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RESUMEN 

Antecedentes: El principal efecto colateral del antibiótico gentamicina (GM) es la 

nefrotoxicidad. La insuficiencia renal aguda (IRA) inducida por GM ha alcanzado una 

incidencia de hasta un 25% de casos clínicos, limitando en gran medida su uso y 

eficacia. La IRA inducida por GM es mediada por la inducción de muerte apoptótica y 

necrosis del epitelio de túbulos proximales, que pueden iniciarse por fosfolipidosis 

lisosomal, estrés reticular y, principalmente, daño mitocondrial, con un concomitante 

aumento en la generación de especies reactivas de oxígeno y desarrollo de estrés 

oxidante. El sulforafano (SFN) es un antioxidante indirecto, es decir, induce la 

transcripción de enzimas de la respuesta celular antioxidante y otras enzimas de fase II. 

Se ha descrito la capacidad citoprotectora del SFN en una amplia variedad de 

condiciones patológicas y, últimamente, se le han descrito actividades que implican 

protección mitocondrial. 

Hipótesis: Dadas las cualidades descritas para el SFN, se anticipa que este compuesto 

disminuirá la muerte celular tubular, el daño renal y la IRA, inducidos por GM. 

Objetivo: Evaluar el efecto del antioxidante indirecto SFN en la muerte celular tubular, 

el estrés oxidante, el daño y la disfunción renal, inducidos por GM. 

Materiales y métodos: Se evaluó la viabilidad en células LLC-PK1 tratadas 

inicialmente con SFN en concentraciones de 1-10 μM por 24 horas y luego co-

incubadas con GM 8.0 mM y SFN por 72 horas. La viabilidad celular se determinó por el 

método de reducción del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). 

Con ratas macho de la cepa Wistar, se corrió una serie experimental de 4 grupos (CT: 

control; SFN: sulforafano; GM: gentamicina; SFN+GM: sulforafano + gentamicina; n=8-

12) a los que se les administró GM (70 mg/Kg/12 h subcutánea) y/o SFN (1 mg/Kg/día 

intraperitoneal) por cuatro días. Se obtuvo orina, sangre y riñones para determinar 

marcadores de daño y función renal, histopatología, muerte apoptótica, estrés 

oxidante/nitrante, regeneración tubular y actividad de enzimas antioxidantes. 
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Resultados, discusión y conclusiones: El tratamiento de 72 horas con GM en la línea 

LLC-PK1 redujo la viabilidad celular hasta un 60.4%. Se observó citoprotección en las 

células tratadas con SFN hasta en un 92.8% a la concentración de 5.0 µM. Un aumento 

observado en la reducción de MTT en células tratadas sólo con SFN plantea la cuestión 

de si el SFN induce proliferación celular, o un aumento en la biogénesis y función 

mitocondrial. En el estudio in vivo, el SFN claramente atenuó las siguientes alteraciones 

inducidas por la GM: disfunción renal, daño en túbulos de la corteza renal, apoptosis 

tubular, estrés nitrante y disminución en la actividad cortical renal de las enzimas 

antioxidantes catalasa y glutatión peroxidasa. La mayor inmunotinción contra el 

marcador de proliferación PCNA evidenció una tasa de regeneración tubular mayor en 

el grupo SFN+GM con respecto al grupo GM. La reducción en la muerte celular 

apoptótica inducida por GM en los túbulos proximales podría sugerir una preservación 

de la integridad mitocondrial. Es posible que la citoprotección observada esté soportada 

total o parcialmente en eventos de proliferación de células tubulares y/o de biogénesis 

mitocondrial. Sin embargo, estos aspectos deben ser estudiados con más detalle. 

Perspectivas: Determinar en cultivos celulares, la generación mitocondrial del anión 

superóxido y la de óxido nítrico mediada por la óxido nítrico sintasa inducible y el factor 

NF-κB, y así evaluar la participación de estos eventos en la prevención de la muerte 

celular. Verificar que la prevención en la apoptosis se da de manera dependiente de la 

mitocondria, estudiando la expresión de las caspasas 3 y 9, entre otros marcadores. 

Evaluar si el SFN induce biogénesis mitocondrial a través del factor 2 relacionado con el 

factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) y si esta se encuentra involucrada en la prevención de la 

muerte tubular inducida por GM. Paralelo a los estudios de biogénesis mitocondrial, se 

deben llevar a cabo estudios de proliferación celular inducida por SFN en cultivos. De 

observarse un aumento en la proliferación celular, sería interesante iniciar un estudio 

sobre los mecanismos y rutas implicadas en este efecto. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ERO), ESTRÉS OXIDANTE, 

DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL Y MUERTE CELULAR 

El oxígeno, esencial para la producción eficiente de energía en organismos aerobios, 

puede llegar a producir un estado de estrés tóxico crónico para las células (Limón-

Pacheco y Gonsebatt, 2009). El término especies reactivas de oxígeno (ERO) se refiere 

a radicales libres derivados del dioxígeno (O2), tales como los radicales anión 

superóxido (O2
•−), hidroxilo (HO•), peroxilo (RO2

•) y alcoxilo (RO•), así como a algunas 

especies no radicales como el peróxido de hidrógeno (H2O2). Las ERO, así como las 

especies reactivas de nitrógeno (ERN) son productos del metabolismo celular normal. 

Concentraciones moderadamente bajas de ERO pueden ejercer efectos benéficos 

involucrados en papeles fisiológicos celulares tan importantes como la defensa contra 

agentes infecciosos y en la función de un número de sistemas de señalización celular, 

por ejemplo, la inducción de la respuesta mitogénica (Circu y Aw, 2010; Valko et al., 

2007). Sin embargo, por su alta reactividad química, las ERO producen perturbaciones 

tales como la peroxidación de lípidos y la oxidación de ADN y proteínas, que son 

minimizadas por los sistemas antioxidantes propios de la célula. Cuando la generación 

de ERO se incrementa en una extensión tal que supera a estos sistemas antioxidantes, 

se produce lo que llamamos estrés oxidante (Matés, 2000). 

Las mitocondrias son la mayor fuente celular de ERO. Entre un 1% y 2% del oxígeno 

total consumido por la mitocondria, diverge hacia la formación de ERO, principalmente, 

en los complejos I y III de la cadena respiratoria de transporte de electrones. Se han 

identificado alrededor de 10 sistemas generadores potenciales de ERO en la 

mitocondria, entre los que destacan: complejos enzimáticos del ciclo de Krebs como la 

α-cetoglutarato deshidrogenasa, el complejo de la piruvato deshidrogenasa, la enzima 

del espacio intermembranal p66Shc, la enzima de la membrana externa mitocondrial 

monoamina oxidasa, el potencial de membrana mitocondrial alterado y el pH de la 

matriz (Circu y Aw, 2010).  

Las mitocondrias no son sólo la mayor fuente de generación de ERO en las células 

aeróbicas, también son un objetivo sensible de los efectos dañinos de estas (Orrenius, 
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2007). En condiciones normales, las pequeñas cantidades de O2
•− y H2O2 que se 

generan en la mitocondria son metabolizadas por las enzimas superóxido dismutasa 

(SOD) y catalasa (CAT), respectivamente, para así mantener la homeostasis redox 

mitocondrial (Figura 1). Sin embargo, un incremento en la generación de ERO puede 

ser promovido directa o indirectamente por la exposición a una variedad de tóxicos 

exógenos (Timbrell, 2009; Ma, 2010).  

 

Figura 1. Generación de algunas ERO y su neutralización por enzimas antioxidantes 
(Timbrell, 2009). 
 

El ADN mitocondrial, que codifica polipéptidos, ARN de transferencia y ARN ribosomal, 

esenciales para el transporte de electrones y la generación de ATP vía fosforilación 

oxidante, representa un blanco crítico de las ERO mitocondriales. El daño oxidante 

generado, a su vez puede conducir a la célula a un daño celular letal mediante 

disfunción respiratoria y pérdidas en la generación de ATP (Orrenius, 2007). 

Las proteínas ferrosulfuradas como la aconitasa, son muy sensibles a la oxidación 

directa e inactivación por parte del anion O2
•−. Esta inactivación libera Fe2+ y H2O2 en el 

proceso, que participan en las reacciones de Haber-Weiss y de Fenton para la 

generación del HO• (Figura 1). Este último puede oxidar proteínas, ADN y lípidos 
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mitocondriales, amplificando así el daño oxidante iniciado por el O2
•−. La formación de 

ERO y la estimulación de la peroxidación lipídica en la mitocondria pueden conducir a la 

supresión del metabolismo mitocondrial (Orrenius, 2007). En la peroxidación lipídica, la 

cascada de reacciones oxidantes que se desata por la formación de más radicales 

libres lipídicos, eventualmente conduce a la destrucción del lípido y, posiblemente, de la 

estructura en la que está localizado. Los efectos resultantes son diversos, siendo 

claramente la integridad estructural de las membranas la inicialmente afectada. Por la 

acción de los radicales libres lipídicos propagados, los sitios de insaturación de lípidos 

vecinos cambian y la fluidez de la membrana se altera, así como la función de proteínas 

membranales. Debido a esto, la permeabilidad de la membrana se incrementa 

(Timbrell, 2009). 

Las ERO pueden inducir la transición de permeabilidad mitocondrial (TPM), que ocurre 

cuando la membrana mitocondrial interna, impermeable normalmente incluso a 

protones, se hace permeable para compuestos de hasta 1.5 KDa. Esta 

permeabilización mitocondrial causa la liberación de elementos mitocondriales 

esenciales para un mejor proceso de transferencia de electrones entre complejos 

respiratorios y, por tanto, para el apropiado acoplamiento entre la oxidación y la 

fosforilación que da lugar a la generación de ATP. Uno de estos elementos es el 

citocromo c (Zorov, 2010). El mecanismo TPM juega un papel clave en ciertos tipos de 

muerte celular; puede conducir a necrosis debido a una disminución en el contenido de 

ATP, o puede conducir a apoptosis dependiente de caspasas cuando la inducción de 

TPM se da en una subpoblación de mitocondrias y todavía hay algunas capaces de 

mantener su potencial de membrana y producir ATP (Orrenius, 2007). 

