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Resumen

Antecedentes. La a-mangostina (aM) tiene propiedades antioxidantes y es la
xantona presente en mayor concentracion en la fruta del mangostan. En nuestro
laboratorio se encontré que la aM tiene la capacidad de atrapar las especies reactivas de
oxigeno (ERO): anién superéxido (O2*"), anién peroxinitrito (ONOQ") y oxigeno singulete
(*O,). Por otro lado el CP, un agente antineoplasico, induce nefrotoxicidad asociada a
estrés oxidante. La nefrotoxicidad por CP se caracteriza por dafio a las células epiteliales
del tubulo proximal renal que se manifiesta como insuficiencia renal aguda. El CP induce
dafio al ADN, disfunciéon mitocondrial, formaciéon de ERO, disminucion de enzimas
antioxidantes y de antioxidantes no enzimaticos y la muerte celular por necrosis y/o por
apoptosis, dependiendo de la concentracion del farmaco.

Hipodtesis: La aM seré capaz de prevenir el dafio renal producido por CP.

Objetivo. Determinar si la aM tiene efecto protector en la nefrotoxicidad inducida por
CP.

Disefio experimental. Se estudiaron cuatro grupos de ratas Wistar: 1. control (n=6);
2. aM (n=8); 3. CP (n=10) y 4. CP+aM (n=10). Todas las ratas se mantuvieron en jaulas
metabdlicas para la recoleccion de orina de 24 h a lo largo del estudio. La aM se
administré diariamente de manera intragastrica a una dosis de 12.5 mg/kg a lo largo de
todo el estudio (6 dias antes y 3 dias durante y después de la inyeccion de CP). El CP se
administr6 de manera intraperitoneal a una dosis Unica de 7.5 mg/kg en el dia 7. Los
animales control recibieron una dosis de solucién salina. Los animales de todos los
grupos se sacrificaron 3 dias después de la administracion de CP o de salina para la
recoleccién de sangre y separacion del suero (dia 10). En la orina recolectada se midio la
excrecion urinaria de proteinas (proteinuria) y de creatinina y en suero sanguineo se midio
el nitrégeno de urea en sangre (BUN) y los niveles de creatinina. También se calculd la
depuracién de creatinina.

Resultados. El CP indujo disfuncion renal la cual se hizo evidente por la proteinuria,
el aumento de BUN y de creatinina sérica y la disminucion de la depuracién de creatinina.
La aM atenué significativamente la disfuncion renal inducida por CP cuando se evalu6 por
los parametros antes descritos.

Conclusion. La aM protege de la disfuncién renal inducida por CP.

Perspectivas. Analizar si el efecto renoprotector de la oM en este modelo

experimental esta asociado con la disminucion del estrés oxidante.



1. Antecedentes

1.1 a-mangostina.

La a-mangostina (Figura 1) es una xantona extraida del mangostan, Garcinia
mangostana L., un arbol diseminado y cultivado en el sudeste de Asia. Este es un
compuesto Opticamente inactivo, cuya formula fue dilucidada en 1958 por Yates y Stout
(1958).
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Figura 1. Estructura de la a-mangostina.

Este compuesto posee propiedades cardioprotectoras, ya que previene la toxicidad
miocardial, el dafio oxidante y la inflamacién inducidos por la catecolamina B-adrenérgica
isoproterenol (Devi Sampath y Vijayaraghavan, 2007, 2008). Sus propiedades se hacen
evidentes también por su capacidad de secuestrar directamente ERO, prevenir su
produccion inducida por el acido 3-nitropropiénico en cultivos neuronales (Pedraza-
Chaverri et al., 2009); asi como por inhibir la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) in vitro inducida por iones cobre (Williams et al., 1995). Ademas, posee propiedades
antibacterianas, ya que actlia contra Enterococci resistentes a vancomicina y
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Sakagami et al., 2005), tiene actividad
antiinflamatoria ya que inhibe la liberacion de prostaglandina E2 (Chen et al., 2008) y
antagoniza los receptores de histamina H1 (Chairungsrilerd et al., 1996). También posee
propiedades anticancerigenas, pues tiene un efecto citotoxico en células cancerosas
DLD-1 (Nakagawa et al., 2007).

