmaja et al., 1998; Rister
& Baehner, 1976). Ademas, la disminucién en la actividad de CAT en las ratas tratadas con GM,
podria ser secundaria a la disminucion en la cantidad de proteina y de ARNm de ésta proteina

(Pedraza-Chaverri et al., 2000) como ya se discutié previamente. La SAC previno totalmente la
disminucién de la actividad de GPx, GR y Mn-SOD, probablemente debido a sus propiedades
antioxidantes, aunque esto aun debe comprobarse.

Estos resultados indican que el incremento en el estrés oxidativo y la disminucién de la
actividad de las enzimas antioxidantes (Mn-SOD, CAT, GPx y GR), podrian ser dos factores
involucrados en la secuencia de eventos que llevan al dafio renal inducido por la GM. Esto es
apoyado por el hecho de que la SAC, mostré un efecto totalmente protector a nivel de: 1) los
parametros glomerulares, 2) los parametros de estrés oxidativo y 3) la actividad de algunas
enzimas antioxidantes; mientras que, sobre los parametros tubulares y sobre la necrosis
tubular, solo ejercié un efecto parcialmente protector, lo que indica que otros mecanismos estan
involucrados en la induccion del dafio por este antibiotico. Ademas, 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 tubulo proximal. Lo que sugeriria que el estrés oxidativo no es una
causa sino una consecuencia del dafio 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 sélo lo hizo parcialmente.
Ademas, en este trabajo la SAC se administré 24 h antes del tratamiento con GM, intervalo de
tiempo que es menor al empleado con el EAE (48 h) y que es mas compatible, para ser usado,

en la practica clinica. Aunque claro, lo ideal seria la administracién conjunta de la SAC con la
GM.

Estos resultados apoyan al menos en parte, la hipétesis 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 dltimo, la SAC al ser un compuesto polar, estable y de alta biodisponibilidad podria ser el
candidato de eleccion para una posible estrategia con fines terapéuticos en humanos; ya que la
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GM al ser un antibiético polar, podria administrarse de manera conjunta con la SAC. Ademas,
la SAC no afecta la capacidad bactericida de la GM, al menos in vitro (Tabla 4), lo que

incrementaria 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 identificé 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-Chaverri et
al., 2000); ya que posee propiedades antioxidantes (Prasad et al., 1995). El efecto de este
compuesto se evalud in vitro y dichos experimentos se realizaron en las células LLC-PK; (una
linea celular epitelial de tabulo proximal, porcina). Los resultados obtenidos muestran que la
administracion 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 podria estar asociado con las
concentraciones empleadas de los compuestos o extractos, aunque la alicina en
concentraciones de 300 uM se vuelve toxica para las células.

Otra posibilidad, es que sea necesaria la preincubacion de las células con los compuestos o
extractos, para lograr obtener algun 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 pareceria indicar que la exposicién previa de las células
con los antioxidantes: 1) incrementa el contenido de estos en la célula, los cuales podrian
actuar directamente como antioxidantes, sobre las ERO’s que se producen y/o bien 2) podria
estar activando ciertos mecanismos, que de alguna manera preparan a la célula para responder
mejor y/o mas rapido 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 glutatién (Wang et al., 1999) e
incrementa la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, GPx y CAT en células endoteliales
(Wei & Lau, 1998), lo cual podria proteger a las células del estrés oxidativo inducido por la GM.
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1. El extracto de ajo envejecido (EAE) disminuyé la insuficiencia renal aguda inducida por la
GM, debido en parte a sus propiedades antioxidantes y a que previene la disminucion de la
actividad de GPx, GR y Mn-SOD.

2. La S-alilcisteina (SAC) disminuy6 el dafio renal inducido por la GM en ratas, lo que indica que
éste podria ser uno de los compuestos responsables del efecto protector del EAE.

3. La SAC no evitd 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, podrian ser los responsables del efecto protector encontrado con éste compuesto.
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La SAC, al ser un compuesto polar, estable, de alta biodisponibilidad y que no afecta la

capacidad bactericida de la GM; podria ser el candidato de eleccion, para una posible estrategia
con fines profilacticos o terapéuticos en humanos que son tratados con este antibiético.