La necrosis es una forma de muerte celular caracterizada por una pérdida progresiva de 

la integridad de la membrana plasmática y un rápido influjo de Na+, Ca2+ y agua, que 

resulta en hinchazón citoplásmica y picnosis nuclear. Esta última característica conduce 

a la fragmentación celular, y liberación de los contenidos lisosomal y granular a los 

alrededores extracelulares, con la subsecuente inflamación del tejido (Padanilam, 

2003). La apoptosis es mediada por rutas bioquímicas determinadas genéticamente y 

caracterizada morfológicamente por encogimiento de la célula, ampollamiento de la 
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membrana celular, condensación de la cromatina y fraccionamiento del núcleo. En las 

etapas finales, la célula se desintegra en múltiples “cuerpos apoptóticos”, que son 

fragmentos de cromatina rodeados por un poco de citoplasma residual y membrana 

plasmática íntegra. Posteriormente, células y cuerpos apoptóticos se fagocitan y se 

destruyen por células vecinas sin que haya inflamación o daño de los tejidos 

circundantes (Bonegio y Lieberthal, 2002). La apoptosis y la necrosis a menudo ocurren 

simultáneamente en una amplia variedad de condiciones patológicas, así como en 

cultivos celulares expuestos a activadores fisiológicos, trauma físico, o toxinas y 

químicos (Padanilam, 2003). 

 

1.2. MECANISMOS CELULARES DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 

Los antioxidantes son sustancias que directa o indirectamente protegen las células 

contra los efectos adversos de xenobióticos, fármacos, carcinógenos y reacciones de 

radicales tóxicos (Matés, 2000). Los mecanismos antioxidantes de los organismos 

aerobios incluyen: (i) la remoción catalítica de radicales libres y especies reactivas por 

factores tales como CAT, SOD, peroxidasa y antioxidantes tiol-específicos; (ii) el 

enlazamiento de proteínas (por ejemplo, transferrina, metalotioneina, haptoglobinas, 

ceruloplasmina) a iones metálicos pro-oxidantes, tales como Fe2+, Fe3+ y Cu+; (iii) 

protección contra daño macromolecular por proteínas como las del estrés o shock 

calórico; y (iv) la reducción de radicales libres por donadores de electrones, tales como 

glutatión reducido (GSH), vitamina E (α-tocoferol), vitamina C (ácido ascórbico), 

bilirrubina y ácido úrico (Limón-Pacheco y Gonsebatt, 2009). 

1.2.1. Regulación de la expresión génica de enzimas antioxidantes 

Los genes codificantes de varias enzimas destoxificantes son expresados de manera 

ubicua y se inducen coordinadamente en respuesta a antioxidantes y xenobióticos  

(Matés, 2000). Las ERO originadas por señales ambientales o por la actividad 

metabólica se modulan por antioxidantes a niveles no tóxicos, convirtiéndose en 

moléculas de señalización (Figura 2). Las ERO pueden activar la transcripción génica 

de enzimas destoxificantes vía factores de transcripción tales como el factor nuclear 
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kappa B (NF-κB), la proteína activadora-1 (AP-1) y las proteínas de unión al elemento 

de respuesta antioxidante (ARE); o vía activación de cascadas de proteínas cinasas 

activadas por mitógenos (MAPK).  

 

Figura 2. Principales rutas de señalización activadas por ERO (Scandalios, 2005). 
 

Los genes que contienen ARE incluyen los de las enzimas de fase II y otros 

codificantes de enzimas antioxidantes (Limón-Pacheco y Gonsebatt, 2009). Las 

enzimas de fase I se relacionan con la bioactivación de metabolitos carcinogénicos 

mediante oxidación, reducción o hidrólisis, mientras que las de fase II son relativas a la 

destoxificación carcinogénica y defensa ante estrés oxidante. Para estas últimas, en 

varios estudios se demostraron sus importantes efectos protectores a través de la 

neutralización de ERO y el metabolismo de xenobióticos (Cheung y Kong, 2009; Riedl 

et al., 2009). Se ha informado que factores nucleares de transcripción tales como c-Jun, 

Jun-B, Jun-D, c-Fos, Fra1, Nrf1, Nrf2, YABP, ARE-BP1, el receptor Ah y el receptor de 

estrógenos, se unen a los ARE de varios genes (Matés, 2000). 
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Los antioxidantes indirectos de bajo peso molecular, que pueden tener actividad redox 

o no, inducen la transcripción de las enzimas de fase II a través de un mecanismo que 

implica al factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2), la ruta 

Keap1/Nrf2/ARE (Figura 3). El sulforafano (SFN) es uno de estos antioxidantes 

indirectos (Ahn et al., 2010; Dinkova-Kostova y Talalay, 2008; Piao et al., 2010; Yoon et 

al., 2008; Zhao et al., 2010). 

 

Figura 3. Mecanismo de inducción de enzimas de fase II (Ahn et al., 2010). 
 

1.2.2. Algunos de los principales sistemas antioxidantes enzimáticos celulares 

regulados bajo Nrf2 

La superóxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) metaboliza el O2
•− convirtiéndolo a H2O2 

(Ecuación 1), que a su vez puede ser destruido por las reacciones de la CAT o la 

glutatión peroxidasa (GPx).  

  
       

           
              
                    

Ecuación 1  

La SOD también protege las deshidratasas (dihidroxiácido deshidratasa, aconitasa, 6-

fosfogluconato deshidratasa y fumarasas A y B) contra la inactivación por O2
•−. Se han 

identificado cuatro clases de SOD que contienen los cofactores mononucleares Fe, Mn 

o Ni, y la que contiene el factor dinuclear Cu, Zn. En humanos hay tres formas de SOD: 
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la SOD dependiente de cobre-zinc (Cu, Zn-SOD) citosólica; la SOD dependiente de 

manganeso (Mn-SOD) mitocondrial; y la SOD extracelular (EC-SOD), que también 

contiene Cu y Zn (Matés, 2000; Nozik-Grayck et al., 2005). 

En mamíferos, la catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) es un homotetrámero con una masa 

molecular de 225-270 kD, que contiene un grupo ferriprotoporfirina-IX por cada 

subunidad y pertenece al grupo de las catalasas típicas o monofuncionales (Goyal y 

Basak, 2010; Kirkman y Gaetani, 2007). La CAT es mejor conocida por su reacción 

denominada ‘catalítica’ (Ecuación 2), en la que cataliza la degradación de dos 

moléculas de H2O2 para formar agua y oxígeno molecular; sin embargo, también tiene 

una actividad peroxidasa (Ecuación 3), que en las catalasas típicas es relativamente 

débil (Zamocky et al., 2008). 

        
              
                   

Ecuación 2  

              
              
                     

Ecuación 3  

La velocidad de la reacción de la ecuación 2 en mamíferos, está entre las más altas 

velocidades enzimáticas conocidas (Kirkman y Gaetani, 2007). A pesar del avance 

tecnológico en proteómica, no está completamente claro como la CAT mantiene una 

alta selectividad por el pequeño sustrato polar no cargado, H2O2, mientras que exhibe 

velocidades de recambio de más de 106/s (Goyal y Basak, 2010).  

Las glutatión peroxidasas (GPx, EC 1.11.1.19) protegen las células de mamíferos 

contra el daño oxidante, catalizando la reducción de una variedad de hidroperóxidos 

con el uso de GSH (Ecuación 4). En humanos se conocen cinco GPx, con residuos de 

seleno-cisteína en su estructura (Lu y Holmgren, 2009; Matés, 2000). 

             
              
                            

Ecuación 4  

 

La glutatión reductasa (GR, EC 1.8.1.7) cataliza la reducción del disulfuro de glutatión o 

glutatión oxidado (GSSG) a dos moléculas de GSH usando NADPH (Ecuación 5), 
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siendo así de una importancia mayor para todas las enzimas dependientes de GSH 

(Dammeyer y Arnér, 2010). 

                    
               
                      

  
Ecuación 5  

 

Las glutatión S-transferasas (GST, EC 2.5.1.18) constituyen una familia multigénica de 

isoenzimas de fase II que catalizan el ataque nucleofílico del átomo de azufre del GSH  

sobre los grupos electrofílicos de numerosos tipos de xenobióticos (Ecuación 6). Esta 

reacción reduce drásticamente la reactividad del xenobiótico y lo hace más soluble en 

agua, lo que favorece su eliminación (Sau et al., 2010).  

          
              
                   

Ecuación 6  

 

La NAD(P)H:quinona oxidorreductasa (NQO-1, EC 1.6.5.2) es una enzima de fase II 

que cataliza la reducción benéfica de quinonas a hidroquinonas con la transferencia de 

dos electrones (Ecuación 7), previniendo así la reducción de las quinonas por un 

electrón por medio de otras reductasas, con lo que resultaría en la generación de 

especies radicales (Cheung y Kong, 2009). 

                    
                  
                                     

Ecuación 7  

 

El sistema tiorredoxina consiste de isoformas de tiorredoxina (Trx) y tiorredoxina 

reductasa (TrxR, EC 1.8.1.9), proteínas dependientes de Trx y otros sistemas celulares. 

Este sistema está involucrado en defensa antioxidante, funciones regulatorias redox y 

soporte a la síntesis de desoxirribonucleótidos, entre otras funciones celulares. 

Funciona impulsado por isoformas de TrxR, que usando NADPH, reducen isoformas de 

Trx (Ecuación 8), que subsecuentemente actuarán sobre un número de proteínas y 

otros tipos de sustratos (Ecuación 9). Su papel general es el de disulfuro reductasas de 

proteínas (Dammeyer y Arnér, 2010; Holmgren y Lu, 2010). 
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Ecuación 8  

                 í       
                 
                      í      Ecuación 9  

Las isoformas de peroxirredoxina (Prx, EC 1.11.1.15) son una familia de proteínas que 

funcionan en la defensa antioxidante y en cascadas de señalización redox, catalizando 

reacciones con peróxidos (Ecuación 10).  

               
               
                             

Ecuación 10  

 

Durante sus ciclos catalíticos, las especies oxidadas de Prx formadas por reducción de 

peróxidos, son reducidas y reactivadas de una manera tiol-dependiente, que 

fisiológicamente puede ser por Trx o GSH (Dammeyer y Arnér, 2010). 

La hemo oxigenasa (HO, EC 1.14.99.3) es la enzima limitante de la velocidad en el 

catabolismo del grupo hemo. Cataliza el rompimiento oxidante del grupo hemo a 

biliverdina, monóxido de carbono y hierro (Ecuación 11). La biliverdina es 

subsecuentemente convertida a bilirrubina por la biliverdina reductasa (Ecuación 12). 

Su isoforma HO-1 se induce comúnmente por estrés oxidante y se ha descrito que 

protege contra algunos tipos de daño tisular agudo (Barrera et al., 2003).  

