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RESUMEN

Los estudios indican que el estrés oxidante se encuentra entre los mecanismos
qgue producen la insuficiencia renal aguda causada por medio de contraste (IRA-
MC). Aunque no hay un tratamiento especifico para evitarla, se han utilizado

algunos antioxidantes, pero los resultados no son concluyentes.

El ajo (Allium sativum L.) se ha utilizado tradicionalmente como condimento y
remedio para diferentes afecciones. El extracto de ajo envejecido (EAE) es una
preparacion que presenta olor suave y alto contenido de antioxidantes. La S-alil-L-
cisteina (SAC) esté presente en el ajo y su concentracion es elevada en el EAE
porque aumenta en el proceso de envejecimiento. Se ha demostrado que la SAC

es un buen antioxidante.

En este trabajo se utilizaron ratas Wistar macho. El modelo de IRA-MC se
estableciéo administrando indometacina, L-NAME y diatrizoato a intervalos de 15
min, utilizando diferentes dosis. Se evaluod el efecto del EAE (a las dosis de 0.5, 1,
1.2,1.5y 2 ml/kg i.p) y de la SAC (a las dosis de 200, 300, 400 y 500 mg/kg i.p.)
administrados 30 min antes que el modelo de IRA-MC (13 mg/kg indometacina
+13 mg/kg L-NAME+4 g iodo/kg diatrizoato i.v.).

Los animales se sacrificaron 24 horas después del tratamiento. Se determiné el
nitrdgeno de urea en sangre (BUN) y creatinina en suero (SCr). En homogenado
de rifibn se evalud la actividad de las enzimas: N-acetil-B-D-glucosaminidasa
(NAG), lactato deshidrogenasa (LDH), catalasa (CAT), superdxido dismutasa
(SOD) y glutatién peroxidasa (GPx). También, se determind el contenido de

carbonilos.

Se encontrd que tanto el EAE (a las dosis de 1.2, 1.5y 2.0 ml/kg) asi como la SAC
(a las dosis de 300, 400 y 500 mg/kg) protegen del dafio renal y oxidante a las
ratas Wistar administradas con el modelo de IRA-MC. Y que el modelo de IRA-MC
modifica la expresion de las enzimas antioxidantes e induce a la hemo oxigenasa
1 (HO-1).

xii



ABSTRACT

Studies indicate that oxidative stress is among the mechanisms responsible for
acute renal failure caused by contrast media (ARF-CM). Although there is no
specific treatment to prevent it, some antioxidants have been used, but results are

inconclusive.

Garlic (Allium sativum L.) has been used traditionally as a condiment and a remedy
for various ailments. Aged garlic extract (AGE) is a preparation that has mild odor
and high antioxidant content. The S-allyl-L-cysteine (SAC) is present in garlic and
its concentration is elevated in AGE because it increases in the aging process. It
has been shown that the SAC is a good antioxidant.

In this work we used male Wistar rats. The ARF-CM model was established by
administration indomethacin, L-NAME and diatrizoate at intervals of 15 min, using
different doses. We evaluated the effect of AGE (at doses of 0.5, 1, 1.2, 1.5 and
2.0 ml/kg i.p.) and SAC (at doses of 200, 300, 400 and 500 mg/kg i.p.)
administered 30 min before the ARF-CM model (13 mg/kg indomethacin+13 mg/kg
L-NAME+4 g iodine/kg diatrizoate i.v.).

The animals were sacrificed 24 hours after treatment. We determined the blood
urea nitrogen (BUN) and serum creatinine (SCr). In kidney homogenate was
assessed the activity of enzymes: N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG), lactate
dehydrogenase (LDH), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and
glutathione peroxidase (GPx). We also determined the content of carbonyls.

We found that both the AGE (at doses of 1.2, 1.5 and 2.0 ml/kg) and the SAC (at
doses of 300, 400 and 500 mg/kg) protect against kidney and oxidative damage to
Wistar rats administered with the ARF-CM model. And that this model modifies the

expression of antioxidant enzymes and induces heme oxygenase 1 (HO-1).

xiii



I. INTRODUCCION

En el afio 2003 se administraron mas de 80 millones de dosis de medio de
contraste iodado (8 millones de litros) por via intravenosa en el mundo, por lo que
el medio de contraste constituye uno de los farmacos mas utilizados en la
actualidad. En paises desarrollados, como EUA, Japon y los de Europa, menos
del 10% del volumen administrado corresponde a los medios de contraste iGnicos,
mientras que en paises en vias de desarrollo, como China o algunos paises
latinoamericanos, la proporcion aumenta al 40 y 60%, respectivamente,
relacionandose de forma significativa con la situacién econdmica del pais (Fraile y
Garcia, 2008).

La administracion de medio de contraste es de gran importancia en muchos
procedimientos de diagndstico; sin embargo, puede traer efectos adversos en un
pequefio porcentaje de pacientes (Schrader, 2005) a pesar del uso de medios de
contraste nuevos y menos nefrotéxicos (Goldenberg y Matetzky, 2005). La
nefrotoxicidad secundaria a la administracion de medio de contraste iodado
representa la tercera causa de insuficiencia renal aguda (IRA) en pacientes
hospitalizados (aproximadamente el 10%) (Erley, 2007; Goldenberg y Matetzky,
2005; McCullough et al., 2006a; Sanaei-Ardekani et al., 2005; Toprak, 2007). La
IRA causada por medio de contraste (IRA-MC) es un problema clinico comun que
crece en importancia conforme se incrementa el namero de pruebas y
procedimientos realizados con medio de contraste. La mortalidad asociada a la
IRA tbxica es de aproximadamente el 30%. La IRA-MC no solo aumenta el riesgo
de muerte por falla renal, sino que también se ha asociado a una mayor morbilidad
e incluso a una mayor mortalidad por sepsis, hemorragia, coma o insuficiencia

respiratoria (Fraile y Garcia, 2008).

Los principales factores de riesgo para que se presente la IRA-MC son: falla renal,
diabetes mellitus, edad avanzada, administracion de farmacos nefrotoxicos,
hipovolemia, falla cardiaca congestiva, el uso de grandes cantidades de medio de
contraste o de un medio de contraste hiperosmolar (Bagshaw y Culleton, 2006;
Erley, 2007; Liu et al., 2005) e hipercolesterolemia (Yang et al.,, 2004).

1
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Recientemente, se han asociado como factores de riesgo: el sindrome metabdlico,
la hiperuricemia y la alteracion en el metabolismo de la glucosa, asi como el uso
de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina | y los bloqueadores del

receptor Il de angiotensina (Toprak, 2007).

La nefrotoxicidad asociada a los medios de contraste parece ser el resultado de la
toxicidad directa en células del epitelio de los tubulos renales e isquemia en la
médula renal. Ademas, un mecanismo clave parece ser la alteracion en la
hemodindmica renal (Giannattasio, 2005; Goldenberg y Matetzky, 2005;
Oudemans-van Straaten, 2005; Pucelikova et al., 2008), probablemente causada
por desbalances entre factores vasodilatadores y vasoconstrictores, debido a
cambios en la biodisponibilidad de: el 6xido nitrico (NO®), las prostaglandinas, la
endotelina y las especies reactivas de oxigeno (ERO) (Briguori et al., 2005; Liu et
al., 2005; Malyszko, 2010; Toprak et al., 2008).

Para evitar la IRA-MC se practican estrategias que incluyen la identificacion
correcta de pacientes de alto riesgo (Toprak, 2007), la evaluacion de otros
meétodos de diagndstico, la aplicacion de medio de contraste de baja osmolaridad
en la dosis minima aceptable, suspender la administracion de farmacos
nefrotdxicos e hidratar con NaCl o bicarbonato de sodio (Venkataraman, 2008).
También se han empleado antagonistas de canales de calcio, antagonistas de los
receptores de endotelina y dopamina (Asif et al., 2005) y antagonistas de la
adenosina (Erley, 2007; Giannattasio, 2005; Oudemans-van Straaten, 2005).
Recientemente, se han empleado algunos antioxidantes como: el selenio (Se)
(Joannidis, 2007), el &cido ascorbico (Spargias et al., 2004) y la N-acetil-cisteina
(NAC) (Fishbane, 2008; Pannu et al., 2004; Tepel et al., 2000; Yenicerioglu et al.,
2006). Estos dos ultimos son ligeramente efectivos en la prevencion de IRA-MC, lo
cual sugiere que el estrés oxidante, mas que la reduccién en el flujo sanguineo,

juega un papel importante en el desarrollo de la IRA-MC (Itoh et al., 2005).

Estudios realizados en humanos y en animales demostraron que la IRA-MC es
acompafnada por el aumento en la produccion de ERO (Bakris et al., 1990;
Goldenberg y Matetzky, 2005; Tepel, 2003). Yoshioka y sus colaboradores (1992)

2
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encontraron un aumento en los productos de lipoperoxidacion en ratas
deshidratadas y administradas con diatrizoato (DIA). Esto fue confirmado por
Toprak y sus colaboradores (2008) quienes, ademas, encontraron un aumento de
los carbonilos en suero. Por otro lado, Lee y sus colaboradores (2006) observaron
gue la administracion de DIA suprimio la actividad de la glutation peroxidasa (GPx)
en ratas normales y en ratas diabéticas. Estos resultados fueron apoyados por
Yen y sus colaboradores (2007) cuando observaron que las ratas se pre-trataban

con acetilcisteina o probucol no sufrian cambios en la actividad de GPx.

Las propiedades del ajo se han reconocido desde la antigtiedad, el extracto de ajo
envejecido (EAE) posee la mayoria de esas propiedades pero con un olor
agradable. Estudios con el EAE y la S-alil-L-cisteina (SAC) han demostrado un
amplio rango de actividades, entre ellas la antioxidante. Horie y sus colaboradores
(1989) demostraron que el EAE protege a las membranas de la lipoperoxidacion y
sirve para mantener la fluidez de la membrana. Ademas, Ide y sus colaboradores
(1997) encontraron que el EAE y la SAC previenen significativamente el dafio en
la membrana, la pérdida de la viabilidad celular y lipoperoxidacién en células
endoteliales de arteria pulmonar bovina (PAECS) expuestas a LDL oxidadas.
Mientras que Wei y Lau (1998) y Yamasaki y Lau (1997) observaron que el EAE
suprime la generacion de peréxido de hidrogeno (H.O,) y anién superéxido (O,° ),
aumenta significativamente las actividades de la superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y GPx en PAECs. El EAE y la SAC, también, inhibieron la
liberacién de la lactato deshidrogenasa (LDH) y la lipoperoxidacion inducida por
H,O,. Los experimentos de Geng y Lau (1997) demostraron que el EAE aumenta
los niveles de glutatién intracelular, y la actividad de la glutation reductasa y la
SOD en PAECs. Lo anterior sugiere que el efecto antioxidante del EAE puede
atribuirse a su modulacion del ciclo redox del glutation y de la actividad de la SOD

en células del endotelio vascular.

Ya que los modelos de IRA-MC requieren de la induccion de los factores de
predisposicién, se han mimetizando los escenarios clinicos que llevan a la IRA-MC

en individuos de alto riesgo (Heyman et al. ,2008). La inhibicion de prostanoides y



de NO°® (con indometacina y L-NAME, respectivamente) predispone a las ratas a
los efectos nefrotoxicos del medio de contraste, y se han propuesto como un
modelo experimental relevante (Itoh et al., 2005; Pollock et al., 1997; Touati et al.,

1993). Por lo que utilizamos este modelo para estudiar el efecto del EAE y la SAC.

II. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto del EAE en la IRA-MC en un modelo experimental en rata.

[ll. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Establecer el modelo de IRA-MC en ratas.

2.- Establecer un modelo de proteccién con EAE en la IRA-MC en ratas.

2.1.- Determinar el dafio funcional y estructural renal como indicadores de la
presencia de la IRA-MC.

2.2.- Medir la actividad renal de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx y
HO-1.

3.- Evaluar el efecto de la SAC en la IRA-MC en ratas.

IV. HIPOTESIS

e Si en la IRA-MC esta involucrado el estrés oxidante y conociendo las
propiedades antioxidantes del ajo, entonces el EAE y SAC disminuiran el

dafio ocasionado por el medio de contraste en ratas.



V. ANTECEDENTES

1. RINON

El rindn es un 6rgano par y se localiza en la parte posterior del abdomen, a ambos
lados de la columna vertebral (Brenner, 2005). Se encuentra entre la Ultima
vértebra toracica y la tercera vértebra lumbar, protegido en parte por los pares de
costillas undécimo y duodécimo (Tortora y Reynolds, 2006).

1.1. ANATOMIA EXTERNA DEL RINON

En el adulto, un rindn normal mide de 10-12 cm de longitud, de 5-7 cm de ancho y
3 cm de grosor. Su masa oscila entre 125-170 g en el hombre adulto, y entre 115-
155 g en la mujer. El borde medial concavo de cada rifion estad enfrente de la
columna vertebral. Cerca del centro del borde concavo se encuentra una fisura
vertical profunda llamada hilio renal a través del cual sale el uréter del rifién, asi

como los vasos sanguineos, vasos linfaticos y los nervios (Fig. 1).

Cada rifidn esta protegido por tres capas de tejido. La capa profunda, céapsula
renal, es una membrana lisa, transparente y fibrosa que es continuaciéon de la
cubierta externa del uréter. Sirve de barrera contra traumatismos y ayuda a
mantener la forma del rifidn. La capa intermedia, capsula adiposa, es una masa
de tejido graso que rodea a la capsula renal. También protege al rifibn de
traumatismos y lo sostiene firmemente en su sitio en la cavidad abdominal. La
capa superficial, aponeurosis renal, es una delgada capa de tejido conectivo
denso e irregular que fija el riidn a las estructuras circundantes y a la pared

abdominal.



1.2. ANATOMIA INTERNA DEL RINON

Un corte longitudinal del rifion revela dos regiones distintas: un area externa de
color rojizo y textura lisa, corteza renal, y una region interna de color marron,
meédula renal (Fig 1). En el humano, la médula consta de 8-18 piramides renales
conicas. A diferencia del humano, la rata y otros animales de experimentacion
poseen una sola piramide renal. La base de cada piramide esta frente a la corteza
renal y su extremo mas estrecho, llamado papila renal, apunta hacia el centro del
rifién. La corteza renal del humano tiene un grosor aproximado de 1 cm, recubre la

base de cada pirdmide renal y

Capsula

desciende entre ellas para

@’ $)
Corteza Medula

constituir las columnas renales de

Columnas renales

L Bertin (Fig. 1) (Brenner, 2005;
Tortora y Reynolds, 2006).
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alrededor de un millén de

estructuras microscopicas
Figura 1. Seccién del rifidn humano que muestra las

principales estructuras anatémicas. llamadas nefronas (Tortora 'y

Reynolds, 2006).

1.3. NEFRONA

La nefrona es la unidad funcional del rifidbn. Cada riidn humano contiene 400,000-
1°’200,000 nefronas, mientras que el rifidbn de rata adulta contiene de 30,000-
34,000 nefronas (Brenner, 2005). Las nefronas se encargan de: filtrar la sangre,
retornar a la sangre las sustancias Utiles para que no se pierdan del cuerpo y
retirar de la sangre sustancias que no son necesarias para el cuerpo. Mantienen la

homeostasis de la sangre y producen orina.



La orina formada por las nefronas drena al interior de gruesos conductos papilares
que se extienden a través de la papila renal de las pirdmides. Los conductos
papilares desembocan en estructuras en forma de copa llamadas célices menores
y mayores. Cada rifidn tiene 8-18 calices menores y 2-3 mayores. Los primeros
reciben la orina de los conductos papilares de una papila renal y la llevan a un
caliz mayor. Luego, la orina pasa a una cavidad grande llamada pelvis renal y
luego sale a través del uréter hacia la vejiga urinaria (Tortora y Reynolds, 2006).

Los componentes esenciales de la nefrona son el corpusculo renal o de Malpighi
(conformado por el glomérulo y la capsula de Bowman), el tiubulo proximal, el asa

de Henle, el tubulo distal y el tubulo colector (Brenner, 2005).

1.3.1. CORPUSCULO RENAL

Los glomérulos miden alrededor de 200 um de diametro en el humano y 120 ym
en el rindn de rata (Brenner, 2005), se forman por la invaginacién de un mechoén
de capilares hacia el extremo ciego dilatado de la nefrona (capsula de Bowman).
Los capilares estan alimentados por una arteriola aferente y drenan por una
arteriola eferente un poco mas pequefia. Hay dos capas celulares que separan la
sangre del filtrado glomerular en la cidpsula de Bowman: el endotelio capilar y el
epitelio especializado de la capsula que estad formado por podocitos que cubren
los capilares glomerulares. Existen células estrelladas llamadas células
mesangiales que se localizan entre la ldmina basal y el endotelio. Las células
mesangiales son contractiles y participan en la regulacion de la filtracion
glomerular, secretan varias sustancias, captan complejos inmunitarios y participan

en el desarrollo de enfermedades glomerulares.

El endotelio de los capilares glomerulares es fenestrado, con poros de 70 a 90 nm
de diametro. Las células del epitelio (podocitos) exhiben muchos pseudopodos
gue se entrelazan para formar hendiduras de filtracion a lo largo de la pared

capilar. Las hendiduras miden aproximadamente 25 nm de ancho y cada una esta



cerrada por una membrana delgada. La lamina basal no contiene hendiduras ni

poros visibles.

La membrana glomerular permite el paso libre de las sustancias neutras de hasta
4 nm de diametro y excluye a aquellas de mas de 8 nm. Las cargas de las
moléculas afectan su paso hacia la capsula de Bowman tanto como su diametro.
El area total del endotelio capilar glomerular a través del cual debe producirse la

filtracion en los humanos es de 0.8 m?.

1.3.2. TUBULO CONTORNEADO PROXIMAL

El tabulo contorneado proximal, en el humano, mide alrededor de 15 mm de largo
y 55 um de diametro. Su pared esta formada por una sola capa de células en
forma de cubo y ricas en mitocondrias (Pocock y Richards, 2005) que se
entrelazan unas con otras y estan unidas por uniones apicales cerradas. Entre las
bases de las células hay extensiones del espacio extracelular llamadas espacios
intercelulares laterales. Los bordes luminales de las células tienen un borde de
cepillo estriado por la presencia de innumerables microvellosidades (Ganong,
2006).

El tdbulo proximal reabsorbe aproximadamente dos terceras partes del agua,
sodio, potasio, cloro, bicarbonato y otros solutos filtrados. En circunstancias
normales reabsorbe virtualmente toda la glucosa, el lactato y los aminoacidos
filtrados (Fig. 2). La fuerza que impulsa la reabsorcion de todas estas sustancias
es la bomba de sodio (Na'/K*-ATPasa) que se halla en la superficie basolateral de

las células epiteliales del tubulo proximal.



Ademas de su actividad reabsorbente, S
las células del tubulo proximal secretan Tubulo proxima
activamente diversas sustancias al Na'.
interior de la luz tubular. Eliminan '
numerosos metabolitos de la sangre,
incluyendo sales biliares, creatina,

hipuratos, prostaglandinas y urato.

Figura 2. Ultraestructura celular vy
caracteristicas del transporte primario del
incluyendo farmacos como penicilina, tabulo proximal.

También eliminan sustancias extrafas

quinina y salicilatos.

