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Resumen 

 

La insuficiencia renal aguda o nefrotoxicidad se caracteriza por una rápida 

disminución de la filtración glomerular, lo que ocasiona la acumulación de 

productos finales del metabolismo, es asintomática y se detecta mediante un 

perfil bioquímico, que se caracteriza por un aumento en los niveles de 

creatinina y nitrógeno de urea en plasma (BUN). El aumento en la excreción 

urinaria de proteínas es evidencia de daño glomerular o tubular. Además se 

han desarrollado modelos de nefrotoxicidad en los que se han detectado 

alteraciones en la cantidad y actividad de las enzimas antioxidantes como 

SOD, CAT y GPx. 

 

El metotrexato (MT) se utiliza para tratar ciertos tipos de cáncer de seno, piel, 

cabeza, cuello y pulmón. El MT también se utiliza para tratar psoriasis severa y 

artritis reumatoide. Se han encontrado casos donde se desarrolló insuficiencia 

renal aguda a una dosis alta de metotrexato de sodio. Por otro lado, en 

diversos estudios se han descrito el efecto protector del extracto de ajo 

envejecido (EAE) en diferentes modelos experimentales asociados con el 

estrés oxidante.  

 

Por ello, en este trabajo nos propusimos evaluar el efecto de la administración 

del EAE contra la nefrotoxicidad inducida con metotrexato. Se determinó que el 

MT inducía nefrotoxicidad a una dosis de 100 mg/kg y que el EAE evitó el daño 

renal medido mediante niveles de creatinina, BUN y depuración de creatinina. 

El MT disminuye la actividad de CAT y el EAE evita dicha disminución. 

 

Por tanto, el EAE logró prevenir totalmente la nefrotoxicidad inducida por la 

administración de MT, el cual provocó un daño a nivel glomerular, así como la 

inducción de estrés oxidante, donde el efecto del EAE sólo fue parcial. 
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1. Introducción 

 

1.1. EL RIÑÓN 

 

1.1.1. Morfología y fisiología renal 

 

El riñón tiene una estructura oval, es un órgano par y se encuentran ubicados 

en la región inferior del abdomen y por debajo del hígado. Se encuentran a 

ambos lados de la columna vertebral, paralelos a la última vértebra torácica y 

las tres primeras vértebras. 

 

 

 

 

 

Esquema 1. Diagrama de un riñón seccionado longitudinalmente, se muestra la 
corteza y la médula. 
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En el ser humano el peso de cada uno oscila entre 125 y 170 g en el varón y 

entre 115 y 155 g en la mujer; mide de 11 a12 cm de longitud, de 5 a7,5 cm de 

anchura y de 2,5 a 3 de grosor. En su cara medial o cóncava presenta una 

hendidura longitudinal llamada hilio renal, el cual conduce a una cavidad que se 

conoce con el nombre de seno renal, en cuyo interior se observan los vasos 

renales, cálices y parte de la pelvis, todo ello rodeado por tejido adiposo. Cada 

riñón esta irrigado por una única arteria renal, la cual penetra en la región hiliar 

y suele dividirse en una rama anterior y otra posterior. 

 

El riñón está recubierto de una membrana blanca y delgada que se denomina 

cápsula fibrosa, de menos de 1 mm de grosor, la cual se desprende con 

facilidad en el riñón normal; por debajo de la cápsula fibrosa se encuentra la 

corteza renal, siendo mayoritariamente la zona externa, en donde se inicia la 

producción de orina.  

 

La corteza es color marrón, aspecto granuloso y aproximadamente 1 cm, 

debido a la presencia de los glomérulos y de los túbulos contorneados, 

contiene pequeños vasos sanguíneos renales y parte de las nefronas. Debajo 

de la corteza se encuentrala médula, siendo ésta una estructura firme y 

resistente, color pálido con zonas de aspecto estriado llamadas pirámides de 

Malpighi, cuyas bases se dirigen hacia fuera en contacto con la corteza y cuyos 

vértices o papilas renales se orientan hacia el hilio renal conectado con la 

porción inicial del sistema excretor llamados cálices.  

 

La médula posee dos zonas, su aspecto se debe a la porción ascendente de la 

asa de Henle y de los túbulos colectores; contiene más vasculatura renal y 

parte de las nefronas, además en ésta área se lleva a cabo la función de 

concentración de orina y conservación de agua (Anderson y Cockayne, 

1995). 

 

Nefrona 

La nefrona es la unidad funcional del riñón, que se encarga de la formación de 

la orina. El cuerpo humano presenta entre 400,000 a 1,200,000 nefronas a 

diferencia de la rata que contiene entre 30,000 a 34,000 nefronas 
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aproximadamente, donde cada nefrona actúa de manera independiente. El 

extremo proximal de la nefrona está constituido por el corpúsculo renal, que 

comprende un ovillo vascular o glomérulo invaginado en una estructura 

parecida a un saco denominada cápsula de Bowman. Esta cápsula glomerular 

es la expansión inicial del sistema tubular, la cual recibe el filtrado (Esquema 

2).  

 

Además de acuerdo a la localización de las nefronas y de la longitud de los 

túbulos hay nefronas yuxtamedulares, más profundas y nefronas corticales, 

cortas.La interacción de la nefrona con la vasculatura permite que los riñones 

efectúen las cuatro funciones fundamentales para preservar la homeostasis del 

organismo como lo son: filtración, reabsorción, secreción y excreción 

(Anderson y Cockayne, 1995). 

 

Glomérulo 

El glomérulo es donde se lleva acabo la filtración de pequeñas moléculas, agua 

o iones del plasma sanguíneo,localizandose en la corteza renal, constituido por 

una red de hasta 50 capilares paralelos cubiertos de células epiteliales, células 

que se encuentran dentro de una envoltura externa en forma de copa llamada 

cápsula de Bowman.  

 

La cápsula de Bowman actúa como recipiente del filtrado del plasma y da 

origen a una porción tubular (Anderson y Cockayne, 1995). Gran parte del 

volumen de agua y solutos filtrados por el glomérulo son reabsorbidos en el 

túbulo renal, si no fuera así, y teniendo en cuenta el filtrado glomerular normal, 

el volumen diario de orina excretada podría llegar a 160 L, en lugar del litro y 

medio habitual.  

 



4 

 

 

 

Esquema 2. Estructura interna del riñón 

 

Porción tubular 

En las células tubulares, como en la mayoría de las del organismo, el 

transporte de sustancias puede efectuarse por mecanismos activos o pasivos. 

En el primer caso el proceso consume energía, en el segundo no, 

efectuándose el transporte gracias a la existencia de un gradiente de potencial 

químico o electroquímico; no obstante la creación de este gradiente, puede 

precisar un transporte activo previo. Por uno u otro de estos mecanismos, la 

mayor parte del agua y sustancias disueltas que se filtran por el glomérulo son 

reabsorbidas y pasan a los capilares peritubulares y de esta forma nuevamente 

al torrente sanguíneo. Así como existe la capacidad de reabsorber sustancias, 

el túbulo renal también es capaz de secretarlas pasando desde el torrente 

sanguíneo a la luz tubular. 

 

En la porción tubular se lleva a cabo la reabsorción, que permite al organismo 

recuperar la mayor parte de los líquidos a través de procesos de difusión, 

ósmosis y transporte activo; la secreción, permite el paso directo de la 
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circulación a los túbulos y la excreción que consisten en la evacuación total de 

una sustancia del riñón. La porción tubular que se encuentra en la médula renal 

está constituida por una primera porción denominada túbulo contorneado 

proximal que se encuentra recubierto de células que son sumamente 

permeables al paso de agua, sodio, glucosa, bicarbonato y aminoácidos,  el 

75% de las sustancias que han sido filtradas se reabsorben pasivamente en 

este túbulo.  

 

El siguiente segmento de la nefrona es el asa de Henle que está constituida por 

un miembro descendente, una horquilla y el miembro ascendente. En el asa de 

Henle se reabsorbe 25% del sodio y 15% del agua filtrada. Ambos miembros 

del asa de Henle son paralelos entre sí, ambos están rodeados de vasculatura 

renal y son permeables de forma selectiva al desplazamiento de sodio, urea, 

potasio y agua. Otra porción de la nefrona es el túbulo contorneado distal, que 

se ubica en la corteza renal aquí se secreta potasio e hidrogeniones que 

contribuyen a la acidificación de la orina, se reabsorben fracciones variables del 

10% de sodio y 15% de agua restantes del filtrado glomerular, y desemboca en 

el conducto colector y en la pelvis renal (Anderson y Cockayne, 1995). 

 

1.1.2. Funciones básicas del riñón 

 

Para llevar a cabo todas sus funciones el riñón dispone de un abundante flujo 

sanguíneo, su irrigación depende de la arteria renal, rama de la aorta 

abdominal. La arteria renal se divide en 4 a 5 arterias interlobales, las cuales se 

ramifican en arterias arqueadas y éstas, a su vez, forman las arterias 

interlobulillares, de ellas surgen las arteriolas aferentes que forman los 

glomérulos y que terminan en arteriolas eferentes, las cuales formaran las 

arterias rectas y las redes peritubulares; desde estas redes capilares surgen las 

venas que finalmente forman la vena renal que desemboca en la vena cava 

interior y así mediante ello poder realizar correctamente sus funciones básicas 

(Schrier, 1999), algunas de ellas son: 

 

1) Separar la mayor parte de los productos de excreción metabólica del 

organismo y sustancias extrañas,  
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2) Participar en la regulación del volumen del líquido extracelular y de la 

cantidad total del agua en el organismo,  

3) Controlar el equilibrio ácido-base y la concentración de la mayor parte de los  

componentes del organismo,  

4) Tener función endocrina, dado que secretan dos hormonas al torrente 

sanguíneo, la eritropoyetina, que estimula la formación de eritrocitos en la 

médula ósea y la renina, de importancia en la regulación de la presión arterial 

(Geneser, 2000), 

5) Finalmente, los riñones sintetizan glucosa a partir de los aminoácidos y de 

otros precursores en situaciones de ayuno prolongado (Guyton, 1997). 

 

1.2. INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA) 

 

La IRA es un síndrome reversible caracterizado por una rápida disminución de 

la filtración glomerular, ocasionando la acumulación de productos finales del 

metabolismo (compuestos nitrogenados) y alteración de la homeostasis de 

agua y electrolitos (Guyton, 1997; Burton, 1981).  