                   
             
                                  

Ecuación 11  

                     
             
                             

Ecuación 12  

Si bien, no es un sistema antioxidante enzimático, el factor nuclear respiratorio-1 (NRF-

1) regula la expresión de genes relacionados con el transporte en la membrana 

mitocondrial, el funcionamiento de la cadena de transporte de electrones y la 

transcripción mitocondrial. Últimamente, se ha sugerido la existencia de un enlace 

directo entre la actividad transcripcional de NRF-1 y el estado redox celular, debido al 

incremento observado de esta actividad después de la inducción de estrés oxidante con 
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H2O2 (Li et al., 2012). El factor Nrf2 sobrerregula el ARNm y la proteína para NRF-1 

(Piantadosi et al., 2008). 

 

1.3. SULFORAFANO (SFN) 

Recientemente, ha ganado enorme importancia el concepto de que los componentes 

bioactivos de alimentos funcionales son eficaces para el mejoramiento de la salud. En 

la era de la postgenómica, el objetivo de las farmacéuticas no es sólo encontrar blancos 

para nuevos fármacos, sino también hallar pequeñas moléculas que modulen la 

actividad biológica. Desde hace un tiempo existe la hipótesis modestamente soportada 

de que los altos consumos de vegetales crucíferos como el brócoli, el repollo, las coles 

de Bruselas y la coliflor reducen el riesgo de desórdenes degenerativos y enfermedades 

cardiovasculares. Los crucíferos son una excelente fuente de fitoquímicos como 

glucosinolatos y sus derivados, compuestos fenólicos y vitaminas, que median una 

variedad de funciones relacionadas con protección antioxidante, regulación enzimática 

y control de apoptosis y ciclo celular. De hecho, el brócoli se ha ganado el apelativo de 

“La Joya de la Corona de la Nutrición” por reunir con éxito todas estas cualidades 

(Vasanthi et al., 2009). 

Uno de los mecanismos más importantes de quimioprevención debido a plantas 

crucíferas parece ser la inducción de enzimas de fase II y la inhibición de enzimas de 

fase I. Varios isotiocianatos (ITC) son inductores de enzimas de fase II tales como GST, 

NQO-1 y UDP-glucuronosiltransferasa  (Cheung y Kong, 2009; Fimognari et al., 2008; 

Gullet et al., 2010; Riedl et al., 2009; Yoxall et al., 2005). El SFN es un ITC 

extraordinariamente potente de ocurrencia natural en crucíferas, en los que se produce 

por la acción de la enzima mirosinasa sobre el glucosilonato glucorafanina (Figura 4).  

El SFN afecta varios blancos y rutas moleculares que incluyen, además de las enzimas 

de fase I y II, el factor NF-κB vinculado a la inflamación, la supervivencia de células 

cancerosas y la progresión, la detención del ciclo celular dependiente del tiempo en 

células cancerosas, la apoptosis como control para la proliferación celular y la expresión 

de receptores de estrógeno en células cancerosas (Cheung y Kong, 2009). No 
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obstante, en los últimos años, el SFN ha llamado más la atención como inductor natural 

de enzimas de fase II en humanos y animales. Los investigadores han comenzado a 

entender los mecanismos moleculares por los que el SFN induce enzimas 

destoxificantes antioxidantes de fase II. Se han propuesto dos mecanismos: la 

disrupción de las interacciones Nrf2 – Keap1 y la activación de las MAPK, con el SFN 

actuando ya sea sinergística o separadamente (Guerrero-Beltrán et al., 2012; Vasanthi 

et al., 2009). El papel del SFN en estos procesos se ha relacionado con su estructura, 

siendo el estado de oxidación de su átomo de azufre en el grupo metiltiol y la longitud 

del puente alquílico entre los grupos isotiocianato y sulfóxido, las características 

químicas de mayor responsabilidad en su actividad (Ahn et al., 2010; Vasanthi et al., 

2009). 

 

Figura 4. Hidrólisis de glucosinolatos y estructuras de la glucorafanina y el SFN 
(Vasanthi et al., 2009). 
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La tabla 1 resume sólo una pequeña muestra de los efectos, actividades y mecanismos 

que se han informado para el SFN. La mayoría de los reportes se han involucrado con 

la inducción de enzimas de fase II mediante el sistema de control transcripcional Nrf2, 

pero también resulta particularmente interesante el hecho de que muchos de los 

mecanismos citoprotectores relacionados al SFN involucran la preservación de la 

función mitocondrial (Gaona-Gaona et al., 2011; Guerrero-Beltrán et al., 2010; Juge et 

al., 2007; Piao et al., 2010; Priya et al., 2011; Sun et al., 2011). Más interesante aún, el 

hecho de que esta preservación de la función mitocondrial, en algunos casos, se ha 

visto relacionada con una inhibición en la apertura de poros TPM (Greco et al., 2011; 

Greco y Fiskum, 2010; Guerrero-Beltrán et al., 2010). 

 

1.4. FISIOLOGÍA RENAL E INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA) 

Un punto de vista popular considera que el riñón es un órgano principalmente 

responsable de la remoción de residuos metabólicos del cuerpo. Aunque ciertamente 

esta es una de las mayores funciones de los riñones, hay otras funciones que podría 

decirse son igualmente importantes, entre éstas: la regulación del balance de agua y 

electrolitos, la excreción de sustancias bioactivas (hormonas y muchas sustancias 

extrañas, específicamente fármacos) que afectan la función corporal, la regulación de la 

presión arterial sanguínea, la regulación de la producción de eritrocitos, la regulación de 

la producción de vitamina D y la gluconeogénesis (Eaton y Pooler, 2009). El riñón es 

muy importante en la toxicología debido a que es la principal ruta de eliminación de 

metabolitos tóxicos hidrofílicos (junto con la vejiga), y a que uno de los mayores efectos 

adversos de las sustancias tóxicas es el daño sobre este, manifestado en una mala 

función renal (Manahan, 2003). Para poder evaluar los efectos de un tóxico sobre la 

función renal y sus estrategias de protección, es recomendable conocer sus principales 

aspectos morfofisiológicos. 
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Tabla 1. Algunas actividades y/o efectos informados para el SFN. 

Actividad / efecto / modelo Mecanismo Referencia 

Modulación de citocromos P450 en 

hígado de rata 

Inhibición de CYP2B y CYP3A2; 

sobrerregulación de CYP1A2 

Yoxall et al., 

2005 

Antimetastático en pulmones de ratones 

en metástasis inducida 

Inhibición de la activación de 

metaloproteinasas de matriz 

Thejass y 

Kuttan, 2006 

Inmunomodulador en ratones 

Aumento en el título de anticuerpos 

circulantes, células formadoras de plaquetas 

en bazo y actividad fagocítica de macrófagos 

peritoneales 

Thejass y 

Kuttan, 2007 

Protector en daño renal inducido por 

isquemia-reperfusión en ratas 

Inducción de enzimas de fase 2 dependiente 

de Nrf2 

Yoon et al., 

2008 

Protector de células endoteliales 

microvasculares humanas ante 

hiperglicemia 

Activación de Nrf2 y expresión aumentada de 

transcetolasa 
Xue et al., 2008 

Inhibidor del crecimiento de células 

cancerosas de colon y próstata en 

humanos 

Inhibidor de la actividad de histonas 

desacetilasas 

Dashwood y Ho, 

2008; Gibbs et 

al., 2009 

Protector de células β de daño inducido 

por citocina y estreptozotocina 
Activación de Nrf2 e inhibición de NF-κB 

Song et al., 

2009 

Protector en nefrotoxicidad inducida por 

cisplatino en células LLC-PK1 

Protección mitocondrial, preservación 

actividad de NQO-1 y γGCL 

Guerrero-Beltrán 

et al., 2010 

Protector en nefrotoxicidad inducida por 

cisplatino en ratas 

Atenuación de estrés oxidante/nitrante y 

preservación de enzimas antioxidantes 

Guerrero-Beltrán 

et al., 2010 

Protector en corazones aislados de ratas 

dañados por isquemia 

Activación de canales mitocondriales KATP y 

ruta antioxidante 
Piao et al., 2010 

Protector en daño hepático inducido por 

isquemia-reperfusión intestinal en ratas 

Inducción de enzimas antioxidantes a través 

de Nrf2-ARE 
Zhao et al., 2010 

Estimulación de la fagocitosis en células 

RAW 264.7 

Inactivación del factor inhibidor de la migración 

de macrófagos 

Suganuma et 

al., 2011 

Protector en daño hepático inducido por 

cisplatino en ratas 

Preservación de la función mitocondrial y 

enzimas antioxidantes 

Gaona -Gaona 

et al., 2011 

Protector en carcinogénesis de 

pulmones inducida por benzo(a)pireno 

en ratones 

Protección contra el estrés oxidante mediado 

por disfunción mitocondrial 
Priya et al., 2011 

Ratas Fischer 344 inyectadas i.p. con 

SFN 
Inhibición del poro TPM 

Greco et al., 

2011 

CYP: citocromo P450, Nrf2: factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide-2, NF-κB: factor nuclear 
kappa-B, NQO-1: NAD(P)H:quinona oxidorreductasa-1, γGCL: gamma glutamil cisteína ligasa, ARE: 
elemento de respuesta antioxidante, SFN: sulforafano, TPM: transición de permeabilidad mitocondrial. 

 

1.4.1. Organización estructural del riñón y la nefrona 

La corteza, la médula y las papilas son las mayores áreas que aparecen visibles en el 

riñón (Figura 5). La corteza es la porción más externa y contiene los túbulos proximales 

y distales, el glomérulo y los capilares peritubulares. El flujo sanguíneo cortical es 

relativamente alto, siendo aproximadamente el 90% del flujo sanguíneo renal total. Una 

sustancia tóxica circulante en la sangre se acumulará preferencialmente en la corteza 
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renal, resultando en un mayor potencial para afectar la función cortical, más que la 

función medular y papilar (Smart y Hogdson, 2008).  

La porción media del riñón, la médula renal, consiste del asa de Henle, los vasos rectos 

y los ductos colectores. Las papilas renales son la porción anatómica más pequeña; el 

tejido papilar comprende principalmente las porciones terminales del sistema de ductos 

colectores y los vasos rectos (Smart y Hogdson, 2008). 

La nefrona (Figura 6) es la unidad funcional del riñón y en cada riñón se pueden 

encontrar aproximadamente un millón de ellas. Cada nefrona consiste de un 

componente de filtración esférico llamado el corpúsculo renal y un túbulo que se 

extiende a partir de este (Manahan, 2003; Smart y Hogdson, 2008). 

 

Figura 5. Sección sagital de un riñón humano (Smart y Hogdson, 2008). 
 