1.3.3. ASA DE HENLE

El tibulo contorneado proximal se endereza y la siguiente porcion de cada nefrona
es el asa de Henle. La porcién descendente del asa y la porcién proximal del
miembro ascendente estdn hechas de células delgadas, permeables. La porcion
gruesa del miembro ascendente estd hecha de células gruesas que contienen
muchas mitocondrias (Fig. 3). Las nefronas cuyos glomérulos estan en las
porciones externas de la corteza renal presentan asas de Henle cortas (nefronas
corticales) y aquellas cuyos glomérulos estan en la region yuxtamedular de la

corteza (nefronas yuxtamedulares) tienen asas largas que se extienden hasta las

Asa descendente

Al jelgada de Henle b 4s
-

Figura 3. Ultraestructura celular y caracteristicas del transporte en la rama descendente delgada
del asa de Henle (izquierda) y el segmento ascendente grueso del asa de Henle (derecha).



piramides medulares. En los humanos, solo 15% de las nefronas tiene las asas

largas.

La rama ascendente gruesa del asa de Henle llega al glomérulo de la nefrona, del
cual surgié el tibulo, y pasa cerca de sus arteriolas aferente y eferente. Las
células especializadas en el extremo forman la macula densa, que esta cerca de la
arteriola eferente y en particular de la aferente. La macula, las células del encaje
(lacis) vecinas y las células yuxtaglomerulares forman el aparato yuxtaglomerular
(Ganong, 2006). Este desempefia un papel importante en la regulacién del
balance del sodio pues las células yuxtaglomerulares secretan renina que
interviene en la regulacién de secrecion de aldosterona por parte de la corteza

suprarrenal (Pocock y Richards, 2005).

1.3.4. TUBULO CONTORNEADO DISTAL

El tdbulo contorneado distal, que empieza en la macula densa, mide cerca de 5
mm de largo. Su epitelio es mas bajo que el del tabulo proximal y, aunque tiene
unas cuantas microvellosidades, no hay un borde de cepillo distintivo (Fig. 4A).
Los tabulos distales confluyen para formar tabulos colectores que miden 20 mm
de largo y pasan por la corteza y médula renal para vaciarse en la pelvis renal en
los vértices de las piramides medulares. El epitelio de los conductos colectores
esta formado por células principales (células P) y células intecaladas (células 1).
Las células P, que son las predominantes, son relativamente altas y tienen pocos
organelos (Fig. 4B). Participan en la reabsorcion de sodio y en la reabsorcion de
agua estimulada por vasopresina. Las células |, que se encuentran en menores
cantidades y también se localizan en los tubulos distales, muestran mas
microvellosidades, vesiculas citoplasmicas y mitocondrias. Participan en la
secrecion de acido y en el transporte de bicarbonato. La longitud total de las

nefronas, incluidos los tabulos colectores, varia de 45-65 mm (Ganong, 2006).

10



Figura 4. Ultraestructura celular vy
He caracteristicas del transporte de: A. Porcion
inicial del tubulo distal; B. Ultima porcién del
tibulo distal e inicio del tibulo colector; C.
Tdbulo colector medular.

1.4. NEFROPATIAS

El término nefropatia se refiere a cualquier lesion o enfermedad del rifién. Las
nefropatias se encuentran entre las causas mas importantes de muerte e
incapacidad en muchos paises de todo el mundo. Entre ellas, las producidas por la
diabetes mellitus y por la hipertension arterial, las cuales son la causa mas

importante de lesion renal.

La clasificacién de las nefropatias se basa en varios criterios, de mayor a menor
importancia. En primer lugar, se considera la estructura renal afectada: glomérulo,
intersticio, tubulos o vasos. El segundo criterio para su clasificacion depende de si
su aparicion y evolucién previsible tienen un curso agudo o crénico. Finalmente,
un tercer criterio es que tengan una causa o etiologia desconocida (en cuyo caso
se denominan primarias o ideopaticas), o que tengan una etiologia conocida, al
menos, que la nefropatia forme parte de una enfermedad mas general (en cuyo

caso se denominan secundarias). Un grupo intermedio son las nefropatias
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hereditarias, ya que hasta ahora no tenian una etiologia conocida y solian

incluirse dentro de las primarias.

Clasicamente se distinguen tres grupos de nefropatias primarias segun el
componente del tejido renal afectado predominantemente: 1) nefropatias
predominantemente glomerulares o glomerulopatias primarias, en que los
glomérulos tienen el dafio morfolégico predominante y mas caracteristico; 2)
predominantemente intersticiales y 3) predominantemente tubulares, en que la
lesion se presenta especialmente en los epitelios tubulares. En la actualidad se
tiende a reunir los dos ultimos grupos en uno solo: las enfermedades tubulo-
intersticiales (Botella, 2002).

Las nefropatias graves pueden dividirse en: insuficiencia renal aguda (IRA), en
la que los rifiones dejan de funcionar de manera abrupta, pero después pueden
recuperarse totalmente, y la que se produce una pérdida progresiva de la funcién
de las nefronas, lo que reduce la funcién global del riidn que lleva a insuficiencia
renal cronica. Dentro de estas dos categorias hay nefropatias especificas que
pueden afectar a los vasos renales, los glomérulos, los tubulos, el intersticio renal
y partes de la via urinaria fuera del rifién incluidos los uréteres y la vejiga (Guyton
y Hall, 2006).

1.4.1. INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA)
Las causas de la IRA pueden dividirse en tres categorias principales:

1. IRA resultado de un menor aporte sanguineo renal; este trastorno a
menudo se denomina IRA prerrenal para reflejar el hecho de que la
anomalia se produce en un sistema previo a los rifiones. Esto puede ser la
consecuencia de una insuficiencia cardiaca con un menor gasto cardiaco y
una presion arterial baja o de trastornos asociados a un menor volumen

sanguineo y a una presion arterial baja, como una hemorragia grave.
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2. IRA intrarrenal debido a anomalias dentro del propio rifion, incluidas las que
afectan los vasos sanguineos, los glomérulos o los tubulos.

3. IRA posrenal, debida a una obstruccion del sistema colector urinario en
cualquier lugar entre los célices y la salida vesical. Las causas mas
comunes de obstruccion de la via urinaria fuera del rifion son los céalculos

renales debidos a la precipitacion de calcio, urato o cistina.

1.4.1.1. IRA INTRARRENAL CAUSADA POR ANOMALIAS DENTRO DEL
RINON
La IRA intrarrenal puede dividirse en: trastornos que lesionan los capilares

glomerulares u otros vasos renales pequefios, trastornos que lesionan el epitelio

tubular renal y trastornos que lesionan el intersticio renal.

Un tipo de glomerulonefritis aguda es la post-infecciosa, que es un tipo de IRA
intrarrenal causada habitualmente por una reaccién inmunitaria anormal que
lesiona los glomérulos. La inflamacion aguda de los glomérulos suele mejorar en
aproximadamente 2 semanas, y en la mayoria de los pacientes los rifiones
recuperan una funcion casi normal en las siguientes semanas o0 meses. Sin
embargo, algunas veces se han destruido muchos glomérulos para su
recuperacion y un pequefio porcentaje de pacientes sufrird indefinidamente un

deterioro renal progresivo que dara origen a insuficiencia renal cronica.

En de la IRA intrarrenal se observa la necrosis tubular, es decir, destruccion de
las células epiteliales en los tubulos. Algunas causas comunes de la necrosis
tubular son: la isquemia grave y el aporte inadecuado de oxigeno a las células
epiteliales tubulares, y los venenos, toxinas o medicamentos que destruyen las

células epiteliales tubulares.

La isquemia grave del riidn puede deberse a un choque circulatorio o a cualquier
otro trastorno que deteriore gravemente el aporte sanguineo al rifién. Si la
isquemia es lo suficientemente intensa para alterar gravemente el transporte de

oxigeno y de nutrientes a las células epiteliales tubulares renales, y la agresion es
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prolongada, las células epiteliales pueden lesionarse o destruirse. Cuando esto
ocurre, las células tubulares se “desprenden” y tapan muchos de los tabulos, de
manera que las nefronas afectadas no producen orina, aunque el flujo sanguineo
renal se normalice. Las causas mas importantes de lesion isquémica del epitelio

tubular son las causas prerrenales de IRA asociadas a choque circulatorio.

Los toxicos renales y los medicamentos pueden lesionar el epitelio tubular y
provocar una IRA. Ejemplo de ellos son tetracloruro de carbono, metales pesados
(como el mercurio, plomo y cromo), etilenglicol, varios insecticidas vy
medicamentos usados como antibidticos (tetraciclinas) y cis-platino (usado para
tratar ciertos canceres). Cada una de estas sustancias tiene una accion téxica
especifica sobre las células epiteliales tubulares del rifibn que causa la muerte de
muchas de ellas. Las células epiteliales se desprenden de la membrana basal y
obstruyen los tubulos. En algunos casos también se destruye la membrana basal,
si permanece intacta pueden crecer nuevas células tubulares a lo largo de la
superficie de la membrana, de manera que el tibulo se repara a si mismo en 10-
20 dias (Guyton y Hall, 2006).

2. MEDIOS DE CONTRASTE

El tejido oseo se observa claramente en las imagenes de rayos-X, pero los
organos o tejidos no lo hacen. Los medios de contraste, a menudo se utilizan
durante los examenes médicos de estudios de imagen para resaltar partes

especificas del cuerpo y hacerlas visibles (ASRT, 2001).

El medio de contraste iodado es clasificado por su osmolaridad (concentracion
total de particulas en solucidén) en medio de contraste de alta osmolaridad (MCAO,
aproximadamente 2000 mOsm/kg), medio de contraste de baja osmolaridad
(MCBO 600-800 mOsm/kg) y medio de contraste isoosmolar (MCIO 290
mOsm/kg). Los ultimos 40 afos, las osmolaridades de los medios de contraste

disponibles se han disminuido gradualmente a niveles fisiologicos. En los 1950s,
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solo se utilizaban MCAO (vgr. diatrizoato) con una osmolaridad 5-8 veces la del
plasma. En los 1980s, se introdujeron los agentes MCBO (iohexol, iopamidol e
ioxaglato) con una osmolaridad 2-3 veces mayor a la del plasma. En los 1990s, se
desarrollo iodixanol (agente iso-osmolar no ionico) con la misma osmolaridad que

la sangre (Tabla 1).

Tabla 1. Estructuras quimicas de los medios de contraste

Estructura Década Ejemplos
COONa'/Meg* 1950s M_onpmero idnico
| | Diatrizoato
CHiGONAY "R lotalamato
1980s Monomero no iénico
R lopamidol
I |
:@I lohexol
S loversol
R COONa*/Meg* 1980s Dimero ionico
|@rr@ ! loxaglato
R R R
I |
R R 1990s Dimero no iénico
l@”@' lodixanol
R
& R

R=-CO-ONa, ~CO-NH-CHs, ~NH-CO-CH,0H, ~NH-CO-CHOH-CH3, ~CO-NH-CH,-CHOH-CH,OH,
-CO-NH-CH-(CH,OH),, etc.

Aunque se creia que el uso de MCBO mas que MCAO disminuiria la incidencia
nefropatia causada por medio de contraste, no se han encontrado diferencias
significativas entre el uso de uno y otro. MCIO y MCBO son apropiados para
pacientes que requieren administracioén intravenosa de medio de contraste iodado
(Davidson et al., 2006).
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2.1. MD-76R™

El MD-76R™ es un MCAO. Es un farmaco que se inyecta para facilitar la
visualizacion de 6rganos y tejidos a través de tomografia computarizada, rayos X y
procedimientos de imagenologia fluoroscopica. Cada mililitro de MD-76R™
contiene 660 mg de diatrizoato meglumina y 100 mg de diatrizoato de sodio (Fig.
5), 0.125 mg de fosfato monobasico de sodio y 0.11 mg de edetato disédico de
calcio. La solucion contiene aproximadamente 3.65 mg (0.16 mEq) de sodio en
cada mililitro y 37% (370 mg/ml) de iodo unido organicamente. La viscosidad de la
solucion es de 16.4 cP a 25°C y 10.5 cP a 37°C. Es hipertonico para la sangre con
una osmolaridad de 1,551 mOsm/kg. Estudios clinicos sugieren que la

hipertonicidad del diatrizoato produce efectos hemodindmicos significativos.

11T
COOH + HOCH, — T — |C— c— (|: — CH,NHCH,
OH O 0

CH;CONH NHCOCH,

COONa

CH;-CO-HN NH-CO-CH;
I

Figura 5. Estructura de diatrizoato meglumina (arriba) y diatrizoato de sodio (abajo).

Las reacciones mas frecuentes son: nausea, vomito, bochornos, o un sentimiento
generalizado de calor. Pero también pueden ocurrir: escalofrios, fiebre,
sudoracién, dolor de cabeza, vértigo, palidez, debilidad y ahogamiento asmatico,
una elevacién o la caida en la presion arterial, urticaria, prurito, erupciones,

edema, calambres, temblores, comezdn, estornudo y lagrimeo.
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Después de la inyeccion intravascular, el MD-76R™ es transportado rapidamente
a los rifiones y es excretado en la orina por filtracion glomerular. La
farmacocinética de la administracion intravascular del medio de contraste es
descrita como un modelo de dos compartimentos con una fase alfa rapida para la
distribucion y una fase beta lenta para la eliminacion. En pacientes con una
funcion renal normal, el tiempo de vida media para cada fase es 10 min para la
fase alfa y 100 min para la fase beta.

Las sales de diatrizoato atraviesan la barrera placentaria y son excretadas en la

leche materna en los humanos.

Beneficios. Alto contenido de iodo para una buena visualizacion y una alternativa

econdmica para los procedimientos cardiacos de imagenologia.

Aplicaciones. Urografia excretora, aortografia, arteriografia periférica, arteriografia
renal selectiva, arteriografia visceral selectiva, arteriografia coronaria selectiva,
tomografia computarizada de craneo, tomografia computarizada corporal (MD-
76R).

2.2. IRA CAUSADA POR MEDIO DE CONTRASTE (IRA-MC)

La IRA-MC se define tipicamente como un aumento de los niveles de creatinina en
suero (SCr; de 0.5 mg/dl 6 un 25%) en las primeras 24 h posteriores a la
exposicion al medio de contraste, alcanzando el maximo 5 dias mas tarde
(McCullough, 2008; Weisbord y Palevsky, 2005). La primera asociacion entre el
uso de medio de contraste y el dafio renal se reportd por primera vez hace mas de
50 afos (Davidson et al., 2006).

La fisiopatologia de IRA-MC asume una reduccién en el nimero de nefronas, con
vasoconstriccion aguda causada por la liberacion de adenosina, endotelina y otros
vasoconstrictores inducidos por el medio de contraste iodado; el mecanismo se

ilustra en la figura 6. Después, se da una reduccion sostenida, de
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aproximadamente 50% del flujo sanguineo renal durante varias horas. La

presencia de medio de contraste iodado en los tubulos renales y en los conductos

colectores provoca dafio celular directo y muerte de las células del tabulo renal. El

grado de citotoxicidad de las células de tabulo renal esta directamente relacionado

con la duracién de la exposicion de las células al medio de contraste (Persson et

al., 2005).

Disminucion del numero de nefronas funcionales
(diabetes, baja perfusién renal)

\ 4

Medio de contraste en la circulacién renal

\ 4

Vasodilatacion transitoria (min)
(independiente del endotelio)

v

v

v

Liberacion de adenosina de la macula densa Liberacion de Desregulacion de
(retroalimentacion tabulo glomerular) endotelina prostaglandinas
Y

1 sintesis/liberacion NO*

Dafioy muerte celular causada |

Y Y
Vasoconstriccién renal (horas)
Y Y Y
1 trénsito del medio 1 exposicion de células Hipoxia
de contraste del tibulo renal medular
Y Y Y

A

por el medio de contraste

Dario isquémico y
muerte celular

Estrés oxidante, inflamacién

IRA

Figura 6. Propuesta de la fisiopatologia de la IRA-MC, modificado de McCullough (2008).
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2.2.1. MEDIDAS PARA EVITAR LA IRA-MC

La IRA es una complicacion importante en el uso de medio de contraste iodado.

Debido a esto, se ha establecido una serie de factores a considerar antes de

administrar medio de contraste a un paciente. En el 2006, un grupo de

especialistas multidisciplinarios ejerciendo en Europa y EUA, publicaron las

siguientes guias (Becker et al., 2006; Davidson et al., 2006; Lameire et al., 2006;
McCullough et al., 2006a,b; Stacul et al., 2006; Tumlin et al., 2006):

1.

La IRA-MC es una complicacién comudn y potencialmente seria después de

la administracion de medio de contraste en pacientes en riesgo de IRA.

El riesgo de IRA-MC es elevada y de importancia clinica en pacientes con
enfermedad renal crénica (particularmente cuando la diabetes esta
presente), reconocida por una velocidad de filtraciéon glomerular (VFG) <60

ml/min/1.73 m?.

Cuando la SCr o la eVFG no estan disponibles, entonces se aplica un
cuestionario para identificar pacientes en mayor riesgo de IRA-MC que la
poblacion general.

En el escenario de procedimiento de emergencia, donde el beneficio de una
deteccion temprana pesa mas que el riesgo de esperar, el procedimiento se

realiza sin conocimiento del nivel de SCr o de la VFG.

La presencia de multiples factores de riesgo para IRA-MC en el mismo
paciente pueden generar un riesgo alto (aproximado de 50%) de IRA-MC y
(aproximadamente un 15%) de requerir dialisis después de la exposicion al

medio de contraste.

En pacientes con riesgo elevado de IRA por la administracion intra-arterial
de medio de contraste, los agentes ionicos de alta osmolaridad tienen un
mayor riesgo para inducir IRA-MC que los agentes de baja osmolaridad.
Hay evidencias que sugieren que para la administracion intra-arterial en

pacientes de alto riesgo con enfermedad renal cronica, particularmente
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aguellos con diabetes mellitus, los medios de contraste no iénicos iso-

osmolares se asocian con un menor riesgo de IRA-MC.

7. Los volumenes grandes de medio de contaste (>100 ml) estdn asociados
con mayor indice de IRA-MC en pacientes en riesgo. Sin embargo, los
volimenes pequefios de medio de contraste (alrededor de 30 ml) en
pacientes de muy alto riesgo pueden causar IRA, requiriendo didlisis, lo que

sugiere la ausencia de un efecto umbral.

8. La administracion intra-arterial de medio de contraste iodado parece tener
un gran riesgo de IRA superior al que se presenta con administracion

intravenosa.

9. La expansion de volumen adecuado con cristaloide isoténico (1-1.5 ml/kg/h)
por 3-12 h antes del procedimiento y continuado 6-24 h después puede
disminuir la probabilidad de IRA-MC en pacientes en riesgo. Los datos para

la expansion de volumen oral sugieren que esta via no es adecuada.

10.El tratamiento médico no ha sido eficaz en la reduccion del riesgo de IRA-
MC.

Se han propuesto algunas estrategias para reducir el riesgo de IRA-MC:

- Restringir el uso de AINEs, inhibidores de calcineurina, dosis altas de
diuréticos del asa, aminoglicosidos, y otros agentes nefrotoxicos, si es
posible varios dias antes de la exposicion al medio de contraste.

- Evitar la deshidratacion.

- Remover el medio de contraste por dialisis, aunque no hay evidencia clinica
de que la dialisis profilactica reduzca el riesgo de IRA-MC.