Para evaluar el efecto terapéutico de la SAC, se deberia desarrollar un protocolo en
animales, donde éste compuesto se administre al mismo que la GM, ademas de que podrian
evaluarse diferentes dosis de SAC para tratar de obtener un efecto dosis-respuesta. De esta
manera se podria evaluar el efecto de la SAC sobre el dafio renal que se induce al administrar
GM. En este contexto, se podria pensar en la elaboracién de una ampolleta que tuviera la GM y
la SAC, de esta manera los pacientes (a futuro) no tendian que tomar en forma separada la
SAC, sino que en la misma administracion de GM adquiririan el agente protector.

De esta manera, si la SAC lograra disminuir la nefrotoxicidad inducida por la GM, el valor de
este antibidtico en la practica clinica incrementaria enormemente y hasta podria sustituir el
empleo de agentes mas 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 dafio 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 encontrd un incremento en los niveles de proteinas nitradas,
uno de los mecanismos que podria estudiarse es el papel del peroxinitrito en el dafio renal
inducido por la GM. El peroxinitrito es una especie reactiva de nitrégeno que se forma de la
reaccién entre el aniéon superoxido y el éxido nitrico, los cuales incrementan en el tratamiento
con GM. En este contexto, si el peroxinitrito esta involucrado en la nefrotoxicidad inducida por la
GM, el empleo de compuestos que metabolicen éste radical per se, como las metaloporfirinas
que descomponen peroxinitrito, podria generar un efecto protector. Adicionalmente se podria
explorar si la NADPH oxidasa es la responsable del incremento en la produccion de anion
superoxido. También mereceria estudiarse la participacion de otras especies toxicas como el
singulete de oxigeno, el &cido hipocloroso u otras especies de nitrégeno, las cuales estan
involucradas en la fisiopatologia de otras enfermedades. En este contexto, seria 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-negative infections. Since experimental evidence suggests a role of reactive oxygen species (ROS) in GM-induced
AREF, in this work we studied the effect of a garlic-derived compound, S-allylcysteine (SAC), which is a free radical
scavenger, on GM-induced nephrotoxicity. In rats treated with GM (70 mg/kg/12 h/4 days/s.c.), ARF was evident by
the: (i) decrease in creatinine clearance and increase in blood urea nitrogen, (ii) decrease in blood glutathione peroxidase
(GPx) activity and increase in urinary excretion of N-acetyl-B-D-glucosaminidase and total protein, and (iii) necrosis of
proximal tubular cells. These alterations were prevented by SAC treatment (250 mg/kg/i.p. 24 h before the first dose of
GM and 125 mg/kg/12 W4 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, and 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 Inc.

Keywords—S-allylcysteine, Gentamicin, Garlic, Acute renal failure, Superoxide dismutase, Glutathione peroxidase.

Oxidative stress, Free radicals

INTRODUCTION

Gentamicin (GM) is an aminoglycoside antibiotic widely
used in the clinical practice for the treatment of life-
threatening gram-negative infections [1] due to (i) it
possesses a wide bactericide spectre, especially against
gram-negative bacteria, (ii) it is effective against resis-
tant B-lactamic microorganisms, (iii) its low cost, and
(iv) the low levels of resistance it induces among enter-
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]
has motivated the work of several groups of 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
[4-8]; GM induces superoxide anion (O, ), hydrogen
peroxide (H,0,), and hydroxyl radical (HO) production
from renal mitochondria [7,8], and H,0, generation [5],
lipoperoxidation [4,9-14], nitrotyrosine content [4,15],
and protein carbonyl content [16,17] are increased and
reduced glutathione is diminished [10,16] in renal cortex
from GM-treated rats. Moreover, the oxidative damage
also has been supported by the fact that the administra-
tion of several compounds with antioxidant properties,
ROS scavengers, and/or antioxidant enzymes are able Lo
ameliorate the severity of GM-induced renal damage;
these include dimethylthiourea [9,18], sodium benzoate
[18], deferoxamine [18], superoxide dismutase (SOD)
[9,19], SOD mimetic [4], vitamin E and selenium
[20,21], probucol [21], carvedilol [13], N-acetylcysteine
[15], melatonin [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, the kid-
neys from GM-treated rats are more vulnerable to ROS
due to a deficiency of the antioxidant enzymes superox-
ide dismutase [11,14,17,23,24], glutathione peroxidase
(GPx) [14,17,24], glutathione 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, effects associated, at least in
part, with the antioxidant properties of AGE [17]. The
protective effect of AGE suggests that this extract con-
tains compounds that could potentially ameliorate GM-
induced ARF in rats. 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 converted into more stable, odorless, water-
soluble and less expensive compounds [26]. Indeed,
some compounds, such as S-allylcysteine (SAC, the
most abundant organosulfur compound in AGE) [25,27-
39] and S-allylmercaptocysteine (SAMC) [38-40] have
antioxidant properties. It has been postulated that SAC
could be one of the active compounds responsible for the
protective effect of AGE in several experimental models
associated with oxidative stress [27-30,34,35,38,39]. It
has been clearly shown that SAC has antioxidant prop-
erties both in vivo [29-31] and in vitro [27,28,33-39]. In
vivo, SAC reduces edema formation in the ischemic rat
brain, by a mechanism that seems to involve the inhibi-
tion of lipid peroxidation [29,30], and reduces the histo-
logical damage in heart and liver of mice treated with
doxorubicin, an anticancer drug [31]. In vitro, SAC is
able to scavenge O, [27], H,0, [36], and HO [27]. SAC
also prevents (i) H,0,-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 inhib-
iting inducible nitric oxide synthase expression in
macrophages while increasing NO in endothelial cells that
may contribute to its anti-inflammatory effect [27]. Geng et
al. have shown that SAC may block H,0,-induced nuclear
factor kappa B activation [37]. Based on the above-men-
tioned data, the hypothesis was made that SAC could ame-
liorate GM-induced oxidative stress and renal damage. In
this article the effect of SAC on GM-induced oxidative
stress, decrease in antioxidant enzymes (Mn-SOD, GPx,
GR, and CAT), and renal damage in rats is presented.