1.2 Rifidn

1.2.1 Organizacion general de los rifiones y el tracto urinario. Los dos rifiones se
encuentran en la pared posterior del abdomen, fuera de la cavidad peritoneal (Figura 2).
Cada rifion de un ser humano adulto normal pesa alrededor de 150 g y tiene el tamafio

aproximado de un pufio cerrado. La cara medial de cada rifibn contiene una region con



una muesca llamada el hilum renal a través del cual pasan la arteria y la vena renal, el
sistema linfatico, los nervios y el uréter, el cual acarrea la orina final del rifidén a la vejiga,
donde se acumula hasta ser vaciada. El rifidn esta rodeado por una capsula fibrosa y

tensa que protege sus estructuras internas delicadas (Guyton & Hall, 2006).

Figura 2. Organizacion general de los rifiones y del sistema urinario (Guyton & Hall,
2006).

Si se cortan los rifiones de arriba a abajo, las dos regiones de importancia que
pueden verse son la corteza externa y la region interna denominada médula. La médula
esta dividida en multiples masas de tejido, de forma conica, llamadas piramides renales.
La base de cada piramide se origina en el borde entre la corteza y la médula y termina en
la papila, la cual se proyecta dentro del espacio de la pelvis renal, una continuacién en
forma de abanico de la porcion superior del uréter. El borde exterior de la pelvis esta
dividido en bolsas abiertas, llamadas céalices mayores, que se extienden hacia abajo y se
dividen en los calices menores, las cuales recolectan orina de los tubulos de cada papila
(Guyton & Hall, 2006).

1.2.2 La nefrona es la unidad funcional de los rifiones. Cada rifién en el ser
humano contiene alrededor de 1 millbn de nefronas, cada una capaz de formar orina.
Cada nefrona contiene: 1) un mechon de capilares glomerulares llamado glomérulo, a
través del cual grandes cantidades de liquido son filtradas desde la sangre, y 2) un tabulo
largo en el cual el liquido filtrado es convertido en orina en su recorrido a la pelvis del
rindon (Figura 3; Guyton & Hall, 2006).



Figura 3. A) Seccion de rinidbn humano que muestra los principales vasos que
aportan el riego sanguineo al rifidon y B) esquema de la microcirculacion de cada nefrona
(Guyton y Hall, 2006).

El glomérulo contiene una red de capilares glomerulares conectados y ramificados
que estan cubiertos por células epiteliales y todo el glomérulo esta cubierto por la capsula
de Bowman. El liquido filtrado desde los capilares glomerulares fluye hacia la capsula de

Bowman y después hacia el tubulo proximal, que se sitla en la corteza renal.

Desde el tabulo proximal, el liquido fluye hacia el asa de Henle, que desciende hasta
la médula renal. Cada asa consta de una rama descendente y otra ascendente (Guyton y
Hall, 2006).

Mas alla del asa de Henle, el liquido entra en el tubulo distal, que, como el tibulo
proximal, se dispone en la corteza renal. A este le sigue el tabulo colector cortical, que
conduce al conducto colector principal. Las partes iniciales, de 8 a 10 conductos

colectores corticales, se unen para formar un solo conducto colector mayor que discurre



hacia abajo al interior de la médula y se convierte en el conducto colector medular. Los
conductos colectores se funden para formar progresivamente conductos cada vez
mayores que finalmente se vacian dentro de la pelvis renal a través de las puntas de las
papilas renales (Guyton & Hall, 2006).

1.2.3 Nefronas corticales y yuxtamedulares. Los dos tipos principales de nefronas
son clasificadas de acuerdo a su posicion en el rifién y la longitud de las asas de Henle.
Las nefronas que se originan en un tercio del interior de la corteza - llamadas nefronas
yuxtamedulares ya que estas estan proximas a la médula - tienen asas de Henle mas
largas que las nefronas corticales, que son mas numerosas, las cuales se originan en las
dos terceras partes externas de la corteza (Figura 4). Las nefronas yuxtamedulares
juegan un papel importante en la habilidad del rifibn para producir la orina concentrada
(Fox, 2008).

Figura 4. Contenido de la piramide renal. La posicion de las nefronas corticales y

yuxtamedulares se muestra dentro de la piramide renal del rifidn (Fox, 2008).

Un conducto colector recibe el liquido de los tibulos distales enroscados de varias
nefronas. Los fluidos entonces son drenados por el conducto colector desde la corteza a
la médula mientras el conducto colector pasa a través de la piramide renal. Este fluido,
ahora llamado orina, pasa dentro del céliz menor. La orina es entonces encausada a

través de la pelvis y fuera del rifién en la uretra (Fox, 2008).