 

Las causas de la IRA pueden clasificarse de la siguiente forma (Anderson y 

Cockayne, 1995; Devalaraja-Narashimhaet al., 1994): 

 

1. Causas pre-renales: provoca la disminución del flujo sanguíneo 

desencadenando efectos sobre la filtración glomerular; pero las 

estructuras renales se conservan íntegras. Puede ser originado por un 

choque hipovolémico, transfusional, anafiláctico, séptico o traumático. 

 

2. Causas renales: debido a la inflamación aguda que produce una lesión 

orgánica de las estructuras renales. Es causada por agentes 

nefrotóxicos, depósitos intratubulares de pigmentos, glomerulonefritis y 

nefropatía lúpica, entre otros. 

 

3. Causas post-renales: se debe a una obstrucción de uréter, vejiga, 

neoplasmas o procesos malignos e hipertrofia prostática entre otros, 

además se afecta el flujo urinario.  
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4. Por lo tanto,  la insuficiencia renal crónica, así como aguda  de diversas 

etiologías está asociada al estrés oxidante (Chirino, 2006). 

 

1.3. ESTRÉS OXIDANTE 

 

El estrés oxidante se define como una situación de desequilibrio causado por 

un aumento de oxidantes o una disminución de antioxidantes(Sies y Mehlhorn, 

1986). El concepto de estrés oxidante como desequilibrio implica que en 

condiciones fisiológicas normales debería existir un equilibrio o una situación 

de casi equilibrio entre oxidantes y antioxidantes. 

 

Sin embargo, dista mucho de parecer un equilibrio estático, debido a que los 

oxidantes son producidos de manera continua como productos secundarios de 

la respiración y del metabolismo oxidante; así como los antioxidantes que se 

encuentran en constante relación con ellos; también pueden variar por cambios 

en su consumo, en el caso de los exógenos, o en su síntesis y degradación en 

el caso de los endógeno. En las condiciones de estrés oxidante, los oxidantes 

aumentan o los antioxidantes disminuyen en forma progresiva y continua, 

incluyendo respuestas adaptativas de los antioxidantes, lo que le confiere 

elasticidad y reversibilidad a la situación biológica (Konigsberg, 2008). 

 

1.3.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ERO) 

 

Son moléculas derivadas de la reducción incompleta del oxígeno en los 

sistemas biológicos siendo sintetizadas y degradadas por todos los organismos 

aerobios (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverrí, 2006). Se ha demostrado 

un papel tóxico del oxígeno, el cual se debe a la formación de especies 

reactivas de oxígeno (ERO), su toxicidad radica en que a partir de ellas se 

generan especies mucho más reactivas como el radical hidroxilo (HO•) y el 

oxígeno en singulete (¹O2). Cuando el H2O2 se reduce con metales divalentes 

como el hierro y el cobre aceptando un electrón no apareado se produce el 

HO•por la reacción de Fenton. Por otra parte, el ¹O2 se genera por la excitación 
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del dioxigeno, la dismutación espontánea de O2
•− y la descomposición de H2O2.  

El ¹O2 y el HO•  reaccionan rápidamente con DNA, proteínas y lípidos 

produciendo daños y cambios estructurales en las células que muchas veces 

son irreversibles. 

 

Entre las especies químicas derivadas del oxígeno que son más reactivas que 

éste en su forma diatómica ¹O2, incluyen tanto a radicales como a productos no 

radicales; un radical libre (RL) se define como cualquier especie química ya sea 

atómica o molecular, capaz de existir independientemente y que contiene uno o 

más electrones desapareados (Halliwell y Gutteridge, 2006) ya sea por 

ganancia o pérdida de un electrón de un no radical o por la ruptura hemolítica 

de una molécula (Symons, 1991).  

 

La presencia de electrones desapareados modifica la reactividad química de un 

átomo o de una molécula y la hace generalmente más reactiva. Por lo tanto a 

concentraciones elevadas estas especies son tóxicas para la célula y los 

tejidos (Bastet al., 1982). Los RL’s pueden ser de origen endógeno o exógeno 

(Freeman y Crapo, 1996; Frei, 1994), a continuación se mencionan algunos 

de ellos. 

 

1.3.1.1. Exógenos 

 

a) Fármacos como cisplatino, ciclosporina y gentamicina(Denoet al., 1982; 

Maldonado et al., 2005; Santos et al., 2007).  

 

b) Radiaciones electromagnéticas (Bickers y Athar, 2006). 

 

c) Contaminantes ambientales, pesticidas, humo del tabaco, hidrocarburos 

aromáticos y solventes (Mancuso et al., 2007).   
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1.3.1.2. Endógenos 

 

a) La cadena de transporte electrónico mitocondrial donde ocurre la        

transferencia de electrones conocida como reducción univalente del 

oxígeno. 

 

Reacción 1. Reducción univalente del oxígeno 

 

b) La xantinaoxidorreductasa (XOR) puede existir en 2 formas 

funcionalmente distintas: xantina deshidrogenasa dependiente de 

nicotinamida adenina dinucleótido oxidado (NAD+) y que produce 

nicotinamida adenina dinucleótido reducido (NADH) y urato; ésta puede 

transformarse en xantina oxidasa, dependiente de oxígeno originando 

O2
•−yH2O2  (Loftuset al., 2007). 

 

c) Los fagocitos activados poseen diversas enzimas como NADPH oxidasa 

y  sintasa que generan ERO que matan a los microorganismos extraños 

que ingresan al organismo (Babior, 1978). 

 

Considerando la importancia de las ERO se presentan las características 

principales y producción biológica de las siguientes especies: 

 

Anión superóxido (O2
••••−−−−) 

Se genera en muchas reacciones de auto−oxidación y por la cadena 

transportadora de electrones. La producción de O2
•−ocurre principalmente a 

nivel de la semiubiquinona o del ubiquinol y del complejo I (NADH−coenzima Q 

reductasa) (Hansberg, 2002; Konigsberg, 2008). 

Esta especie participa en la descarga bactericida de las células fagocíticas 

activadas por partículas extrañas en los eventos inmunológicos. Al activarse 

estas células la NADPH oxidasa reduce parcialmente el oxígeno y produce 

e- e- 

O2 O2
•−

 

e- 

H2O2 

e- 

HO•
 

2H+ 
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O2
•−, asimismo la xantina oxidasa (XO) también es capaz de reducir el oxígeno 

para producir O2
•− (Cárdenas-Rodríguez and Pedraza-Chaverrí, 2006). 

 

Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

El H2O2 es producido por una amplia variedad de enzimas incluidas las 

monooxigenasas y las oxidasas (xantina oxidasa, oxidasas de aminoácidos, 

hexosas y fenoles), también por la dismutación del O2
•−o por la reducción 

directa de O2. El H2O2 no es un radical libre por lo que es poco reactivo; sin 

embargo, puede difundir a través de los compartimentos celulares, donde 

puede encontrar las condiciones para generar especies más tóxicas o inactivar 

enzimas como la gliceraldehído−3−fosfato deshidrogenasa o la 

fructosa−1,6−bifosfatasa(Hansberg,  2002). 

 

Radical hidroxilo (OH•) 

El OH•es una especie con una vida media corta y la más reactiva, se genera 

por la lisis del H2O o del H2O2 por acción de las radiaciones ionizantes, 

derivados de la reducción del H2O2 por iones de metales de transición; ésta 

reacción se conoce como reacción (2) de Fenton, a partir de H2O2 en presencia 

de metales como hierro o cobre (Konigsberg, 2008; Yu, 1994). 

 

               H2O2 + Fe2+/Cu+ � Fe3+/Cu2+ + OH−+ HO•   (Reacción 2)   

Fe3+/Cu2+ + O2
•−
�Fe2+/Cu+ + O2(Reacción 3) 

                             H2O2 + O2
•−
� O2 + OH−+HO• + H2O(Reacción 4) 

 

Los iones metálicos se regeneran gracias al O2
•−(Reacción 3). Por su parte al 

resultado de la suma de las reacciones 2 y 3 se le conoce como reacción (4) de 

Haber-Weiss, en la que el O2
•− reacciona con el H2O2 en presencia de un metal 

(regularmente Fe2+), produciendo OH•, H2O, y O2. El OH• es extremadamente 

reactivo, ya que ataca a la mayoría de los componentes celulares como lípidos, 

proteínas, ácidos nucleicos y carbohidratos (Cheeseman y Slater, 1993; 

Breen y Murphy, 1995; Wardman y Candejas, 1996; Frei, 1994; Sawyer, 

1988). 
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Oxígeno singulete (1O2) 

El 1O2 se origina cuando uno de los electrones libres del O2 cambia de giro al 

captar energía, teniendo ahora giros opuestos los electrones libres se aparean 

inmediatamente. Derivado de ello hay dos especies de oxígeno singulete, la 

sigma (Σ) que es un radical libre muy inestable y la delta (∆) que no es un 

radical libre pero tiene importancia en los sistemas biológicos al ser muy 

reactivo sobre todo con los lípidos de membrana lo que produce radical 

peroxilo(Konigsberg, 2008). 

 

La formación de 1O2 se lleva a cabo por fagocitos activados (Eberhardt, 2001), 

como resultado de la acción de la luz sobre el O2 en reacciones de oxidación de 

diversas especies o en el transcurso de algunas reacciones enzimáticas; 

además puede interaccionar con otras moléculas transfiriéndoles su energía de 

excitación o combinándose químicamente con ellas (Zhouet al., 2006).  

 

1.3.2. ESPECIES REACTIVAS DE NITRÓGENO (ERN) 

 

Además de las ERO, recientemente se ha descubierto que hay otras especies 

derivadas del nitrógeno y que son importantes en los sistemas biológicos, al 

igual que en las ERO existen especies radicales como óxido nítrico (NO•) y 

dióxido de nitrógeno (NO2
•), especies no radicales como peroxinitrito (ONOO−), 

ácido nitroso (HNO2), cloruro de nitrilo (NO2Cl), catión nitrosilo (NO+),  anión 

nitroxilo (NO-), tetróxido de dinitrógeno (N2O4), trióxido de dinitrógeno (N2O3), 

catión nitronio (NO2
+) y alquilperoxinitratos (ROONO−). 