- Uso de estatinas, aminofilina/teofilina y prostaglandina E1 (Stacul et al.,
2006).

- Uso de antioxidantes como el acido ascorbico y la NAC.
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El acido ascérbico ha resultado efectivo en dosis de 3 g una noche antesy 2 g dos

veces al dia después del procedimiento (Spargias et al., 2004).

Los resultados con la NAC no han sido consistentes, parece disminuir SCr y
fundamentalmente no protege contra la IRA-MC. El uso de suplementacion de
bicarbonato de sodio junto con NAC fue mas efectivo que la NAC sola reduciendo
el riesgo de IRA-MC (Briguori et al., 2007). La dosis de NAC aprobada es de 1.2 g

dos veces al dia antes y después del procedimiento (McCullough, 2008).

3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO) Y DE NITROGENO (ERN)

El término “ERO” es amplio e incluye radicales libres de oxigeno y cualquier otra
molécula que contenga oxigeno en la que el 4tomo de éste tiene una reactividad
mayor que el oxigeno molecular (O;) (Gonzalez et al., 2007). Las ERO incluyendo
0," ~, H,0,, radical hidroxilo ("OH) y oxigeno singulete (*O,) son generados como
productos de metabolismo celular normal (Elstner, 1982; Halliwell y Gutteridge,
1985; Tang et al., 2004; Wang y Jiao, 2000) y no s6lo bajo condiciones patolégicas

(Commoner et al., 1954).

La mitocondria es la principal fuente de produccibn de ERO en células
eucariontes. Se estima que de 2-5% del flujo de electrones a través de la cadena
respiratoria escapan para producir O,° = (Cadenas y Davies, 2000; Chance et al.,
1979; Fridovich, 1989; Sas et al., 2007). La velocidad de producciéon de O, de la
mitocondria se ha estimado en aproximadamente 1.2 nmol/min/mg (Boveris et al.,
1972). La xantina oxidasa también se ha identificado como una fuente potencial de
ERO en el citosol de fibras musculares. En la conversibn enzimatica de
hipoxantina a xantina, el O," = aparece como un derivado (Apple et al., 1991;
Laughlin et al., 1990; McCutchan et al., 1990). Fuentes enzimaticas adicionales de
ERO pueden incluir a las NADPH-oxidasas (Duncan y Rudge, 1988; Dinger et al.,
2007), monoaminoxidasa (MAQO), oxido nitrico sintasa (NOS), (Sas et al., 2007)
oxidasas sarcoplasmicas (Crane et al., 1985; Freeman y Crapo, 1982), y enzimas

del metabolismo del acido araquidénico incluyendo ciclooxigenasas (Okabe et al.,
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1985), lipoxigenasas y citocromo P450 (Freeman y Crapo, 1982). Los tipos de

células que liberan ERO y ERN en el espacio extracelular incluyen células

endoteliales (Babbs et al.,, 1991; Marin y Rodriguez-Martinez, 1995; Mitchell y

Tyml, 1996; Panus et al., 1993), células vasculares de musculo liso (Charpie y
Webb, 1993; Mohazzab-H y Wolin, 1994), neuronas motoras (Riberia et al., 1998),

leucocitos (Suzuki et al., 1996) y eritrocitos (Stamler et al., 1997).

Tabla 2. Especies oxidantes reactivas de mayor importancia biol6gica

Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Especies reactivas de nitrégeno (ERN)

Radicales Radicales

Anion superéxido 0, Radical 6xido nitrico NO*

Radical hidroxilo *OH Radical di6xido de nitrégeno NO,*

Radical peroxilo ‘O0OR

Radical hidroperoxilo *O0OH

Radical alcoxilo ‘'OR

Radical protein hem ferrilo  *X-[Fe)=0]

No radicales No radicales

Peréxido de hidrogeno H,0, Acido nitroso HNO,

Acido hipocloroso HOCI Cation nitrosilo NO*

Ozono O3 Anioén nitroxilo NO

Oxigeno singulete '0, Tridxido de nitrégeno N.O3
Peroxinitrito ONOO’
Alquilperoxinitritos ROONO

La molécula origen en la generacién de

cascada de ERO incluye otras especies

ERO es un radical libre, el O,* ~. La

de radicales libres, incluyendo ‘OH y

radicales hidroperoxilo (HOO® 6 HO,"), también incluyen derivados de oxigeno que
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no son radicales libres, por ejemplo el H,O, (Gonzalez et al., 2007). La cascada de
ERN incluye como radical origen el NO* y un arreglo de derivados redox activos
que incluyen diéxido de nitrégeno (NO3") y peroxinitrito (ONOO™) (Murrant y Reid,
2001). En la tabla 2 se presentan las ERO y ERN de importancia biolégica
(Roberfroid y Calderon, 1995).

3.1. ANION SUPEROXIDO (0,"")

El O,°~ es el radical libre mas importante producido por la ganancia de un electrén
en los sistemas bioldgicos (reaccién 1), puede actuar como un agente reductor y

oxidante. La difusion del O," = a través de las membranas puede restringirse
debido a la carga y la reactividad (Freeman y Crapo, 1982; Halliwell y Gutteridge,
1986; Rosen y Freeman, 1984). El O,° reacciona con algunas moléculas y genera
nuevos radicales libres, pero también puede reaccionar consigo mismo de tal
manera que un O, se oxida a O, y el otro se reduce a H,O,. Esto constituye la
reaccion de dismutacién espontanea (Freeman y Crapo, 1982; Murrant y Reid,
2001). Mecanisticamente, la reaccion de dismutacion en los fluidos biologicos
ocurre por protonacion de uno o ambos O’ ~ a HO,". Esta reaccién de dismutacion

espontanea puede ocurrir de dos maneras (reacciones 2 y 3).

O,+e — 0 (reaccién 1)
HO, + O," +H ™ — H,0, + O, (ko ~108M* s (reaccién 2)
HO," + HO,* — H,0, + O, (ko ~10°M™* sy (reaccion 3)

Ademas de la dismutacion espontanea, el grupo de enzimas, SOD eliminan

especificamente al O," .

El O," ~ puede reducir varias proteinas que contengan algin metal de transicion
(por ejemplo, citocromo c). Las reacciones particularmente relevantes del O," ™ con

metales de transicidn ocurren en sitios conteniendo hierro-azufre, existentes en
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varias enzimas y acarreadores del transporte de electrones en la cadena

respiratoria.

El O,° ™ o su forma protonada HO,* puede reaccionar con otros radicales libres,
como por ejemplo con el NO® para formar ONOO™ (reaccién 4) (Halliwell y
Gutteridge, 1992; Murrant y Reid, 2001; Sas et al., 2007). El cual (O-O-N=0) es
uno de los isomeros mas reactivos del nitrato (Gonzélez et al., 2007).

05"+ NO *— ONOO ~ (reaccion 4)

El O," ~en solucién acuosa no es muy reactivo y se sugiere que muchos de sus
efectos dafiinos se deben a la formacion de *OH (Halliwell y Gutteridge, 1985)
dependiente de O,° = y H,0O, (Beauchamp y Fridovich, 1970). En presencia de
trazas de sales de hierro (Fe) este proceso se conoce como la reaccion de Haber-
Weiss (reaccion 5) (Deby y Goutier, 1990; Halliwell, 1978b,c, 1981; Halliwell y
Gutteridge, 1990; McCord y Day, 1978).

0, +H,0, 2= 5 O+ OH "+ 0, (reaccion 5)

3.2. PEROXIDO DE HIDROGENO (H,0,)

El H,O, es formado en los organismos durante las reacciones de oxidacion de
quinonas, por la oxidacion de compuestos que contienen grupos sulfhidrilos, por la
dismutacién del O,"~ o bien, por accion de la SOD (Freeman, 1984). El H,O; no es
un radical en si debido a que tiene todos sus electrones apareados. Es un agente
oxidante y reductor débil, por lo tanto poco reactivo; sin embargo puede difundir a

través de las membranas (Nath y Norby, 2000).

En presencia de Fe**, el H,O, puede participar en la reaccién de Fenton (reaccion
6) para formar "OH (Deby & Goutier, 1990; Halliwell y Gutteridge, 1990,1992).

Fe?* + H,0, — Fe*" + “OH + OH ~ (reaccion 6)
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La velocidad de produccion de H,O, es relativamente alta en todas las células
representando alrededor de 1-3% del consumo total de O, principalmente como
una ERO secundaria debido a la dismutacién de O" ~; (Halliwell y Gutteridge,
1999). Sin embargo, la reaccion de Fenton en células normales es minima porque
los sistemas que disponen H,0,, CAT y GPx (Murrant y Reid, 2001), lo conservan
en concentracion muy baja (en el rango de nanomolar; Chance et al., 1979) y
porque las concentraciones de metales de transicion como los iones libres son
incluso bajas. Normalmente, las proteinas forman complejos con los metales de

transicion, para limitar su reactividad.

3.3. RADICAL HIDROXILO (*OH)

El *OH es producido cuando el agua (H,0) es expuesta a radiacién ionizante (Von
Sonnlag, 1987). Debido a su alta reactividad tiene una vida media muy corta y
esta, por consiguiente, presente en concentraciones sumamente bajas (Murrant y
Reid, 2001). El *OH reacciona con lipoproteinas, otras proteinas y constituyentes
de liquidos corporales como el &cido hialurénico (Halliwell, 1981; Gonzélez et al.,
2007). Cualquier *OH formado in vivo reaccionara con cualquier molécula presente
en el sitio de formacion, lo que hace dificil atrapar *OH y demostrar su formacion
directamente en sistemas bioldgicos (Halliwell y Gutteridge, 1999). El ataque de
*OH sobre ADN genera multiples productos (Steenken, 1989; Von Sonnlag, 1987),
las bases puricas y pirimidicas son modificadas (Dizdaroglu, 1990; Halliwell y
Aruoma, 1991).

3.4. OTRAS ESPECIES REACTIVAS

Aungue las ERO mas importantes son H,O,, O," " y "OH, hay otras ERO que son
radicales libres como el HO,®, los radicales alcoxil (RO®) y los radicales peroxil
(RO,"). De hecho HO;® es el radical peroxil mas simple. En otros radicales libres

en los que el atomo reactivo no es oxigeno se agrupa la mayoria de los radicales

25



biologicamente relevantes entre los que se encuentran: (1) metales de transicion
como Fe, cobre (Cu) y manganeso (Mn) qué tienen varios electrones
desapareados y dos nimeros de oxidacién principales (Fe?* y Fe**: Cu* y Cu®";
Mn?* y Mn®*") permitiéndoles aceptar o donar un electrén; (2) radicales con centro
de carbono formados por la abstraccion de un atomo de hidrégeno de un enlace
C-H (reaccion 7); (3) radicales con centro de azufre (radicales tiil) formados en la
reaccion de moléculas que contienen SH con metales de la transicion (glutatién
reducido; reaccion 8) o por rompimiento homolitico de enlaces disulfuro en las

proteinas u oxidacion del glutation (reaccion 9) (Gonzalez et al., 2007).

R=C-H + "OH — R=C * + H,0 (reaccion 7)
GSH+Fe* - GS*+Fe* +H " (reaccién 8)
GS-SG—>GS*+GS* (reaccion 9)

4. ESTRES OXIDANTE

Un aumento en los niveles de ERO o radicales libres genera estrés oxidante
resultado de un desequilibrio en el balance redox. El estrés oxidante lleva a
alteraciones bioquimicas y fisiolégicas que pueden deteriorar el metabolismo,
causando dafio oxidante a lipidos, proteinas y &cidos nucleicos, lo que
eventualmente resulta en muerte celular (Heinonen et al., 1998; Rice-Evans y
Miller, 1996; Satue-Gracia et al., 1997; Chance et al., 1979; Fridovich, 1975,1978;
Halliwell 1978a, 1981; Tang et al., 2004). El dafio oxidante esta asociado con el
envejecimiento y numerosas enfermedades humanas (Finkel y Holbrook, 2000;
Halliwell, 1991; Halliwell y Aruoma, 1992; Halliwell y Gutteridge, 1999; Maxwell,
1995; Mujahid et al., 2007; Ross et al., 1997; Steinberg, 1991), por ejemplo:
inflamacion, cancer, ateroesclerosis, diabetes mellitus (Ames et al.,, 1995;
Barthomeuf et al.,, 2001; Remacle y Renard, 1996), enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral
amiotrofica, enfermedad de Wilson, ataxia de Friedreich y esclerosis multiple
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(Chaudhury y Saeker, 1983; Fang, 1989; Kozumbo et al., 1985; Sas et al., 2007),
necrosis tubular aguda causada por numerosas fallas renales incluyendo dafio por
isquemia/reperfusion, nefrotoxicidad por sustancias quimicas (Baud y Ardaillou,
1986; Nath et al., 1996; Shah y Walker, 1992; Walker y Shah, 1987; Weinberg,
1991) e IRA (Ueda et al., 1995).

El dafio causado por las ERO es contrarrestado en gran medida por los
mecanismos antioxidantes celulares y los mecanismos de recambio y reparacion.
Los mecanismos antioxidantes son muy diversos y en cada organismo, célula o
tejido predominan unos sobre otros. Hay compuestos antioxidantes con varias
funciones, enzimas antioxidantes que mantienen en forma reducida dichos
compuestos antioxidantes y enzimas que atrapan las especies reactivas evitando,
asi, la formacién de otras especies mas reactivas. Muchos otros compuestos y
enzimas contribuyen de diversas maneras a mantener el estado celular redox
(Hansberg, 2002).

5. ANTIOXIDANTES

Existen dos grandes sistemas de defensa contra el estrés oxidante 1) las enzimas

antioxidantes y 2) los antioxidantes no enzimaticos.

5.1. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Son una serie de enzimas destinadas a convertir las ERO en moléculas menos

reactivas, antes de que reaccionen y dafien estructuras celulares.

5.1.1. SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

La SOD es una familia de enzimas que catalizan eficazmente la dismutacion del

0.’ a H,0O; (reaccion 10):
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20, "+2H" - H,0,+ 0, (reaccion 10)

En los mamiferos, esta familia esta formada por tres miembros, de los cuales dos
son intracelulares y uno extracelular. La SOD que tiene un centro catalitico un Cu
y un zinc (Zn) (CuzZn-SOD o SOD1) se ubica en el citoplasma, el nucleo y la
membrana externa de la mitocondria. La SOD2 estd ubicada cerca de la
membrana interna mitocondrial, tiene Mn en su centro catalitico (Mn-SOD). La
SOD3 esta asociada a la matriz extacelular, en su centro catalitico tiene Cu y Zn
(EC-SOD).

La compartimentacion de las diferentes SOD se explica en gran medida por el
hecho de que el O," ™ no puede cruzar con facilidad las membranas que separan
los compartimentos celulares y mitocondriales. Recientemente se ha reportado
gue dado que el O," ™ puede reaccionar con otras moléculas, es capaz de originar
especies intermediarias que le faciliten la permeabilidad y puedan escapar de los
efectos protectores de las SOD y ejercer su toxicidad. Un buen ejemplo de ello es
la gran facilidad que tiene el O," = para reaccionar con el NO® para formar el
ONOOQO", el cual puede atravesar las membranas lipidicas utilizando algunos

canales iénicos.

La SOD1 se encuentra en el citoplasma, nucleo, peroxisomas y en la membrana
externa mitocondrial. Es un homodimero de 32 kDa con un Cu y un Zn por cada
subunidad de 153 aminoécidos. El Cu tiene importancia catalitica, mientras que el
Zn confiere estabilidad a la estructura proteinica, ambos metales estan muy
conectados por un imidazolato que provee la histidina 63. La CuZn-SOD es muy
resistente a la desnaturalizacién, se inhibe con cianuro o con un quelante de Cu

como el dietilditiocarbamato. El H,O- inhibe la enzima in vitro.

La SOD2, aunque se localiza en la mitocondria, esta codificada en el nucleo, por lo
que su expresion esta regulada por el estado redox de la mitocondria. Se
desnaturaliza con detergentes o disolvente y no se inhibe con cianuro ni con el

dioetilditiocarbamato, ni tampoco con el H,O..
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La SOD3 es la unica proteina extracelular. La SOD3 humana fue purificada en
1982, es una proteina tetramérica de casi 135 kDa y 222 aminoécidos que
contiene un atomo de Cu y uno de Zn por subunidad. A diferencia de las otras

SOD, la SOD3 presenta una glucosilacion en la aspargina 89.

La SOD3 esta presente en la matriz extracelular, principalmente unida a la
heparina y a las fibras de colagena tipo | de la mayor parte de los tejidos también
se ha encontrado en el plasma y en el fluido linfatico y cefalorraquideo; no
obstante, la concentracién de SOD3 en la matriz extracelular es 20 veces superior

a la presente en el plasma.

El O," ™ generado en la mitocondria o en otros sistemas es convertido por las SOD
en H,0O,, el cual a su vez también es convertido en H,O por la CAT o por la GPx.
La reaccion enzimatica es llevada a cabo por la SOD en dos pasos (reacciones 11

y 12), ambas son reacciones enzimaticas de primer orden.
Mox + 02" +H ™ — Mieg(H ™) + O (reaccion 11)
Mreg (H™) + 02"+ H " — Moy + H202 (reaccion 12)

Donde Moy es el estado oxidado de metal en el centro catalitico (Cu?*Zn?* o Mn**)
y Mieq denota el estado reducido del mismo metal (Cu*Zn** o Mn%") (Gémez y
Cuevas, 2008).

5.1.2. GLUTATION PEROXIDASA (GPx)

La GPx reduce los hidroperéxidos utilizando glutation reducido (GSH) como
agente reductor, aunque las peroxidasas de hidroperoxidos de fosfolipidos pueden
utilizar tiorredoxina, glutaredoxina o tioles proteicos como fuente de poder
reductor. Se han descrito peroxidasas de glutation en los animales, plantas,
algunas algas, hongos y baterias. Los mamiferos tienen varias GPx: la citosolica
(GPxc, GPx1, 84 kDa), la gastrointestinal (GPxgi, GPx2, 75 kDa), la plasmatica
(GPxp, GPx3, 100 KDa) y la de hidroperéxidos de fosfolipidos (GPxpl, GPx4)
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(Brigelius-Flohé, 1999). Son homotetrameros con la excepciéon de la GPx4 que es
un mondémero de tamafio menor al de las subunidades de las otras GPx. La GPx
de hidroperoxidos de fosfolipidos es capaz de actuar sobre los fosfolipidos de las
membranas celulares y de las lipoproteinas, ademas de los hidroperoxidos de
timina y de ésteres de colesterol. Todas las GPx son capaces de reducir el H,O, y
los hidroperoxidos de acidos grasos; sin embargo, la GPx plasmética también lo
hace con lipidos complejos, como el hidroperoxido de fosfatidilcolina o
hidroperoxidos en algunas proteinas como la tiorredoxina. La GPx citosodlica es la
enzima mas abundante sobre todo en los eritrocitos, el higado, los rifiones y los
pulmones. La GPx plasmatica no solo estd en el plasma sanguineo sino en la
mayoria de las secreciones corporales. Se sintetiza en el rifién y de ahi es liberada
a la sangre. La GPx gastrointestinal solo se encuentra en el epitelio del tracto

digestivo y en el higado.