1.3 Cisplatino

El CP, cis-diaminodicloroplatino (ll), es uno de los agentes quimioterapéuticos mas
usados para el tratamiento de tumores solidos (Molitoris y Finn, 2001). Se emplean
regimenes de quimioterapia basados en CP para el tratamiento de cancer testicular,
tumores de células germinales de ovario, cancer epitelial de los ovarios, cancer de cabeza
y cuello, cancer cervical avanzado, cancer de vejiga, mesotelioma, cancer endometrial,
cancer de pulmoén, melanoma maligno, tumores carcinoides, cancer de pene, carcinoma
adrenocortical, entre otros (Hanigan y Devarajan, 2003). Las terapias con altas dosis CP
estan limitadas por su nefrotoxicidad y neurotoxicidad acumulativa. Sin embargo, el CP es
aun el farmaco de eleccion en muchos regimenes terapéuticos basados en compuestos
de platino, y permanece como uno de los farmacos quimioterapéuticos mas comunmente
usados. La estructura del CP se muestra en la Figura 5 (Hanigan y Devarajan, 2003).
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Figura 5. Estructura del cisplatino.

El CP es toxico a los tubulos proximales renales. Los pacientes tratados con
cisplatino presentan elevacion en los niveles de nitrégeno de urea en sangre (BUN por
sus siglas en inglés) u otras evidencias de dafio renal. El CP se une a ADN, matando
células tumorales (Hanigan y Devarajan, 2003). Hay evidencias contundentes tanto de
estudios in vivo como en cultivos celulares que revelan que el CP es metabolizado a
nefrotoxinas a través de un intermediario conjugado con el glutation. Los compuestos
conjugados glutation-platino pueden formarse ya sea en el higado o en el rifibn. Mediante
inyecciones continuas de CP, en las que se usa el is6topo Pt (195), se ha demostrado que
los mas altos niveles de platino se encuentran en el higado y en el rifion (Hanigan y
Devarajan, 2003). El tratamiento con antioxidantes conocidos tales como el a-tocoferol, la
vitamina C, y la N-acetilcisteina podrian contrarrestar en algun grado, los efectos téxicos
mediados por las ERO. Algunos estudios han mostrado que la generacion de radicales
libres mediadas por CP podria activar la cascada de sefiales de muerte celular y podria
hacer a las células epiteliales tubulares sensibles y vulnerables a los dafios relacionados
con el estrés oxidante (Razzaque, 2007).

1.3.1 Farmacocinética. EI CP se une intensamente a proteinas; dentro de 2 h
después de la infusion de CP, un 90% esté unido a proteinas principalmente a albamina,

transferrina, y y-globulina. La concentracion maxima en sangre se alcanza dentro de 90 a



150 minutos, y declina de manera bifasica con una vida media de 36 a 47 dias. Las
concentraciones mas altas se ven en el higado, la préstata y el rifion.

Después de una administracion intravenosa de 40 a 140 mg/m? de cisplatino, sélo
10% a 40% se excreta por los rifiones en 24 h. En 5 dias del 35% a 51% se excreta en la
orina. La depuracion renal de platino libre excede la proporcion de la filtracion glomerular
(FG), sugiriendo una eliminacién activa del farmaco por el rifidén. El aclaramiento renal de
platino libre es variable y no lineal. Este es dependiente de la dosis, del flujo renal, y de la
secrecion tubular. No hay evidencia de la reabsorcion tubular, lo que sugiere que los

rifones acumulan el CP por absorcion peritubular (Molitoris y Finn, 2001).
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2. Justificacion

Se ha demostrado que la aM tiene diversos efectos citoprotectores algunos de los
cuales pueden estar mediados por su capacidad antioxidante directa. Por otro lado, se
sabe que el CP es uno de los agentes quimioterapéuticos mas usados para el tratamiento
de tumores sélidos y que uno de sus efectos secundarios mas importantes es la
nefrotoxicidad. Se ha establecido que dicho efecto secundario est4 asociado al estrés
oxidante. Dada la importancia de este efecto secundario, la investigacién de estrategias
para atenuar dicho efecto constituye un tema de investigacion plenamente justificado.
Basados en este hecho y en las propiedades de la aM, en este trabajo se estudio el

posible efecto protector de la aM sobre la nefrotoxicidad inducida por CP.

3. Hipotesis

eLa aM sera capaz de prevenir el dafio renal producido por CP.

4. Objetivo

e Determinar si la aM tiene efecto protector en la nefrotoxicidad inducida por CP.
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5. Materiales y métodos

5.1 Diseflo experimental y animales. Se usaron ratas macho de la cepa Wistar,
gue se obtuvieron del bioterio del conjunto E de la Facultad de Quimica, UNAM, para
determinar el efecto protector in vivo de la aM. Se formaron cuatro grupos de animales:
grupo 1, Control (6 animales), grupo 2, tratamiento con oM (8 animales), grupo 3,
tratamiento con CP (10 animales), grupo 4, tratamiento con CP + oM (10 animales). Cabe
sefalar que las ratas se agruparon de modo que el peso promedio de cada grupo fuera
similar. Asi los animales se seleccionaron aleatoriamente para administrarles las dosis
segun el grupo correspondiente y el régimen de administracion segun el esquema
siguiente.