MATERIAL AND METHODS
Reagents

S-allylcysteine standard (SAC-St) was kindly pro-
vided by Wakunaga of America Co., Ltd. (Mission

Viejo, CA, USA); GM was from Schering-Plough (Mex-
ico City, Mexico); commercial kits to measure creatinine
and urea were from Spinreact (Girona, Spain). All other
chemicals were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA).

Synthesis and 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 identification with SAC-St
by 'H nuclear magnetic resonance ('"HNMR) spectros-
copy. The in vitro antioxidant ability of SAC was con-
firmed by measuring its scavenging activity on O,  and
H,0,. O, was generated using the xanthine/xanthine
oxidase system, and scavenging activity was determined
by the nitroblue tetrazolium (NBT) reduction [42]. H,0,
was measured by the ferrous ion oxidation-xylenol or-
ange assay [43].

Experimental design

Male Wistar rats (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) CT, injected subcutaneously (s.c.)
and intraperitoneally (i.p.) with saline; (ii) GM, treated
with GM; (iii) SAC, treated with SAC; and (iv) GM +
SAC, treated with GM and SAC. GM-treated rats re-
ceived 70 mg/kg b.w./s.c./12 h for 4 d and SAC-treated
rats received a single dose of 250 mg/kg b.w./i.p. 24 h
before the first dose of GM or saline, and 125 mg/kg
b.w./i.p./12 h for 4 d along with GM treatment or saline.
During the study, rats were maintained with a 12 h
light:dark cycle in stainless steel metabolic cages lo
collect 24 h urine. Urinary excretion of N-acetyl-B-D-
glucosaminidase (NAG) and total protein were measured
on days 0, 4, and 5. Animals were sacrificed on day 5 by
decapitation and blood was collected to obtain serum and
measure creatinine, urea, and GPx activity. One kidney
was removed to obtain cortex samples for histological
studies and the other kidney was removed to obtain
cortex and measure the activity of total SOD, Mn-SOD,
catalase (CAT), GPx, and GR.

Markers of glomerular and tubular damage

The markers of glomerular damage, creatinine and
urea, were measured using commercial kits. Creatinine
clearance was calculated with the standard formula, and
blood urea nitrogen (BUN), was obtained correcting 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-B-D-glucosaminide
as substrate [ 14], total protein was measured according to
Lowry as previously described [44], and blood GPx
activity was measured using GR and NADPH (B-nico-
tinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced form)
in a coupled reaction [45].

Histological analysis

Kidney sections of 4 pm of thickness were obtained
and stained with hematoxilin-cosin (H&E) [46]. The
histological profile of 20 proximal tubules 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 alterations like swelling, cytoplasmic vac-
uolization, desquamation, or necrosis was obtained.

Ocxidative stress marker

Protein carbonyl groups, a relatively stable marker of
protein oxidation by ROS [47], were detected by their
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 H,0,
[48].