 

Las ERN más estudiadas son el NO•, el ONOO- y el NO2
•; siendo las dos 

primeras las de mayor importancia en los sistemas biológicos, ya que el NO2
• 

ha recibido atención previa debido a su importancia como contaminante 

ambiental (Augustoet al., 2002; Konigsberg, 2008). 

 

Óxido nítrico (NO•) 

El NO• es un radical que se parece al O2
•−y a semejanza de éste, no es muy 

reactivo. Pero a diferencia del O2
•−, el NO•no tiene carga y por ello pasa con 
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facilidad las membranas celulares y se difunde (Konigsberg, 2008). El 

NO•regula el flujo sanguíneo, inhibe la agregación plaquetaria, contribuye a la 

defensa inmunitaria, actúa como neurotransmisor y posee acción 

antiinflamatoria.  

 

El NO•a concentraciones elevadas genera metabolitos que pueden reaccionar 

con el O2, H2O2 yO2
•−inactivando enzimas y reaccionado con ácidos nucleicos 

que dan lugar a mutaciones y roturas del ADN (Bredtet al., 1991; Lamas et al., 

1992; Moncada et al., 1991; Bush et al., 1992; Czapski y Goldstein, 1995). 

En el aire reacciona con el O2 generando NO2
•, un gas mucho más reactivo que 

el NO•(Konigsberg, 2008). 

 

Dióxido de nitrógeno (NO2
••••) 

El NO2
•es un RL contaminante producido primariamente a partir de la oxidación 

del NO•atmosférico (Postlethwait, 1995).Es un iniciador muy efectivo de la 

cadena de peroxidación lipídica (Halliwell, 1994). Reacciona con el radical de 

tirosina que se encuentra en algunas proteínas, por ejemplo, en el sitio activo 

de la ribonucleósidodifosfatoreductasa o de la prostaglandina H2 sintasa-1 

(Konigsberg, 2008). 

 

Peroxinitrito (ONOO−) 

El peroxinitrito (ONOO−) se genera mediante la reacción del NO•con el O2
•−, 

cuando el NO• se produce en grandes cantidades, el O2
•−reacciona más 

rápidamente con él, que con su enzima destoxificadora la 

superóxidodismutasa, dando lugar a la formación de ONOO−, este agente 

oxidante es responsable de los efectos dañinos del NO• sobre las principales 

biomoléculas, ya que causa peroxidación lipídica, es decir daño a proteínas por 

nitración de los residuos de tirosina, oxidación y nitrosilación de grupos 

sulfhídricos y ruptura del ADN (Beckman, 1994). 

 

Las ERO y las ERN se generan de forma continua como parte del metabolismo 

en los organismos aerobios; algunas de ellas juegan un papel importante 

dentro de la fisiología celular por ejemplo, como mediadores de señalización 
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(NO• y H2O2), como mecanismos de acción frente a las infecciones en el 

sistema inmunológico en el control de la presión sanguínea (NO•), entre otros 

(Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006;Turrens, 2003; Gutteridge, 

1994). 

 

Debido al efecto tóxico potencial de las ERO/ERN, el organismo debe 

mantener en equilibrio su producción y eliminación. Para ello cuenta con 

sistemas biológicos (enzimáticos y no enzimáticos) que reparan el daño 

resultante.  
 

1.4. ANTIOXIDANTES 

 

Debido a que la producción de las ERO ocurre espontáneamente en los 

organismos aerobios, es necesario la presencia de un sistema de defensa que 

contrarreste los efectos oxidantes ocasionados por estas especies, por lo que 

el organismo ha desarrollado una serie de mecanismos de defensa 

antioxidante enzimática y no enzimática, diseñados para protegerse de la 

acción de las ERO (Halliwell y Gutteridge, 2001). 

 

Un agente antioxidante, se define como aquella sustancia que presente en 

bajas concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable retarda o 

previene la oxidación (Velásquez et al., 2004). 

 

Pueden actuar previniendo la formación de ERO, interceptando el ataque de 

las ERO, secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en 

moléculas, amplificando la resistencia de las macromoléculas sensibles al 

ataque de las ERO, facilitando la reparación del daño causado por las ERO y 

manteniendo un ambiente favorable para la actuación de otros antioxidantes. 

 

1.4.1. ANTIOXIDANTES ENZIMÁTICOS 

 

Existen varias enzimas destinadas a convertir las ERO menos reactivas en 

moléculas inocuas, antes de que promuevan la generación de moléculas más 

reactivas, capaces de reaccionar y dañar las estructuras celulares (Wells et al., 
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2005; Mates et al., 1999; Rahmanet al., 2006; Cárdenas-Rodríguez y 

Pedraza-Chaverrí, 2006).  

 

Estos mecanismos incluyen las siguientes enzimas: superóxidodismutasa 

(SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx) y sistemas regeneradores 

de NADPH que previenen la formación de nuevos radicales libres.  

 

Superóxidodismutasa. 

La SOD cataliza la dismutación del O2
•−a O2 y H2O2 (Reacción 5) (Konigsberg, 

2008, Massieu, 1999; Aguilera et al.,  2007; Yu, 1994). Esto se logra a través 

de oxidaciones y reducciones sucesivas del metal de transición del sitio activo 

de la enzima, en un mecanismo de tipo ping-pong (Meieret al., 1998).  

 

2O2
•−+ 2H+      SOD               H2O2 +O2                   

 

Reacción 5. Dismutación del anión superóxido 

 

La SOD es considerada la primera enzima de defensa antioxidante, ya que 

previene la formación del OH•, catalizando la reacción de dismutación del 

O2
•−(Zanón, 2008).En humanos existen tres isoformas(Ouryet al., 1996; 

Sandstrómet al., 1994; Sunet al., 1995), que se sintetizan en los ribosomas 

citoplasmáticos, todos productos de genes diferentes (Ho et al., 2001)que son: 

 

a. La SOD mitocondrial, que depende de manganeso (MnSOD), 

es un homotetrámero (96 kDa) que contiene un átomo de Mn por 

subunidad, durante la dismutación del O2
•−el Mn (III) pasa a Mn 

(II) y regresa nuevamente a Mn (III) (Mac MIllan-Crowet al., 

1998).  

b. La SOD citosólica, que depende de cobre y zinc (CuZnSOD), es 

una enzima muy conservada, posee 2 subunidades idénticas de 

alrededor de 17 kDa cada una; el sitio activo está constituido por 

un átomo de Cu y uno de Zn unidos por un residuo de histidina, 

se cree que ésta isoforma tiene una función importante en la 
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primer línea de defensa antioxidante (Battistoni et al., 1998; 

Leahet al., 1998; Stroppoloet al., 1998). 

c.   La SOD extracelular, que también depende de cobre y zinc, es 

una glucoproteínatetramérica secretora, no se induce por su 

sustrato u otros oxidantes y su regulación se lleva a cabo de una 

forma coordinada. 

 

La SOD no es propiamente una enzima detoxificante, ya que el producto de su 

actividad, el H2O2, es un agente tóxico; sin embargo, la dismutación del O2
•−es 

el primer paso de la cascada enzimática que conduce a la inactivación 

completa de este radical, algunos autores indican que la actividad de esta 

enzima está encaminada a impedir la inhibición de las enzimas catalasa y 

glutatión peroxidasa por parte del O2
•−(Blum y Fridovich, 1985). El segundo 

paso depende de las enzimas que metabolizan el H2O2. 

 

Catalasa 

La CAT es una hemoproteínatetramérica de 240 kDa y cataliza la 

descomposición del H2O2 en H2O y O2(Reacción 6) (Chenget al., 1981). Se 

localiza principalmente en peroxisomas. Con donadores de protones (metanol, 

etanol, ácido fórmico, etc.) muestra actividad de peroxidasa (Reacción 7) (Aebi, 

1980).

 

 

Su tiempo de vida media en la circulación es de 6 a 8 min (Price et al., 1962), 

en mamíferos está presente en altas concentraciones en hígado y riñón, y en 

bajos niveles en tejido conectivo (Nakashimaet al., 1989). En la célula se 

localiza en citosol, mitocondrias y organelossubcelulares como los 

peroxisomas, enxiste en los eritrocitos una forma soluble (Aebi, 1984). 

 

 

                                                                   CAT 
2H2O2       2H2O + O2(Reacción 6) 

 
                                                 CAT 

ROOH + AH2    
H2O + ROH + A  (Reacción 7) (Peroxidación) 
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Glutatión peroxidasa 

Esta enzima es una proteína tetramérica de 80 kDa que confiere protección a la 

célula ante un exceso de  H2O2 y de hidroperóxidos. Estos compuestos son 

reducidos enzimáticamente usando como cofactor al glutatión reducido (GSH) 

el cual es oxidado durante la reacción a disulfuro glutatión (GSSG) (Reacción 

8) (Yu, 1994). La enzima tiene diversas isoformas entre las que se encuentran 

la citosólica, la plasmática y la gastrointestinal. El GSH es regenerado a partir 

del GSSG por medio de la glutatión reductasa como se describe a continuación 

(Maldonado PD, 2000; Carvajal,  2002). De hecho el metabolismo del GSH es 

uno de los mecanismos de defensa antioxidante más importante en la célula 

(Esterbaueret al., 1992; Rikans y Hornbrook, 1997; Grazioliet al., 1998). 

 

ROOH/H2O2 + 2GSH           GPx              ROH + GSSG + H2O 

 

Reacción 8. Reacción catalítica de la glutatión peroxidasa. 

 

Glutatión reductasa 

La GR de 107 kDa mantiene el nivel de GSH en la célula. La GR es reducida 

por el NADPH, formando una semiquinona de FAD, un radical sulfuro y un 

grupo tiol. La GR reducida reacciona con el GSSG, resultando en un 

intercambio disulfuro, que produce una molécula de GSH y un complejo GRred-

SG (Reacción 9). Un rearreglo de electrones que resulta en otro intercambio 

disulfuro libera al segundo GSH y ala GR oxidada. 