SSI
CP

aM oM aM oM oM aM aM aM oM Sacrificio
| | I | I I | I I |

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0

Grupo Control SSI Dosis i.p. Unica de SSI (1 mL)

Grupo aM aM Dosis oral de a-mangostina, 12.5 mg/Kg/dia
Grupo CP CP Dosis i.p. Gnica de cisplatino, 7.5 mg/Kg
Grupo CP+aM

Esquema de dosificacion

La dosis de 12.5 mg/Kg de aM que se uso para producir el efecto protector se eligio
con base a estudios previos que se realizaron en nuestro laboratorio en los que se
encontré que esta era la dosis que producia el efecto protector éptimo, ya que a esta
dosis se obtiene una buena proteccion con una dosis baja. La dosis de cisplatino también
se eligié con base a estudios previos que se realizaron en nuestro laboratorio en los que
encontraron que esta era la mas adecuada para inducir la nefrotoxicidad.

Los animales se mantuvieron en jaulas metabolicas durante todo el periodo de
estudio (10 dias). El dia cero (d 0) se define como el dia previo a la primera
administracion de aM; las muestras obtenidas en este dia se consideran como basales.
En los dias 1, 7 y 10 se recolecto la orina de los animales. Se determind el volumen de la

orina 'y se centrifugd a 7,500 x g por 5 min; del sobrenadante se tomaron dos muestras de
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1 mL, por cada dia de recoleccion.

Para los dias 0 y 6 se tomaron muestras de sangre del plexo venoso orbital. Se
sacrificaron las ratas al dia 10 por decapitacion para recolectar la sangre de las arterias
principales en tubos de ensayo de 13 x 100, se us6 heparina para evitar la coagulaciéon de
la sangre. Las muestras de sangre de los dias 0, 6 y 10, se centrifugaron a 6,000 x g por 5
min, para posteriormente recolectar muestras del sobrenadante (plasma) de cada una de

las ratas.

5.2. Métodos analiticos

Una vez obtenidas las muestras, se determiné el BUN vy la creatinina en las muestras
de plasma; y en la orina se determiné la creatinina y la proteinuria. Con el valor de
creatinina en plasma y orina se calculé la depuracién de creatinina.

5.2.1 Determinacién de creatinina en plasma/suero y orina. La depuracion de
creatinina endégena es comunmente usada para la estimacion de la FG. La creatinina es
producida en el musculo en proporcién relativamente constante, no se une a proteinas
plasméticas, y se filtra libremente a través de los glomérulos (McClatchey, 2002). La
creatinina presente en el suero o en el plasma reacciona directamente con el &cido picrico
en solucion alcalina (reaccion Jaffé) produciéndo un complejo cuya absorbencia se mide
520 nm (Slot, 1965; Perrone et al., 1992; Vasiliades, 1976).

Creatinina + &acido picrico——— Complejo picrato-creatinina.
La creatinina se elimina del organismo casi completamente por FG. Por esto, la

depuracion de creatinina puede usarse para evaluar la FG (Guyton y Hall, 2006).

DCr = ([Creatinina en orina] / [Creatinina en plasma]) X Flujo urinario (ml/min)

Flujo urinario = Vol. de orina (mL) / Tiempo de recoleccion (min)

5.2.2 Determinacién de la depuracion de creatinina. De las muestras
recolectadas se determiné la concentracion de creatinina tanto en plasma como en orina
en mg/dL. Asi, se calculd la depuracion de creatinina en mL/min (el tiempo de recoleccion
fue de 24 h). Una vez obtenidos los resultados de depuracion de creatinina estos se

normalizaron por cada 100 g de peso.
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DCrx100g
DCr/100g =