Statistics

Results are expressed as the mean *= SD. Data were
analyzed by one-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 = .05 was considered statistically significant.

RESULTS
Synthesis and antioxidant properties of SAC

The '"HNMR analysis indicates that the compound
obtained by synthesis is SAC, which was compared with
SAC-St (data not shown). Furthermore, SAC oblained
scavenged O, and H,0, in a concentration-dependent
manner (data not shown), confirming that the compound
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Fig. 1. Creatinine clearance (A) and blood urea nitrogen (B) on day 5
in the four groups of rats studicd: CT = control group, GM =
gentamicin group, SAC = S-allylcysteine group, and GM+SAC =
gentamicin+S-allylcysteine group. Groups with different letter are
significantly different (p < .001). n for each group is printed in its
respeclive bar.

obtained by chemical synthesis have antioxidant proper-
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 ml), and SAC was unable to prevent this increase in the
GM + SAC group (GM + SAC = 12 * 4 ml).

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. 1A 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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Fig. 2. Urinary excretion of NAG (A) and total protein (B) and blood GPx activity (C) in the four groups of rats studicd. Groups with
different letter are significantly different (p < .001), in the same day. In A and B figures, n = 7-10, and in C figure n for each group

is printed in its respective bar.

times for NAG and 1.5 times for total protein). The
increases in both parameters were partially prevented 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 the GM +
SAC group (Fig. 2C). Creatinine clearance, BUN, uri-
nary excretion of NAG and total protein, and blood GPx
activity were similar in the CT and SAC groups (Figs. 1
and 2).

Histological analysis

Rats treated with GM showed vacuolization and
necrosis in the proximal tubular cpithelial cells (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
histological alterations in the CT and SAC groups
(Fig. 3).

Oxidative stress marker

GM treatment induced an 89% increase in the protein
carbony! content in renal cortex compared to the CT group
(Fig. 4). The increase induced by GM was completely
prevented by SAC (GM + SAC group). The protein car-
bonyl content was similar in the CT and SAC groups.
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Fig. 3. Representative light microscopic findings in the renal cortex from the four groups of rats studied on day 5. GM-treated rats
showed necrosis (arrows) and vacuolization in the proximal tubular epithelial cells. Histological damage decreased in the GM+SAC
group; H&E, 200X. Graph represents the quantitative tubular damage on day 5; n for cach group is printed in its respective bar.

Antioxidant enzymes in renal cortex

Total SOD and Mn-SOD activities diminished 16%
and 22%, respectively, in GM-treated rats. SAC almost
completely prevented the decrease in Mn-SOD and total
SOD activity in the GM + SAC group. Cu,Zn-SOD
remained unatfected by the GM-treatment (Table 1).
GPx and GR activities decreased 33% and 39%, respec-
tively, in GM-treated rats. These decreases were effec-
tively prevented by SAC in the GM + SAC group (Table

E 3r b
w = T
il
5%
0 = B
O &
= a a a
s £ - =ie
S
5 | —
Q
ol 10 8 10 9
CT GM SAC GM+SAC

Fig. 4. Carbonyl content in the renal cortex from the four groups of rats
studied on day 5. Groups with different letter are significantly different
(p < .001); » for each group is printed in its respective bar.

1). CAT activity decreased 52% in rats treated with GM,
but SAC was unable to prevent this decrease in the GM
+ SAC group (Table 1). Total SOD, Mn-SOD, Cu,Zn-
SOD, GPx, GR, and CAT activities were similar in the
CT and SAC groups (Table 1).

DISCUSSION

GM is an aminoglycoside widely used in clinical
practice for the treatment of gram-negative infections.
Although 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
AREF, since it has been found that O,~, H,0,, and HO
increase with GM treatment [4-8] and it 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 recently 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 alterations induced by GM treatment, effects
associated, at least in part, with the antioxidant properties
of garlic powder and AGE. The results 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 Studicd on Day 5

CcT GM SAC GM+SAC
Total SOD (U/mg protein) 18.0 = 0.9 15 = 0.6 19 = 1.0° 18 = 0.6"
Mn-SOD (U/mg protein) 7+05 5*04° 6.7 = 0.6" 6.3 =04
Cu,Zn-SOD (U/mg protein) 1201 10 = 0.7° 12 = 0.8 16 =10
GPx (U/mg protein) 0.15 = 0.008" 0.1 = 0.009° 0.15 = 0.008" 0.15 = 0.01*
GR (U/mg protein) 0.095 = 0.006" 0.06 = 0.007° 0.09 = 0.003* 0.09 = 0.005°
CAT (k/mg protein) 033 = 0.05" 0.16 + 0.05° 031 * 0.03° 0.16 * 0.04°