El corpúsculo renal consiste de un penacho de asas capilares interconectadas, el 

glomérulo (o capilares glomerulares), rodeados por un cápsula hueca en forma de 

globo, la cápsula de Bowman. Los glomérulos son el sitio de filtración: alrededor de 180 

L/día de volumen y cantidades proporcionales de soluto que son filtrados libremente, 

con excepción de las grandes proteínas plasmáticas. El glomérulo es donde la mayor 

cantidad de sustancias que van a ser excretadas entran a la nefrona (Eaton y Pooler, 

2009). 
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Figura 6. Componentes de una nefrona (Eaton y Pooler, 2009). 
 

El túbulo comienza y conduce hacia afuera de la capsula de Bowman. Se compone de 

una capa simple de células epiteliales que descansan sobre una membrana basal. 

Estas células epiteliales varían en sus características estructurales e 

inmunocitoquímicas en cada uno de los segmentos que compone el túbulo. El túbulo 

proximal (contorneado y recto) reabsorbe cerca de las dos terceras partes del agua, el 

sodio y el cloruro filtrados. El túbulo proximal contorneado reabsorbe todas las 

moléculas orgánicas útiles que el cuerpo desea conservar (por ejemplo, glucosa y 

aminoácidos). También reabsorbe fracciones significativas de iones importantes como 

K+, PO4
3-, Ca2+ y HCO3

-. Es el sitio de secreción de un gran número de sustancias 

orgánicas como residuos del metabolismo o fármacos. 
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El asa de Henle reabsorbe cerca del 20% del sodio y el cloruro filtrado, y un 10% del 

agua filtrada. El túbulo distal y el túbulo conector juntos, reabsorben quizás un 5% más 

de agua y sales. Las células del ducto colector cortical responden y son fuertemente 

reguladas por las hormonas aldosterona y antidiurética (ADH), aumentando la 

reabsorción de sodio y excreción de potasio con la primera, y aumentando la 

reabsorción de agua con la segunda. El ducto colector medular cumple un papel 

mayoritario en la reabsorción de urea y en el balance ácido-base (Eaton y Pooler, 

2009). 

1.4.2. Nefrotoxicidad e IRA 

El riñón es un órgano blanco para toxicidad por su flujo sanguíneo relativamente alto, 

por su capacidad concentradora, por el transporte activo de compuestos a través de sus 

células tubulares y por su activación metabólica (conversión metabólica de fármacos a 

especies químicamente reactivas). Queda claro que el tejido renal está expuesto más a 

menudo a mayores concentraciones de compuestos potencialmente tóxicos que otros 

tejidos (Timbrell, 2009). Los efectos de una sustancia tóxica sobre la función renal se 

pueden establecer a través de estudios in vivo, in vitro y de histopatología, dependiendo 

de la cuestión que quiera ser resuelta (Smart y Hogdson, 2008).  

La IRA se caracteriza por una caída súbita de la filtración glomerular, la perturbación en 

el volumen de fluido extracelular, la pérdida de la homeostasis ácido-base y de 

electrolitos y la retención de residuos nitrogenados del catabolismo proteico (Brady y 

Singer, 1995). Clínicamente, puede clasificarse de acuerdo a la fuente probable del 

daño renal en: (i) IRA pre-renal, (ii) IRA parenquimal e (iii) IRA post-renal. En la IRA pre-

renal, la mala función renal se debe predominantemente a factores sistémicos como el 

gasto cardiaco, la hipotensión o la presión intra-abdominal aumentada. La IRA post-

renal es de tipo obstructivo y entre otras causas se puede dar por hipertrofia de la 

próstata, obstrucción ureteral por tumores pélvicos o fibrosis retroperitoneal, necrosis 

papilar o cálculos grandes (Bagshaw y Bellomo, 2007). La IRA parenquimal o 

intrínseca, involucra daño estructural en el parénquima renal, principalmente en los 

glomérulos y túbulos. La IRA intrínseca ha surgido como el subtipo más común y serio 

en pacientes hospitalizados y, como se puede ver en la Tabla 2, las nefrotoxinas 
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aparecen como su causa más importante (Bagshaw y Bellomo, 2007; Devarajan 2006; 

Evenepoel, 2004; Schrier, 1999). 

Tabla 2. Fármacos y sustancias químicas asociadas con la IRA (Schrier, 1999). 

Mecanismo 
Fármaco o sustancia química 

M1 M2 M3 M4 M5 M5 

† †    † Ciclosporina, tacrolimus 

† †     Amfotericina, agentes contrastantes 

†    †  Antiinflamatorios no esteroideos 

†      Captopril, interleucina 2 

† †  †   Metotrexato 

 †     Aminoglicósidos, cisplatino, metales pesados 

  †   † Cocaína  

  †    Etanol, lovastatina 

   † †  Sulfonamidas 

   †   Aciclovir, agentes quimioterapéuticos 

    †  Alopurinol, cefalosporinas, ciprofloxacina 

     † Estrógenos conjugados, mitomicina 

M1: Reducción en la perfusión renal a través de la hemodinámica intrarenal; M2: Toxicidad tubular 
directa; M3: Toxicidad inducida por heme; M4: Obstrucción intratubular por precipitación de agentes o sus 
metabolitos o subproductos; M5: Nefritis intersticial alérgica; M6: síndrome hemolítico-urémico. 
 

Muchos de los compuestos que han sido identificados como nefrotóxicos ejercen 

efectos múltiples sobre los sistemas intracelulares. Sin embargo, esto no quiere decir 

que ciertos nefrotóxicos no tengan blancos específicos en el riñón (Smart y Hogdson, 

2008). Por ejemplo, varias sustancias xenobióticas dañan el túbulo proximal renal, la 

porción de la nefrona con mayor sensibilidad a los efectos nefrotóxicos (Figura 7). El 

túbulo proximal contorneado (segmentos S1 y S2) contiene un aparato de endocitosis y 

lisosomal muy activo, convirtiéndose en un sitio de daño relacionado con la sobrecarga 

lisosomal, así como con restos de proteínas enlazadas a tóxicos. El túbulo proximal 

recto (segmento S3) representa el sitio más susceptible a daño por activación 

metabólica, acumulación asociada a transportadores e hipoxia/reperfusión. Entre las 

sustancias químicas que dañan el túbulo proximal encontramos fármacos 

antibacteriales como la cefaloridina y los aminoglicósidos, que dañan los segmentos S1 

y S2; fármacos anticancerígenos como el cisplatino, que dañan el segmento S3; 

sustancias químicas de uso industrial como el cadmio y el cromo hexavalente, que 
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afectan los segmentos S1-S2; o el mercurio y el paladio que afectan el segmento S3 

(Cristofori et al., 2007). 

 

Figura 7. Daño tubular segmento-específico. ECA: enzima convertidora de la 
agiotensina; AINE: antiinflamatorios no esteroideos; HgCl2: cloruro mercúrico (Schrier, 
1999). 
 

Se cuenta con evidencia concluyente de que las células tubulares mueren ya sea por 

apoptosis o por necrosis, en modelos experimentales de daño renal tanto isquémico 

como tóxico (Bonegio y Lieberthal., 2002). Además, en un buen número de estudios 

recientes se han demostrado los papeles patofisiológicos de las ERO en varias 

enfermedades renales y sobre todo el papel significativo del estrés oxidante como 
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mecanismo de la IRA (Pedraza-Chaverrí et al., 2005; Razzaque y Taguchi, 2005; 

Timbrell, 2009). 

 

1.5. AMINOGLICÓSIDOS Y NEFROTOXICIDAD: GENTAMICINA (GM) 

La naturaleza compleja de enfermedades críticas a menudo requiere el uso de múltiples 

agentes terapéuticos, que pueden tener el potencial -individualmente o combinados- 

para causar daño renal agudo. Hasta 2008, en varios estudios epidemiológicos 

extensos se había demostrado que los fármacos nefrotóxicos fueron factores 

determinantes de IRA en el 19% a 25% de los casos de pacientes en estado crítico 

(Pannu y Nadim, 2008).  

Los antibióticos aminoglicósidos son ampliamente usados a nivel mundial en el 

tratamiento de infecciones por bacterias Gram-negativas (Nagai y Takano, 2004). 

Constituyen la única alternativa efectiva contra gérmenes insensibles a otros 

antibióticos, principalmente debido a su estabilidad química, rápido efecto bactericida, 

sinergia con los antibióticos betalactámicos, baja resistencia y bajo costo (Lopez-Novoa 

et al., 2011). Sin embargo, los aminoglicósidos tienen una actividad bactericida 

dependiente de la concentración, no del tiempo de exposición a las bacterias (Lacy et 

al., 1998), e inducen resistencia adaptativa en bacterias expuestas a concentraciones 

sub-inhibitorias e inhibitorias (Daikos et al., 1990; Daikos et al., 1991). Por esto, se ha 

propuesto que el objetivo de la terapia con aminoglicósidos debe ser el de optimizar las 

concentraciones pico, empleando la dosis más alta posible consistente con las 

consideraciones toxicológicas inherentes a su uso (Lacy et al., 1998).  

La nefrotoxicidad es la principal limitación de la eficacia terapéutica de los 

aminoglicósidos, especialmente de la GM, registrándose en un 10%-25% de los 

tratamientos incluso bajo un riguroso control y seguimiento de los pacientes (Lopez-

Novoa et al., 2011). La caracterización precisa de los mecanismos patofisiológicos y 

moleculares subyacentes a la nefrotoxicidad de la GM en los niveles orgánico, tisular, 

celular y molecular se han obtenido en gran parte a través de estudios en modelos 

animales y celulares. Está caracterizada típicamente por daños tubulares derivados de 
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la citotoxicidad de las células epiteliales tubulares, que por estudios en animales y en 

cultivos celulares, se sabe que pueden ser mediados por apoptosis o necrosis (Quiros 

et al., 2011).  

En la Figura 8 se resumen gráficamente los mecanismos y las rutas de señalización 

que se han relacionado con el efecto citotóxico de GM. La nefrotoxicidad inducida por 

GM ocurre por la acumulación selectiva del fármaco en los segmentos S1 y S2 de los 

túbulos proximales renales, lo que conduce a una pérdida de la integridad de sus 

estructuras en borde de cepillo (Balakunar et al., 2010). La alta concentración que 

alcanza la GM en estas células es consistente con la expresión del complejo endocítico 

gigante conformado por las proteínas megalina y cubulina, un transportador de 

proteínas y cationes cuya expresión se restringe a las células del túbulo proximal. Este 

complejo internaliza a la GM y a los aminoglicósidos en general, por endocitosis, y 

desde el compartimento endosomal puede acumularse principalmente en lisosomas,  

aparato del Golgi y retículo endoplásmico (Lopez-Novoa et al., 2011). La GM inhibe la 

actividad de fosfolipasas y esfingomielinasas lisosomales, inhibiendo de paso la 

degradación de membranas celulares ricas en fosfolípidos y conduciendo a una 

sobrecarga de fosfolípidos que comprometen la integridad de la membrana lisosomal. 