Peso de la rata

5.2.3 Determinacion de BUN. La urea es sintetizada casi exclusivamente en el
higado y es transportada a los rifiones donde es filtrada para su excrecion (Mathews et
al., 2000). La mayoria de los tejidos convierten el ibn amonio a glutamina, la cual es
transportada al higado donde se convierte en urea. Por otro lado, en tejidos musculares el
ion amonio es convertido en alanina la cual es transportada al higado: ahi es reconvertida
a ion amonio, y a partir de este se forma la urea (Mathews et al., 2000). Las mediciones
del BUN proveen un ensayo clinico sensible al funcionamiento del rifién, ya que la
filtracion y la remocion de urea estan deterioradas en los casos de mal funcionamiento del
rinidn (Mathews et al., 2000). Mas del 90% de urea es excretada a través de los rifiones y
el resto es excretada a través del tracto gastrointestinal y la piel. En un rifién normal, 40%
a 70% de la urea altamente difusible se mueve pasivamente fuera del tubulo renal
finalmente para reentrar al plasma (Burtis y Ashwood, 2001). Los métodos enzimaticos
son considerados indirectos ya que ellos usan una enzima para convertir urea a productos
gue subsecuentemente son cuantificados. La urea es hidrolizada a amonio por la ureasa
(urea amidohidrolasa), para formar amonio, como sigue:

Urea+ H,O —— 2NH;" + CO3

El ion amonio resultante entonces es cuantificado por el ensayo enzimético con

glutamato deshidrogenasa (Burtis y Ashwood, 2001) como sigue:

NH;" + a-cetoglutarato + NADH + H* Glutamato + NAD* + H,0

Con la adicion de muestras se inicia la reaccion. La medicion de la disminucion en la
absorbencia resultante de la reaccioén de la glutamato deshidrogenasa se realiza a 340 nm
(Burtis y Ashwood, 2001). Este cambio es proporcional a la concentracién de BUN.

A las muestras se les determiné urea y los resultados obtenidos se presentan en
mg/dL. Ademas con estos resultados se calculd el BUN, que se presentd en las mismas
unidades. La concentraciéon de BUN se obtiene al multiplicar por 0.467 la concentracién
obtenida de urea. Factor que resulta de dividir los gramos de nitrégeno (28) contenidos en
1 mol de urea (60 g) (Burtis y Ashwood, 2001).

5.2.4 Determinacion de proteinuria. La proteinuria es definida como el aumento en

la excrecion urinaria de proteinas. La proteinuria sirve como una base para el diagnéstico
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de dafos renales intrinsecos (McClatchey, 2002). La mayoria de las proteinas
contienen tirosina o triptéfano o ambos, pero cada proteina contiene una porcién Unica de
ellas. Estos aminoacidos, libres o en una cadena polipeptidica desdoblada, reducen el
acido fosfotungstico-fosfomolibdico (reactivo Folin-Ciocalteu) y produce un color azul
(Burtis y Ashwood, 2001) que es detectable en un espectrofotémetro en el rango de 500 a
750 nm (Lowry et al., 1951). En este trabajo se ley6 a una longitud de onda de 660 nm. El
método de Lowry se basa en la reactividad del nitrdgeno de los aminoacidos con los iones
Cu?* en condiciones alcalinas (Figura 6).

Por cada muestra se determinaron los mg de proteinas totales/24 h.

restos fenélicos
de tirosinas
@ OH Reactivo de Folin
(We+, Mo®*)
H H O (color amarillo)
ALLAE DO
Cu2+
--C--N--C--C--N-- -
| . .
OH R OH
Complejo Cu?*-proteina o Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul pélido) (Ws+ , Mo®*)
0 (color azul)

Figura 6. Reaccion entre la proteina y los reactivos (Pérez-Albarsanz, 2008).

5.3 Analisis estadistico. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una via
seguido por una prueba de comparaciéon multiple Newman-Keuls para examinar las
diferencias entre grupos (paquete estadistico GraphPad PRISM versién 3.02). Los datos
se presentan como el resultado promedioterror estandar. Un valor de P<0.05 se

considerd significativo.
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6. Resultados

Se presentan los resultados de proteinuria, BUN, y creatinina en el dia 10 del
estudio, mientras que los datos de depuracion de creatinina por 100 g se presentan a los
dias 1, 7 y 10 del estudio.

6.1 Creatinina sérica. En el dia 10 el nivel de creatinina en el grupo CP es de 300%
con respecto al control, lo que indica que el CP causo6 dafio renal (Figura 7). Por otro lado,
en el grupo CP+aM se observa que sélo se presenta 150% del valor de creatinina

comparado con el grupo control. Esto indica que la aM ejercié un efecto renoprotector.

2.2 -
2.0 1 1.8
1.8 - T
1.6 -
1.4 -
12 - +, 1
0.9
’ 1.0 - T
S 0.3 T %
E 06 04 /
o I
0.4 % /
0.2 1 / /
0.0 ; 2 . . %
Control oM CP CP+a
n==6 n=38 n=10 n=10

Figura 7. Nivel de creatinina sérica en los cuatro grupos en el dia 10 de estudio. *P<0.001
vs. Control; *P<0.001 vs. CP; * T P>0.05 vs. Control.