En los mamiferos estas enzimas tienen la particularidad de tener en su sitio activo
una selenocisteina, una cisteina en la cual el azufre ha sido reemplazado por el
Se. La selenocisteina esta codificada por el codén de terminaciéon UGA pero el
mecanismo de traduccion reconoce una determinada conformacion del mRNA e
introduce en ese coddn un tRNA con una serina transformada enziméaticamente en
selenocisteina. ElI Se estd como selenolato y reacciona con el H,O, para formar
acido selénico y H,O (reaccién 13), o alcohol en el caso de los alquilperéxidos
(reaccion 16). EI GSH reacciona con el acido selénico para formar otra molécula
de H,O y una segunda molécula de GSH reacciona con el GSH unido para formar
glutation oxidado (GSSG) (reacciones 14 y 15).

R-Se " + H,0, + GSH — R-Se-OH + H,O0 + GS * (reaccion 13)
R-Se-OH + GSH — R-Se "+ GS *+ H,0 (reaccion 14)
GS*+GS*— GSSG (reaccion 15)
2 GSH + ROOH — GSSG + H,0 + ROH (reaccion 16)
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5.1.3. CATALASA (CAT)

Las CAT monofuncionales dismutan el H,O, en O, y H,O, lo hacen con una gran
eficiencia a cualquier pH entre 4 y 11. Son enzimas muy resistentes a agentes
desnaturalizantes y disolventes organicos. Se inactivan con 3-amino-1,2,4-triazol y
se inhiben con cianuro y azida (Diaz et al., 2001). Son homotetrameros u
homodimeros de subunidades de ~60 kDa o de ~80 kDa. Hay varios subgrupos de
CAT: uno en plantas, uno en animales, uno de hongos, dos de bacterias y uno de
bacterias y hongos en donde se encuentran las CAT grandes (Klotz et al., 1997).
Cada subunidad contiene una ferro-protoporfirina-IX (hemo b) o derivados del
mismo, como el hemo d o una clorina (Lledias et al., 1998). El hemo por si solo
cataliza la dismutacion del H,O, aunque con mucha menor eficiencia que la CAT.
Las CAT monofuncionales tienen un canal estrecho que conduce a la parte distal
del hemo en donde una histidina y una aspargina participan en la reaccion junto
con el Fe*" y el hemo. El Fe** no tiene enlace de coordinacion en la parte distal y
en la parte proximal el enlace es con una tirosina muy conservada. El canal
estrecho y la falta de coordinacién del Fe** en el lado distal tienen que ver con la
selectividad por el H,O, de estas enzimas, aunque también son capaces de oxidar
algunas moléculas pequefias, como: formato, metanol o etanol (actividad
peroxidasa). Al entrar un H,O al sitio activo toma un electron del Fe y otro del
hemo para generar una molécula de H,O, un ferroxilo (reaccion 17) y un radical
porfirinico catiénico (no se muestra). Una segunda molécula de H,O, cede un
electron al ferroxilo y otro al hemo, restituyendo el estado inicial de la enzima y

liberando una molécula de O, y otra de H,O (reaccion 18) (Putnam et al., 2000).
H,0, + Fe** — Fe* = O + H,0O (reaccién 17)

Fe* = O + H,0, — Fe* + O, + H,0O (reaccion 18)
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5.1.4. HEMO OXIGENASA (HO)

La HO es la enzima que cataliza el paso limitante de la velocidad de degradacion
del grupo hemo. Este es un grupo prostético que contiene Fe que se une al O, y
que se encuentra en proteinas como: hemoglobina, mioglobina y citocromos (Platt
y Nath, 1998).

La HO se encuentra principalmente en dos isoformas HO-1 y HO-2.
Recientemente se ha descrito una tercera isoforma HO-3 (en menor cantidad). Las
tres isoformas catalizan la degradacion del grupo hemo (Kitchin et al., 2001), los
productos de la dicha reaccion son monéxido de carbono (CO), Fe y biliverdina.
En una reaccion posterior, la biliverdina reductasa produce bilirrubina a partir de
biliverdina (Orozco-lbarra y Pedraza-Chaverri, 2008; Mahin, 1992).

Muchas funciones celulares y bioldgicas se han atribuido a las isoformas de HO y
a los productos enzimaticos especialmente al CO. Las tres isoformas son
genéticamente diferentes y en pequefia proporcion en términos de estructura
primaria, regulacion y distribucion en tejidos. La HO-2 (36 kDa) es expresada
constitutivamente y la HO-1 (32 kDa) es inducible por muchos tratamientos,
particularmente estrés oxidante causado por condiciones como disminucion de
GSH, H,0,, hiperoxia, exposicion a metales pesados, hipoxia, choque térmico,
irradiacion, agentes quimioterapéuticos, productos microbianos, hormonas,
citocinas y el mismo grupo hemo (Naughton et al., 2002). Comunmente se
considera que la induccion de HO-1 responde al dafio oxidante y ayuda a
restaurar el potencial redox en la célula (Kitchin et al., 2001), permitiendo a las
células resistir la exposicion a estimulos nocivos (Platt y Nath, 1998; Dong et al.,
2000).

5.2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS
Son algunos compuestos que poseen la capacidad de interaccionar directamente

con las ERO.
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5.2.1. GLUTATION (GSH)

El tripéptido (glutamato-cisteina-glicina) GSH se sintetiza continuamente dentro de
la célula y se degrada fuera de ella. Es el tiol celular mas abundante; se mantiene
a una concentracion milimolar y es particularmente alta en el cristalino y en los
eritrocitos de los mamiferos y en los cloroplastos de las plantas. El GSH tiene
varias funciones: participa en la formacién y ruptura de los puentes disulfuro de las
proteinas, contribuye a desechar el H,O, con la GPx y es cofactor de algunas
enzimas (Mullineaux y Creissen, 1997). EI GSH se utliza también en el
metabolismo de los xenobidticos a través de la glutation transferasa. La cual es
una enzima dimérica pequefia que conjuga los xenobidticos con el GSH para
desecharlos o degradarlos (Sies y Ketterer, 1988). También metaboliza los
perdxidos organicos formando alcoholes y glutation oxidado (GSSG).

Casi todo el GSH se mantiene en su forma reducida principalmente a traves de la
glutatién reductasa. En el estrés oxidante se forma gran cantidad de GSSG, que
se secreta y se degrada (Toledo et al, 1991). El GSH reacciona con el 'O, y con

muchos radicales, aunque con el O, lo hace lentamente.

5.2.2. ACIDO ASCORBICO

Las plantas y muchos animales producen &cido ascorbico a partir de la glucosa.
Los primates perdieron la uUltima enzima de su biosintesis, la L-gluco-y-lactona
oxidasa. Ya que el acido ascoérbico es cofactor de varias hidrolasas, es un
compuesto esencial para el hombre por lo que debe consumirlo en su dieta, de
otro modo padecera escorbuto. El acido ascorbico o vitamina C se encuentra en la
mayoria de las frutas y los vegetales. El acido ascérbico es muy soluble en agua y
se encuentra en concentraciones altas en todos los tejidos, especialmente en el
ojo y en el pulmén. Tiene dos hidroxilos ionizables que hacen de él un excelente

agente reductor.
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El acido ascorbico se utiliza para desechar el H,O, por la peroxidasa de ascorbato,
reacciona con el O, el &cido hipocloroso, el ONOO~, los radicales peroxilo y el
radical tocoferilo. El radical ascorbilo (monodeshidroascorbato) que se forma es
estable y espontdneamente puede regenerar el acido ascoérbico y el
dideshidroascorbato. Este ultimo se descompone en acido oxalico y acido trednico
0 es reabsorbido y reducido por la glutarredoxina y el GSH. El acido ascorbico es
un excelente antioxidante siempre y cuando no esté en presencia de Fe o Cu,

pues en esas condiciones se genera el "OH.

5.2.3. a-TOCOFEROL

El a-tocoferol o vitamina E es un compuesto esencial que el hombre obtiene de los
aceites vegetales. Se absorbe junto con otras grasas formando parte de los
quilomicrones. El a-tocoferol tiene tres carbonos asimétricos por lo que hay ocho
estereoisdmeros. El mas activo de ellos es el RRR-a-tocoferol y en el higado sélo
éste se transfiere a las lipoproteinas de muy baja densidad (Brigelius-Flohé y
Traber, 1999). Estas, al incorporar triglicéridos, se convierten en lipoproteinas de
baja densidad que en el suero sanguineo transfieren una parte del a-tocoferol a
las lipoproteinas de alta densidad. Las células incorporan el a-tocoferol de las
lipoproteinas a las membranas plasmaticas, sobre todo en los segmentos
exteriores de los bastones de la retina. En los organismos fotosintéticos, el a-
tocoferol se concentra en las membranas de los tilacoides. Estos sitios nos indican
la funcién antioxidante del a-tocoferol como desactivador y recolector del *O,. El a-
tocoferol reacciona con los radicales lipoperoxilo y el radical tocoferilo producido
se puede reducir con el ascorbato y de esta manera se limita la propagacion de la
lipoperoxidacion. El a-tocoferol, al igual que el ascorbato, puede reducir el Fe**y
el Cu?*por lo que puede ser pro-oxidante en presencia de estos metales. La falta

de a-tocoferol genera sensibilidad al estrés oxidante (Hansberg, 2002).

En la actualidad, se realizan estudios cientificos para determinar las propiedades

antioxidantes de muchos productos de origen vegetal que forman parte de la
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medicina tradicional y la alimentacion cotidiana de muchas culturas. Entre dichos
productos encontramos al ginkgo biloba, el té verde, la uva, el nopal, el tamarindo,
el ajo, etc. (Barthomeuf et al., 2001; Gilgun et al., 2001, Sies, 1993).

5.24. AJO

El ajo (Allium sativum L.) (Fig. 7) es una especie de la familia Liliaceae. Su tallo,
del cual salen varias hojas aplanadas, puede llegar a medir 50 cm de altura. En el
extremo terminal del tallo brotan flores, reunidas en grupos formando una
estructura llamada umbela. Las flores son pequefias de color blanco, con un leve
tono malva, y estan envueltas por un tejido membranoso; surgen como una serie

de pequeiios bulbos que pueden usarse para que la planta se reproduzca.

La parte comestible del ajo es el bulbo alto o tallo subterrdneo, denominado
“cabeza” que esta compuesto por un conjunto de bulbos menores o “dientes”,
todos ellos envueltos por una membrana formada por varias hojas de consistencia

similar a la del papel.

El ajo es originario del centro y sur de Asia, desde donde se propag06 al area

mediterranea y de ahi al resto del mundo.

Las propiedades del ajo se han reconocido por mas de 5,000 afios. Desde la
antigiedad, los babilonios, fenicios, vikingos, chinos,

griegos, romanos e hindues usaron ajo frecuentemente =
(Block, 1985). Tomaron al ajo como un remedio para ﬁ%
desordenes intestinales, parasitos, infecciones e
respiratorias, enfermedades de la piel, heridas, sintomas _ L2
de envejecimiento y muchos otros males (Amagase, @
2006; Rivlin, 2001). En Egipto, incluso, se descubrieron s L S
jeroglificos alusivos al ajo en las tumbas, fechadas de

3,700 A.C. En el Codice egipcio Ebers (que data de

Figura 7. Allium sativum L.
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1550 A.C) se documentdé que el ajo fue usado como un remedio para la

enfermedad del corazén, tumores y dolor de cabeza (Borek, 2001).

La popularidad del ajo como un agente medicinal profilactico y terapéutico se ha
incrementado a través de los siglos. Mdltiples publicaciones internacionales han
confirmado los beneficios del ajo, que se ha considerado uno de los mejores

alimentos que previenen las enfermedades (Amagase, 2006).

5.2.4.1. QUIMICA DEL AJO

La composicion quimica de las especies de Allium esta determinada por muchos
compuestos que contienen azufre, los cuales le dan el sabor caracteristico. Sin
embargo, una variedad de componentes, incluyendo compuestos no azufrados,
trabajan sinérgicamente para proveer varios beneficios a la salud (Amagase,
2006).

Los compuestos del ajo son bastante complejos y probablemente corresponden a
un mecanismo de defensa. Los principales constituyentes que contienen azufre en
el ajo intacto son las y-glutamil-S-alqu(en)il-L-cisteinas y los S-alqu(en)il-L-
cisteinsulfoxidos, incluyendo la alina. El ajo intacto tipicamente contiene 1% de
alina, junto con el (+)-S-metil-L-cisteinsulféxido (metina) y el (+)-S-(trans-1-
propenil)-L-cisteinsulféxido. En el ajo, también estdn presentes el S-(2-
carboxipropil)-glutatién, la y-glutamil-S-alil-L-cisteina, la y-glutamil-S-(trans-1-
propenil)-L-cisteina y la y-glutamil-S-alil-mercapto-L-cisteina (Fenwick y Hanley,
1985; Sugii et al.,, 1964). La alina se acumula naturalmente durante el
almacenamiento de los bulbos de ajo a temperaturas bajas. En promedio, un bulbo
de ajo contiene mas de 0.9% de y-glutamilcisteinas y 1.8% de alina. Ademas, los
bulbos de ajo intactos contienen grandes cantidades de S-alil-L-cisteina (SAC). La

cual es formada del catabolismo de la y-glutamilcisteina (Fig. 8).
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en alicina; ésta a su vez da origen a otros compuestos.



Los constituyentes adicionales de ajo intacto incluyen los siguientes: glicésidos
esteroidales (Matsuura et al., 1988), lectinas (Kaku et al., 1992), prostaglandinas,
fructana, pectina, aceite esencial, adenosina, vitaminas: B-1, B-2, B-6, C y E,
biotina, acido nicotinico, acidos grasos, glicolipidos, fosfolipidos, antocianinas,

flavonoides y aminoacidos esenciales (Fenwick y Hanley, 1985).

Cuando el ajo es atacado por microbios, aplastado, cortado o masticado, o cuando
es deshidratado, pulverizado y entonces expuesto al agua, la enzima vacuolar
alinasa, convierte a la alina en alicina (un liquido incoloro, aceitoso, que
comprende 70-80% de los tiosulfinatos). La alicina se descompone a sulfuros,
incluyendo dialilsulfuros (DAS), dialildisulfuros (DADS), dialiltrisulfuros, metil-alil-
disulfuro, metil-alil-trisulfuro, 2-vinil-1,3-ditiina, 3-vinil-1,2-ditiina (Fenwick y Hanley,
1985) E- y Z-ajoeno (Block et al., 1984) (Fig. 8).

5.2.4.2. EFECTOS BENEFICOS DEL AJO

El consumo de ajo se ha relacionado con un amplio espectro de efectos que
benefician la salud de los humanos. En varias culturas, el ajo se ha empleado
como: afrodisiaco, antipirético, diurético, expectorante, sedante, tratamiento para
el asma y la bronquitis, y para estimular el crecimiento del cabello; pero, no hay

estudios que soporten estos efectos atribuidos al ajo.

Reportes en farmacopeas y documentos de medicina tradicional han indicado que
el ajo se emplea en el tratamiento de: infecciones en el tracto respiratorio y
urinario, condiciones reumaticas, parasitos y dispepsia (WHO, 2003).

En la tabla 3 se presentan algunas de las actividades del ajo que han sido

estudiadas los ultimos 25 afios.

Sin embargo, los datos clinicos Unicamente respaldan que el ajo es un
coadyuvante en: el tratamiento de la hiperlipidemia, la prevencién de cambios

vasculares ateroescleréticos y la hipertensién (WHO, 2003).
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Tabla 3. Actividades biol6gicas del ajo

Actividad bioldgica Autores Afio
El ajo presenta actividad antitrombotica Block 1985
Belman et al. 1989

El ajo modula sintesis de prostanoides
Dimitrov y Bennink | 1997

Yang et al. 1993
El ajo posee potente accion antioxidante

Weiy Lau 1998
El ajo estimula respuesta inmune Reeve et al. 1993
El consumo de ajo previene cancer gastrico y de
colén Steinmetz et al. 1994
El ajo disminuye el colesterol en sangre y tiene efecto
cardioprotector Neil y Sigali 1994
El ajo reduce la presién por aumento de NO* Al-Qattan et al. 2006

5.2.4.3. EFECTOS ADVERSOS DEL AJO

El ajo se ha usado tradicionalmente como un condimento y con propdsitos
medicinales, es comun saber que el consumo excesivo de ajo causa problemas.
Desde 1932 hay reportes que revelan los siguientes efectos adversos asociados
con el ajo fresco y el polvo de ajo: 1) olor del ajo en el aliento y la piel (Mader,
1990); 2) desoérdenes del estbmago y diarrea (Caporaso et al., 1983; Desai et al.,
1990; Nakagawa et al., 1980); 3) disminucién de calcio en suero (Miyamoto, 1938;
Shashikanth et al., 1986); 4) anemia (Katsunuma, 1932; Kuzutani, 1934;
Nakagawa et al., 1980); 5) asma bronquial (Lybarger et al., 1982; Von Kirsten y
Meister, 1985); 6) dermatitis por contacto (Burden et al., 1994; Garty, 1993; Lembo
et al.,, 1991; McFadden et al.,, 1992; Mitchell, 1980; Parish et al., 1987); 7)
inhibicion de espermatogénesis (Dixit y Joshi, 1982; Qian et al., 1986); y 8)

reacciones alérgicas ocasionales (Siegers, 1992) (Amagase et al., 2001).
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5.2.4.4. PREPARACIONES DE AJO

El ajo se puede encontrar en diferentes presentaciones: fresco, en polvo, aceite
esencial, macerado de aceite de ajo, jugo, extractos acuosos o alcohdlicos,
extracto envejecido y productos de ajo sin olor. En el mercado, hay docenas de
marcas de productos de ajo. En la tabla 4 se presentan las caracteristicas

principales de los productos de ajo mas populares en EUA (Amagase, 2006).

Se sabe que los procesos de extraccion aumentan la potencia y la
biodisponibilidad de varios productos crudos y eliminan las caracteristicas
indeseables y toxicas. Los compuestos irritantes, acidos y oxidantes en el ajo
crudo, tales como la alicina, pueden ser eliminados y modificados por la extraccion
con alcohol, vino, leche, vinagre o salsa de soya antes de usarse como
terapéutico. Un proceso de extraccion apropiado puede eliminar los compuestos

indeseables mientras que conserva sélo los activos (Amagase, 2006).

5.2.4.5. EXTRACTO DE AJO ENVEJECIDO (EAE)

El EAE es un producto sin olor resultado de la prolongada extraccion del ajo fresco
a temperatura ambiente. Para obtener el EAE, el ajo completo o en rebanadas se
deja reposar en una solucion extractora de etanol al 20%, por un periodo de 6-20
meses. Durante este proceso de envejecimiento, los compuestos olorosos,
asperos e irritantes del ajo se convierten naturalmente en compuestos de azufre
estables y seguros. Después de la separacién de la solucion, el extracto es
concentrado y usado. El extracto en polvo también esta disponible (Amagase et
al., 2001).
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Tabla 4. Productos de ajo disponibles comercialmente

Producto

Principales compuestos y caracteristicas

Aceite esencial de ajo

1% de compuestos de azufre solubles en aceite
(DAS, DADS, etc.)