Values are mean * SD; groups with dilferent letters are significantly different (p < .001); n = 9-10.
CT = control; GM = gentamicin; SAC = S-allylcysteine: Mn-SOD = manganese superoxide dismutase; Cu.Zn-SOD =
copper/zinc superoxide dismutase; GPx = glutathione peroxidase; GR = glutathione reductase; CAT = catalase.

better acceptation in clinical practice. AGE is a garlic
presentation whose composition has been reported [25],
and it has been postulated that SAC [27-38,50] and
SAMC [38-40,50] are two of the compounds that might
play an important role in the antioxidant activity of AGE
because they are potent antioxidants.

SAC is the most abundant organosulfur compound in
AGE (6.1 = 2.7 mg/g dry extract), which has been used
to standardize commercial aged extracts [25]. Further-
more, SAC has the following characteristics: (i) water
soluble; (ii) stable, the stability remains for up to 2 years
[25]; (iii) odorless; (iv) less toxic than other garlic com-
pounds, it is 30-fold less toxic than allicin and diallyl-
disulfide (DADS). The 50% lethal oral dose (mg/kg
body) in male mice was 8890 for SAC, 309 for allicin,
and 145 for DADS, and in females was 9390 for SAC,
363 for allicin, and 130 for DADS [26]; (v) high bio-
availability, it is casily absorbed in the gastrointestinal
tract and can be deltected in the plasma, liver, and kidney
after oral intake, with a bioavailability of 103% in mice,
98% in rats, and 87.2% in dogs [51]; and (vi) less
expensive, since its synthesis is easy and cheap [41].

Taking into account the SAC characteristics, in the
present study we investigated the cffect of SAC on
GM-induced ARF in order to gain new insights into the
prophylaxis of GM-induced nephrotoxicity, which is a
common problem limiting the use of this drug.

SAC elfectively prevented the decrease in creatinine
clearance and the increase in BUN (glomerular function
markers) induced by GM treatment. The alteration in
glomerular function cannot be attributed (o structural
damage, since glomeruli structure is normal in GM-
treated rats [ 14], but it has been found that GM (reatment
increases H,0, [5,8] and O, [4,8] production, and it is
known that these ROS induce mesangial cells contrac-
tion, altering the filtration surface area and modifying the
ultrafiltration coefficient, factors that decrcase the glo-
merular filtration rate (GFR) [52,53]. Moreover, O, can
react with NO (a vasodilator) to form peroxynitrite, a
cytotoxic oxidant radical specie. Due to this, the inacti-
vation of NO by O, could be another mechanism that
leads to a decrcase in GFR [54]. These data indicate that

H,0, and O, could be involved in the decrease of GFR
in GM-induced nephrotoxicity, and that the protective
effect of SAC could be associated with its ability to
scavenge O, [27] and H,0, [36] and/or with its ability
to effectively prevent the decrease in Mn-SOD activity.

It has been suggested that several mechanisms may
lead to the tubular damage; one of the mechanisms
involved is oxidative stress [4—8]. In this study the
oxidative stress was evident by the increase in carbonyl
content in renal cortex of GM-treated rats. Furthermore.
it is known that the increase in ROS levels induces
cytotoxicity due to a concerted action of oxygen- [4] and
nitrogen-derived free radicals [55]. Moreover, we found
that SAC effectively prevented the increase in carbonyl
content in renal cortex of rats treated with GM + SAC,
an cffect that could be associated with the SAC antiox-
idant properties and/or with its ability to prevent the [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 the partial protective effect of SAC on these param-
eters could be associated with the ability of SAC to
partially ameliorate the tubular necrosis.

In this study, Cu,Zn-SOD activity was unchanged and
Mn-SOD activity decreased in the GM group, which is in
agreement with our previous data [14,17]. O, and H,0,
could induce the inactivation of Mn-SOD, GPx, GR, and
CAT in renal cortex from GM-treated rats. Also it is
known is that peroxynitrite anions impair Mn-SOD [56]
and GPx [57] activities, and that O, inactivates GPx
and CAT [58]. In addition, the decrease in CAT activity
in GM-treated rats could be secondary to the decrease in
the content of its protein and its mRNA [14]. SAC
treatment almost completely inhibited the decrcase in
Mn-SOD, GPx, and GR activities, an effect that could be
related to its ability to scavenge O, ™ [27).