6.2 Depuracion de creatinina por 100 g. En el dia 10 se present6 un valor de 24%
en el grupo CP con respecto al grupo Control (Figura 8). Lo anterior hace evidente que se
present6 el dafio renal que se esperaba, ya que hubo una marcada disminucion de la
funcion renal. Por otro lado, se presento el efecto renoprotector en el grupo CP+aM ya
gue el valor de depuracion es de 70% con respecto al control, lo que indica una marcada
diferencia con respecto al grupo cisplatino y un valor de depuracién cercano al del grupo

Control. Con esto se hace evidente el efecto renoprotector de la aM en este parametro.
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Figura 8. Depuracién de creatinina en los cuatro grupos en los dia 0, 6 y 10; *P<0.01 vs.
Control; *P<0.05 vs. CP; ' TP>0.05 vs. Control.

6.3 Nitrogeno de urea en sangre (BUN). En la Figura 9 se presentan los resultados
de BUN. La administracién de CP indujo un aumento del 239% en el grupo CP con
respecto al valor del grupo control. En el grupo CP+aM se presenta un valor de 152% con

respecto al grupo control, lo que indica que la a-mangostina tiene un efecto renoprotector.
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Figura 9. Determinacion de BUN en los cuatro grupos en el dia 10 de estudio. *P<0.001
vs. Control; *P<0.001 vs. CP; * 'P>0.05 vs. Control.

6.4 Proteinuria. En la Figura 10 se observa que la proteinuria aument6 en un 197%
en el grupo CP con respecto al valor del grupo control, lo que sugiere dafio al tejido renal.
Mientras en el grupo CP+aM presenta sélo un aumento del 121% con respecto al control.

Esto representa un efecto renoprotector, ya que este valor es cercano al del grupo control.
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Figura 10. Determinacion de proteinuria en los cuatro grupos en el dia 10 de
estudio *P< 0.01 vs. Control; *P<0.01 vs. CP; *' P>0.05 vs. Control.
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Los resultados de los parametros que se presentaron anteriormente se muestran en

la tabla 1.

Tabla 1. Datos de las determinaciones bioquimicas en dia 10 en todos los grupos

estudiados.
L Creatinina Depuram_on_
Proteinuria BUN (mg/dL) sérica de creatinina
(mg/24 h) 9 (mL/min/ 100
(mg/dL)
Grupos 9)
ﬁfg”"' 26.4£2.7* 26.4+2.2* 0.640.11* 0.4430.05*
M 17.7+3.6* 19.2+1.2* 0.44+0.02* 0.477+0.03*
ﬁ—8 P>0.05 vs. | P>0.05 vs. | P>0.05 vs. | P>0.05 VS.
- Control Control Control Control
CP 51.9+3.8* 63.2+7.3* 1.75+0.19* 0.108+0.01*
n=10 P<0.01 vs. | P<0.001 vs. | P<0.001 vs. | P<0.01 VS.
B Control Control Control Control
* *
31.9+4.9* ‘F‘g‘giog'lz v (F’,'fgio%'ll? 4. | 0.308:0.06"
CP+aM P<0.01vs.CP Cp ) ' CP ’ " | P<0.05vs.CP
n=10 P>0.05 VS. P>0.05 vs. | P>0.05 vs. P>0.05 VS.
Control Control
Control Control

Los datos estan expresados como promedioEEM.

6.5 Peso de los animales. En el grupo aM se presenta una disminucién no

significativa del 3.3% con respecto al control, al dia 10 (Figura 11). En el grupo CP se

observa disminucion significativa del 14.9% con respecto al control, al misma dia.

Ademas, se observa en el grupo CP+aM una disminucion significativa del 12.1% (P<0.05

vs Control).
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Figura 11. Peso corporal en todos los grupos de animales estudiados. *P<0.01 vs.

Control; *P>0.05 vs. CP; *P>0.05 vs. Control; 'P<0.05 vs. Control.
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7. Discusion

La oM es un producto natural con reconocidas propiedades citoprotectoras por lo
que en este trabajo se planted la hipétesis de que podia tener efectos renoprotectores en
la nefrotoxicidad inducida por el CP.