Esta fosfolipidosis lisosomal puede provocar la liberación del contenido enzimático 

lisosomal activo, en especial de las proteasas catepsinas, capaces de producir muerte 

celular activando rutas apoptóticas, o conducir rápidamente  a un modo necrótico de 

muerte por medio de una proteólisis masiva en condiciones de bajo nivel celular de ATP 

(Lopez-Novoa et al., 2011; Ozaki et al., 2010). 

La acumulación de GM en el retículo endosplásmico puede generar estrés reticular que 

a su vez puede activar la respuesta a proteínas no plegadas (UPR) y el arresto del ciclo 

celular. Con una UPR aumentada, la célula también puede ser llevada a apoptosis 

mediante la ruta clásica de calpaínas y caspasa 12, activada por la liberación de Ca2+ 

del retículo endoplásmico (Quiros et al., 2011). 

Adicionalmente, la permeabilización de los lisosomas puede causar la liberación de GM 

al citosol. La GM puede actuar directamente sobre la mitocondria causando la liberación 

de proteínas intermembranales, o indirectamente a través de la inhibición de la 
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degradación proteosomal de la proteína pro-apoptótica Bax, introduciendo a la célula en 

cualquier caso en la ruta intrínseca de apoptosis, además interrumpiendo la cadena 

respiratoria, interfiriendo con la producción de ATP y produciendo estrés oxidante por 

incremento en los radicales O2
•− e HO• (Denamur et al., 2011; Lopez-Novoa et al., 

2011). En efecto, recientemente se ha encontrado una relación más estrecha entre la 

nefrotoxicidad de GM y la función mitocondrial. Morales et al. (2010) hallaron que el 

tratamiento de mitocondrias aisladas con GM disminuye los componentes de la cadena 

mitocondrial probablemente debido a la apertura de poros TPM (Morales et al., 2010). 

Todo esto ha llevado a la proposición de que todas las estrategias tendientes a 

preservar el funcionamiento normal de los riñones en pacientes bajo un esquema de 

tratamiento con aminoglicósidos requieren la protección de la mitocondria renal (Zorov, 

2010). 

 

Figura 8. Mecanismos y rutas de señalización en la citotoxicidad de la GM (Lopez-
Novoa et al., 2011). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

La GM es ampliamente utilizada en la clínica a nivel mundial para el tratamiento de 

infecciones por bacterias Gram-negativas, pero su eficacia -que depende básicamente 

de su concentración/dosis- está limitada por su nefrotoxicidad colateral. La incidencia 

de IRA inducida por este aminoglicósido ha alcanzado un 25% de los casos clínicos 

reportados en los que se usa. Se conocen relativamente bien los mecanismos de su 

toxicidad a partir de modelos experimentales y se ha comprobado que el estrés 

oxidante, la disfunción mitocondrial y los modos necrótico y apoptótico de muerte son 

ejes centrales. Por otra parte, se ha descrito en numerosas investigaciones que el SFN 

es un potente inductor de las enzimas de la respuesta celular antioxidante y, además, 

se ha relacionado con mecanismos que implican la preservación de la buena función 

mitocondrial en la prevención del daño renal inducido por nefrotóxicos. 

Dada toda esta información, un modelo experimental de interacción del SFN y la GM 

resulta interesante. Se ha encontrado que el SFN es capaz de proteger ante la acción 

de otros nefrotóxicos túbulo-específicos, pero no se conoce el efecto que podría tener el 

SFN en un modelo de muerte celular tubular renal inducida por GM. En el presente 

estudio se busca establecer este efecto.  

 

3. HIPÓTESIS 

Dadas las cualidades descritas para el SFN, se anticipa que este compuesto disminuirá 

la muerte celular tubular, el daño renal y la IRA, inducidos por GM. 

 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo general 

Evaluar el efecto del antioxidante indirecto SFN en la muerte celular tubular, el estrés 

oxidante, el daño y la disfunción renal, inducidos por GM. 
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4.2. Objetivos específicos 

Determinar la viabilidad de células epiteliales de túbulo proximal renal LLC-PK1 tratadas 

con GM como inductor de muerte celular y SFN como agente citoprotector. 

Determinar marcadores de daño, estrés oxidante y proliferación celular renal en grupos 

de ratas Wistar bajo un modelo de tratamiento con SFN y daño renal agudo inducido 

por GM. 

Evaluar los cambios estructurales en el tejido renal de rata inducidos por GM, así como 

el efecto del co-tratamiento con SFN. 

Evaluar el efecto del SFN sobre el modo apoptótico de muerte inducido por GM en 

células tubulares de riñón de rata. 

Evaluar el efecto del tratamiento con SFN y GM en ratas sobre la actividad de algunas 

enzimas citoprotectoras. 

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Materiales 

Las células epiteliales renales de cerdo Lily Laboratory Culture Porcine Kidney (LLC-

PK1, cat. CL-101) se adquirieron de American Type Culture Collection (Rockville, MD, 

EUA). El SFN (cat. S8044, lot. 26817812) se obtuvo de LKT Laboratories (St. Paul, MN, 

EUA). La GM (Garamicina G.U. 160 mg/2 mL, lotes 0DPDA006 y 1DPDA002) se 

adquirió de Schering-Plough (México, DF). El medio de cultivo Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM), el suero fetal bovino (SFB), la tripsina, el antibiótico (10,000 

U/mL de penicilina y 10,000 µg/mL de estreptomicina), así como otros reactivos para 

cultivo de tejidos se obtuvieron de Gibco (México, DF). Los platos para cultivo celular 

los suministró Nunc (Roskilde, Dinamarca). El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT), el dimetilsulfóxido (DMSO), el paraformaldehído, el tritón X-100, 

la albúmina sérica bovina (ASB), el p-nitrofenil-N-acetil-β,D-glucosaminido, el NADPH, 

la enzima glutatión reductasa (GR), el glutatión reducido (GSH), el nitroazul de 
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tetrazolio (NBT), la xantina oxidasa y el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) se 

adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA). El ácido tricloroacético (TCA) y el 

peróxido de hidrógeno (H2O2) se adquirieron de J.T. Baker (Xalostoc, Edo. de México, 

México). El anticuerpo monoclonal de ratón anti-nitrotirosina (cat. 189542) se obtuvo de 

Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, EUA). El anticuerpo policlonal de conejo anti-PCNA 

– marcador de proliferación (cat. ab2426) se obtuvo de Abcam (Cambridge, MA, EUA). 

Los anticuerpos secundarios biotinilados anti-IgG-B de ratón (cat. sc-2098) y anti-IgB de 

conejo (cat. sc-2040) se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, 

EUA). El estuche para la detección de muerte celular in situ, POD (cat. 11 684 817 

910), se adquirió de Roche Applied Science (Mannheim, Alemania). La estreptavidina-

HRP (cat. K0690) y la 3,3’-diaminobencidina (DAB, cat. K3468) se adquirieron de Dako 

(Carpintería, CA, EUA). Todos las demás sustancias usadas fueron grado reactivo y se 

obtuvieron comercialmente.  

5.2. Estudio in vitro 

5.2.1. Cultivos celulares 

El cultivo de la línea celular epitelial de túbulos renales derivados de cerdos Hampshire 

LLC-PK1 es un modelo aceptado para el estudio de la toxicidad de aminoglicósidos (de 

Arriba et al., 2009., Pessoa et al., 2009; Servais et al., 2006; Tagliati et al., 2012). Esta 

línea celular se cultivó en medio DMEM suplementado con SFB al 10% y 

penicilina/estreptomicina al 1%, y condiciones permisivas para el crecimiento, que 

consisten de una atmósfera de 95% aire – 5% CO2 a 37°C. Las células se sub-

cultivaron dos o tres veces por semana cuando alcanzaban aproximadamente el 80% 

de confluencia. Para esto, las células se despegaban de las cajas Petri incubándolas 

con tripsina por 5 minutos, se centrifugaban a 1,000 x g por 3 minutos y se re-

suspendían en DMEM suplementado con SFB al 10% y antibiótico (AB) al 1%. Una 

fracción de células se sub-cultivó en cajas Petri para mantenerlas en crecimiento y la 

fracción restante se sembró en placas de 48 pozos a una densidad de 4x104 

células/cm2; luego las células se incubaron 24 horas para permitir su adherencia y 

crecimiento, antes de iniciar los experimentos (Guerrero-Beltrán et al., 2010). 
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5.2.2. Diseño experimental 

Para los estudios de viabilidad celular, la placa de 48 pozos se dividió en 12 grupos de 

4 pozos cada uno. Los ensayos tuvieron una duración total de 96 horas. Cada 24 horas 

el medio de cultivo se reemplazaba por medio fresco con características determinadas 

(Velasco-Velázquez et al., 2006). La identificación de los grupos y los tratamientos se 

presentan en la Tabla 3. La evaluación de la viabilidad comprendió 3 experimentos 

independientes con el arreglo presentado en la Tabla 3. 

Tabla 3. Diseño experimental y denominación de grupos para la determinación de 
viabilidad en células LLC-PK1 tratadas con SFN y GM. 

Grupo 0-24 h 24-48 h 48-72 h 72-96 h 

CT DMEM DMEM DMEM DMEM 

SFN1 SFN 1.0 µM en DMEM SFN 1.0 µM en DMEM SFN 1.0 µM en DMEM SFN 1.0 µM en DMEM 

SFN3 SFN 3.0 µM en DMEM SFN 3.0 µM en DMEM SFN 3.0 µM en DMEM SFN 3.0 µM en DMEM 

SFN5 SFN 5.0 µM en DMEM SFN 5.0 µM en DMEM SFN 5.0 µM en DMEM SFN 5.0 µM en DMEM 

SFN7.5 SFN 7.5 µM en DMEM SFN 7.5 µM en DMEM SFN 7.5 µM en DMEM SFN 7.5 µM en DMEM 

SFN10 
SFN 10.0 µM en 

DMEM 
SFN 10.0 µM en 

DMEM 
SFN 10.0 µM en 

DMEM 
SFN 10.0 µM en 

DMEM 

GM DMEM GM 8 mM en DMEM GM 8 mM en DMEM GM 8 mM en DMEM 

SFN1+GM SFN 1.0 µM en DMEM 
SFN 1.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 
SFN 1.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 
SFN 1.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 

SFN3+GM SFN 3.0 µM en DMEM 
SFN 3.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 
SFN 3.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 
SFN 3.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 

SFN5+GM SFN 5.0 µM en DMEM 
SFN 5.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 
SFN 5.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 
SFN 5.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 

SFN7.5+GM SFN 7.5 µM en DMEM 
SFN 7.5 µM y GM 8 

mM en DMEM 
SFN 7.5 µM y GM 8 

mM en DMEM 
SFN 7.5 µM y GM 8 

mM en DMEM 

SFN10+GM 
SFN 10.0 µM en 

DMEM 
SFN 10.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 
SFN 10.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 
SFN 10.0 µM y GM 8 

mM en DMEM 

CT: control (células sin tratamiento), DMEM: medio de cultivo Dulbecco´s Modified Eagle Medium, SFN: 
sulforafano, GM: gentamicina. DMEM se uso suplementado con SFB al 1% y AB al 1% en todos los 
tratamientos. El volumen fue de 200 µL/pozo. 
 