Our results indicate that the increase in oxidative
stress and the decrease in antioxidant enzymes Mn-SOD,
GPx, GR, and CAT activity, could be factors involved in
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the sequence of events leading to GM nephrotoxicity,
and that the protective effect of SAC could be associated
with the prevention of the increase in oxidative stress and
the fall in the antioxidant enzymes activity.

The protective effect obtained in this work was sim-
ilar to obtained in GM-treated rats and treated with garlic
powder [14] or AGE [17]; however, the protective etfect
observed with SAC was higher than that obtained with
garlic powder or AGE. Thus, in this work SAC was
administered 24 h before GM, a shorter time interval
than used previously with garlic powder [14] or AGE
[17], a time interval that is more compatible to the
clinical practice, although the simultaneous administra-
tion of both SAC and GM would be closer to the actual
clinical setting. Therefore, this indicates that SAC may
be clinically used as a drug to prevent the GM-induced
ARF.

In conclusion, the protective effect of SAC on GM-
induced nephrotoxicity was associated with the decrease
in the oxidative stress and the preservation of Mn-SOD,
GPx, and GR activities in renal cortex. The potential
ability of SAC to reduce GM nephrotoxicity in patients
remains to be studied.
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Abstract

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 antioxidant, 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 mg/kg/12 hours/4 days), 3) AGE, treated i.p with AGE (1.2 mL/kg/12 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-p-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 cortex. These data suggest that AGE may be a useful agent for the prevention of
GM-nephrotoxicity.
© 2003 Elsevier Inc. All rights reserved

Kevwords: Aged garlic extract; Garlic; Gentamicin; Aminoglycosides; Acute renal failure; Antioxidant enzymes; Oxidative
stress; Nitrotyrosine; Nephrotoxicity; Reactive oxygen species; Superoxide dismutase; Glutathione peroxidase: Glutathione
reductase

Introduction

Gentamicin (GM) is an aminoglycoside antibiotic widely used as an agent for the treatment of life-
threatening 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 some signs of
nephrotoxicity (Lerner et al., 1986). Despite the introduction of newer and less toxic antibiotics, GM
continues playing a useful role in the treatment of serious enterococcal, mycobacterial, and gram-
negative infections, due to its effectiveness against resistant 3-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 exact mechanism by which 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 (H-O,) generation
(Guidet and Shah, 1989) are increased in GM-treated rats. It has also been found that GM-induced
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 nephrotoxicity
induced by GM (Pedraza-Chaverri et al., 2000). The 2% garlic powder was given 14 days in advance
and along all 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 searched for an
odorless garlic presentation with antioxidant properties. During garlic aging (up to 20 months) unstable
and highly odorous compounds in fresh garlic are converted into more stable and much less odorous
compounds (Amagase et al., 2001). This garlic preparation is known as aged garlic extract (AGE)
whose chemical composition is different from that of garlic powder (Lawson, 1998). The most
abundant compounds (mg/g product) in AGE are: alliin (0.3), y-glutamylcysteines (0.34), y-glutamyl-
S-allylcysteines (0.25), S-allylcysteine (0.6), and S-allylmercaptocysteine (0.15), whereas in garlic
powder the most abundant compounds are: alliin (11.5) and ~y-glutamylcysteines (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; Dillon et al., 2002). In
addition, AGE is a commerc:ally available garlic preparanon that has been w:dely studled for its hlgh

.\1“\0\10“11 it mm Wy g e At \». R i \L‘\ n\ ...'. b IR AN R, LN '\ Vo S
al., 2001; Morihara et al., 2002; Yamasaki et al., 1994) Taking into account all the AGE propcrtles
above 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 Western blot was purchased from 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 (O> ) scavenging activity of AGE in vitro

Xanthine-xanthine oxidase system was used to determine the O, scavenging activity of AGE. O,
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/12 hours s.c. for 4 days, and AGE treated rats
(AGE and GM + AGE groups) received a dose 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 °C until N-acetyl-p-D-glucosaminidase (NAG)
activity and total protein were measured. Animals were sacrificed on day 5, and blood was collected
to obtain plasma which was stored at —80 °C 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-100, pH = 7.0. The homogenate was centrifuged at 19,000 x g and 4
°C for 30 min. Supernatant 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 Numagami et al. (1996).