 

GSSG + NADPH + H+           GR             2GSH + NADP+ 

 

Reacción 9.Reacciónde la glutatión reductasa 

 

1.4.2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMÁTICOS 

 

Son algunos compuestos que poseen la capacidad de interaccionar 

directamente con las ERO. Se clasifican en sistemas enzimáticos hidrosolubles 

y liposolubles (Waringet al., 2003; Halliwell y Gutteridge, 1999; Rahman et 

al., 2006; Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverrí, 2006).  
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Glutatión 

El GSH es un tripéptido (glu-cys-gly). Se 

sintetiza continuamente en la célula y se 

degrada fuera de ella. Es el tiol celular más 

abundante; se mantiene a una 

concentración del orden de mM. Algunas de 

las funciones del GSH son: 

1) Participar en la formación y ruptura de los           

puentes disulfuro, 2) contribuir a desechar el 

H2O2 ya que es cofactor de la GPx y 3) 

actuar como cofactor de algunas enzimas 

(Mullineaux y Creissen, 1997). El GSH se mantiene en forma reducida 

principalmente a través de la GR (Nealet al., 1988).  

 

En condiciones de estrés oxidante se forma gran cantidad de GSSG que se 

secreta y se degrada (Toledo, et al., 1991). El GSH es capaz de reaccionar 

con los radicales libres, así como con el 1O2, el •OH y el ONOO−. 

 

 

Vitamina E 

También conocido como 

tocoferol, es un compuesto 

esencial que se obtiene de los 

aceites vegetales. Existen 8 

isómeros, siendo el más activo el 

RRR-α-tocoferol (Brigelius-Flohé 

y Traber, 1999).  

Las células incorporan el tocoferol 

a las membranas plasmáticas. Reacciona con los radicales lipoperoxilo y 

tocoferilo, limitando de esta manera la propagación de la lipoperoxidación. Al 

igual que el ascorbato, puede reducir el Fe (III) y el Cu (II) por lo que puede ser 

prooxidante en presencia de estos metales. 
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Vitamina C  

El ascorbato o vitamina C se encuentra 

principalmente en frutas y vegetales, y es 

soluble en agua. Tiene 2 hidroxilos 

ionizables que hacen de él un excelente 

agente reductor. Es capaz de reducir el 

Fe(III), incluso cuando se encuentra unido 

a proteínas. También reduce aunque a 

una menor velocidad, el O2
•−. Participa en 

la eliminación del H2O2 por medio de la 

ascorbatoperoxidasa, reacciona con el 1O2, el ácido hipocloroso, el ONOO−, los 

radicales peroxilo y el radical tocoferilo. El radical ascorbilo 

(monodeshidroascorbato) que se forma es estable y se puede desprotonar 

espontáneamente generando el ascorbato y el dideshidroascorbato. El 

ascorbato es un excelente reductor, siempre y cuando no esté en presencia de 

Fe o Cu, pues en esas condiciones se genera el •OH (Hansberg, 2002). 

 

Ácido úrico 

El ácido úrico reacciona con ERO 

generando el radical de urato, el cual es 

estable por resonancia electrónica y se 

puede reducir con el ascorbato. Las 

melaninas son productos de la 

polimerización de la dihidroxifenilalanina, 

producida por las oxidasas de fenoles, 

como la tirosinasa, o del dihidroxinaftaleno 

generado por la sintasa de policétidos. Las melaninas son polímeros 

heterogéneos, insolubles de elevado peso molecular. Tienen una gran cantidad 

de electrones desapareados, lo que les permite absorber la luz UV y la visible 

en todas las longitudes de onda. Reaccionan con cualquier especie radical 

funcionando como oxidantes o reductores. 
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1.4.3. El ajo y sus características  

 

El ajo (Alliumsativum) es una 

especie que pertenece a la familia 

Liliaceaecomprende alrededor de 

600 especies, y es originaria de 

Asia central  (López, 2007). 

Se ha utilizado desde la antigüedad 

tanto por sus aplicaciones 

culinarias como por sus múltiples 

propiedades medicinales. En los 

últimos 30 años se han realizado numerosos estudios, tanto in vitro como in 

vivo, sobre la química y las propiedades farmacológicas del ajo.De esta 

manera, actualmente están documentadas muchas de sus propiedades, entre 

las que destacan: antimicrobiana, antimicótica, anticancerígena, 

antihipertensiva, inmunosupresora, hipoglicémica y antioxidante, entre otras 

(Sato y Miyata, 2000). Dichas propiedades, se atribuyen a los compuestos 

sulfurados que están presentes en el ajo, los cuales varían dependiendo de la 

presentación que se trate (Lawson, 1998). 

 

Diversos estudios fitoquímicos han demostrado que los dientes de ajo intactos 

contienen una alta cantidad de γ-glutamilcisteínas que son hidrolizadas y 

oxidadas para formar la alina, compuesto mayoritario en los dientes de ajo, al 

momento de cortarlo o triturarlo, la alinasa (una enzima vacuolar) transforma la 

alina en alicina, compuesto inestable que se descompone rápidamente en 

dialilsulfuro (DAS), dialildisulfuro (DADS), dialiltrisulfuro (DATS), vinilditiínas y 

ajoene(Amagase et al., 2001). También contiene compuestos no sulfurados 

como: enzimas, proteínas, aminoácidos, lípidos, esteroides, glucósidos 

esteroidales, vitaminas y trazas de elementos y minerales (tiene un alto 

contenido de selenio) (Lawson, 1998). 

 

Desafortunadamente, el ajo intacto no puede ser utilizado como propuesta 

medicinal debido a la limitada estabilidad de sus compuestos y a su fuerte olor; 

por tal motivo existen diferentes preparaciones comerciales de ajo como: el 

Esquema 7.Alliumsativum L 
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EAE, el extracto acuoso de ajo, el aceite de ajo, el polvo de ajo, el jugo de ajo 

fresco, entre otros; cada una de estas tiene diferente composición de 

compuestos sulfurados y esto depende tanto de los procesos de obtención 

como de la presentación que se trate, como se muestra a continuación. 

 

 

Tabla 1. Principales compuestos sulfurados presentes en los dientes de  ajo, 

extracto de ajo envejecido, polvo y aceite de ajo. 

 

 

0.05−2.8
0.04−2.0
0.03−1.7
0.2−11

0.1−4.7
0.02−1.1

0.02−0.45
0.4−6.0

Destilación con vapor:
Dialildisulfuro
Dialiltrisulfuro
Alilmetiltrisulfuro
Compuestos derivados de la alina
Macerado:
Vinilditiínas
Ajoene
Dialiltrisulfuro
Compuestos derivados de la alina

Aceite de ajo

10.0−17.0
12.0−35.0
4.0−11.0

S−alilcisteína sulfóxido (alina)
g-glutamilcisteínas
Compuestos derivados de la alina

Polvo de ajo

0.2−0.4
0.2−0.5
0.1−0.4
0.5−0.7
0.1−0.2
0.1−0.2

S−alilcisteína sulfóxido (alina)
g-glutamilcisteínas
g-glutamil−S−alilcisteína
S−alilcisteína
S−alilmercaptocisteína
Compuestos derivados de la alina

Extracto de ajo envejecido

(mg/g producto)
6.0−14.0
5.0−15.0
3.5−8.0

S−alilcisteína sulfóxido (alina)
g-glutamilcisteínas
Compuestos derivados de la alina

Diente de ajo

0.05−2.8
0.04−2.0
0.03−1.7
0.2−11

0.1−4.7
0.02−1.1

0.02−0.45
0.4−6.0

Destilación con vapor:
Dialildisulfuro
Dialiltrisulfuro
Alilmetiltrisulfuro
Compuestos derivados de la alina
Macerado:
Vinilditiínas
Ajoene
Dialiltrisulfuro
Compuestos derivados de la alina

Aceite de ajo

10.0−17.0
12.0−35.0
4.0−11.0

S−alilcisteína sulfóxido (alina)
g-glutamilcisteínas
Compuestos derivados de la alina

Polvo de ajo

0.2−0.4
0.2−0.5
0.1−0.4
0.5−0.7
0.1−0.2
0.1−0.2

S−alilcisteína sulfóxido (alina)
g-glutamilcisteínas
g-glutamil−S−alilcisteína
S−alilcisteína
S−alilmercaptocisteína
Compuestos derivados de la alina

Extracto de ajo envejecido

(mg/g producto)
6.0−14.0
5.0−15.0
3.5−8.0

S−alilcisteína sulfóxido (alina)
g-glutamilcisteínas
Compuestos derivados de la alina

Diente de ajo
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1.4.3.1. Extracto de ajo envejecido 

 

Existen diferentes preparaciones de ajo, pero el EAE posee ciertas ventajas de 

uso con respecto a otras debido a que: 1) no posee el olor característico de 

otras presentaciones (Yoshidaet al., 1984), 2) no presenta efectos tóxicos 

(Lawson, 1998; Yoshidaet al., 1984), 3) tiene un alto contenido de 

antioxidantes (Mundayet al., 1999), 4) en diferentes publicaciones científicas 

se ha demostrado su posible uso terapéutico en humanos (Takasuet al., 2002; 

Duraket al., 2004). 

 

El extracto de ajo envejecido se elabora a partir del ajo crudo (Alliumsativum) 

rebanado, macerado con etanol acuoso al 15-20% por más de 20 meses a 

temperatura ambiente, transcurrido este tiempo el extracto es filtrado y 

concentrado a presión reducida a baja temperatura. Sus componentes más 

abundantes son: la alina, la γ-glutamil-S-alilcisteína, la γ-glutamil-L-cisteína, S-

alilcisteína (SAC) y la S-alilmercaptocisteína (SAMC), aunque también contiene 

compuestos insolubles. (Lawson, 1998). 

S−alilcisteína (SAC)
DAS, DADS, DATS, vinidiltiínias, ajoeno.

Alicina

Aliína Corte o ruptura

Alinasa

g−Glutamilcisteína

 

 

Esquema 8. Cambios químicos de los compuestos presentes en el ajo 

(Amagase et al., 2001).  
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1.4.3.1.1. Evidencia de propiedades antioxidantes del ajo. 

 

Algunos estudios han encontrado que el extracto de ajo envejecido posee 

propiedades antioxidantes in vitro(Maldonado et al., 2009).  

 

Se ha informado de su capacidad para inhibir la lipoperoxidación en células del 

endotelio vascular provocado por H2O2 y por lipoproteínas de baja densidad 

(LDL) oxidadas (Dillonet al., 2003), también hay evidencia de  que los 

extractos acuosos de ajo, polvo de ajo y ajo encurtido son eficaces atrapando 

ONOO (Pedraza-Chaverríet al., 2007). 