99% de aceite vegetal
No esta bien estandarizado

No hay datos de seguridad

Macerados oleosos de ajo

Ditiinas, ajoeno, sulfuros, cantidades residuales de
alina y otros compuestos del ajo

No esta bien estandarizado

No hay datos de seguridad

Polvo de ajo

Alina y una pequefa cantidad de componentes
azufrados solubles en aceite

No esta bien estandarizado
No hay datos de seguridad

Los resultados inconsistentes respecto al
colesterol

Extracto de ajo envejecido

SAC, SAMC, saponinas, etc.
Estandarizado con SAC

Pequefias cantidades de compuestos de azufre
solubles en aceite

Seguridad bien establecidas

Apoyado por mas de 400 articulos

5.2.45.1. COMPONENTES DEL EAE

El EAE contiene derivados de alil-aminoacidos solubles en agua, alil sulfuros

liposolubles estables, flavonoides, saponinas y macro- y micronutrientes

esenciales (Amagase, 1998). El EAE carece de alicina.
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La SAC y la S-alilmercaptocisteina (SAMC) se producen durante el proceso de
envejecimiento, estos compuestos dan al EAE una mayor actividad antioxidante
que el ajo fresco y otros derivados del ajo (Imai et al., 1994).

Los compuestos liposolubles en el EAE incluyen dialil sulfuro (DAS), trialil sulfuro,
dialil disulfuro (DADS), dialil polisulfuros y otros (Amagase, 1998; Amagase Yy
Milner, 1993). Estos compuestos presentan efectos antioxidantes (Awazu y Horie,
1997; Horie et al., 1989 y 1992).

Otros antioxidantes en EAE incluyen compuestos fendlicos, notablemente alixina,
cuyo grupo hidroxilo fendlico confiere actividad antioxidante (Ide y Lau, 1997), N-
fructosil glutamato, N-fructosil arginina (O'Brien y Gillies, 1998) y Se, asi como

compuestos organoazufrados (Borek, 2001).

5.2.4.5.2. EAE COMO ANTIOXIDANTE

La variedad de antioxidantes en el EAE, que protegen contra el dafio oxidante
causante de enfermedad (Amagase, 1997; Horie et al., 1992; Ide y Lau, 1997; Wei
y Lau, 1998; Yamasaki et al., 1991), pueden actuar por los siguientes mecanismos
(Amagase et al., 1996; Borek 1993 y 1997):

- Atrapando ERO e inhibiendo la lipoperoxidacion
- Incrementando el GSH

- Incrementando las enzimas atrapadoras
El EAE presenta otras actividades bioldgicas como se indica en la tabla 5:

Tabla 5. Algunas de las actividades biologicas de EAE y sus componentes

Actividad biolégica Autores Afio
El EAE suprime la sintesis de prostaglandinas Chung et al. 1986
La SAC y la SAMC inhiben la toxicidad hepética inducida
por tetracloruro de carbono y acetaminofén Nakagawa et al. 1988
El EAE presenta efectos radioprotectores Lau 1989
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El EAE previene la formacion de TBARS durante la

lipoperoxidacion de microsomas de higado de rata Horie et al. 1989
El EAE y la SAC disminuyen niveles de tromboxano B2 y
factor 4 en plasma en modelos hipercolesterolémicos Qureshi et al. 1990
El EAE aumenta GSH en células de tejido hepatico y
mamario normal Liu et al. 1992
El EAE reduce el riesgo de cancer inducido quimicamente Borek 1993
El EAE previene del dafio inducido por ERO en los procesos
de enfermedad y envejecimiento Gutteridge 1993
La SAC inhibe aductos de DNA en células mamarias Amagase y Milner | 1993
El EAE y la SAC disminuyen la produccion de TBARS
inducidas por H,0, Yamasaki et al. 1994
La SAC, la SAMC y los dialil polisulfuros presentan accion
atrapadora de radicales que aumenta con el numero de Imai et al. 1994
atomos de azufre
_ _ o _ Kojima et al. 1994
El EAE previene la lipoperoxidacién inducida por
doxorubicina Awazu y Horie 1997
La SAC disminuye el colesterol Yehy Yeh 1994
El EAE, la SAC, la SAMC y la alina presentan efecto
atrapador de H,0, Ide et al. 1996
. . ) Nishiyama et al. 1996
El EAE previene los cambios atréficos en la parte frontal
del cerebro, favorece el aprendizaje y la memoria Moriguchi et al. 1997
El EAE y la SAC disminuyen la produccion de ERO e
inhiben dafio cerebral por isquemia-reperfusion en ratas Numagami et al. 1996
El EAE inhibe la agregacion plaquetaria Steiner 1996
Los DAS protegen a ratas contra el dafio inducido por
acetaminofén y la elevacion de LDH en suero Hu et al. 1996
El EAE y la SAC atrapan ERO, inhiben oxidacién de LDL
y el dafio a células endoteliales por LDL oxidadas Idey Lau 1997
El EAE protege a células endoteliales del dafio inducido
por ERO Efendy et al. 1997
El EAE atrapa 'O, y *OH producidos por luz UV Borek 1997
El EAE aumenta el GSH, SOD, GPx y CAT en células Geng y Lau 1997
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El EAE y la SAC inhiben activacion de NF-kB inducida por

TNF-a y H,O, en células T humanas Geng et al. 1997

El EAE reduce la formacion de N-nitrosomorfolina in vitro Dion et al. 1997
_ o _ 1998,

El EAE previene la pérdida de la deformidad de los Moriguchi et al.

eritrocitos 2001

El EAE inhibe la formacion de lipoperdxidos, incrementa

GPx y otras enzimas atrapadoras de ERO Weiy Lau 1998

La N-fructosil-arginina y la N-fructosil-glutamato presentan

efecto antioxidante O'Brien y Gillies 1998

El EAE inhibe lipoperoxidacion en células hepéticas

expuestas a fenobarbital y 3,4-bromobenceno Wang et al. 1998

El EAE atrapador de radicales libres Pietta y Simonetti 1998

El EAE previene la hemdlisis y disminuye flexibilidad de los

eritrocitos causado por lipoperoxidacion Amagase et al. 2000

El EAE activa la cNOS Morihara et al. 2002

El EAE inhibe sintesis de colesterol Leey Yeh 2003

El EAE previene y retrasa ateroesclerosis Rahman y Lowe 2006

La SAC presenta efecto renoprotector y antihipertensivo

en ratas nefroctomizadas Cruz et al. 2007

La SAC previene la insuficiencia hepatica aguda inducida

por tetracloruro de carbono en ratas Kodai et al. 2007

El EAE y la SAC previenen la formacion de productos

finales de glicacion Ahmad et al. 2007

La SAC protege contra el estrés oxidante en un modelo de

Parkinson en ratones Rojas et al. 2010

El EAE inhibe la produccién de O,"~ Morihara et al. 2011

5.2.4.5.3. SEGURIDAD DEL EAE

El EAE tiene un amplio rango de efectividad basado en estudios clinicos. EI EAE

disminuye el colesterol en un rango de dosis de ~1-7.2 g/d, plasma en humanos
(Steiner y Lin, 1994). Se ha demostrado que de 1.8 g a 10 g/d de EAE son
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efectivos en el reforzamiento de la respuesta inmune (Abdullah et al., 1989;
Amagase, 2006; Kandil et al., 1988).

Se han realizado estudios toxicologicos y clinicos de EAE sin efectos adversos. La
seguridad del EAE ha sido bien establecida por los siguientes estudios: 1) pruebas
de toxicidad aguda y subaguda (Nakagawa et al., 1984a y b); 2) prueba de
toxicidad crénica (Sumiyoshi et al., 1984); 3) pruebas de mutagenicidad (Yoshida
et al., 1984); 4) pruebas de toxicidad general (Kanezawa et al., 1984; Nakagawa et
al., 1980); 5) pruebas de teratogenicidad; 6) pruebas de toxicidad realizados por la
FDA en los EUA; y 7) estudios clinicos realizados en >1000 sujetos (Hasegawa et
al., 1983; Kawashima et al., 1989; Steiner et al., 1996).

El EAE no muestra interacciones con varios medicamentos, incluyendo la
warfarina (Macan et al., 2006; Rosenfield et al., 2000), la aspirina, las estatinas
(Budoff et al., 2004), la adrimicina/doxisorubicina (Kojima et al., 1994), el 5-
fluoruracilo/metotrexato (Horie et al., 1999 y 2001) y otros (Amagase, 2006).

5.2.4.6. S-ALIL-L-CISTEINA (SAC)

La SAC es uno de los compuestos organoazufrados de ajo solubles en agua y su
concentracion aumenta a lo largo de la extraccibn en medio acuoso. La
concentracion de SAC en sangre y otros parametros farmacocinéticos estan
asociados con la dosis de SAC administrada oralmente en estudios con animales.
Se ha encontrado N-acetil-S-alil-L-cisteina en una concentracion significativa como
un metabolito de SAC en la orina. Esto indica que SAC puede ser transformada en
un metabolito N-acetilado por N-acetiltransferasa en el cuerpo. La
biodisponibilidad de SAC es 103 % en ratdén, 98.2% en ratas y 87.2% en perros.
La SAC es una de las sustancias activas en las preparaciones de ajo y contribuye
a la actividad bioldgica del ajo.

La SAC tiene 30 veces menos toxicidad que la alicina y los DADS (Imada, 1990).
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VI. MATERIALES Y METODOS
1. ANIMALES

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 190-230 g de peso corporal, éstas
se mantuvieron en el bioterio del Departamento de Farmacologia de la Facultad de
Medicina de la UNAM (CU), con ciclos artificiales de luz/oscuridad de 12 h y con

libre acceso a la comida y al agua.

2. DISENO EXPERIMENTAL

Cada grupo estuvo formado, al menos, por tres animales en cada protocolo. Los
animales se sacrificaron por decapitacion, 24 horas después del tratamiento y se

obtuvieron los rifiones y la sangre.

Para establecer el modelo de IRA-MC, se realizaron protocolos con una previa
sensibilizacion de la funcién renal para que se observara un mayor efecto del

medio de contraste.

Las ratas se anestesiaron con xilacina y ketamina via intraperitoneal (i.p.).
Posteriormente, la indometacina, el L-NAME y el medio de contraste se

administraron por via intravenosa (i.v.).

2.1. MODELO DE IRA-MC EN RATAS.

a. Primero se establecieron las dosis de la indometacina y del L-NAME. La
indometacina se administro a dosis de 10-25 mg/kg i.v. y 15 min

después, el L-NAME se administr6 a dosis de 10-25 mg/kg i.v.

b. Posteriormente, se establecio la dosis del medio de contraste
(diatrizoato). Se administré la indometacina (13 mg/kg i.v.), 15 min
después el L-NAME (13 mg/kg i.v.) y 15 min después se administro el
medio de contraste a diferentes dosis (2-4 g de iodo/kg i.v.).
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2.2. EFECTO DEL EAE EN EL MODELO DE IRA-MC. Para evaluar el efecto del
EAE en el modelo de IRA-MC, el EAE se administré a dosis de 0.5, 1, 1.2, 1.5, 2
ml/kg i.p.; 30 min después se administré la indometacina (13 mg/kg i.v.), 15 min
después el L-NAME (13 mg/kg i.v.) y 15 min después el medio de contraste (4 g
de iodo/kg i.v.).

2.3. EFECTO DE LA SAC EN EL MODELO DE IRA-MC. Para evaluar el efecto de
la SAC en el modelo de IRA-MC, la SAC se administr6 a dosis de 200, 300, 400 y
500 mg/kg i.p. Después de 30 min, se administré la indometacina (13 mg/kg i.v.),
15 min después el L-NAME (13 mg/kg i.v.) y 15 min después el medio de contraste
(4 g de iodo/kg i.v.).

Unicamente se evalu6 el efecto del EAE y de la SAC debido a que no contamos
con los recursos para conseguir algun otro compuesto antioxidante. Ademas, el

medio de contraste MD-76R™ ya no esta a la venta.

3. MUESTRAS

3.1. Suero. Al momento del sacrificio, la sangre de las ratas se recolectd en tubos
de vidrio, posteriormente se separd el coagulo, las muestras se centrifugaron a
855 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente, en una centrifuga EBA20
(Hettich). El suero se separé en alicuotas en tubos eppendorf que se guardaron en

congelacion hasta su uso.

3.2. Rindn. Los rifilones de cada rata se disectaron, se cortaron transversalmente

y se colocaron en papel aluminio para guardarlos a -20°C hasta su uso.

3.3. Homogenado para determinaciones enziméticas. EI homogenado se
prepar6 de rindn completo en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 y tritdn 1%,
se utiliz6 un homogenador Polytron PT 10-35 durante 20 s. Se utilizé una dilucion
de tejido en amortiguador 1:4 (p/v). Los homogenados se centrifugaron en una

microcentrifuga Beckman a 15,000 x g durante 1 h a 4°C.
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3.4. Cuantificacion de proteinas. La determinacion de proteinas se realiz6 por el
método colorimétrico de Lowry y colaboradores (1951). Se hicieron diluciones de
los homogenados 1:50 y a la par se prepar6 una curva patron con albumina sérica
bovina (0-0.5 mg/ml). A cada tubo se le adicionaron 500 pl de la soluciéon C [A:B,
50:1 (A: tartrato de sodio y potasio 0.02%, NaOH 0.4%, Na,CO3 2%; B: CuSO,4
0.5%)], se agitd y se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente. Después se
adicionaron 50 pl de solucion D (Folin:agua, 1:1), se agit6 en vortex G-560
(Scientific Industries) y se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente. La
absorbencia se determind en un espectrofotometro DU 800 (Beckman) a 660 nm.
La curva se utiliz para calcular la concentracién de cada muestra analizada. Los

resultados se expresaron como mg de proteina/ml.

3.5. Cortes histol6gicos. Un corte transversal de rifion se fij6 en 1 ml de
formalina. Posteriormente, se deshidrataron con 3 lavados de etanol absoluto de 1
h cada uno. A continuacién, los cortes se trataron con 3 lavados de xilol y luego
tres lavados de parafina fundida a 60°C. Las muestras se colocaron por separado
en moldes para su inclusién en parafina. Una vez fria la parafina, el bloque se
desmoldd y se realizaron cortes de 4 ym con un micrétomo de rotacion Leica
RM2145. Previamente se prepararon portaobjetos esmerilados con una solucién
de y-metacrilixipropiltrimetoxisilano (silano) al 5% en acetona. Se sumergieron 5
min en dicha solucion y se dejaron secar por 12 h. Los cortes se colocaron en los
portaobjetos silanizados y se incubaron por 15 min a 60°C. Después de este
procedimiento las muestras estan listas para realizar una tincion de hematoxilina y
eosina (H&E).

4. EVALUACION DEL DANO RENAL
4.1. Funcién glomerular

4.1.1. Creatinina en suero (SCr). La creatinina presente en suero se determiné
con un método colorimétrico-cinético mediante la reaccion de Jaffé, basado en la

generacion de un complejo anaranjado al reaccionar la creatinina con el acido
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picrico en solucion alcalina. El producto formado absorbe a 492 nm y su
absorbencia es directamente proporcional a la concentracion de creatinina

presente en la muestra.

La lectura del espectro se ajustd a cero con agua destilada a 492 nm. En una
celda se adicionaron 400 pl de la mezcla de reaccion (R1 [acido picrico]: R2
[hidroxido de sodio], 1:1), se leyo a los 0, 30, 60 y 90 s. A continuacion, se
adicionaron 40 pl del estandar de creatinina de 2 mg/dl y se leyé a los tiempos
antes mencionados. Posteriormente, las muestras se leyeron adicionando 40 pl de
suero y 400 pyl de mezcla de reaccion, las lecturas se realizaron a los tiempos
mencionados. La concentracion de creatinina presente en las muestras se obtuvo
calculando el cociente de las diferencias de absorbencia de la muestra (la lectura
90 s menos la lectura 30 s) entre las diferencias del estandar por la concentracion

del estandar. Los resultados se expresaron como mg de creatinina/dl.

4.1.2. Nitrégeno de urea en el suero sanguineo (BUN). La concentracion de
urea en el suero se determind por el método de la ureasa/glutamato
deshidrogenasa. En el cual la ureasa cataliza la hidrolisis de la urea presente en la
muestra en amoniaco y anhidrido carbonico. Los iones amonio formados se
incorporan al a-cetoglutarato por accién de la glutamato deshidrogenasa en
oxidacion paralela de NADH a NAD+. La disminucion en la concentracion de
NADH en el medio es proporcional a la concentracion de urea de la muestra

ensayada.

La lectura del espectro se ajustd a cero con agua destilada a 340 nm. En una
celda se adicionaron 400 pl de la mezcla de reaccién (R2 [ureasa, GLDH,
NADH]:R1 [Tris, a-cetoglutarato]; 1:4), se leyéo a los 0, 30, 60 y 90 s. A
continuacion, se adicionaron 4 ul del estandar de urea de 50 mg/dl y se leyo a los
tiempos antes mencionados. Posteriormente para las muestras, se adicionaron 4
Ml de suero y 400 pl de mezcla de reaccidn, se leyeron a los tiempos
mencionados. La concentracion de nitrégeno de urea presente en las muestras se
obtuvo calculando el cociente de las diferencias de absorbencia de la muestra (la

lectura 90 s menos la lectura 30 s) entre las diferencias del estandar por la
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concentracion del estandar y dividiendo entre 2.14 (factor que se refiere al nUmero
de &tomos de nitrégeno en la molécula de urea). Los resultados se expresan en

mg/dl.

4.2. Dafo tubular

4.2.1. Actividad de la enzima N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) en
homogenado. La actividad de la enzima NAG se determing a través de un ensayo
basado en la conversion del p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminido en p-nitrofenol,
que a pH &cido es incoloro y se encuentra protonado. Al alcalinizar el medio, el p-
nitrofenol pasa de su forma protonada a su forma anionica la cual absorbe a 405
nm. Se utilizaron 25 pl de homogenado diluido 1:80 en amortiguador de citratos,
se agregaron 187.5 pl de amortiguador de citratos 50 mM pH 4.4 y posteriormente
se adicionaron 62.5 pyl de sustrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminido 30 mM
(Jung et al., 1991). Para evaluar la absorbencia basal de cada muestra se prepard
un blanco sin sustrato y para evaluar la conversion espontanea del sustrato se
preparé un blanco sin muestra de homogenado. Todos los tubos se agitaron y se
incubaron a 37°C durante 15 min. La reaccién se detuvo con 275 pl de Na,CO3 0.2
M pH 10.4, las muestras se leyeron a 405 nm. Las absorbencias de la forma
aniénica del p-nitrofenol se interpolaron en una curva de calibracién de p-nitrofenol
en un intervalo de 5 a 175 nmol. Los resultados se expresaron como unidades (U)
de NAG/24 h en donde una U se define como la cantidad de enzima que libera un

pmol de p-nitrofenol por minuto bajo las condiciones del ensayo.

4.2.2. Liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH). La actividad de LDH en
suero se determind con un método cinético acoplado a la oxidacion de NADH. La
LDH cataliza la reduccion del piruvato por el NADH. La velocidad de disminucion
en la concentracion de NADH en el medio, es proporcional a la concentraciéon

catalitica de LDH en la muestra.

La lectura del espectro se ajustd a cero con agua destilada a 340 nm. En una

celda se colocaron 90 pl de mezcla de reaccion (R1 imidazol, piruvato: R2 NADH)
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y 3 ul de suero. Se incubd durante 1 min. Se ley6 la absorbencia cada minuto
durante 3 min. Para determinar la concentracion de LDH, se calcul6 el promedio
de las diferencias de absorbancia por minuto y se multiplicO por 4925. Los
resultados se expresaron como U de LDH/I. Una U es la cantidad de enzima que

convierte 1 umol de sustrato por minuto, en condiciones estandar.