5.2.3. Viabilidad celular 

El ensayo con MTT -un ensayo de actividad metabólica- mide la función mitocondrial y 

es usado frecuentemente para detectar pérdidas en la supervivencia/viabilidad celular 

debido a un fármaco o una toxina (Sumantran, 2011). La sal de tetrazolio soluble MTT 

se convierte a cristales insolubles de formazán por reducción (Stoddart, 2011). 
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Transcurridas las 96 horas del experimento el medio de cultivo se retiró y las células 

entonces se incubaron a 37°C en medio DMEM con MTT en una concentración de 

0.125 mg/mL. Luego de una hora el medio con MTT se retiró y los cristales de formazán 

depositados en la placa se disolvieron en 200 µL de solución HCl 0.1 N en isopropanol 

y se determinó la absorbancia a 570 nm de cada pozo en la placa. Los resultados se 

expresaron como porcentaje de viabilidad con respecto a las células del grupo CT. 

 

Figura 9. Reacción del MTT en la mitocondria celular. 

 

5.3. Estudio in vivo 

5.3.1. Animales y tratamiento 

Para este estudio se usaron ratas macho Wistar con un peso corporal inicial de 230 g  

30 g, mantenidas en instalaciones, ambientes y condiciones, de acuerdo a las 

disposiciones contenidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, que 

establece las especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de animales 

de laboratorio. El protocolo de investigación utilizado fue revisado y aprobado por el 

Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de 

Química de la UNAM (OFICIO/FQ/CICUAL/038/12).  

5.3.2. Diseño experimental 

En la Figura 10 se esquematiza el protocolo in vivo desarrollado. Se corrió una serie 

experimental de 4 grupos de ratas, identificados así: grupo CT: control (n=8); grupo 

SFN: sulforafano (n=8); grupo GM: gentamicina (n=12); grupo SFN+GM: sulforafano + 

gentamicina (n=10). La inducción de daño renal se obtuvo mediante la administración 

subcutánea (SC) de 70 mg/Kg/12 h de GM por cuatro días (8 inyecciones) a las ratas 
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de los grupos GM y SFN+GM. A las ratas del grupo CT se les administró solución salina 

isotónica (SSI) en vez de GM (Maldonado et al., 2003; Pedraza-Chaverri et al., 2003). A 

partir de una solución stock 100 mM de SFN en DMSO se prepara una solución 2 mM 

de SFN en SSI. Usando esta solución de trabajo, a las ratas de los grupo SFN y 

SFN+GM se les administró una dosis de 1,000 µg/Kg/día vía intraperitoneal (IP) durante 

los cuatro días del ensayo. A las ratas de los grupos CT y GM, se les administró del 

mismo modo el vehículo SSI. Todos los animales se colocaron en jaulas metabólicas el 

cuarto día del estudio para recolectar la orina de 24 horas. Cumplido este periodo las 

ratas se eutanizaron anestesiándose con una inyección IP de pentobarbital sódico (60 

mg/Kg) y desangrándolas vía aorta. La sangre se recolectó en jeringas con heparina 

como anticoagulante, se obtuvo el plasma por centrifugación a 4,100 x g, por 10 

minutos y se almacenó a -20°C hasta la determinación de los marcadores de daño 

renal. 

 

Figura 10. Esquema de tratamiento GM-SFN para ratas Wistar. 

 

Día 1 

•Hora 0: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) 

•Hora 6: CT, GM (SSI, IP); SFN, SFN+GM (SFN 1 mg/Kg, IP) 

•Hora 12: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, S (SSI, SC) 

Día 2 

•Hora 24: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) 

•Hora 30: CT, GM (SSI, IP); SFN, SFN+GM (SFN 1 mg/Kg, IP) 

•Hora 36: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) 

Día 3 

•Hora 48: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) 

•Hora 54: CT, GM (SSI, IP); SFN, SFN+GM (SFN 1 mg/Kg, IP) 

•Hora 60: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) 

Día 4 

•Hora 72: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) - Inicia recolección de orina 

•Hora 78: CT, GM (SSI, IP); SFN, SFN+GM (SFN 1 mg/Kg, IP) 

•Hora 84: GM, SFN+GM (GM 70 mg/Kg, SC); CT, SFN (SSI, SC) 

Día 5 
• Hora 96: Termina recolección de orina - Sacrificio 
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Después de retirar toda la sangre, rápidamente el riñón derecho se removió, se pesó, y 

se rebanó en pequeños cortes que se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento en 

análisis bioquímicos. El riñón restante se perfundió con amortiguador salino de fosfatos 

(PBS) pH 7.4 y solución de formaldehído al 4% en PBS pH 7.4, se removió y se 

preservó en solución de formaldehido para estudios histopatológicos, de 

inmunohistoquímica (IHQ), y de marcaje enzimático y detección inmunohistoquímica 

(TUNEL). 

5.3.3. Muestras 

Orina: Para cada rata se registró el volumen urinario total para el período determinado. 

Posteriormente, se determinó la excreción de creatinina, N-acetil-β,D-glucosaminidasa 

(NAG) y proteínas totales.  

Plasma: Se determinaron los niveles de creatinina y nitrógeno ureico (BUN), y la 

actividad enzimática de GPx. 

Cortes de tejido renal: De los cortes se separó la corteza renal. Una fracción pesada 

de este tejido se homogenizó en amortiguador de fosfatos (50 mM) pH 7.4 con EDTA 1 

mM y Tritón X-100 al 0.1% enfriado en hielo, de modo que el homogenado resultó en 

una proporción peso:volumen 1:10. Este homogenado se centrifugó a 20,937 x g, por 1 

hora, a 4°C y el sobrenadante se usó para la determinación de la actividad de las 

enzimas CAT, GPx, SOD total (citosólica y mitocondrial), Mn-SOD, GST y GR. 

Riñón en formaldehido al 4%: Con el objeto de deshidratar el tejido, los riñones fijados 

se pasaron por un tren de solventes que inició con etanol acuoso en concentraciones 

crecientes, etanol absoluto, etanol-xilol y finalmente xilol. Luego se permitió la 

infiltración del tejido con parafina a una temperatura de 60°C por 2-3 horas, y cada riñón 

se puso en un molde y se incluyó en parafina. Cuando la parafina se enfrió, los bloques 

resultantes se desmontaron de sus moldes y se hicieron cortes de 3 μm con un 

micrótomo de rotación. Se realizaron cortes para estudios histopatológicos de tinción 

con hematoxilina y eosina (H&E), ensayo TUNEL y estudios de IHQ para determinar la 
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abundancia de 3-nitrotirosina (3-NT) y del antígeno nuclear de proliferación celular 

(PCNA). 

5.3.4. Evaluación de la función renal. 

Creatinina en plasma y orina. Se realizó mediante equipo automatizado basado en la 

reacción de formación del complejo colorido picrato-creatinina (reacción de Jaffé, Figura 

11) el cual absorbe a 492 nm (Chinn et al., 1978). 

 

Figura 11. Reacción de Jaffé para la determinación de creatinina. 

 

Depuración de creatinina. A partir de las determinaciones de creatinina en plasma y 

orina, se calculó la depuración de creatinina mediante la Ecuación 13: 

                     
                                

               
 

Ecuación 13  

 

Donde, Dcreatinina es la depuración de creatinina, Crorina es la concentración de creatinina 

hallada en la orina, Crplasma es la concentración plasmática de creatinina y Qorina es el 

gasto urinario (expresado en mL/min) en las 24 horas de recolección (Schwartz y Furth, 

2007). 

BUN. Se determinó mediante ensayo colorimétrico en equipo automatizado, que utiliza 

como principio el método propuesto por Jung et al. (1975). El método se basa en la 
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reacción de formación del complejo colorido ortoftaldehído-urea cuya mayor 

absortividad molar se encuentra a 510 nm (figura 12). 

 

Figura 12. Formación del complejo ortoftaldehido-urea para la determinación de BUN. 

 

Proteínas totales en orina (proteinuria). Las proteínas totales en la muestra se 

precipitaron con TCA al 12.5% y luego se determinaron por turbidimetría a 420 nm. Se 

cuantificó en una curva patrón de ASB entre 0.04 mg/dL y 0.8 mg/dL. 

Excreción de NAG. La determinación de la NAG excretada se realizó midiendo el p-

nitrofenol formado a partir de p-nitrofenil-N-acetil-β,D-glucosaminido, el cual es sustrato 

de la NAG. La forma aniónica del p-nitrofenol en medio alcalino puede leerse por 

colorimetría a 405 nm (Jung et al., 1991) (Figura 13).  

 

Figura 13. Formación de p-nitrofenol catalizada por la NAG. 

 
Actividad de GPx en plasma. Se determinó por el método descrito por Lawrence y 

Burk (1976), el cual se basa en la medición de la disminución del NADPH a 340 nm, 

secundario a la reacción de reducción del GSSG por la GR. Este último se produce en 

presencia de H2O2 por la acción de la GPx (Figura 14). 
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Figura 14. Oxidación del GSH catalizada por la GPx y reducción del GSSG catalizada 
por la GR. 
 

5.3.5. Histopatología renal 

Se usaron cortes de 3 µm que se tiñeron con H&E, donde la hematoxilina tiñe los 

núcleos en morado y la eosina tiñe de rosa el citoplasma y las membranas de las 

células tubulares. De este modo, las secciones dañadas son apreciables. Para la 

cuantificación del daño, se seleccionaron cinco glomérulos en diferentes regiones de la 

corteza renal de cada riñón, se contaron 10 túbulos proximales alrededor de cada 

glomérulo y, de estos, se contaron los túbulos dañados. Se usó el paquete Leica QWin 

(Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, RU) para analizar las 

imágenes y cuantificar el área dañada para cada túbulo proximal en el campo.  