 

En el caso del extracto acuoso del diente de ajo, se ha descrito su capacidad 

para atrapar OH•y O2
•−, además de inhibir la oxidación de lipoproteínas y la 

formación de HO2
• lipídicos; asimismo, se ha demostrado que el extracto 

acuoso de polvo de ajo también es capaz de inhibir la oxidación de 

lipoproteínas y de atrapar OH•y O2
•−(Pedraza-Chaverríet al., 2006). 

 

1.4.4. METOTREXATO 

 

1.4.4.1. Descripción 

 

El metotrexatotambién llamado 

ametopterina es un antimetabolito 

de la familia de los folatos, es un 

análogo de la aminopterina, 

producto que también deriva del 

ácido fólico.  

El MT fue utilizado inicialmente en 

1948 en el tratamiento de la leucemia 

linfocítica de la infancia, desde 

entonces ha sido empleado contra numerosas enfermedades malignas, 

incluyendo osteosarcomas, linfoma de no Hodgkin, enfermedad de Hodgkin, 

Esquema 8.Estructura química del 
metotrexato 
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linfoma cutáneo de células T (micosis fungoides) y cánceres de cabeza y de 

cuello. El MT también posee efectos inmunosupresores y es utilizado en el 

tratamiento de la artritis reumatoide, así como en la prevención de otras 

enfermedades autoinmunes como la psoriasis. 

 

1.4.4.2. Mecanismo de acción 

El MT inhibe competitivamente la dihidrofolato-reductasa, enzima responsable 

de convertir el ácido fólico a tetrahidrofolato, el cofactor necesario para la 

transferencia de un carbono en muchas reacciones metabólicas. Algunas de 

estas reacciones afectan la proliferación celular, incluyendo la síntesis de ácido 

timidílico y de los precursores nucleótidos del DNA y RNA.  

 

La inhibición de la timidilato-sintasa es, quizás, el efecto más importante del 

metotrexato resultando en una inhibición de la síntesis del DNA, por lo que los 

efectos inhibidores del metotrexato dependen de sus concentraciones 

intracelulares, y los tejidos con mayor metabolismo celular y crecimiento más 

rápido son los más afectados. Entre estos, se encuentran los tejidos 

neoplásicos, los folículos capilares, las células epiteliales del tracto digestivo y 

las células de la médula ósea.  

 

El metotrexatoinhibe la proliferación celular en la fase S del ciclo celular, en 

dosis altas (> 30 mg/m2) y realiza la entrada desde G1 a S. Adicionalmente el 

MT puede inhibir la síntesis de proteínas debido a la reducción que 

experimentan los cofactores del folato, siendo este posiblemente el mecanismo 

por el cual las dosis altas de metotrexato paran las células en la fase G1 

(GoodmanyGilman, 2007). 

 

Un factor crítico sobre los efectos citotóxicos del MT es la duración de la 

exposición al mismo, por lo que una exposición prolongada, incluso a dosis 

bajas, puede producir una citotoxicidad y toxicidad significativas, ya que éste 

penetra en las células utilizando 2 mecanismos de transporte: el primero utiliza 

un transportador de folato reducido que muestra una alta afinidad hacia el 
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metotrexato y también para los folatos reducidos, mientras que el segundo 

consiste en una difusión pasiva, este último mecanismo no reviste gran 

importancia a menos que el MT se administre en dosis muy altas 

(concentraciones séricas >100 mM); una vez en el interior de la célula, 

experimenta la polimerización de la cadena lateral de ácido glutámico para 

formar el poliglutamato de metotrexato.  

 

Tanto el MT como su derivado poliglutámico inhiben la dihidrofolato-reductasa. 

Sin embargo, el derivado poliglutámico, al ser de mayor tamaño resiste mejor 

que el MT el transporte hacia afuera, mecanismo por el cual las células se 

libran de productos tóxicos. La formación del derivado poliglutámico se lleva a 

cabo con mayor facilidad en las células tumorales que en las células de 

mamífero lo que explica la relativa selectividad del fármaco hacia las células 

tumorales; la formación del poliglutamato de metotrexato (PG-MTX) depende 

tanto de la concentración intracelular del fármaco como de la duración de la 

exposición. La resistencia al metotrexato se desarrolla a través de una serie de 

mecanismos como son: 

 

• disminución de la entrada del fármaco en la célula  

• reducción de la unión del metotrexato a la dihidrofolato-reductasa 

• aumento de la concentración o actividad de la dihidrofolato-reductasa 

• disminución de la formación del PG-MTX, lo que supone desarrollo de 

resistencias incluso a grandes dosis del fármaco  

 

Los dos primeros mecanismos son usualmente involucrados en el desarrollo de 

resistencia al metotrexato, la disminución de la formación del PG-MTX sólo 

tiene lugar cuando las exposiciones son cortas (< 24 horas). 

 

1.4.4.3. Farmacocinética 

El MT se administra por vía oral, intravenosa, intramuscular o intratecal; cuando 

se administra por vía oral, el metotrexato se absorbe en el tracto digestivo 

mediante un mecanismo de transporte activo, puede saturarse si las dosis del 

fármaco son muy elevadas, las dosis orales de 30 mg/m2 muestran una 

biodisponibilidad del 60%, reduciéndose ésta si las dosis son de > 50 mg/m2; 



25 

 

en estos casos, se aconseja dividir las dosis para evitar los procesos de 

saturación (Goodmany Gilman, 2007). 

 

En los pacientes con leucemia, la absorción del metotrexato es muy variable; 

después de una dosis de 20 mg/m2, se han visto diferencias de hasta 20 veces 

entre las concentraciones plasmáticas máximas (Cmax entre 0.11-2.3 µM). Por 

otra parte, el metotrexato oral experimenta un metabolismo de primer paso en 

el hígado lo que limita su biodisponibilidad; los alimentos retrasan la absorción 

y reducen las Cmax; por vía intramuscular, es bien absorbido alcanzando las 

concentraciones plasmáticas máximas en un plazo de 30 a 60 minutos. 

Después de la inyección intratecal pasa lentamente a la circulación general, el 

volumen de distribución es similar al volumen total de agua.  

 

El MT se une a las proteínas del plasma en un 50-60%, sobre todo a la 

albúmina, por ser un ácido débil es desplazado de su unión a las proteínas por 

otros ácidos débiles tales como el ácido acetil-salicílico, las tetraciclinas, el 

cloramfenicol o las sulfonamidas; difunde lentamente en los fluidos del tercer 

compartimento (efusiones pleurales, ascitis, etc), debiéndose evacuar estas 

efusiones antes de la siguiente dosis; experimenta un metabolismo intracelular 

al poliglutamil-metotrexato (PG-MTX), pudiendo ser convertido de nuevo a 

metotrexato por las hidrolasas celulares. El PG-MTX puede quedar retenido en 

algunos tejidos durante períodos de tiempo considerables, dependiendo de la 

naturaleza de los tejidos y de los tumores. Una pequeña parte del MT es 

metabolizado a 7-hidroximetotrexato, metabolito que supone entre el 7 y 33% 

de la excreción del fármaco en la fase terminal de eliminación. Adicionalmente, 

parte del metotrexatoes metabolizado por la flora intestinal después de su 

administración oral. Cuando se administra en dosis bajas por vía intravenosa 

(30 mg/m2) aproximadamente el 10% se elimina en forma de metabolitos, 

mientras que la misma dosis se administra por vía oral, los metabolitos 

ascienden al 35% de la dosis (GoodmanyGilman, 2007). 

 

Los factores que reducen la absorción de los alimentos son los antibióticos 

orales no absorbibles (por ejemplo, la vancomicina, neomicina y bacitracina), y 

más rápido el tránsito por el tracto gastrointestinal (GI) de las vías tales como la 
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diarrea, mientras que el tiempo de tránsito más lento en el tracto 

gastrointestinal de estreñimiento aumentará la absorción. 

 

Se conjuga parcialmente con la enteroalbúmina después de su absorción y 

puede aumentar su toxicidad debido al desplazamiento de ciertos fármacos 

como los salicilatos, sulfonamidas, difenilhidrantoina, fenilbutazona, y por 

algunos antibióticos como terramicina y cloranfenicol. El empleo de dosis altas 

de MT aumenta el potencial de toxicidad del fármaco, dicha toxicidad puede 

disminuirse con el uso combinado del ácido polínico (GoodmanyGilman, 

2007), su eliminación ocurre en tres fases: la primera fase, con un tiempo de 

vida media de 45 minutos es la fase de distribución. 

 

Sigue la fase de eliminación de unas 3.5 h consistente en la eliminación renal y, 

finalmente una fase terminal con un tiempo de vida media de 10-12 horas. Si se 

prolonga indebidamente esta fase terminal de desaparición debido a 

insuficiencia renal, puede causar los principales efectos adversos del 

medicamento en médula ósea, epitelio gastrointestinal y piel. Esta fase refleja 

la distribución enterohepática del fármaco y es la que determina la toxicidad 

hematológica y gastrointestinal del fármaco.  

 

La distribución del MT en espacios corporales, como cavidad pleural o 

peritoneal, es lenta. Sin embargo si se expanden estos últimos, pueden actuar 

como un sitio de almacenamiento y liberación lenta del fármaco, con el 

aumento prolongado resultante de las concentraciones en plasma y efectos 

adversos graves (Goodman y Gilman, 2007). 

 

Cuando se administra en dosis elevadas, pueden producirse concentraciones 

elevadas del fármaco en orina, concentraciones que pueden exceder los límites 

de solubilidad del metotrexato y el 7-hidroximetotrexato, en particular cuando el 

pH es inferior a 7. En estos casos se recomienda la intensa hidratación del 

paciente y la alcalinización de la orina. Ni la hemodiálisis ni la diálisis peritoneal 

de rutina afectan la depuración del metotrexato. Sin embargo, se han 

comunicado casos en que se consiguió la eliminación del fármaco mediante 
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hemodiálisis intermitente en un dializador de alto flujo 

(GoodmanyGilman,2007). 

 

La mayor parte de la dosis administrada es eliminada en la orina de 12 horas 

mediante un mecanismo de secreción tubular y, por tanto, algunos ácidos 

débiles como las penicilinas pueden retardar su eliminación. La excreción biliar 

supone aproximadamente el 10% de la dosis. 