4.2.3. Tincion de hematoxilina y eosina (H&E). Los cortes histolégicos se
desparafinaron con tres lavados de 5 min de xilol y se rehidrataron con 3 lavados
de 5 min de alcohol a concentraciones decrecientes hasta llegar a agua. Los
tejidos se tifieron con hematoxilina durante 5 min, se lavaron con agua y con una
solucion de HCI 1% en etanol a 70%. Luego, la hematoxilina se viré con Li,COs al
0.1% vy se tifleron con eosina durante 15 s y se realizaron lavados breves con
etanol absoluto. Finalmente, los cortes ya teflidos se deshidrataron pasandolos por
soluciones de etanol y xilol; se montaron, para su observacion, con una resina
soluble en xilol y un cubreobjetos. Esta tincidn se realiza para observar las
estructuras del tejido, la hematoxilina tifile de morado los ndcleos y la eosina tifie

todas las proteinas del citoplasma y de membranas de rosa.

4.2.4. Analisis histologico. Los cortes tefiidos con H&E se analizaron con un
microscopio de luz Leica con una lente de 20X y la cuantificacion del dafio
histolégico se determino usando un analizador de imagenes de Leica Qwin
(Cambridge, Inglaterra). Se realiz6 el perfil histologico de 50 tubulos proximales
por rata, seleccionados al azar (5 ratas por grupo experimental). Para ello, se
cuantificaron los tubulos dafiados y el area dafiada por célula. El dafio se identifico
por la presencia de signos de necrosis como la inflamacion, vacuolas y detritus. Se
calculo el porcentaje de tubulos dafiados y el porcentaje de area tubular dafiada

por tabulo.
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5. EVALUACION DEL ESTRES OXIDANTE

5.1. Contenido de carbonilos en proteinas. La 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
reacciona con los grupos carbonilo de las proteinas oxidadas presentes en las
muestras para formar un complejo proteina-hidrazona (Reznick y Packer, 1994) el

cual absorbe a 370 nm.

El contenido de carbonilos en las proteinas oxidadas se determind en 100 pl de los
homogenados con inhibidores de proteasas, los cuales se incubaron con 120 pl de
sulfato de estreptomicina al 10% durante la noche para eliminar los acidos

nucleicos.

Carbonilos. Al dia siguiente, las muestras se centrifugaron y se tomo una alicuota
de 150 ul de sobrenadante y se depositd en tubos eppendorf. A estos, se
agregaron 600 uyl de DNPH 10 mM disuelta en HCI 2.5 M y se agitaron. Las
muestras se incubaron durante una hora a temperatura ambiente y en la
oscuridad. A continuacion, las muestras se trataron con 600 pl de TCA al 20%
(con la finalidad de precipitar las proteinas y lavar) y se incubaron durante 10 min
a 4°C. Después, las muestras se centrifugaron durante 10 min a 2, 375 x gy 4°C.
Se realiz6 otro lavado con TCA al 10% bajo las condiciones mencionadas. Los
lipidos y la DNPH libre se extrajeron a través de tres lavados con una mezcla de
etanol: acetato de etilo (1:1). Los precipitados se resuspendieron en 1 ml de

guanidina-HCI 6 M. Finalmente, las muestras se leyeron a 280 y 375 nm.

El contenido de carbonilos, que expresa la cantidad de proteinas oxidadas, se
determiné usando el coeficiente de extincién molar de la DNPH (22,000 Mcm™) y
el dato de la concentracion total de proteinas determinada a 280 nm. Los
resultados se expresan como nmoles de carbonilos/mg de proteina. El contenido
de grupos carbonilo en las proteinas es usado como un marcador de dafio
oxidante ya que las ERO llevan a la formacion de derivados carbonilicos, porque
atacan a las proteinas de ciertos aminoacidos (arginina, prolina o lisina) (Reznick y
Parker, 1994).
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6. EVALUACION DE LA EXPRESION DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES EN
EL RINON

6.1. Actividad de enzimas

6.1.1. Actividad de la SOD total. La actividad de SOD total se determind por la
reduccion de nitroazul de tetrazolio (NBT) (Oberley y Spitz, 1984). Se preparé una
solucion de xantina oxidasa con una concentracion de 168 U/l y una mezcla de
reaccion que contenia en concentracion final: xantina 0.122 mM, EDTA 0.122 mM,
NBT 30.6 uM, albumina sérica bovina 0.006% y Na,CO3; 49 mM. Se colocaron 326
Ml de la mezcla de reaccion en dos tubos de ensayo y se mantuvieron a 37°C.
Posteriormente, se adicionaron 66 ul de homogenado renal diluido 1:1200 con
amortiguador de fosfatos e inmediatamente después la reaccién se inicié con 5 pl
de la solucion de xantina oxidasa. Se prepar6é un blanco para cada muestra con
los mismos reactivos pero en lugar de la solucidon de xantina oxidasa se adiciono
amortiguador de fosfatos. De manera simultanea se prepar6 un blanco de
comparacion el cual contenia xantina oxidasa pero sin el homogenado. Todos los
tubos se incubaron 1 h, al término de este tiempo se adicionaron 132 ul de CuCl,
0.8 mM vy la absorbencia se leyé a 560 nm. Los datos se expresaron como U de
SOD/mg de proteina. Una U de SOD se define como la cantidad de SOD

mecesaria para inhibir en un 50% la reduccion del NBT.

6.1.2. Actividad de la CAT. Se utiliz6 el método de Aebi (1984). En una celda de
cuarzo se adicionaron 25 uyl de homogenado diluido 1:30 en amortiguador de
fosfato 10 mM pH 7. Se mezclé con 725 ul de H,O, 7.7 mM en amortiguador de
fosfatos 10 mM pH 7. Se midié el cambio de absorbencia a 240 nm cada 15 s
durante 30 s, periodo en el cual el H,O, sigue una cinética de primer orden (Aebi,
1984). De acuerdo a Aebi (1984), se uso la constante de reaccién 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)(2.3xlog[A1])/[A2]) donde t= intervalo medido, A1y A, son

las absorbencias del H,O, en los tiempos t; y to.
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6.1.3. Actividad de la GPx. Se emple0 el método de Lawrence y Burk (1976). El
homogenado se diluyé 2:25 con amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7. Se
tomaron 30 pl de esta solucién y se mezclaron con 240 ul de mezcla de reaccién:
amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 7, EDTA 1 mM, azida de sodio 1
mM, NADPH 0.2 mM, 1 U de glutation reductasa/ml y GSH 1 mM. Se prepard un
blanco con la mezcla de reaccién afiadiendo agua destilada en lugar de la dilucion
de la muestra. El blanco, o la muestra, se incubaron 5 min a temperatura
ambiente, se le adicionaron 30 pl de H,O, 0.25 mM e inmediatamente después se
leyé la absorbencia a 340 nm cada minuto durante 3 min. Los datos se expresaron
como U/mg de proteina. Una U se define como los pmoles de NADPH oxidado en

un minuto.

6.2. Cuantificacion de enzimas

6.2.1. Inmuno ensayo tipo “western blot”. Se utilizaron 20 pug de proteina total
del homogenado para realizar electroforesis desnaturalizantes en gel de
acrilamida (PAGE-SDS) segun el método de Laemmli (1970) utilizando una
camara de electroforesis Hoefer miniVE de Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, Reino Unido) durante 3 h a 120 V. Posteriormente, se realizo la
transferencia de las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa de Hybond

ECL, con una camara de transferencia Hoefer miniVE durante 1 h a 400 mA 'y 4°C.

Para el imnuno ensayo tipo “western blot” las membranas se bloquearon con leche
en polvo (Svelty) al 5% en Na,HPO, 80 mM, NaH,PO, 20 mM, NaCl 100 mM y
Tween-20 al 0.1% (PBS-T) pH 7.4 durante 1 h a temperatura ambiente y con
agitacion. Después se realizaron dos lavados de 10 min con PBS-T. Las
membranas se incubaron con agitacion durante 1 h a temperatura ambiente con
anticuerpos comerciales anti-CuzZn-SOD (1:10,000), anti-Mn-SOD (1:30,000), anti-
CAT (1:1,000) y toda la noche con anti-HO-1 (1:7,000). A continuacion, las
membranas se lavaron dos veces con PBS-T durante 10 min, se incubaron con

anticuerpo secundario anti-conejo acoplada a peroxidasa de rabano diluido
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1:10,000 (SODs), 1:3,000 (CAT) y 1:15,000 (HO-1) durante 1 h a temperatura
ambiente y con agitacion. Posterormente, las membranas se observaron utilizando
un sistema de deteccidén por quimioluminiscencia (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las membranas se expusieron por 20
min a una placa para radiografia Hyperfilm y luego se realizo el revelado de la

placa.

Finalmente se realiz6 una densitometria a cada una de las placas utilizando el
programa ImageJ y los resultados obtenidos se normalizaron, considerando como

el 1 las muestras de los grupos control.

7. MATERIALES

El EAE fue de la marca Kyolic® elaborado por Wakunaga of America Co. (Mission
Viejo, CA, EUA). La SAC fue sintetizada por la Dra. Perla Maldonado en el
laboratorio de Patologia Vascular Cerebral en el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. El p-nitrofenil-N-acetil-3-glucosaminido, la
xantina oxidasa, la xantina, el nitroazul de tetrazolio (NBT), el glutation reducido, la
glutation reductasa, el NADPH, el mesilato de deferoxamina (DFO), el acido
tiobarbittrico (TBA), el tetrametoxipropano (TMPO) la acrilamida, el p-nitrofenol, la
bisacrilamida, el tris base, el duodecil sulfato de sodio, la glicina, el azul de
bromofenol, el N“-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME), el TEMED, la
indometacina, el &cido tricloroacético (TCA), el glicerol, el tween-20, la formalina y
la albumina bovina fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). El
KH2PO4, el Na,HPO,4, el EDTANas, el cloruro cuprico (CuCly,), el sulfato de amonio,
el H,O,, la piridina, el butanol, el HCI, el NaCl, el metanol y el NaH,PO, fueron de
Mallinckrodt Baker (Xalostoc, Edo. de México, México). El medio de contraste
empleado (MD-76R™ diatrizoato meglumina y diatrizoato de sodio) fue de
Mallinckrodt Inc. (St. Louis, MO, EUA). La xilacina y la ketamina fueron de Pisa
Agropecuaria (Tula, Hidalgo, México). Los anticuerpos que se emplearon en el

ensayo tipo “western blot” contra Mn-SOD, CuzZn-SOD y HO-1 fueron de
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StressGen (Victoria, BC, Canada) y contra CAT fueron Calbiochem (San Diego,
CA, EUA). Para las determinaciones de BUN, SCr y LDH se emplearon estuches
de Spinreact (Sant Esteve de Bas, Girona, Espafia). Para la deteccion del
inmunoensayo tipo “western blot” se utilizd un estuche de quimioluminiscencia de
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, EUA). La membrana de
nitrocelulosa Hybond ECL y la placa Hiperfiim fueron de Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, Reino Unido).

8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentaron como el promedio + el error estdndar de la media
(E.E.M.). Los datos se analizaron con el programa Prism 3 (Graph Pad, San
Diego, EUA) mediante ANOVA y comparaciones mdultiples de Dunnett o
Bonferroni, segun el tipo de datos. Un valor de P<0.05 se considero

estadisticamente significativo.

VII. RESULTADOS

Para establecer el modelo de IRA-MC y evaluar el efecto de los antioxidantes
estudiados, utilizamos dos marcadores de la funcion glomerular: nitrégeno de urea

en sangre (BUN) y creatinina en suero (SCr).

1. MODELO DE IRA-MC EN RATAS
1.1. Sensibilizacién de la funcion renal

Se probaron diferentes dosis de indometacina y L-NAME 10, 13, 15y 20 mg/kg via
i.v. Se observo que todas las dosis de indometacina y L-NAME provocaron un
aumento en los niveles de BUN y que solo las dosis de 15y 20 mg/kg elevaron los
valores de SCr (Fig. 9Ay B).
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Figura 9. Establecimiento del modelo de sensibilizacion del rifidon con indometacina y L-NAME. A)
BUN y B) SCr. I-L: indometacina y L-NAME dosis de 10, 13, 15 y 20 mg/kg. Promedio + EE, *
P<0.05 vs control (sin tratamiento).

La dosis de 13 mg/kg de indometacina y L-NAME se eligio para sensibilizar al
rion ya que esta dosis no elevo la concentracion de SCr. La administracién de
indometacina y L-NAME se realizé con el propésito de hacer sensible al rifion no
de causarle dafio. Ademas, las ratas que se inyectaron con las dosis de 15y 20

mg/kg presentaron un estado fisico muy deteriorado.
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1.2. Efecto de la administracion de diatrizoato a ratas con funcion renal

sensibilizada

Una vez determinada la dosis de indometacina y L-NAME (13 mg/kg), el medio de
contraste diatrizoato (DIA) se administro a dosis de 2, 3 y 4 g iodo/kg. Aunque la
administracion de DIA presentd una tendencia a aumentar los valores de BUN y
SCr dependiendo de la dosis, solo la dosis de 4 g iodo/kg elevo el valor de BUN y
de SCr (Fig. 10Ay B).

Dicho aumento fue mayor que el que se presentd solo con la sensibilizacion; el
valor de SCr correspondio a lo que se ha reportado para que se considere IRA-MC
(un aumento de 25% en la SCr dentro de las 48 h posteriores a la administracion

del medio de contraste).

Asi, el modelo de IRA causada por DIA (IRA-DIA) en ratas Wistar se establecio de
la siguiente manera: indometacina 13 mg/kg + L-NAME 13 mg/kg + DIA 4 g
iodo/kg.

2. EFECTO DEL EAE EN EL MODELO DE IRA-DIA

Para evaluar el efecto del EAE en el modelo de IRA-DIA se emplearon diferentes
dosis de EAE: 0.5, 1.0, 1.2, 1.5 y 2.0 ml/kg, las cuales se administraron 30 min
antes que la indometacina, el L-NAME y el DIA. Se observé que soélo las dosis de
1.2, 1.5y 2.0 ml/kg de EAE protegieron parcialmente del aumento BUN. En tanto

gue las dosis de 1-2 ml/kg protegieron parcialmente del aumento de SCr (Fig. 11A
y B).

3. EFECTO DE LA SAC EN EL MODELO DE IRA-DIA

Para evaluar el efecto del SAC se emplearon diferentes dosis: 200, 300, 400 y 500
mg/kg via i.p., las cuales se administraron 30 minutos antes que la indometacina,
el L-NAME y el DIA.
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Figura 10. Establecimiento de dafio con diatrizoato en ratas sensibilizadas con indometacina y L-
NAME. A) BUN y B) SCr. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato dosis de 2, 3y 4
g de iodo/kg. Promedio + EE, * P<0.05 vs control (sin tratamiento), & P<0.05 vs sensibilizacion
renal (I-L).
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Figura 11. Evaluacién del efecto del EAE en el modelo de IRA-DIA. A) BUN y B) SCr. I-L:
indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g de iodo/kg. EAE: extracto de ajo envejecido
(0.5, 1, 1.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA. Promedio * EE, *
P<0.05 vs control (sin tratamiento); # P<0.05 vs modelo de IRA-DIA (I-L-DIA).

Se observé que las dosis de 300 y 400 mg/kg de SAC protegieron parcialmente

del aumento de BUN y de SCr. La dosis de 500 mg/kg de SAC protegio totalmente

del aumento de BUN y protegi6 parcialmente del aumento de SCr (Fig. 12A y B).
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Figura 12. Evaluacion del efecto de la SAC en el modelo de IRA-DIA. A) BUN y B) SCr. I-L:
indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. SAC: S-aliil-L-cisteina (200, 300,
400 y 500 mg/kg) administrada 30 min antes del modelo de IRA-DIA. Promedio + EE, *P<0.05 vs
control (sin tratamiento); *P<0.05 vs modelo de IRA-DIA (I-L-DIA).

Una vez determinadas las dosis de EAE y de SAC que protegieron parcialmente
del dafio glomerular en el modelo de IRA-DIA, se evalué el efecto de las dosis de
1.2, 1.5y 2.0 ml/kg de EAE y la dosis de 500 mg/kg de SAC en las ratas con
funcion renal sensibilizada (administradas con indometacina y L-NAME) y en las
ratas sanas. Debido a que contabamos con una cantidad limitada de SAC, sélo se

evalud la dosis mas alta.
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4. EFECTO DEL EAE Y LA SAC EN RATAS CON FUNCION RENAL
SENSIBILIZADA

Se observo que las dosis de 1.2 y 2.0 ml/kg de EAE no protegieron de la elevacion
de BUN a las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME. Mientras que las
dosis de 1.5 ml/kg de EAE y 500 mg/kg de SAC las protegieron parcialmente del
aumento de BUN (Fig. 13A). No hubo diferencia entre los valores de SCr de las
ratas control y de las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME, tampoco hubo
diferencia con las dosis de EAE y SAC evaluadas (Fig. 13B).

1501

[E
o
o

1

_|

BUN (mg/dl)

[¢)]
o
1

I-L - + + + + +
EAE - - 1.2 1.5 2.0 -
SAC - - - - - 500
1.001

o

B s

7 0.75- T

5= 1 =

= — -

c 0.50-

£E

!

o 0.25-

O -
0.00
I-L - + + + + +
EAE - - 1.2 1.5 2.0 -
SAC - - - - - 500

Figura 13. Evaluacién del efecto del EAE y de la SAC en ratas inyectadas con indometacina y L-
NAME. A) BUN y B) SCr. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. EAE: extracto de ajo envejecido
(1.2, 1.5 y 2 ml/kg). SAC: S-aliil-L-cisteina (500 mg/kg). Promedio + EE, * P<0.05 vs control (sin
tratamiento); & P<0.05 vs sensibilizacién renal (I-L).
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5. EFECTO DEL EAE Y LA SAC EN RATAS SANAS

La administracion del EAE y SAC a las ratas sanas no provoco diferencia en los

niveles de BUN y SCr respecto a las ratas control (Fig. 14A 'y B).
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Figura 14. Evaluacion del efecto del EAE y de la SAC en ratas sanas. A) BUN y B) SCr. EAE:
extracto de ajo envejecido (1.2, 1.5 y 2 ml/kg). SAC: S-aliil-L-cisteina (500 mg/kg). Promedio + EE,
* P<0.05 vs control (sin tratamiento).

Posteriormente se evalué el efecto de los antioxidantes (a las dosis que

presentaron proteccion parcial: 1.2, 1.5 y 2.0 ml/kg EAE y 500 mg/kg de SAC)
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sobre otros marcadores de dafo renal, marcadores de estrés oxidante y enzimas

antioxidantes.

6. EVALUACION DE DANO TUBULAR
6.1. Actividad de NAG en homogenado renal

La actividad de la NAG en homogenado de rifidn se determind como marcador de
dafio tubular. Se observo que la actividad de NAG en el homogenado renal de las
ratas con IRA-DIA fue menor que en las ratas control, lo cual indicé que en este
modelo de IRA-DIA se presenté dafio tubular. Las dosis de 1.2, 1.5y 2.0 ml/kg de
EAE protegieron parcialmente a las ratas con IRA-DIA, mientras que las dosis de
300, 400 y 500 mg/kg de SAC no las protegieron (Fig. 15A).