Markers of glomerular and tubzlar damage

Plasma creatinine and BUN were measured using commercial kits and total protein in urine was
measured by a turbidimetric method (Pedraza-Chaverri et al., 1999). Urinary NAG activity was
determined using p-nitrophenyl-N-acetyl-p-D-glucosaminide as substrate (Pedraza-Chaverri et al.,
2000). Plasma GPx activity was measured using GR and NADPH in a coupled reaction (Pedraza-
Chaverri et al., 2001).

Histological analysis

Kidney sections of 4 um of thickness were obtained and stained with hematoxilin-eosin (H and E)
(Pedraza-Chaverri 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 vacuoliza-
tion, desquamation or necrosis was calculated.

Oxidative stress markers

The immunohistochemical localization of nitrotyrosine was performed in sections of 4 um of
thickness. Endogenous peroxidase was quenched/inhibited with 4.5% H,O,. 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 H,0,-DAB
for 1 min (Barrera et al., 2003). Sections were counterstained with hematoxilin. Quantitative image
analysis was performed with a Zeiss KS 300 Imaging System, Release 3.0 (Hallbergmoos, Germany).
This software measures densitometric mean value of the region in different fields of the sections. We
normalized 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 SOD activity was assayed by a previously reported method using NBT and Mn-SOD activity
was measured by inhibiting Cu, Zn-SOD with DDC (Pedraza-Chaverri et al., 2001). Cu, Zn-SOD
activity was obtained by subtracting the activity of the DDC-treated samples from that of total SOD
activity. CAT activity was assayed by a method based on the disappearance of H,O, (Pedraza-Chaverri
et al., 1999, 2001). GPx activity was assayed as previously described (Pedraza-Chaverri et al., 2001)
and GR activity was assayed according to Carlberg and Mannervik (1975) measuring the disappearance
of NADPH.
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Western blot

Immunodetection was performed using specific primary antibodies against Mn-SOD, Cu, Zn-SOD or
CAT (Pedraza-Chaverri 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 AxSYM® gentamicin assay (Abbot Laboratories, Abbot Park, IL,
USA).
Statistics

Data are presented as mean + SD and were analyzed by ANOVA followed by Bonferroni’s multiple
comparisons using the software Prism 2.01 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Non-paired t-test was
used to compare the quantitative histological data and renal GM content. P < 0.05 was considered
statistically significant.
Results
In vitro evaluation of the AGE scavenging properties

AGE scavenges O, 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 volume

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 xanthine/xanthine oxidase/NBT system™®

AGE NBT reduction Uric acid production

(mg/mL) AODj/min Inhibition (%) AOD.ys/min Inhibition (%)
0.00 0.051 £ 0.005 - 0.020 + 0.001 -

1.38 0.048 + 0.002 53+44 0.023 £ 0.001 0.0

2.75 0.036 + 0.002 294 £ 3.2% 0.022 + 0.004 0.0

5.51 0.024 £ 0.001 317 2.5 0.024 + 0.008 0.0

* Values are mean + SD.

® AGE, aged garlic extract; OD, optical density; NBT, nitroblue tetrazolium.
*P <0.001 vs. AGE 0 mg/mL; n = 5.
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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: control group, GM:
gentamicin group, AGE: aged garlic extract group, and GM + AGE: gentamicin + aged garlic extract group. The data represent
the mean *+ SD. DifTerent letter superscripts indicate statistically significant differences among groups (P < 0.05);b>c>a. n
for each group is printed in its respective bar.

GM =132 + 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 creatinine and BUN increased 5.7 and 2.7-fold, respectively, in the GM group compared to the
CT group (Fig. 1A and B). AGE partially 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 different. Plasma GPx activity diminished to 50.3% in the GM group (Fig. 3) and the
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Fig. 2. Urinary excretion of N-acetyl-{3-D-glucosaminidase (A) and total protein (B) on day 5 in the four groups of rats studied.
The data represent the mean + SD. Different letter superscripts indicate statistically significant differences among groups (P <
0.01) in the same day; ¢ > b > a. n = 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 + SD.
Different letter superscripts indicate statistically significant differences among groups (P < 0.001); a > ¢ > b. n 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).