El principal hallazgo de este trabajo es el efecto renoprotector de la aM en la
nefrotoxicidad inducida por CP. La aM atenud las alteraciones en los marcadores del
dafio renal que se valoraron en este trabajo: proteinuria, BUN, creatinina en suero y
depuracion de creatinina. Diversos estudios han permitido establecer que la nefrotoxicidad
inducida por cisplatino se caracteriza por un aumento de BUN y una disminucién de la
depuracion de creatinina (Chirino et al., 2004; Srivastava et al.,, 1996; Hanigan y
Devarajan, 2003; Jung et al., 2009). En este trabajo confirmamos lo anterior.

Ya que diversas investigaciones confirman que la nefrotoxicidad inducida por CP
esta asociada a un aumento del estrés oxidante (Chirino y Pedraza-Chaverri, 2009) se
piensa que el efecto de la aM podria deberse a la capacidad antioxidante de esta xantona
(Pedraza Chaverri et al., 2008,2009). Sin embargo se requieren experimentos adicionales
para probar dicha hipétesis.

De acuerdo a los estudios in vitro realizados en nuestro laboratorio, la aM no es
capaz de atrapar todas las ERO por lo que es posible, que si se quisiera mejorar el efecto
renoprotector seria adecuado evaluar la administracion conjunta de oM con otros
antioxidantes capaces de secuestrar otras ERO, especificamente H,O, y OH.

A continuacién se comparan los resultados obtenidos en nuestro trabajo con los de
otros investigadores que han explorado algunas estrategias para atenuar la nefrotoxicidad
por CP. Yildirim y colaboradores (2003) encontraron que la erdosteina (un compuesto
expectorante con propiedades antioxidantes) atenué el incremento en los niveles séricos
de creatinina y BUN, pero no alcanz¢ significancia estadistica (P>0.05). Esto demuestra
gue la aM tuvo un mejor efecto renoprotector, comparado con este trabajo, ya que si se
presentaron diferencias significativas cuando se compararon los grupos CP vs. CP+aM
(P<0.001). Por otro lado Lee y colaboradores (2006) observaron que la administracion de
rosiglitazona (un compuesto con propiedades anti-inflammatorias) en el grupo tratado con
CP redujo significativamente el BUN vy la creatinina comparados con el grupo tratado con
cisplatino solo (P<0.05). Este efecto es comparable con nuestros datos aunque nosotros
encontramos una significancia de P<0.001 para el efecto renoprotector en los mismos
parametros. En tanto, Atasayar y colaboradores (2009) observaron que la combinacion de
las vitaminas antioxidantes C y E previno el incremento de los niveles de BUN inducidos

por el CP y los mantuvo muy similares a los niveles del control. Sin embargo, la



21

administracion conjunta de las vitaminas C y E no previno el incremento de los niveles
de creatinina. En este trabajo la aM aunque no mantiene los niveles de BUN casi tan
eficientemente como la vitamina C y E, presenta una mayor capacidad para mantener los
niveles de creatinina cercanos a los niveles normales. La comparacion del tratamiento con
el antioxidante natural carnosina resultd en una reduccion significativa de los niveles de
BUN y casi normalizé los niveles de creatinina sérica con respecto al control (Fouad et al.,
2008). La proteccion obtenida con carnosina es muy similar a la obtenida con aM en este
trabajo. Otro grupo de investigadores observé que la administracion de 50 y 100 mg/Kg de
ligustrazina evit6 la proteinuria inducida por CP (Liu et al., 2008). En cambio, la aM a dosis
menores presentd un mejor efecto a una dosis de 12.5 mg/Kg/dia. Ademas, la ligustrazina
revirtié con eficacia el efecto del cisplatino en los niveles de BUN y creatinina sérica (Liu
et al., 2008). En este estudio, la aM también evitod dichas alteraciones, pero a una dosis
menor. Sin embargo, cualquiera de estos dos compuestos (oM y ligustrazina) no evitan
una proteccion completa. La dimetiltiourea (atrapador de OH) mantuvo los niveles de
creatinina sérica muy semejantes a los niveles normales que por la administracion de
cisplatino se incrementaron (Tsuji et al., 2008). Sin embargo, este efecto protector fue
logrado con dosis mayores que las que se aplicaron en nuestro estudio con aM.

De lo anterior se desprende que se han efectuado diversos trabajos experimentales
con el objetivo de proteger del dafio renal que induce el cisplatino. Sin embargo, en
ninguno de los trabajos se ha encontrado una 6ptima proteccion al tejido renal. Se
observa que en algunos trabajos s6lo uno de los pardmetros bioquimicos utilizados es el
que presentd una maxima proteccion, por ejemplo los niveles de BUN. También, se
observa que en algunos se usan dosis mayores que las utilizadas en este trabajo, lo que

podria ser un punto a favor de la aM como un potente renoprotector.
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8. Conclusiones

El cisplatino provoca dafio renal que se hizo evidente con la alteracion de diversos
parametros bioquimicos.
La aM protege de la disfuncion renal inducida por cisplatino (atenuta la alteracion de los

valores de los parametros bioquimicos).