En el caso de las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME, se observo que
las dosis de 1.2 y 2.0 ml/kg de EAE protegieron parcialmente del dafo tubular;
mientras que la dosis de 1.5 ml/kg de EAE lo hizo totalmente. La dosis de 500
mg/kg de SAC no protegié del dafio tubular a las ratas inyectadas con
indometacina y L-NAME (Fig. 15B).

Las ratas sanas administradas con EAE no presentaron diferencias en la actividad
de NAG respecto a las ratas control, las ratas inyectadas con SAC presentaron
actividad de NAG menor a las ratas control (Fig. 15C).

6.2. Actividad de LDH en suero

La actividad de LDH en suero se determind como un marcador de lesion renal. Se
observé que la actividad de LDH en el modelo de IRA-DIA fue mayor que en las
ratas control. La dosis de 1.2 ml/kg de EAE no protegié del aumento de LDH en
suero a las ratas con IRA-DIA. Las dosis de 2.0 ml/kg de EAE, 300, 400 y 500
mg/kg de SAC protegieron totalmente del aumento de LDH en suero a las ratas
con IRA-DIA (Fig.16A).
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Figura 15. Evaluacién de la actividad de la N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) en homogenado
de rifibn. Efecto del EAE y de la SAC en: A) ratas con IRA-DIA, B) ratas inyectadas con
indometacina y L-NAME, C) ratas sanas. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4
g iodo/kg. EAE: extracto de ajo envejecido (1.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min antes del
modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-L-cisteina (300, 400 y 500 mg/kg) administrada 30 min antes del
modelo de IRA-DIA. Promedio + EE, * P<0.05 vs control (sin tratamiento); “P<0.05 vs modelo de
IRA-DIA (I-L-DIA); & P<0.05 vs sensibilizacion renal (I-L).
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Figura 16. Evaluacion de la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) en suero. Efecto del EAE
y de la SAC en: A) ratas con IRA-DIA, B) ratas inyectadas con indometacina y L-NAME, C) ratas
sanas. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE: extracto de ajo
envejecido (1.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-L-
cisteina (300, 400 y 500 mg/kg) administrada 30 min antes del modelo de IRA-DIA. Promedio + EE,
* P<0.05 vs control (sin tratamiento); *P<0.05 vs modelo de IRA-DIA (I-L-DIA); & P<0.05 vs
sensibilizacién renal (I-L).
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La actividad de LDH en suero de las ratas control no fue diferente a la que se
presento en las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME, ni a la de las ratas
inyectadas con EAE (a las dosis de 1.2, 1.5y 2.0 mg/kg), indometacina y L-NAME.
Solo la dosis de 500 mg/kg de SAC en las ratas inyectadas con indometacina y L-

NAME provoco un aumento en la actividad de LDH en suero (Fig. 16B).

En las ratas sanas, la administracion de EAE (1.2, 1.5 y 2.0 mg/kg) no aumento
significativamente la actividad de LDH en suero; sdélo la administracion de 500

mg/kg de SAC provoco un aumento de la actividad de LDH en suero (Fig. 16C).

6.3. Andlisis histolégico

Se realizé un estudio histolégico de cortes trasversales de rifion. Se analizaron
muestras de todos los grupos y se muestran fotografias de los grupos mas
representativos. Los grupos control de la corteza (Fig. 17A) y de la médula externa
(Fig. 18A); de EAE de la corteza (Fig. 17C) y de la médula externa (Fig. 18C); de
SAC de la corteza (Fig. 17D) y de la médula externa (Fig. 18D), de indometacina y
L-NAME y sus combinaciones presentaron estructura normal. Los rifiones de las
ratas con IRA-DIA presentaron vacuolas en los tubulos de la corteza (Fig. 17B) y
cilindros de la médula externa (Fig. 18B). La administracion de EAE y SAC
disminuyé la presencia de vacuolas (Fig. 17E y F) y de cilindros (Fig. 18E y F)
ocasionados por la IRA-DIA. La dosis de 1.2 ml/kg de EAE (Fig. 17 y 18E)
presentod el efecto mayor comparado con otras dosis de EAE. Todas las dosis de
SAC utilizadas presentaron un efecto semejante al de la dosis de 300 mg/kg (Fig.
17 y 18F).
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Figura 17. Estudio histologico de la corteza. Tincion de hematoxilina y eosina: A. Control. B. IRA-
DIA (I-L-DIA). C. EAE. D. SAC. E. EAE+IRA-DIA. F. SAC+IRA-DIA. Control: sin tratamiento. I-L:
indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE: extracto de ajo envejecido
(1.2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-L-cisteina (300 mg/kg)
administrada 30 min antes del modelo de IRA. 400X. Se observan vacuolas ().
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Figura 18. Estudio histolégico de la médula externa. Tincion de hematoxilina y eosina: A. Control.
B. IRA-DIA |-L-DIA. C. EAE. D. SAC. E. EAE+IRA-DIA. F. SAC+IRA-DIA. Control: sin tratamiento.
I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE: extracto de ajo envejecido
(1.2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-L-cisteina (300 mg/kg)
administrada 30 min antes del modelo de IRA-DIA. 400X. Se observan cilindros (*).
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Figura 19. Cuantificacion de signos de dafio. A) Porcentaje de tubulos de corteza con vacuolas. B)
Porcentaje de vacuolas en tdbulos dafiados de corteza. C) Porcentaje de cilindros en tubulos de
médula externa. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE: extracto
de ajo envejecido (1.2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-L-
cisteina (300 mg/kg) administrada 30 min antes del modelo de IRA-DIA. Promedio + EE, * P<0.05
vs control (sin tratamiento); *P<0.05 vs modelo de IRA-DIA (I-L-DIA); $ P<0.05 EAE+IRA-DIA vs
SAC+IRA-DIA.
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El porcentaje de tubulos con vacuolas fue del 0.17% para el control, mientras que
para el grupo de IRA-DIA fue de 26.67%. Las muestras de las ratas inyectadas
Unicamente con EAE y SAC no presentaron tubulos con vacuolas. Las dosis de
1.2 ml/kg de EAE (4.16%) y de 300 mg/kg de SAC (0%) disminuyeron el
porcentaje de tdbulos con vacuolas en las ratas con IRA-DIA, aunque la

administracion de SAC resulté mas eficaz (Fig. 19A).

El porcentaje de vacuolas en los tubulos dafiados de las ratas control fue de
0.33%, mientras que en las ratas con IRA-DIA se presentd 35.83% de vacuolas en
los tubulos dafiados. Los controles del EAE y la SAC no presentaron vacuolas.
Las dosis de 1.2 ml/kg de EAE (2%) y 300 mg/kg de SAC (0%) disminuyeron el
porcentaje de vacuolas en los tibulos dafiados que se present6 en las ratas con
IRA-DIA. No hubo diferencia entre la administracion de EAE y SAC (Fig. 19B).

El porcentaje de cilindros en los tabulos de la médula externa de las ratas control
fue de 0.17%, en tanto que para las ratas con IRA-DIA, dicho porcentaje fue de
63.33%. Los controles de los antioxidantes (EAE y SAC) no presentaron cilindros.
La dosis de 1.2 mi/kg de EAE (18.33%) disminuyd parcialmente el porcentaje de
cilindros en la médula externa que se presentd en las ratas con IRA-DIA; mientras
que, la administracién de SAC (6.67%) lo disminuy0 totalmente (Fig. 19C).

7. EVALUACION DEL ESTRES OXIDANTE
7.1. Contenido de carbonilos en homogenado renal

Se determiné el contenido de carbonilos y se encontré que aumento en las ratas
con IRA-DIA. Las dosis de 1.2 y 1.5 ml/kg de EAE protegieron de la oxidacion de
proteinas a las ratas con IRA-DIA, mientras que la dosis de 2.0 ml/kg las protegi6
parcialmente. Las dosis de 300, 400 y 500 mg/kg de SAC protegieron totalmente
de la oxidacion de proteinas a las ratas con IRA-DIA, incluso las dosis de 300 y
400 presentaron un contenido de carbonilos menor al de las ratas control (Fig.
20A).
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Figura 20. Evaluacién del contenido de proteinas oxidadas en homogenado de rifién. Efecto del
EAE y de la SAC en: A) ratas con IRA-DIA, B) ratas inyectadas con indometacina y L-NAME, C)
ratas sanas. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE: extracto de
ajo envejecido (1.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-
L-cisteina (300, 400 y 500 mg/kg) administrada 30 min antes del modelo de IRA-DIA. Promedio +
EE, * P<0.05 vs control (sin tratamiento); “P<0.05 vs modelo de IRA-DIA (I-L-DIA); & P<0.05 vs
sensibilizacién renal (I-L).
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No hubo diferencia entre el contenido de carbonilos en las ratas inyectadas con
indometacina y L-NAME vy las ratas control. Tampoco hubo diferencias entre el
contenido de carbonilos de las ratas control y de las ratas inyectadas con EAE o
SAC e indometacina y L-NAME, aunque se present0 una tendencia a disminuir

con la administracion de los antioxidantes (Fig. 20B).

En las ratas sanas, la administracion de 1.2 y 1.5 ml/kg de EAE y 500 mg/kg de
SAC no aumenté el contenido de carbonilos respecto al control. Sin embargo, la
dosis de 2.0 ml/kg de EAE presentdé un aumento en el contenido de carbonilos
respecto al control (Fig. 20C).

8. DETERMINACION DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES
8.1. Actividad de la SOD total en homogenado renal

La actividad de la SOD se determin6 en homogenado de rifién. Se observo que no
hubo diferencia entre la actividad de la SOD en las ratas con IRA-DIA y en las
ratas control. La actividad de la SOD en las ratas con IRA-DIA tratadas con EAE
no presentd diferencias respecto al control. Las dosis de 300 y 500 mg/kg de SAC
disminuyeron la actividad de la SOD en las ratas con IRA-DIA. Mientras que la
dosis de 400 mg/kg de SAC no presento diferencia respecto al control (Fig. 21A).

La actividad de la SOD en las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME no fue
diferente a la de las ratas control. La actividad de la SOD en las ratas inyectadas
con EAE, indometacina y L-NAME no fue diferente a las ratas control; sin
embargo, presentd una tendencia a aumentar dependiendo de la dosis. La
actividad de la SOD disminuyo en las ratas inyectadas con 500 mg/kg de SAC,
indometacina y L-NAME (Fig. 21B).

La actividad de la SOD en las ratas sanas inyectadas con EAE no fue diferente a
la que presentaron las ratas control. Mientras que la actividad de la SOD en las

ratas sanas disminuy6 con la administracion de 500 mg/kg de SAC (Fig. 21C).
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Figura 21. Evaluacion de la actividad de la superéxido dismutasa (SOD) en homogenado de rifion.
Efecto del EAE y de la SAC en: A) ratas con IRA-DIA, B) ratas inyectadas con indometacina y L-
NAME, C) ratas sanas. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE:
extracto de ajo envejecido (1.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA.
SAC: S-aliil-L-cisteina (300, 400 y 500 mg/kg) administrada 30 min antes del modelo de IRA-DIA.
Promedio + EE, * P<0.05 vs control (sin tratamiento); *P<0.05 vs modelo de IRA-DIA (I-L-DIA); &
P<0.05 vs sensibilizacién renal (I-L).
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8.2. Actividad de la CAT en homogenado renal

La actividad de la CAT se determindé en homogenado de rifidn. Se observo que la
actividad de la CAT en las ratas con IRA-DIA tendio a ser menor que en las ratas
control, aunque no fueron diferentes. La actividad de la CAT en las ratas con IRA-
DIA inyectadas con EAE (1.2 y 2.0 ml/kg) 6 SAC (300 y 400 mg/kg) fue mayor que
en las ratas con IRA-DIA. La actividad de la CAT en las ratas con IRA-DIA
inyectadas con 1.5 ml/kg de EAE 6 500 mg/kg de SAC no fue diferente a la de las
ratas control (Fig. 22A).

La actividad de la CAT en las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME tendi6
a ser menor que la actividad en las ratas control, aunque no fueron diferentes. Las
dosis de 1.5 y 2.0 ml/kg de EAE aumentaron la actividad de la CAT en las ratas
inyectadas con indometacina y L-NAME. La actividad de CAT en las ratas
inyectadas con 500 mg/kg de SAC e indometacina y L-NAME fue mayor que en
las ratas control (Fig. 22B).

La actividad de la CAT en las ratas sanas administradas con EAE no fue diferente
a la que se presentd en las ratas control. So6lo la dosis de 500 mg/kg de SAC
provocé un aumento en la actividad de la CAT respecto a las ratas control (Fig.
22C).

8.3. Actividad de la GPx en homogenado renal

La actividad de la GPx también se determin6 en homogenado de rifibn. Se
observo que la actividad de la GPx aument6 en las ratas con IRA-DIA. Las dosis
de EAE aumentaron la actividad de la GPx en las ratas con IRA-DIA, incluso la
dosis de 1.2 ml/kg de EAE aumenté la actividad de la GPx respecto a las ratas con
IRA-DIA. Las dosis de 300 y 500 mg/kg de SAC no modificaron la actividad de la
GPx en las ratas con IRA-DIA respecto a las ratas control. La dosis de 400 mg/kg
de SAC presento un aumento parcial en la actividad de la GPx respecto a las ratas
control (Fig. 23A).
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Figura 22. Evaluacion de la actividad de la catalasa (CAT) en homogenado de rifién. Efecto del
EAE y de la SAC en: A) ratas con IRA-DIA, B) ratas inyectadas con indometacina y L-NAME, C)
ratas sanas. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE: extracto de
ajo envejecido (1.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-
L-cisteina (300, 400 y 500 mg/kg) administrada 30 min antes del modelo de IRA-DIA. Promedio *
EE, * P<0.05 vs control (sin tratamiento); *P<0.05 vs modelo de IRA-DIA (I-L-DIA); & P<0.05 vs
sensibilizacion renal (I-L).
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La administracion de indometacina y L-NAME aumento la actividad de la GPx
respecto a las ratas control. Las dosis de 1.2 y 1.5 ml/kg de EAE 6 500 mg/kg de
SAC en las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME, también aumentaron la
actividad de la GPx respecto a las ratas control; incluso la dosis de 1.5 ml/kg de
EAE presentd mayor actividad de la GPx respecto a las ratas inyectadas con
indometacina y L-NAME (Fig. 23B).

En las ratas sanas la administracion de EAE aumento6 la actividad de la GPx
respecto a las ratas control. La dosis de 500 mg/kg de SAC presentd un ligero
aumento en la actividad de la GPx, aunque no hubo diferencia respecto a las ratas
control (Fig. 23C).

8.4. Contenido de CuZn-SOD en homogenado renal

La expresion de la CuzZn-SOD aumentd en las ratas con IRA-DIA y en aquellas
ratas con IRA-DIA inyectadas con EAE o SAC, en las ratas inyectadas con SAC se
observaron aumentos de 1-2 veces la expresion de la CuzZn-SOD en las ratas
control (Fig. 24A).

La expresién de la CuzZn-SOD en las ratas inyectadas con indometacina y L-
NAME no fue diferente a la de las ratas control, tampoco hubo diferencia en la
expresion de la CuzZn-SOD en las ratas inyectadas con EAE, indometacina y L-
NAME. La expresion de la CuzZn-SOD aumenté al triple en las ratas inyectadas
con 500 mg/kg de SAC, indometacina y L-NAME (Fig. 24B).

La expresiéon de la CuZn-SOD aument6 en las ratas sanas que fueron inyectadas
con EAE y SAC. La expresion de la CuzZn-SOD para la dosis de 1.2 ml/kg de EAE
fue 5 veces la de las ratas control, mientras que para las dosis de 1.5y 2.0 ml/kg
de EAE el aumento fue menos de la mitad de la que presentaron las ratas control.
La expresion de la CuzZn-SOD para la dosis de 500 mg/kg de SAC fue 3 veces el
control (Fig. 24C).
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Figura 23. Evaluacion de la actividad de la glutatién peroxidasa (GPx) en homogenado de rifién.
Efecto del EAE y de la SAC en: A) ratas con IRA-DIA, B) ratas inyectadas con indometacina y L-
NAME, C) ratas sanas. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE:
extracto de ajo envejecido (1.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA.
SAC: S-aliil-L-cisteina (300, 400 y 500 mg/kg) administrada 30 min antes del modelo de IRA-DIA.
Promedio + EE, * P<0.05 vs control (sin tratamiento); “P<0.05 vs modelo de IRA-DIA (I-L-DIA); &

P<0.05 vs sensibilizacién renal (I-L).
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Figura 24. Contenido de superdxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (CuzZn-SOD) en
homogenado de rifion. Efecto del EAE y de la SAC en: A) ratas con IRA-DIA, B) ratas inyectadas
con indometacina y L-NAME, C) ratas sanas. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA:
diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE: extracto de ajo envejecido (1.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min
antes del modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-L-cisteina (300, 400 y 500 mg/kg) administrada 30 min
antes del modelo de IRA-DIA. Promedio + EE, * P<0.05 vs control (sin tratamiento); “P<0.05 vs
modelo de IRA-DIA (I-L-DIA); & P<0.05 vs sensibilizacion renal (I-L).
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8.5. Contenido de Mn-SOD en homogenado renal

La expresion de la Mn-SOD en las ratas con IRA-DIA fue mayor que en las ratas
control. La expresion de la Mn-SOD también aument6 en las ratas con IRA-DIA
inyectadas con EAE o SAC, en todos los casos dicho aumento fue menor a la
mitad de la expresion en las ratas control. Las dosis que presentaron mayor
expresion de la Mn-SOD fueron 1.5y 2.0 ml/kg de EAE y 400 mg/kg de SAC (Fig.
25A).

La expresion de Mn-SOD en las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME
aumentod respecto a las ratas control. Las ratas inyectadas con EAE, indometacina
y L-NAME también presentaron un aumento en la expresion de la Mn-SOD. Las
ratas inyectadas con 500 mg/kg de SAC, indometacina y L-NAME presentaron un
aumento de casi 0.5 veces la expresion de la Mn-SOD en las ratas control (Fig.
25B).

La expresion de la Mn-SOD en las ratas sanas inyectadas con EAE y SAC
aumentd para las dosis de 1.5y 2.0 ml/kg de EAE y 500 mg/kg de SAC. En todos
los casos dicho aumento fue menor a la mitad de la expresion de la Mn-SOD en

las ratas control (Fig. 25C).

8.6. Contenido de CAT en homogenado renal

La expresion de la CAT disminuyd en las ratas con IRA-DIA respecto a las ratas
control, tambien lo hizo en las ratas con IRA-DIA inyectadas con EAE o SAC. Las
ratas inyectadas con SAC presentaron un nivel de expresion de CAT incluso
menor que el presentado por las ratas con IRA-DIA (Fig. 26A).