 

1.4.4.4. Efectos secundarios 

Como todos los medicamentos el MT puede también tener efectos secundarios; 

los más comunes son dolor de estómago, náuseas, vómitos, pérdida del 

apetito, diarrea y úlceras bucales. Si estos problemas aparecen se debe 

contactar al médico inmediatamente, un cambio en la dosis o como tomar el 

medicamento puede reducir el problema. Ocasionalmente pueden haber 

dolores de cabeza, mareos, alteraciones de la manera como uno se siente, 

salpullidos o incluso pérdida de peso.  

 

También se ha observado aumento de la sensibilidad al sol, aunque es poco 

frecuente, pueden aparecer alteraciones en los exámenes de laboratorio. 

Especialmente puede haber una disminución de los glóbulos blancos, lo que en 

algunos casos puede facilitar las infecciones, una disminución de las plaquetas 

puede aumentar la tendencia al sangrado o a los hematomas. También puede 

haber una disminución de los glóbulos rojos lo que puede causar fatiga y a 

veces dolor de cabeza. Algunos de estos efectos secundarios son más 

frecuentes en las personas que han tenido problemas a los riñones, un nivel 

bajo de ácido fólico y también con el uso de ciertos medicamentos como las 

sulfas. Raramente pueden existir problemas a los pulmones, produciéndose 

una neumonitis. 
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2. Justificación  

 

El MT es un fármaco capaz de causar daño renal, a pesar de que las dosis 

están ajustadas para evitarlo: sin embargo, la combinación con algunos 

fármacos, el uso prolongado, uso de dosis altas y estado inicial del paciente 

son causantes de que se presente o se complique una nefrotoxicidad. 

 

La nefrotoxicidad que ocasiona el MT complica el estado del paciente debido a 

que aumenta la acumulación de fármacos además de productos finales del 

metabolismo. 

 

El ajo es un vegetal del cual existen diferentes preparados. El EAE contiene 

diversos compuestos con actividades biológicas benéficas, entre las cuales se 

encuentran las siguientes: anti-hipertensivo, antimicrobiano, hipoglucémico, 

inmunosupresor, anticancerígeno y antioxidante. 

 

Por lo antes descrito en este trabajo de tesis se planteó utilizar el EAE para 

investigar la capacidad que pueda tener para proteger contra el daño renal que 

genera el MT, esto contribuirá con la búsqueda de soluciones para disminuir o 

evitar el daño renal ocasionado por anticancerígenos. 
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3. Objetivo general 

 

• Evaluar la nefrotoxicidad ocasionada por la administración de 

metotrexato en ratas y el posible efecto protector del extracto de ajo 

envejecido. 

 

3.1. Objetivos particulares 

 

• Determinar la dosis adecuada para establecer la insuficiencia renal 

aguda por metotrexato en ratas. 

 

• Determinar si el extracto de ajo envejecido, tiene efecto benéfico en la 

nefrotoxicidad ocasionada por metotrexato. 

 

• Evaluar el estrés oxidante en el modelo de metotrexato y en la 

protección generada por el ajo. 
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4. Material y Métodos 

 

4.1. Animales 

Se utilizaron ratas macho Wistar de 290-310 g de peso, las cuales 

permanecieron durante el tratamiento en cajas metabólicas (NALGE 

COMPANY), con alimentación (RODENT LABORATORY CHOW) y agua ad 

libitum. Se mantuvieron bajo condiciones de luz artificial con ciclos de luz-

oscuridad de 12 h, así como condiciones estándar de temperatura a 24 ± 1º C, 

durante todo el procedimiento se cuidó la integridad del sujeto en estudio. 

 

4.2. Reactivos 

En cuanto a las determinaciones de creatinina en suero, depuración de 

creatinina y nitrógeno de urea en suero se llevaron a cabo mediante la 

utilización de estuches comerciales  SPINREACT de LAB CENTER DE 

MÉXICO. El ácido tiobarbitúrico, tetrametoxipropano, mesilato de 

deferoxamina, nitroazul de tetrazolio, NADPH,hidroxitoluenobutilado (BHT), 

glutatión reductasa, glutatión reducido, albúmina sérica bovina, el reactivo de 

Folin, carbonato sódico, p-nitrofenol-N-acetil-β-D-glucosaminido, xantina y 

xantina oxidasa de SIGMA CHEMICAL. 5-tio-2-nitrobenzoico DTNB; etanol, 

fosfato de potasio monobásico, fosfato de sodio dibásico, butanol, piridina, 

ácido clorhídrico, ácido tricloroacético, tartrato sódico potásico, peróxido de 

hidrógeno, sulfato de amonio y  sal disódica del ácido etileno diaminotetracético 

de JT BAKER. El sulfato cúprico y carbonato de sodio de MALLINCKRODT. El 

cloruro de cobre fue de RIEDEL-DE HAËN.  

 

4.3. Antioxidante (EAE) 

El extracto de ajo envejecido que se utilizó para éste experimento es de marca 

comercial Kyolic®, el cual se cultiva de forma orgánica, libre de pesticidas, 

herbicidas y fertilizantes químicos.  

Una vez recolectado, se envejece de forma natural durante 20 meses, durante 

este tiempo los compuestos olorosos e irritantes que contiene el ajo se 

transforman en compuestos de azufre hidrosolubles, entre ellos, destaca la  S-

allilcisteína y la S-mercaptocisteina, que solo se forman después del proceso 
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de envejecimiento, por otro lado, más de 100 estudios científicos han 

confirmado que es el único extracto con todos los constituyentes, siendo 

validado por su utilidad y seguridad.   

Kyolic® dispone del GMP de buenas prácticas, el ISO 9002 y posee 12 

patentes internacionales. 

4.4. Fármaco (MT) 

Se utilizó un liofilizado de 500 mg para reconstituir una solución inyectable 

(Medsatrexate®, de ASOFARMA DE MEXICO, S.A. DE C.V). 

 

4.5. Muestras 

 

Orina 

Se recolectó orina de cada 24 h. La orina se centrifugó a 3,500 rpm durante 10 

min a temperatura ambiente en una centrífuga EBA 20. Se tomaron 2 alícuotas 

de 1 mL cada una en micro tubos y se mantuvieron en congelación para su uso 

posterior. 

 

Suero 

El suero se obtuvo de la sangre que se recolectó al momento de sacrificar las 

ratas. La sangre de cada rata se recolectó en diferentes tubos de vidrio, 

transcurridos 10 min se separó el coágulo y las muestras se centrifugaron a 

3,500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente, del suero obtenido se 

transfirió una alícuota en micro tubos y se mantuvieron en congelación para su 

uso posterior. 

 

Riñón 

Se obtuvieron los riñones de cada una de las ratas, se cortaron 

transversalmente y se colocaron en papel aluminio para guardarlos a -20°C 

para su uso posterior. 
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Homogenados para TBARS 

Para la preparación del homogenado de riñón completo se hizo una dilución de 

tejido 1:10 (p/v) en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4 con BHT 0.1 M, 

empleando un homogenador tipo politrón PT 10-35 durante 20 segundos, 

enseguida se sonicaron durante 10 segundos con unsonicador SONICS-vibra 

cells; las muestras obtenidas se colocaron en micro tubos y se mantuvieron en 

refrigeración, para su uso posterior. 

 

Homogenados con inhibidores de proteasas 

Para la preparación del homogenado de riñón completo se hizo una dilución de 

tejido 1:4, enamortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 con tritón 1%, empleando 

un homogenador tipopolitrón durante 20 segundos, posteriormente se 

centrifugaron en una microcentrifugaBeckman a 15,300 rpm durante 1 hora a 

4ºC. Los sobrenadantes se colocaron en micro tubos y se mantuvieron en 

congelación para su uso posterior. 

 

Cuantificación de proteínas 

Esta determinación se realizó de acuerdo al método colorimétrico de Lowry y 

colaboradores (1951). 

 

4.6. Diseño experimental 

 

4.6.1. Establecimiento de la dosis de metotrexato para ocasionar daño 

renal 

 

Se pesaron y marcaron 9 ratas, posteriormente se dividieron en 3 grupos: 1) 

control; 2) metotrexato a una dosis de 100 mg/kg y 3) metotrexato a una dosis 

de 125 mg/kg; el metotrexatose administró por vía intraperitoneal (i.p.), este 

protocolo tuvo una duración de 48 h durante las cuales las ratas diariamente se 

pesaron, se administraron (día 0) y se colocaron en cajas metabólicas para 

obtener orina de 24 h (del día 1 al día 2), se sacrificaron por decapitación el día 

2, se recolectó la sangre y se obtuvieron los riñones. 
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4.6.2. Evaluación del efecto del EAE 

 

Se utilizó la dosis de 100 mg/kg para determinar si el EAE es capaz de evitar o 

disminuir el daño renal. 

 

Las ratas se pesaron, marcaron y dividieron en 4 grupos: 1) control (CT); 2) 

metotrexato de 100 mg/kg (MT); 3) extracto de ajo envejecido de 1.2 mL/Kg 

(EAE) y 4) extracto de ajo envejecido y metotrexato (MT + EAE). El metotrexato 

y el extracto de ajo envejecido se administraron por vía intraperitoneal (i.p.), 

mientras que el extracto de ajo se administró 2 veces, cada 24 h, 30 min antes 

que el MT. 

 

El protocolo tuvo una duración de 48 h, el día 0 se administraron, el día 1 se 

metieron a las cajas metabólicas y se recolectaron muestras de orina para ser 

sacrificadas por decapitación el día 2; se recolectó la sangre y los riñones, para 

evaluar el daño renal, marcadores de estrés oxidante y la actividad de enzimas 

antioxidantes en riñón. 