9. Perspectivas.

Estudiar el mecanismo por medio del cual la aM protege al rifibn del dafio por CP. Se
pretende explorar en primer lugar si la proteccion de aM esti asociada a la disminucion
del estrés oxidante.

Explorar si la administracion conjunta de oM con otro compuesto antioxidante puede

aumentar el porcentaje de renoproteccion observado en este trabajo solo con oM.
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10. Apéndice

Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Radical super6xido (02*7). El O,*" puede ser producido por la reduccién univalente
del O, o por diversas enzimas como xantina oxidasa o la NADPH oxidasa. El O,* es
mucho menos reactivo que el OH® y no reacciona con la mayoria de las moléculas
biolégicas en soluciones acuosas. Sin embargo, reacciona rapidamente con otros
radicales, tales como NO°®, grupos hierro-azufre en ciertas enzimas y algunos radicales
fenoxilo (Halliwell y Gutteridge, 2007). Por otro lado, la rapida desaparicion de O, en
soluciones acuosas se debe a la reacciéon de dismutacion. Una molécula de O,* es
oxidada a O, y otra es reducida a H,O,. La reaccion es la siguiente

OZ._ + Og._ + 2H" > H,O, + O,

Cabe mencionar que el dafio biol6gico por O,*" es altamente selectivo y usualmente
involucra su reaccién con otros radicales, por ejemplo NO® o iones hierro. Este también
reacciona con HOCI y cloraminas e interactia con proteinas mitocondriales (Halliwell y
Gutteridge, 2007).

Radical hidroxilo (OH®). EI OH® puede ser generado por la reacciéon de iones
metalicos con H,0; o por fision homolitica inducida por radiaciéon UV del enlace O-O en el
H.Ox.

Puesto que el mayor constituyente de las células es el agua, la exposicion a
radiacion de alta energia, tal como los rayos y origina la produccién de OH® por la fision
homolitica de agua. Los OH" son responsables por mucho del dafio hecho al ADN celular,
proteinas y lipidos por radiacion ionizante.

El OH® es el radical de oxigeno mas reactivo conocido. Por ejemplo, es dificil
demostrar las reacciones del OH® in vitro en soluciones que contienen determinadas
soluciones amortiguadoras, ya que el OH’ las ataca rapidamente y se producen los
radicales derivados del amortiguador.

Perdxido de hidrégeno (H,0,). El H,0, es un liquido viscoso de color azul pélido.
Es téxico a muchas células en el intervalo de 10 a 100 pM, y causa senescencia 0
apoptosis, pero a niveles mas bajos puede promover la proliferacion de ciertos tipos de
células, y a niveles mas altos suprime la apoptosis y promueve muerte celular necrotica.
Ademas, el H,O, se mezcla facilmente con agua y puede difundir dentro y entre las
células in vivo (Halliwell y Gutteridge, 2007). ElI H,O, es continuamente producido en
muchos tejidos in vivo. Dada su extensa presencia in vivo, H,O, es solo un débil agente

oxidante o reductor y es generalmente poco reactivo. Ademas, al cruzar las membranas
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celulares reacciona con iones hierro, y posiblemente cobre, para formar especies mas
dafiinas tales como OH".

Oxigeno singulete. El oxigeno singulete es mucho mas oxidante que el oxigeno en
estado basal (O,). El oxigeno singulete (*O,) es a menudo generado por reacciones de
fotosensibilizacion. Si ciertas moléculas son iluminadas con luz de la correcta longitud de
onda, estas la absorben y la energia lleva la molécula a un estado excitado. La energia de
excitacion puede entonces transferirse a una molécula de O, adyacente, y convertirla en
un estado singulete mientras el fotosensibilizador regresa a su estado basal.

Oxido nitrico. El oxido nitrico (NO") es un gas incoloro, moderadamente soluble en
agua y mas soluble en solventes organicos. Asi, NO® puede cruzar membranas y
facilmente difundir entre y dentro de las células. EI NO" tiene un electron desapareado que
si es removido se produce NO*, cation nitrosonium. Una reduccion da anion nitroxil, NO',
el cual también existe como una forma protonada, HNO. El nitroxil es una especie reactiva
de vida corta, por ejemplo esta reacciona con O, para dar peroxinitrito (ONOQO")

NO + O, — ONOO
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