5.3.6. Detección y cuantificación de apoptosis 

Las células en apoptosis se detectaron en el tejido mediante la técnica de marcaje de 

extremos de “nicks” con dUTP mediado por la desoxinucleotidil transferasa terminal 

(TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling). 

Durante la apoptosis, el rompimiento en el ADN genómico puede dar lugar a fragmentos 

de ADN de cadena doble de bajo peso molecular (mono y oligonucleosomas) y cortes 

en cadenas sencillas (“nicks”) en ADN de alto peso molecular. Estos cortes se pueden 

identificar por marcaje de los extremos 3’-OH libres con nucleótidos modificados en una 

reacción enzimática (Roche, 2010). Los cortes histológicos de 3 µm contenidos en 

laminillas se desparafinaron a 70°C durante 20 minutos y se hidrataron en un tren de 

solventes que incluía xilol, xilol-etanol, etanol absoluto, etanol 90%, etanol 70% y agua, 

en este orden. Luego se hizo recuperación antigénica del tejido con citrato de sodio 
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0.01 M pH 6.0 a 90°C durante 20 minutos, seguido de tres lavados con PBS pH 7.4 y 

dos lavados con una mezcla de H2O2 al 3% en metanol para eliminar la peroxidasa 

endógena. Después de lavarse con agua destilada y con PBS, el tejido se bloqueó con 

suero normal de cerdo (SNC) al 2% en PBS durante 1 hora en cámara húmeda. 

Posteriormente, se llevó a cabo una nueva incubación de 50 minutos a 37°C en 

oscuridad, en mezcla de reacción para TUNEL (Estuche para detección de muerte 

celular In Situ, POD, Roche) que contiene la enzima desoxinucloetidil transferasa 

terminal (TdT) y una mezcla de nucleótidos marcados con fluoresceína. Después de 5 

lavados de 5 minutos cada uno con PBS, los tejidos se incubaron 30 minutos a 37°C en 

el reactivo convertidor-POD que contiene anticuerpo anti-fluoresceina conjugado a 

peroxidasa de rábano (HRP). Después de tres lavados con PBS, la frecuencia de 

eventos de apoptosis se revela con DAB, sustrato de la HRP. Finalmente, se hace 

contratinción con hematoxilina, deshidratación del tejido con el mismo tren de solventes 

que en la hidratación inicial pero en sentido inverso y montaje de las laminillas para su 

análisis. Las imágenes de los tejidos y la cuantificación de las células positivas a 

TUNEL (color café) se obtuvieron por análisis digital usando el sistema de escaneo 

ScanScope® CS y el paquete Spectrum™ (Aperio, Vista, CA, EUA). 

5.3.7. Evaluación inmunohistoquímica del daño por estrés oxidante/nitrante y de 

la proliferación celular (3-NT y PCNA) 

El biomarcador estable de nitración de proteínas e indicador de formación de 

peroxinitrito (ONOO-) 3-NT y el marcador de proliferación celular PCNA se detectaron 

mediante análisis de IHQ (Mihm et al., 1999; Xie et al., 2001). Usando cortes de 3 µm, 

se siguió el mismo protocolo que para TUNEL hasta la etapa del bloqueo con SNC, 

pero en vez de incubar con TdT en mezcla de reacción, los tejidos se incubaron toda la 

noche con anticuerpo primario dirigido contra 3-NT o PCNA, en diluciones 1:250 y 1:500 

en SNC (determinadas previamente en la estandarización del ensayo), 

respectivamente. Se incubaron tejidos adicionales con anticuerpos anti-IgG del mismo 

isotipo de los anticuerpos primarios, como controles negativos. Cumplida esta etapa, los 

cortes se sometieron a cinco lavados de 8 minutos con PBS y luego se incubaron con 

anticuerpos secundarios biotinilados anti-ratón (3-NT) o anti-conejo (PCNA) por 30 
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minutos. Después de tres lavados de 5 minutos con PBS, los tejidos se incubaron por 

30 minutos con estreptavidina conjugada a HRP. Después de tres lavados más con 

PBS, la prevalencia de 3-NT o PCNA se reveló con DAB. Las laminillas se 

contratiñeron, se deshidrataron y se montaron para su análisis. Las imágenes de los 

tejidos se obtuvieron con el sistema de escaneo ScanScope® CS (Aperio, Vista, CA, 

USA). Las regiones inmunopositivas (color café) a 3-NT se cuantificaron mediante el 

paquete Spectrum™ (Aperio, Vista, CA, EUA) y la cuantificación de la proliferación 

celular se realizó por conteo de núcleos positivos a PCNA en 10 túbulos alrededor de 

un glomérulo; se contaron un total de 5 glomérulos por tejido. 

5.3.8. Determinación de la actividad de enzimas antioxidantes 

Actividad de CAT. Se basa en el cambio de la absorbancia, medida a 240 nm, debido 

al decaimiento del H2O2, catalizado por la CAT (Aebi, 1984). Los resultados se 

expresan en k/mg de proteína, donde k es la constante de reacción de primer orden 

determinada para la CAT.  

Actividad de GPx. Se determinó de la misma manera que se hizo para las muestras de 

plasma. La actividad se informa como unidades/mg de proteína, donde una unidad se 

refiere a las μmol de NADPH oxidadas por minuto. 

Actividad de SOD. Se determinó por el método descrito por Oberley y Spitz (1984), 

cuyo principio es la reducción del NBT a formazán, por O2
•−. El O2

•− es producido 

mediante la reacción de la xantina oxidasa (Figura 15). No obstante, el SOD presente 

en la muestra captura el O2
•− inhibiendo la reducción del NBT. Cuantificando por 

colorimetría a 560 nm el formazán generado, se obtuvo la actividad de la enzima en 

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

cantidad de SOD requerida para inhibir en un 50% la reducción de NBT. 

La actividad Mn-SOD se obtuvo adicionando ion cianuro al sobrenadante del 

homogenado del tejido cortical, a una concentración final de 2 mM, con lo que se inhibe 

la Cu, Zn-SOD en más del 90% y la Mn-SOD no se altera. Luego se determina la 

actividad mediante generación de O2
•− y reducción de NBT. 
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Figura 15. Principio químico aplicado en la determinación de la actividad de SOD. 
 

Actividad de GST. Se obtuvo cuantificando colorimétricamente a 340 nm, la formación 

del conjugado entre GSH y CDNB, catalizada por la GST (Figura 16). La actividad 

enzimática de la GST se expresa como μmol de conjugado/min/mg de proteína, bajo las 

condiciones del ensayo (Habig et al., 1974).  

 

Figura 16. Conjugación del GSH con el CNDB catalizada por GST. 
 

Actividad de GR. La actividad de GR se determinó de acuerdo al método descrito por 

Carlberg y Mannervick (1975). GR convierte GSSG en GSH usando NADPH como 

reductor (Figura 17). La disminución de NADPH se midió colorimétricamente a una 
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longitud de onda de 340 nm. La actividad se reportó como μmol de NADPH/min/mg de 

proteína, bajo las condiciones del ensayo. 

 

Figura 17. Reducción de GSSG en la determinación de la actividad de GR. 
 

5.4. Análisis estadístico 

Todos los resultados se expresan como el promedio ± error estándar de la media (EEM) 

de las observaciones. Los valores se analizan mediante análisis de varianza (ANOVA) 

seguido por un test de comparaciones múltiples de Bonferroni, usando el paquete 

GraphPad PRISM versión 5.00. Se consideran diferencias significativas los valores con 

p≤0.05. 

 

6. RESULTADOS 

6.1. Estudio in vitro 

6.1.1. El SFN incrementa la reducción de MTT y protege las células LLC-PK1 de la 

muerte inducida por GM 

Resulta interesante, el incremento que se obtuvo en la reducción de MTT en las células 

incubadas sólo con SFN a las concentraciones de 1-7.5 µM. La reducción de MTT a 5 
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µM fue 42.8% mayor que en las células sin tratamiento (Figura 18A). En este mismo 

rango de concentración se observó un efecto protector del SFN (Figura 18B). El 

tratamiento de 72 horas con GM redujo la viabilidad celular (expresada como porcentaje 

de reducción de MTT) hasta un 60.4%. La protección fue evidente, con viabilidades que 

van desde el 83.9% hasta el 92.8% de reducción de MTT con respecto al control. A la 

concentración de SFN de 5 µM se observó la mejor protección. A la concentración de 

10 µM no se observó aumento en la reducción de MTT (Figura 18A) ni protección frente 

al reto con GM (Figura 18B). 

 

Figura 18. (A) Efecto del SFN sobre la viabilidad de células LLC-PK1. Las células se 
incubaron con SFN (1-10 µM) durante 96 h. (B) El SFN previene la muerte celular 
inducida por GM. Las células se incubaron con SFN (1-10 µM) por 24 h y luego se co-
incubaron con SFN (1-10 µM) y GM (8 mM) durante 72 h. Las células control se 
incubaron sin SFN (A) o sin SFN y GM (B). La viabilidad celular es expresada como 

reducción de MTT. Los datos son promedio  EEM, n = 3. ANOVA de una vía seguida 
de prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni. *P<0.001 vs. CT; #P<0.05 vs. CT; 
εP<0.01 vs. GM; ΔP<0.001 vs. GM. 
 

6.2. Estudio in vivo 

En la Tabla 4 se presentan el efecto del tratamiento SFN/GM sobre el gasto urinario 

(normalizado con respecto al peso de los animales), el peso corporal, el peso del riñón 

derecho y la relación peso renal/peso corporal (PR/PC) de las ratas bajo estudio. No se 

observaron diferencias en los valores de gasto urinario entre los grupos experimentales. 
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Un ANOVA de una vía y test de comparaciones múltiples de Bonferroni ejecutados 

sobre los pesos corporales para el primer día de tratamiento no arrojó diferencias 

significativas a p<0.05. Adicionalmente, se realizó un ANOVA de dos vías y post-test de 

Bonferroni para determinar si los diferentes tratamientos afectaron la tasa de variación 

de peso corporal y no se encontró un efecto significativo. El peso corporal al momento 

del sacrificio tampoco presentó diferencias entre los grupos estudiados (Tabla 4). 

Tabla 4. Gasto urinario, peso corporal, peso del riñón derecho y relación peso 
renal/peso corporal al final del tratamiento en los grupos estudiados. 