 

4.7. Evaluación de la IRA 

 

4.7.1. Función tubular 

 

Cuantificación de proteínas en orina 

Esta determinación se realizó mediante el método turbidimétrico con ácido 

tricloroacético (TCA) a 420 nm(Pedraza-Chaverriet al., 1999). Se utilizo 1 mL 

de orina diluida 1:5 con solución salina para obtener un volumen final de 2 mL, 

se separaron las muestras en dos alícuotas de 1 mL, a una de ellas se le 

adicionaron 250 µL de TCA al 12.5% y se leyó 420 nm, se preparó un blanco 

para cada muestra, donde a la segunda alícuota se le adicionaron 250 µL de 

solución salina; se incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 10 

minutos. lasabsorbencias se intrapolaron en una curva estándar de albúmina 

sérica bovina (ASB)  al 0.1% entre 0,04 y 0.8 mg/mL. Los datos se expresaron 

en mg de proteína/24 h. 
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4.7.2. Función glomerular 

 

Creatinina en suero 

La creatinina es producto del metabolismo de la fosfocreatina, el cual es un 

reservorio de energía en el músculo que se forma por la acción de la 

creatinfosfocinasa (CPK) a partir de la creatina. La creatinina pasa del músculo 

a la circulación a una velocidad constante. 

 

El glomérulo renal filtra la creatinina y los túbulos no la reabsorben, por lo cual 

el índice de excreción en la orina es también constante (Tresseler, 1998). En 

una insuficiencia renal progresiva hay una retención en sangre de urea, 

creatinina y ácido úrico. Los niveles altos de creatinina en sangre indican 

insuficiencia renal. 

 

La creatinina presente en suero se determinó con un método colorimétrico-

cinético mediante la reacción de Jaffé, basado en la generación de un complejo 

anaranjado al reaccionar la creatinina con el ácido pícrico en solución alcalina. 

El producto formado absorbe a 492 nm y su absorbencia es directamente 

proporcional a la concentración de creatinina presente en la muestra. 

 

En una celda se adicionaron 50 µL del suero desproteinizado y 500 µL de la 

mezcla de reacción (ácido pícrico 17.5 mM e hidróxido de sodio 0.29 M, 1:1), 

se leyó en el espectro a los 0, 30, 60 y 90 s; antes de leer las muestras se 

ajustó la lectura a cero con un blanco con agua, posteriormente se leyó el 

estándar de creatinina de 2 mg/dL a los tiempos antes mencionados. La 

cantidad de creatinina presente en las muestras se obtuvo calculando el 

cociente de las diferencias de densidad óptica de las lecturas de 90 y 30 s, 

entre las del estándar por la concentración del mismo. Los resultados se 

expresan como mg de creatinina/dL. 

 

Depuración de creatinina 

La creatinina es excretada sin cambio en la orina debido a que se modifica 

poco durante su paso a través de la nefrona. Los riñones la excretan con mayor 

facilidad que la urea o el ácido úrico (Tresseler, 1998), la depuración de la 
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creatinina se emplea como un marcador para evaluar la función renal, ya que 

es una manera de medir la velocidad de filtración glomerular (Pedraza-

Chaverríet al., 1999). 

 

Para ello fue necesario cuantificar la concentración tanto en orina como en 

suero. Se calculó la depuración de la creatinina usando la siguiente formula: 

 

Nitrógeno de la urea en el suero sanguíneo (BUN) 

La urea es el producto terminal del catabolismo de los grupos amino de los 

aminoácidos. La urea se sintetiza en el hígado a partir del amoníaco generado 

a partir de los aminoácidos de las proteínas. Debido a que el organismo no 

utiliza urea, se transporta en la sangre hasta que se excreta por vía urinaria. 

Sus concentraciones varían fisiológicamente, dependiendo de manera directa 

del consumo de proteínas en la dieta y del estado de hidratación. 

 

La urea es excretada en el filtrado glomerular y se reabsorbe en el túbulo de la 

nefrona de manera deficiente. Por lo que sólo se excreta una fracción de todo 

el material contenido en el filtrado glomerular. 

 

Para realizar esta determinación se utilizó un estuche comercial, es un método 

colorimétrico adaptado en la reacción descrita por Jung y colaboradores (1975). 

Consiste en la reacción de la urea con el ortoftalaldehído a 37ºC en medio 

ácido desarrollando un producto colorido que muestra un máximo de 

absorbencia a 510 nm. 

 

 

 

 

 
DC (mL/min) =  Creatinina en orina (mg/dL)*Volumen urinario de 24 h (mL) 

Creatinina en suero (mg/dL)*1440 (min) 

 

1440 son los minutos que hay en 24 horas. 
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4.8. Evaluación del estrés oxidante 

 

4.8.1. Marcadores de estrés oxidante 

 

Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

Para determinar el índice de lipoperoxidación se cuantificaron los niveles de 

malondialdehido (MDA) midiendo las sustancias que reaccionan con el método 

del ácido tiobarbiturico (TBA), el cual se basa en que algunos productos 

formados a consecuencia de la interacción de los radicales libres con 

moléculas celulares que pueden reaccionar con el TBA en condiciones de 

calentamiento y a pH bajo formando un cromógeno rosa (Yagi, 1998; 

Armstrong et al., 1994; Lef´evre, 1998; Janero, 1998). 

 

Se colocó en tubos de vidrio un equivalente a 0.5 mg de proteína 

correspondientes a cada muestra, se llevó el volumen a 100 µL con 

amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4, se agregaron 500 µL de solución TBA 

0.026 M /HCl0.211 M /TCA 6.66% / DFO 1 mM a cada uno de los tubos 

incluidos el blanco y los estándares, se agitaron en vórtex y se colocaron todos 

los tubos en agua hirviendo durante 10 minutos, se dejó enfriar a temperatura 

ambiente y en seguida se añadieron 0.5 mL de butanol/piridina (15:1 v/v) a 

cada uno de los tubos únicamente con muestra, para así extraer la capa de 

lípidos, se agitaron una vez más en vórtex y se centrifugaron a 3,000 g durante 

10 minutos a temperatura ambiente para obtener la fase superior de cada tubo; 

las muestras se leyeron a 532 nm.  

 

Los resultados se obtuvieron interpolando la absorbencia de las muestras 

problema en una curva patrón utilizando MDA. La lipoperoxidación se expresó 

en nmoles de MDA/mg de proteína. 

 

Determinación de tioles 

Existen algunas plantas que concentran particularmente compuestos tiólicos, 

principalmente cisteína, es reconocida la capacidad de los grupos tioles de 

atrapar radicales libres en forma similar a lo que ocurre con los compuestos 

fenólicos (Horieet al., 1992). 
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Para la determinación de los tioles solubles en los tejidos se realizó una 

dilución 1:5 del homogenado en PBS pH 8.0, se tomaron 20 µL de la muestra 

diluida, colocándose en una celda y adicionando 80 µL de una solución 1 mM 

de ácido 5-tio-2-nitrobenzoico (DTNB) en PBS pH 8.0 y se midió de inmediato 

su absorbencia a 412 nm.  

 

El espectrofotómetro se ajustó previamente a cero con PBS pH 8.0 y se realizó 

un blanco con PBS pH 8.0 y solución de DTNB. La concentración de tioles se 

calculó utilizando el coeficiente de extinción molar a 412 nm (εm= 13.2 mM-1 cm-

1). 

 

4.8.2. Actividad de enzimas antioxidantes en el riñón 

 

Actividad de la superóxidodismutasa total (SOD) 

Esta determinación se realizó mediante la reacción de reducción del azul de 

nitrotetrazolio (NBT) (0berley ySpitz, 1984); por lo que se preparó una solución 

de xantina oxidasa con una concentración de 168 U/L y una mezcla de 

reacción que contenía en concentración final: xantina0.122 mM, EDTA 0.122 

mM, NBT 30.6 µM, ASB 0.006% y carbonato de sodio 49 mM, posteriormente 

se colocaron 2.45 mL de la mezcla de reacción en dos tubos de ensayo que se 

mantuvieron a 27ºC. Después se agregaron 0.5 mL del homogenado renal 

diluido 1:100 con agua destilada, la reacción se inició inmediatamente 

agregando 50 µL de la solución de xantina oxidasa. Se preparó un blanco para 

cada muestra con los mismos reactivos pero sustituyendo la xantina oxidasa 

por agua.  

 

Simultáneamente se preparó un blanco de comparación el cual contenía 

xantina oxidasa pero sin homogenado, los tubos se incubaron por 30 min, y 

transcurrido el tiempo indicado de incubación se agregó 1 mL de cloruro 

cúprico 0.8 mM y se leyó la densidad óptica a 560 nm; los datos se expresaron 

como U de SOD/mg de proteína, donde una unidad de SOD se define como la 

cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50% la reducción de NBT. 
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Actividad de catalasa (CAT) 

La medición de la actividad de la CAT se realizó utilizando el método de Aebi 

(1982). En una celda de cuarzo se adicionaron 25 µL del homogenado diluido 

1:100 en amortiguador de fosfato 10 mM, pH 7.0, se mezcló con 725 µL de 

peróxido de hidrógeno 7.7 mM en amortiguador de fosfato 10 mM, pH 7.0, 

midiendo el cambio de absorbancia a 240 nm a los 0, 15 y 30 segundos, el cual 

es el lapso en que la descomposición del H2O2 sigue una cinética de primer 

orden (Aebi, 1982). De acuerdo a Aebi (1982), se usó la constante de reacción 

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

definida de acuerdo a la siguiente formula: K= (1/t) (2.3*logA1/ [A2]), donde 

t=t2-t1, A1 y A2 son las absorbencias del H2O2 en los tiempos t2 y t1. 

 

Actividad  de la glutatión peroxidasa (GPx) 

Para medir la actividad de esta enzima se empleó el método de Lawrence y 

Burk (1976). El GSH actúa como cofactor catalizando la reducción del H2O2 por 

la GPx, el GSSG producido es regenerado por la glutatión reductasa con ayuda 

del NADPH. El ensayo se basa en el consumo de NADPH midiendo la 

densidad óptica a 340 nm en la reacción de regeneración de GSH, para ello se 

realizó una dilución del homogenado 1:10 con amortiguador de fosfatos y 100 

µL de esta dilución se mezclaron con 800 µL de la siguiente solución: fosfato 

de potasio 50 mM, pH 7.0, EDTA 1 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, 

1 unidad de glutatión reductasa/mL y glutatión reducido 1 mM. 