La expresion de la CAT disminuyo en las ratas inyectadas con indometacina y L-
NAME respecto a las ratas control. La expresion de la CAT en las ratas inyectadas
con indometacina y L-NAME no se modificé con la administracion del EAE o de la
SAC. En las ratas inyectadas con EAE, la expresion de la CAT presenté una ligera

tendencia a aumentar al incrementarse la dosis (Fig. 26B).
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Figura 25. Contenido de superoxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD) en
homogenado de rifion. Efecto del EAE y de la SAC en: A) ratas con IRA-DIA, B) ratas inyectadas
con indometacina y L-NAME, C) ratas sanas. I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA:
diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE: extracto de ajo envejecido (1.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min
antes del modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-L-cisteina (300, 400 y 500 mg/kg) administrada 30 min
antes del modelo de IRA-DIA. Promedio + EE, * P<0.05 vs control (sin tratamiento); “P<0.05 vs
modelo de IRA-DIA (I-L-DIA); & P<0.05 vs sensibilizacion renal (I-L).
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Figura 26. Contenido de catalasa (CAT) en homogenado de rifion. Efecto del EAE y de la SAC en:
A) ratas con IRA-DIA, B) ratas inyectadas con indometacina y L-NAME, C) ratas sanas. I-L:
indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE: extracto de ajo envejecido
(1.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-L-cisteina (300,
400 y 500 mg/kg) administrada 30 min antes del modelo de IRA-DIA. Promedio + EE, * P<0.05 vs
control (sin tratamiento); “P<0.05 vs modelo de IRA-DIA (I-L-DIA); & P<0.05 vs sensibilizacién renal

(I-L).
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La expresion de CAT en las ratas sanas inyectadas con EAE (1.2, 1.5y 2.0 ml/kg)
0 SAC (500mg/kg) disminuy6 respecto a las ratas control (Fig. 26C).

8.7. Contenido de HO-1 en homogenado renal

La expresion de HO-1 se normalizé con base en la expresion que se presento en
el grupo de las ratas con IRA-DIA, la expresion de la enzima en el grupo control no
fue notable.

La expresion de HO-1 en las ratas con IRA-DIA inyectadas con 1.2 y 2.0 mi/kg de
EAE fue menor que en las ratas con IRA-DIA, mientras que la dosis de 1.5 ml/kg
de EAE presento el mismo nivel de expresion de HO-1 que las ratas con IRA-DIA.
Las ratas con IRA-DIA inyectadas con SAC presentaron un aumento en la
expresion de HO-1, éste fue alrededor de la mitad de la expresion de la enzima en
las ratas con IRA-DIA (Fig. 27A).

La expresion de HO-1 en las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME fue
menor que en las ratas con IRA-DIA. La administracion de EAE o SAC,
indometacina y L-NAME aumenté la expresion de HO-1 respecto a aquellas ratas
que solo fueron inyectadas con indometacina y L-NAME; la dosis de 1.2 ml/kg
presentd un nivel de expresion de HO-1 menor que el de las ratas con IRA-DIA,
mientras que la dosis de 1.5 presentd un nivel de expresiéon de HO-1 incluso
mayor que el de las ratas con IRA-DIA. Las ratas inyectadas con 2.0 ml/kg de EAE
y 500 mg/kg de SAC presentaron niveles de expresion de HO-1 similares a las
ratas con IRA-DIA (Fig. 27B).

La expresion de la HO-1 en las ratas sanas inyectadas con EAE o SAC fue menor
gue en las ratas con IRA-DIA. Las dosis de 1.5 ml/kg de EAE y 500 mg/kg de SAC
presentaron niveles de expresion de la HO-1 superiores a la mitad de la expresion

de la enzima en las ratas con IRA-DIA (Fig. 27C).
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Figura 27. Contenido de hemo oxigenasa 1 (HO-1) en homogenado de rifién. Efecto del EAE y de
la SAC en: A) ratas con IRA-DIA, B) ratas inyectadas con indometacina y L-NAME, C) ratas sanas.
I-L: indometacina y L-NAME 13 mg/kg. DIA: diatrizoato 4 g iodo/kg. EAE: extracto de ajo envejecido
(2.2, 1.5 y 2 ml/kg) administrado 30 min antes del modelo de IRA-DIA. SAC: S-aliil-L-cisteina (300,
400 y 500 mg/kg) administrada 30 min antes del modelo de IRA-DIA. Promedio + EE, * P<0.05 vs
control (sin tratamiento); “P<0.05 vs modelo de IRA-DIA (I-L-DIA); & P<0.05 vs sensibilizacién renal

(I-L).
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VIII. DISCUSION

El medio de contraste es un farmaco de gran utilidad en varios procedimientos de
diagndstico; sin embargo, su uso esta relacionado con el desarrollo de IRA en
pacientes con una o varias patologias pre-existentes. Entre éstas se encuentran
enfermedades con gran incidencia en la poblacién tales como: la diabetes, las
cardiopatias, el sindrome metabdlico, etc. En la actualidad, para evitar la IRA-MC
sb6lo se realizan estrategias como: restringir farmacos nefrotoxicos, evitar la
deshidratacion, etc., pero no son del todo efectivos. Entre los mecanismos que se
han considerado como causantes de la IRA-MC se encuentra el estrés oxidante,
por lo que se ha estudiado el efecto de algunos antioxidantes; sin embargo, los
resultados no son concluyentes. En este trabajo se estudio el efecto del EAE y la
SAC ya que se sabe que tienen una actividad antioxidante relevante (Geng y Lau,
1997; Horie et al., 1989; Ide et al., 1997; Wei y Lau, 1998; Yamasaki y Lau, 1997).

Para realizar este trabajo, las ratas se inyectaron con indometacina y L-NAME, ya
que la inyeccion del medio de contraste por si sola no causd IRA, como lo
indicaron Agmon y sus colaboradores (1994). Se emplearon dosis de
indometacina y L-NAME a partir de 10 mg/kg ya que Pollock y sus colaboradores
(1997) usaron dicha dosis para inducir IRA-DIA; sin embargo, no se obtuvieron
tales resultados. Por lo tanto, se estudiaron 3 dosis mas de indometacina y L-
NAME. Decidimos emplear la dosis de 13 mg/kg debido a que esta dosis no elevo
los niveles de SCry no afecto el estado fisico de las ratas. Aunque si present6 una
elevacion en los niveles de BUN, este aumento al parecer resulté a consecuencia
de la administracion de indometacina y L-NAME. No se encontraron datos que
respaldaran o contradijeran dicha elevacion en los niveles de BUN, por lo general,

los autores soélo reportan los niveles de SCry depuracion de creatinina.

A continuacion, se probaron diferentes dosis de DIA. Estas partieron de 2 g I/kg,
ya que fue el volumen minimo de DIA que indujo IRA en los experimentos de
Pollock y sus colaboradores (1997). La dosis de DIA se aument0 hasta que se

observd un incremento del 25% en los niveles de SCr, lo necesario, segun la
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literatura, para que se considerara IRA-MC; esto se consiguié con la dosis de 4 g
iodo/kg. De esta manera, el modelo de IRA-DIA en ratas macho de la cepa Wistar
(de 190-230 g de peso corporal) se obtuvo con la administracion de 13 mg/kg de
indometacina+13 mg/kg de L-NAME+4 g iodo/kg de DIA. La cantidad de medio fue
diferente a la empleada por otros investigadores, pero cabe aclarar que ellos
realizaron sus experimentos en ratas Sprague-Dawley. Ademas, utilizaron otros
medios de contraste, por ejemplo: Bird y sus colaboradores (1996) utilizaron

iopamidol, mientras que Yokomaku y sus colaboradores (2008) utilizaron ioversol.

Aunque puede haber diferentes esquemas de administracion de los antioxidantes,
decidimos administrar una sola dosis antes de hacer la administracion de la
indometacina, el L-NAME y el DIA; de esta manera tratamos de simular el
escenario en el que el paciente recibe el antioxidante antes de que el medio de

contraste le sea administrado.

Cuando se evaluo el efecto del EAE, se observo que 1.2 ml/kg de EAE fue la dosis
minima que presentd un efecto protector parcial. Ya se habia descrito que dicha
dosis tenia actividad renoprotectora, pero en un modelo de ratas con IRA causada
por nefrectomia (Cruz et al., 2007). El EAE s6lo fue evaluado hasta la dosis de 2
ml/kg ya que se observaron efectos similares respecto a la dosis de 1.2 ml/kg. En
parte, resultd l6gico que la administracion del EAE hubiera protegido parcialmente
del incremento de BUN a las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME ya que
aumenta la produccién de NO*® (Morihara et al., 2002); sin embargo, sélo la dosis
de 1.5 ml/kg de EAE logré este efecto y posiblemente fue por que la dosis menor
fue insuficiente y la dosis mayor fue excesiva. En cambio, los niveles de SCr no se
alteraron por la administracion de EAE en las ratas con funcion renal sensibilizada.
Asi mismo, se comprob6é que la administracion de EAE a las ratas sanas no

modificé sus niveles de BUN ni de SCr.

Respecto a los resultados de la evaluaciéon del efecto de la SAC, se observé que
300 mg/kg de SAC fue la dosis minima que provocO una proteccion parcial
(alrededor de 40% para BUN y 15% para SCr) contra la IRA-DIA. Ademas, se

observé que la SAC a una dosis de 500 mg/kg revertié el aumento de los niveles
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de BUN que fue ocasionado por la administracion de indometacina y L-NAME.
Esto era de esperarse ya que la SAC incrementa la producciéon de NO* (Kim et al.,
2001). Es muy probable que la disminucion en los niveles de BUN se haya debido
principalmente a la SAC, ya que ésta se encuentra en una pequefia proporcion en
el EAE, asi que la capacidad para disminuir los niveles de BUN fue menor que
cuando se administré en grandes dosis (500 mg/kg). Al igual que el EAE, la SAC
no presentd cambios en los valores de SCr en las ratas inyectadas con
indometacina y L-NAME. Y se comprob6 que la administracion de SAC a las ratas

sanas no modificd sus niveles de BUN ni de SCr.

Con lo anterior, sugerimos que las dosis de 1.2, 1.5y 2.0 ml/kg de EAE y 300, 400
y 500 mg/kg de SAC, podian usarse para proteger parcialmente la funcion
glomerular de las ratas con IRA-DIA. Sin embargo, considerdbamos que faltaban
marcadores de dafio renal que apoyaran nuestros hallazgos. Por lo que

estudiamos otros marcadores de dafo renal.

La NAG es una enzima lisosomal muy activa en las células epiteliales del tabulo
proximal, es un marcador urinario especifico para las células tubulares porgque es
de peso molecular relativamente alto (>130 kDa), lo cual impide la filtracion de la
enzima por el glomérulo. El aumento de la actividad de NAG en orina indica dafio
en las células tubulares. Sin embargo, no contabamos con muestras de orina y
realizamos la determinacién en homogenado renal, por lo que una disminucion en
la actividad significaria dafio tubular. Las ratas inyectadas con indometacina y L-
NAME presentaron una actividad de NAG menor que aquellas con IRA-DIA. Lo
que indic6 que la administracion de indometacina y L-NAME ocasion6é mayor dafio
tubular que la administracién del modelo de IRA-DIA. Situacion que resultd
controversial, ya que se esperaba que el dafo fuera ocasionado o incrementado
con la administracion del medio de contraste como ya se habia reportado
(Clemenzia et al., 1991; Kavukcu et al., 2002). La unica explicacion légica era que
se habia presentado alguna interferencia en la determinacion de la actividad de
NAG en las muestras de las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME. El EAE

protegio parcialmente del dafio tubular a las ratas con IRA-DIA, este efecto parecid
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deberse a que el EAE contrarrest6 la accion de la administracion de indometacina
y L-NAME. Por otro lado, las ratas con IRA-DIA inyectadas con SAC presentaron
menor actividad de NAG que cuando s6lo se administré indometacina y L-NAME.
Ademas, la actividad de NAG fue la mas baja cuando se administr6 SAC a las
ratas sanas, lo que parecia indicar que SAC habia provocado dafio tubular,
situacion que explicaba el hecho de que la actividad de NAG hubiera disminuido
en las ratas sanas que fueron administradas con SAC.

Se determind la actividad de LDH en suero como marcador de lesion renal
(Grisotto et al., 2006), aunque fuera un parametro inespecifico. La liberacion de
LDH fue mayor en las ratas con IRA-DIA. Esto debido solo a la accion del medio
de contraste, ya que la liberacion de LDH en las ratas inyectadas con
indometacina y L-NAME fue menor. Sélo la dosis de 2.0 ml/kg de EAE, y las de
SAC protegieron totalmente del aumento en la liberacion de LDH a las ratas con
IRA-DIA. Sin embargo, la dosis de 500 mg/kg de SAC aumento la liberacion de
LDH en las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME y en las ratas sanas.
Estos resultados apoyaron la idea de un efecto dafino por parte de SAC. Aunque
en este caso, a diferencia de la determinacion de la actividad de NAG, la SAC
resulté benéfica para las ratas con IRA-DIA y dafiina para las ratas sanas. La
actividad de LDH en suero no es un marcador comun, por lo que no tuvimos datos
para hacer comparaciones, sélo el hecho de que LDH aumenta en la IRA (Grisotto
et al., 2006; Johnson et al., 2010).

De acuerdo a los resultados de actividad de NAG en homogenado renal y de
liberacion de LDH, se esperaba que de existir un dafio provocado por SAC el
estudio histoldgico lo confirmaria; sin embargo, no fue asi. Si bien, hubo dafio
estructural en las ratas con IRA-DIA, este dafio disminuyd cuando se
administraron los antioxidantes. Por lo tanto, descartamos la teoria de que SAC

era perjudicial en ausencia de dafio.

La disminucion en la actividad de NAG por parte de la SAC probablemente se
debi6 a un mecanismo de inhibicion de la enzima, aunque no se encontrd

informacion al respecto. En el caso del aumento en la liberacion de LDH en ratas
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tratadas unicamente con SAC, es muy probable que dicho aumento se haya

debido a una leve hemdlisis en las muestras de las ratas inyectadas con SAC.

Como marcador de estrés oxidante se evalu6é el contenido de carbonilos. La
determinacion del contenido de carbonilos en homogenado renal indicé6 que hubo
oxidacion de proteinas en las ratas con IRA-DIA. ElI EAE y la SAC demostraron su
actividad antioxidante ya que disminuyeron los niveles de proteinas oxidadas (ya
sea parcial o totalmente) como lo describieron Maldonado y sus colaboradores
(2003a, b). La dosis de 2.0 ml/kg de EAE, segun este marcador, no fue tan
recomendable ya que aumentd los niveles de proteinas oxidadas cuando se
administré a ratas sanas. Dicho aumento se reflejé en la disminucion parcial de los

niveles de proteinas oxidadas en las ratas con IRA-DIA.

La actividad de la SOD en homogenado renal no disminuyé en las ratas con IRA-
DIA, como en otros estudios (Cruz et al., 2007, Maldonado et al., 2003a).
Resultados similares a los obtenidos, no sélo en comportamiento sino en valor,
habian sido reportados por Lee y sus colaboradores (2006) en ratas inyectadas
con diatrizoato. Cuando la SAC se administré la actividad de la SOD disminuyd,
incluso en ratas sanas. Lo que indicé que el efecto antioxidante de la SAC, en este
modelo, no se debe a un incremento en la actividad de la SOD sino a su
capacidad para atrapar ERO (lde y Lau, 1997). Posteriormente, se observé que la
expresion de la CuzZn-SOD y la Mn-SOD aument6 en las ratas con IRA-DIA. Las
ratas con IRA-DIA inyectadas con el EAE presentaron una expresion elevada de
SOD que probablemente se debi6 al EAE, ya que, las ratas sanas inyectadas con
EAE presentaron un aumento en la expresion de la Cuzn-SOD (1.2 ml EAE/kg) y
la Mn-SOD (1.5 y 2.0 ml EAE/kg). La SAC también aumentd la expresién de SOD;
pero la expresion de Mn-SOD disminuyé cuando se administro a las ratas con
IRA-DIA, lo que indic6 que la administracion de SAC a las ratas con IRA-DIA tiene
un efecto negativo en la expresion de Mn-SOD. Los resultados parecian
contradecirse ya que un estimulo incrementaba la expresién de las enzimas y a su
vez mantenia o disminuia la actividad de éstas. Sin embargo, al tener en cuenta

que el EAE y la SAC también atrapan ERO, resultdé facil entender que aunque
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habia una mayor cantidad de las SOD, su actividad era limitada porque el EAE y la

SAC estaban eliminando su sustrato.

Varios autores han indicado que la actividad de la CAT en homogenado renal
disminuye al tratar a las ratas con gentamicina (Abdel-Raheem et al., 2009;
Maldonado et al., 2003a), dicromato de potasio (Pedraza-Chaverri et al 2005) y
otras nefrotoxinas. La actividad de la CAT en las ratas con IRA-DIA no presento
disminucién, ni diferencias en ningun grupo respecto al control, excepto en las
ratas inyectadas con la SAC o con la SAC, indometacina y L-NAME. De acuerdo a
estos resultados, solo la SAC fue capaz de incrementar la actividad de la CAT en
ratas sanas y en las ratas inyectadas con indometacina y L-NAME. Por otro lado,
la expresion de la CAT disminuy6 en las ratas con IRA-DIA y la disminucién fue
mayor cuando ademas se administro SAC. El EAE y la SAC también disminuyeron
la expresion de la CAT en ratas sanas. Estos resultados contradicen los reportes

gue han indicado que el EAE incrementa la actividad de CAT (Wei y Lau, 1998).

La actividad de la GPx en homogenado renal fue mayor en las ratas con IRA-DIA
que en las ratas control. Estos resultados no se esperaban ya que la
administracion de DIA, de acuerdo a los resultados de Lee y sus colaboradores
(2006), provocaba una disminucion de la actividad de GPx. La administracion del
EAE incremento la actividad de GPx en las ratas sanas, como se habia reportado
antes (Wei y Lau, 1998), y en las ratas con IRA-DIA. La administracion de la SAC
en las ratas sanas y en las ratas con IRA-DIA no modificé la actividad de GPx, lo
que indic6 que SAC no tuvo efecto en la actividad de GPx.

La expresién de HO-1 no se observé en las ratas control ya que era necesario un
estimulo de estrés para que ésta se expresara; en cambio, las ratas con IRA-DIA
presentaron una marcada expresion de la HO-1. Por tal motivo los resultados se
normalizaron respecto a este dato. Sélo el EAE (1.5 ml/kg) administrado con
indometacina y L-NAME, y la SAC administrada a las ratas con IRA-DIA resultaron
estimulos de estrés lo suficientemente grandes para inducir una expresion de HO-
1 superior a la que presentaron las ratas con IRA-DIA. Cabe destacar que todos

los grupos estudiados, excepto el control expresaron HO-1 (aunque en diferentes
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niveles), lo que sugiere que todos los “elementos” que integran este modelo

inducen estrés.

. CONCLUSIONES

La administracion de 13 mg/kg de indometacina+13 mg/kg de L-NAME+4 g
iodo/kg de diatrizoato causa IRA en ratas Wistar macho de 190-230 g de
peso corporal.

El EAE (1.2, 1.5y 2.0 ml/kg) y la SAC (300, 400 y 500 mg/kg) protegen del
dafio renal y oxidante a las ratas Wistar con IRA-DIA.

El EAE y a SAC no revierten el efecto de la IRA-DIA sobre la expresion de
la CuzZn-SOD, la Mn-SOD ni de la CAT.

El efecto antioxidante del EAE y la SAC en ratas Wistar con IRA-DIA se
debe, principalmente, a que actian como atrapadores de ERO.

La IRA-DIA provoca dafio renal funcional y estuctural, e induce la expresion
de HO-1.

La actividad de NAG en homogenado renal y de LDH en suero no son
recomendables como marcadores de dafio renal, ya que no son
consistentes con los resultados de los estudios histoldgicos.
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