H&E

cT GM L .« | AGE GM+AGE

NITROTYROSINE

)

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 epithelial cells. Histological damage decreased in the 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 of rats studied on day 5. GM-treated rats revealed strong positive immunostaining in the
proximal tubular epithelial cells (arrows), which was markedly decreased in the GM + AGE group. 200X.
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Fig. 6. Total superoxide dismutase (A), Mn superoxide dismutase (B), and Cu, Zn superoxide dismutase (C) activity in the renal
cortex from the four groups of rats studied on day S. The data represent the mean + SD. Different letter superscripts indicate
statistically significant differences among groups (P < 0.001); a > b. n for each group is printed in its respective bar.
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Fig. 7. Glutathione peroxidase (A) and glutathione reductase (B) 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 < 0.001); a > b. n for each group is printed in its respective bar.

Oxidative stress markers

Immunohistochemical localization revealed positive immunostaining 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 (1.9 + 0.21, P < 0.001) than in GM group.
Immunostaining for nitrotyrosine in CT and AGE groups was similar (Fig. 4, lower panel).

GM treatment 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. 6B). 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 Western blot, were unchanged in the

Table 2
Densitometric analysis of Western blot of Mn-SOD, Cu, Zn-SOD, and CAT in renal cortex from the four groups of rats studied

on day Su.h.c

CT GM AGE GM + AGE
Mn-SOD 100 + 6 103 + 15 102 + 5 95 + 11
Cu, Zn-SOD 100 + 8 97 + 14 99 + 10 99 + 8
CAT 100 + 9 67 + 15* 95 + 16 75 + 12*

 Values are mean + SD.

® CT, control; GM gentamicin; AGE, aged garlic extract; Mn-SOD, manganese superoxide dismutase; Cu, Zn-SOD, copper,
zinc superoxide dismutase; CAT, catalase.

“ 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 < 0.001); 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 SOD, Mn-SOD, Cu, Zn-SOD, GPx, GR, and CAT activities were similar in CT and
AGE groups (Figs. 6A,B,C, 7A,B, and 8).

Renal GM content

Treatment with AGE had no effect on renal cortical GM content at the end of the study: 47.5 + 12in
GM group (n = 6) vs. 51.6 + 6 pg/mg 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 ameliorate GM-induced nephropathy
(Ademuyiwa et al., 1990; Ali, 2002; Ali and Bashir, 1996; Al-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-Chaverri 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-
Chaverri 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-Chaverri 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 irritant and is a well-known antioxidant (Borek, 2001;
Dillon et al., 2003; Ide and Lau, 1999; Kim et al., 2001; Yamasaki 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-Chaverri et
al., 2000), the decrease in glomerular function may not be attributed to structural damage. It has been
found that the GM-treatment increases H,0, (Guidet and Shah, 1989; Walker and Shah, 1987; Yang et al.,
1995) and O; (Cuzzocrea et al., 2002) production, and it is known that H,O, (Duque et al., 1992) and O3
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(Martinez-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-SOD activity favors the increase in O, 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 O5 could also lead to a decrease in the GFR (Rivas-Cabariero et al., 1997).
These data indicate that the H>O, and O 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 O3
(Table 1) (Borek, 2001; Kim et al., 2001) and H,O, (Borek, 2001; Ide and Lau, 1999), and/or with its
ability to totally prevent the decrease in Mn-SOD 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-Chaverri 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-SOD, GPx and GR).

It is known that peroxynitrite anions impair Mn-SOD (MacMillan-Crow and Thompson, 1999) and
GPx (Padmaja et al., 1998) activity and O5 inactivates GPx (Blum and Fridovich, 1985; Rister and
Baehner, 1976) and CAT (Rister and Baehner, 1976). In this study, the decrease in Mn-SOD activity in
the GM group was independent from Mn-SOD protein content. Cu, Zn-SOD activity was unchanged,
perhaps due to the fact that Mn-SOD is more labile than Cu, Zn-SOD (Pedraza-Chaverri et al., 2000).
The decrease in CAT activity is due to protein content and mRNA decreases in rats treated with GM
(Pedraza-Chaverri et al., 2000). AGE-treatment totally prevented the decrease in Mn-SOD, GPx and GR
activities, effect that could be related to its ability to scavenge O, (Table 1) (Borek, 2001; Kim et al.,
2001). The decrease in O5 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 probably because 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 antioxidant enzymes Mn-
SOD, 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-SOD, 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 (Dillon 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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