 

Se preparó un blanco con la muestra de reacción y agua destilada, las 

muestras seincubaron durante 5 min a temperatura ambiente; posteriormente 

adicionó todo el volumen a la celda con 100 µl de solución de sustrato y se leyó 

a 340 nm por 3 min en intervalos de 1 min, ajustando previamente el espectro a 

cero con amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0; los datos se expresaron 

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

que consume 1 µmol de NADPH en un minuto. 
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4.9. Análisis estadístico 

El análisis de los resultados se realizó empleando el programa Prism versión 

3.02, (GraphPad, San Diego, CA, E.U) mediante ANOVA y comparaciones 

múltiples de DUNNET. Utilizando el valor de la media ± E.E.M; un valor de 

P<0.05 vs CT o MT se consideró estadísticamente significativo. 
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5. Resultados y discusión 

 

Establecimiento de la dosis de metotrexato para ocasionar daño renal 

 

Para la determinación de la dosis para establecer el modelo de daño renal 

inducido por metotrexato, se administró el MT por vía intraperitoneal (i.p.) a 2 

diferentes dosis 100 mg/kg y 125 mg/kg.  

 

Se evaluó el daño renal mediante la medición de creatinina en suero, 

depuración de creatinina, nitrógeno de urea en suero y proteínas en orina. 

 

Los resultados obtenidos en cuanto al peso corporal de las ratas con MT a las 

dos diferentes dosis presentaron una tendencia a disminuir, pero no se observó 

una diferencia significativa con respecto a los CT observado en la (Figura 1A); 

en lo que respecta al volumen urinario no presentó cambios, ya que no se 

observó diferencia alguna, tal y como se muestra en la Figura 1B. 

 

En relación a los marcadores de daño tubular se midió la excreción urinaria de 

proteínas; obteniendo un aumento no significativo, aunque se esperaba un 

aumento de los grupos tratados con el anticancerígeno (Figura 1C). 

 

Por lo tanto, los animales no presentaron daño en el túbulo en el tiempo 

estudiado y solo provocó daño a nivel glomerular. 
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Figura 1. (A) peso corporal y (B) volumen de orina en los días 1 y 2 después 

de la administración del MT. (C) proteinuria (Día 2) de las ratas administradas a 

diferentes dosis de MT. Promedio ± EEM, n=3-4. 

 

A) 

C) 

B) 
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Se evaluó el daño renal a nivel glomerular, mediante la medición de creatinina 

en suero, depuración de creatinina y nitrógeno de urea en suero, como se 

observa a continuación. 
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Figura 2. Efecto de dos dosis de MTsobre la función renal. (A) Creatinina 

en suero (B) Nitrógeno de urea en suero (BUN), (C)   Depuración de creatinina. 

Promedio ± EEM. n=3. aP<0.05 vs CT. 

 

En el parámetro de creatinina en suero, el grupo control se mantuvo constante 

y con valores normales con respecto a los grupos con diferentes dosis de MT 

A) 

B) 

C) 
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que tuvieron valores superiores a los del grupo CT (Figura 2A). El nivel de 

creatinina fue ligeramente mayor en la dosis de 125 mg/kg de MT.  

 

La depuración de creatinina de las ratas tratadas con MT fue menor que la del 

grupo CT (Figura 2C), esto como consecuencia de la disminución de los niveles 

de creatinina. 

 

Se observó que los niveles de BUN en el grupo control fueron normales. En los 

grupos tratados con el anticancerígeno se aprecia un aumento en ambas dosis, 

siendo mayor a una dosis de 125 mg/kg de MT (Figura 2B). 

 

En ambas dosis probadas observamos daño renal, en la dosis de 125 mg/Kg el 

daño fue ligeramente mayor; sin embargo en dicha dosis el 50% de las ratas 

murieron. En la dosis de 100 mg/kg todos los sujetos sobrevivieron y se 

observa bien establecido el daño renal; por lo tanto se decidió trabajar con esta 

dosis. 

 

Considerando los resultados obtenidos en esta primera parte del protocolo se 

decidió realizar solo la evaluación de daño a nivel glomerular para los 

experimentos posteriores, los parámetros de creatinina, BUN y depuración de 

creatinina utilizados como marcadores de disfunción glomerular fueron los que 

nos ayudaron a determinar que la IRA inducida fue a nivel glomerular. 

 

Evaluación del efecto del EAE 

 

Una vez establecida la dosis y la IRA ocasionada por MT, se procedió a evaluar 

el efecto del EAE.  

 

El EAE se administró 30 min antes del MT y las ratas que no debían 

administrarse se inyectaron con SSI.  

 

Se determinaron los parámetros bioquímicos de daño glomerular para evaluar 

el efecto que presentaría el EAE al administrarse en conjunto con el 

anticancerígeno, de igual forma las ratas fueron sacrificadas por decapitación a 
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las 48 h; se recolecto la sangre y con ello se evaluó el daño renal mediante la 

medición de creatinina en suero, depuración de creatinina y nitrógeno de urea 

en suero. 
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Figura 3. Efecto del EAE sobre la disfunción renal inducida por MT (100 

mg/kg). (A) Creatinina en suero (B) Nitrógeno de urea en suero (BUN), (C) 

Depuración de creatinina. Promedio ± EEM. n=6-15. aP<0.001 vs MT; 
bP<0.001vs CT.  

 

Considerando los datos mostrados en las gráficas de la Figura 3, es evidente el 

daño provocado por el MT. Observamos que los parámetros de las ratas 

control tuvieron valores normales y semejantes a los obtenidos anteriormente; 

A) 

B) 

C) 
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los niveles de creatinina aumentaron considerablemente en comparación con 

los niveles de las ratas del grupo CT, por otro lado, las ratas del grupo de 

MT+EAE tienen niveles semejantes al grupo CT lo que hace evidente una 

prevención total con la administración del EAE (Figura 3A). 

 

Se observa que MT incrementó el nivel de BUN de las ratas tratadas 

comparadas con los niveles de las ratas CT, el tratamiento con EAE en las 

ratas tratadas con MT y EAE (MT + EAE) previno totalmente el incremento 

encontrado en las ratas tratadas con MT. Las ratas tratadas con EAE 

presentaron niveles de BUN normales (Figura 3B). 

 

La nefrotoxicidad inducida por metotrexato se hizo evidente al observar el 

incremento de la creatinina en plasma sanguínea de las ratas tratadas con 

dicho medicamento en comparación con las ratas control, el aumento en los 

niveles de creatinina es consecuencia de la disminución en la depuración de 

creatinina, ya que en las ratas tratadas con MT la depuración disminuyó 

significativamente en comparación con las ratas CT, en las ratas tratadas con 

MT+EAEel efecto se previno parcialmente (Figura 3C). La depuración de 

creatinina en el grupo EAE similar a la del grupo control. 

 

Los parámetros evaluados presentan concordancia entre sí, tanto creatinina 

como BUN aumentan, mientras la depuración de creatinina disminuye en las 

ratas tratadas con MT; los valores en el grupo de MT+EAE resultaron iguales a 

los del grupo CT, por lo que podemos argumentar que la administración del 

EAE logró prevenir los cambios en creatinina, BUN y depuración de creatinina 

en las ratas tratadas con MT. 

 

La depuración de creatinina es una manera de medir la velocidad de filtración 

glomerular, así como el incremento en los niveles de la creatinina y del BUN en 

plasma sanguíneo, siendo parámetros empleados como marcadores de un 

daño a nivel de glomérulo (Pedraza-Chaverríet al., 1999, Schoret al., 1981) lo 

que puede estar asociada con la producción de ERO’s, ya que estas pueden 

inducir disminución en la velocidad de filtración glomerular (Duque et al. 1992). 
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Evaluación del estrés oxidante 

 

Marcadores de estrés  
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Figura 4. Efecto del EAE sobre dos marcadores de estrés oxidante. (A) 

Determinación de TBARS, (B) Determinación de tioles. Promedio ± EEM. n=8-

14. aP<0.05 vs MT; bP<0.05 vs CT. 

 

TBARS es un indicador de la peroxidación lipídica, la lipoperoxidación es un 

marcador de estrés oxidante. En la Figura 4A, podemos observar que las 

TBARS aumentan en el grupo de MT 3 veces respecto al grupo CT. La 

lipoperoxidacióndisminuye de manera significativaen el grupo de EAE+MT pero 

no es igual al control, lo que nos indica una protección parcial. 

A) 

B) 
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Es reconocida la capacidad de los grupos tiol de atrapar radicales libres en 

forma similar a lo que ocurre con los compuestos fenólicos (Horieet al., 1992). 

En la Figura 4B se observa que el contenido de grupos tiolesdisminuye en el 

grupo MT y dicha disminución es prevenida con el EAE. 

 

Actividad de las enzimas antioxidantes en el riñón 

 

El tratamiento con MT no disminuyó la actividad de SOD total en la corteza 

renal, también se observó que los grupos CT, MT Y EAE presentaron valores 

muy semejantes entre ellos; el grupo de MT+EAE presentó una ligera 

disminución pero no fue significativa, por lo que podemos decir que no hubo 

cambios en la actividad de dicha enzima (Figura 5A). 

 

Con respecto a la actividad de CAT se observó una disminución en el grupo de 

MT respecto al grupo CT, el grupo de EAE presentó valores muy similares en 

comparación a los del grupo control; el grupo de la combinación de MT+EAE 

presentó un ligero aumento con respecto a MT indicando que el EAE ayudó en 

esta recuperación, presentando así una protección parcial (Figura 5B). 

 

Lo que respecta a la actividad de GPx encontramos que esta aumentó en el 

grupo tratado con EAE con respecto al grupo CT y MT, en cuanto alos grupos 

MT, EAE+MT y CT la actividad de la enzima resultó similar (Figura 5C). 
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Figura 5. Efecto del EAE sobre la activad enzimática. 

A)Superóxidodismutasa. B) Catalasa. C) Glutatión peróxidasa. Promedio ± 

EEM. n=4-7. aP<0.05 vs MT, bP<0.05 vs CT. 

A) 

B) 

C) 
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6. Conclusiones 

 

Se demostró que el metotrexato provocó la insuficiencia renal aguda a una 

dosis de 100 mg/kg. 

 

El daño renal por metotrexato fue evidente por daño glomerular y no por daño 

tubular. 

 

El extracto de ajo envejecido logró prevenir totalmente el daño renal que se 

indujo por la administración del anticancerigeno. 

 

El metotrexato induce estrés oxidante en riñón pero el extracto de ajo previene 

parcialmente la producción de TBARS y evita totalmente la disminución de 

tioles. 

 

El metotrexato abate la actividad de la CAT y el EAE es capaz de evitarlo. El 

metotrexato no modifica la actividad de SOD y GPx. 
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