 CT SFN GM SFN+GM 

Gasto urinario (mL/día/100 g PC) 5.9±0.5 5.7±1.4 8.4±0.9 6.7±1.1 

Peso corporal (g) 238.9±5.1 227.0±4.4 226.0±4.0 222.2±3.4 

Peso riñón derecho (g) 0.89±0.02 0.91±0.03 1.13±0.04* 1.12±0.03* 

Relación PR/PC (%) 0.37±0.01 0.40±0.01 0.50±0.01* 0.50±0.01* 

PR: peso renal; PC: peso corporal. Los datos son promedio ± EEM (n=8-12). *P<0.001 vs. CT. 

Al momento del sacrificio, el riñón derecho de cada rata se removió y se pesó. Se 

encontró un aumento significativo en el peso promedio de los riñones, así como en la 

relación PR/PC, en las ratas de los grupos GM y SFN+GM, con respecto a los grupos 

CT y SFN (Tabla 4). Esta observación permitió vislumbrar un efecto de la GM sobre los 

riñones de las ratas tratadas. 

6.2.1. El tratamiento con SFN atenúa la disfunción y el daño renal inducidos por 

GM en ratas 

Los niveles de creatinina en plasma aumentaron significativamente debido al 

tratamiento con GM (Figura 19A). El grupo GM presentó un nivel de creatinina en 

plasma 2.2 veces mayor que el del grupo control. La protección en la función renal 

comienza a hacerse evidente con una disminución de alrededor del 33% de la 

creatinina plasmática en el grupo SFN+GM con respecto al grupo GM (P<0.01 vs GM). 

La tendencia observada es correspondiente con las que se obtuvieron para los 

parámetros depuración de creatinina (Figura 19B), BUN (Figura 19C) y GPx en plasma 

(Figura 19D). La depuración de creatinina experimentó una caída en el grupo de daño 

(GM) de un poco más del 50% con respecto a las ratas tratadas con los vehículos. El 
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tratamiento con SFN en las ratas del grupo SFN+GM permitió una recuperación de casi 

un 75% de la capacidad de depuración con respecto a las ratas control. La acumulación 

de nitrógeno ureico en sangre, en el grupo de daño alcanzó aproximadamente el doble 

del nivel presentado en el grupo control (P<0.001). En el grupo co-administrado con 

SFN y GM hay una recuperación parcial de los niveles de BUN (P<0.01 vs. GM). La 

actividad de la enzima GPx experimenta una caída en el grupo GM de 1 U/mL con 

respecto al grupo control. Sin embargo, en el grupo de co-administración hay una 

recuperación parcial de la actividad, 75% la del control (P<0.01) y 33% mayor que en 

GM (P<0.05). Las actividades de GPx en plasma de los grupos CT y SFN fueron 

similares. 

 

Figura 19. Creatinina en plasma (A), depuración de creatinina (B), BUN (C) y actividad 

de GPx en plasma (D). Los datos son promedio  EEM. ANOVA de una vía seguida de 
prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni. *P<0.001 vs CT; #P<0.01 vs GM. 
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La excreción urinaria elevada de proteínas totales (3.6 veces la del grupo CT) y de la 

enzima lisosomal NAG (12.2 veces la del grupo CT) en el grupo GM dan cuenta del 

marcado daño tubular inducido por la GM (figura 20A-B). Hay una atenuación 

importante en la proteinuria y la excreción de NAG debido al tratamiento con SFN, 

hasta valores 41% y 66% respectivamente, menores que en el grupo GM (P<0.001). 

 

Figura 20. Excreción urinaria de proteína total (A) y NAG (B). Los datos son promedio  
EEM. ANOVA de una vía seguida de prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni. 
*P<0.001 vs CT y SFN; #P<0.001 vs GM. 
 

6.2.2. El tratamiento con SFN disminuye las alteraciones histológicas renales 

inducidas por GM 

La tinción con H&E de los cortes renales obtenidos dan evidencia de un importante 

daño del tejido, situado principalmente hacia la corteza renal de las ratas del grupo GM. 

El edema, visible en el tejido (cruz en la Figura 21D), apoya la idea de que el daño es 

predominantemente por necrosis tubular; sin embargo, se observan núcleos pequeños 

teñidos intensamente con hematoxilina que indicarían también un fenotipo apoptótico 

de muerte. Se puede apreciar pérdida de la superficie en forma de cepillo del epitelio de 

túbulos proximales, así como restos celulares y contenido citoplásmico en la luz tubular. 

En algunos casos se encontró obstrucción total de los túbulos y pérdida completa de la 

estructura (asteriscos en la Figura 21D), así como aplanamiento de las paredes 

tubulares (flechas en la Figura 21D).  
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Figura 20. Histopatología renal representativa de las ratas estudiadas (tinción con 
H&E). Se observan secciones de la corteza renal con pérdidas en las estructuras en 
borde de cepillo del epitelio de túbulos proximales en el grupo GM (C). Los asteriscos 
representan obstrucción de la luz tubular o pérdida completa de la estructura tubular. 
Las flechas indican aplanamiento de las paredes tubulares. La cruz indica edema. 
Todas estas alteraciones se disminuyeron considerablemente en el grupo SFN+GM (D). 
Los grupos CT (A) y SFN (B) mostraron histologías normales (40X). 
 

El porcentaje cuantificado de túbulos afectados fue de aproximadamente el 88% y el de 

área dañada por túbulo fue del 71% (Figura 22A-B). En el tejido del grupo SFN+GM el 

daño se manifestó en alrededor de un 31% de los túbulos cuantificados y el área 

dañada por túbulo fue del 17%, con diferencias significativas a P<0.001. También en los 

riñones de ratas tratadas con GM y SFN, se percibieron células de mayor tamaño y 

algunos núcleos presentaron una apariencia pre-mitótica. Las secciones examinadas de 

las ratas de los grupos CT y SFN presentaron histologías normales sin alteraciones 

estructurales (Figuras 21A y 21B). 
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Figura 22. Porcentajes de túbulos dañados (A) y área dañada por túbulo (B). CT y SFN 
no presentaron túbulos dañados. Los datos son promedio  EEM. ANOVA de una vía 
seguida de prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni. *P <0.001 vs GM. 
 

6.2.3. El SFN reduce la muerte tubular apoptótica inducida por GM en ratas 

En la figura 23C se pueden apreciar células tubulares -e incluso glomerulares- positivas 

a TUNEL en el grupo de ratas tratadas sólo con GM. Se observan núcleos teñidos 

intensamente representando apoptosis temprana, así como tinción citoplásmica más 

tenue que evidencia células apoptóticas en una fase más tardía. La positividad TUNEL, 

expresada como densidad total de tinción en 106 µm2, es mayor en el grupo GM, 

aproximadamente 3,3 veces, con respecto al grupo CT; mientras que en el grupo 

SFN+GM, la densidad es 1.6 veces mayor, con una diferencia significativa a P<0.01, 

con respecto al grupo GM y sin diferencias con respecto al control (Figura 24). 

6.2.4. El SFN disminuye la nitración de proteínas inducida por GM en ratas 

Fue evidente la mayor inmunotinción de 3-NT en el grupo GM con relación al grupo 

control. Esta estuvo más localizada hacia los túbulos proximales e incluso se puede 

observar inmunotinción en el epitelio parietal de Bowman (Figura 25). También es 

notable que en el grupo en el que se co-administró GM y SFN, el marcaje 3-NT es 

menor con respecto al grupo de administración de GM solamente. La densidad de 

tinción en el grupo GM fue aproximadamente seis veces la observada en el grupo CT y 

aproximadamente 14 veces la observada en el grupo SFN+GM (P<0.05, Figura 26). 
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Figura 23. Detección de apoptosis por TUNEL. Las secciones de corteza renal de las 
ratas tratadas con GM muestran núcleos intensamente teñidos, indicando células 
tubulares en apoptosis temprana (C). Se ven varios núcleos positivos a TUNEL en los 
glomérulos (C). La tinción más débil representa células en fases más tardías de la 
apoptosis. La apoptosis fue atenuada significativamente en el grupo SFN+GM (D). Las 
secciones renales de los grupos CT (A) y SFN (B) muestran tinción basal (40X). 
 

 

Figura 24. Análisis cuantitativo de apoptosis, detectada por TUNEL en tejido de ratas 
tratadas con GM y SFN. La inmunotinción se expresa como densidad total de tinción en 
106 µm2 x 103. Los datos son promedio  EEM. ANOVA de una vía seguida de prueba 
de comparaciones múltiples de Bonferroni. *P<0.001 vs CT y SFN; #P<0.001 vs GM. 
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Figura 25. Detección inmunohistoquímica de 3-NT. Es notable la immunoprevalencia 
de 3-NT en el grupo GM (C), con respecto a los grupos SFN+GM (D), CT (A) y SFN (B). 
Esta se expresó principalmente en el epitelio tubular y en el epitelio parietal de Bowman 
(40X). 
 

 

Figura 26. Cuantificación de la inmunotinción contra 3-NT en tejido de ratas tratadas 
con GM y SFN, expresada como densidad total de tinción en 106 µm2 x 103. Los datos 
son promedio  EEM. ANOVA de una vía seguida de prueba de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. *P<0.05 vs CT; #P<0.05 vs GM. 
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6.2.5. La actividad de las enzimas CAT y GPx se preserva parcialmente en ratas 

tratadas con GM y SFN 

Se observó una disminución importante en la actividad de CAT en riñón de las ratas del 

grupo GM con respecto al grupo CT (P<0.001). El tratamiento con SFN en el grupo 

SFN+GM restableció parcialmente la actividad hasta aproximadamente un 71% de la 

observada en el grupo CT (P<0.05 vs. GM; Figura 27A).  Un comportamiento similar se 

observa con la GPx renal en el grupo de ratas tratadas con GM (Figura 27B). La 

actividad disminuye de manera significativa, hasta aproximadamente un 68% de la 

actividad observada en el grupo CT (P<0.001). Se consigue una recuperación parcial de 

la actividad de GPx mediante el tratamiento con SFN; en el grupo SFN+GM la actividad 

es 23% mayor que en el grupo GM (P<0.05). 

 

Figura 27. Actividades enzimáticas de CAT (A) y GPx (B) en riñón. Los datos son 
promedioEEM. ANOVA de una vía seguida de prueba de comparaciones múltiples de 
Bonferroni. *P<0.001 vs CT; #P<0.05 vs GM. 
 

La Tabla 5 presenta los resultados obtenidos para la actividad de otras enzimas 

antioxidantes de la corteza renal. La actividad SOD total, la enzima mitocondrial Mn-

SOD y GST no presentaron alteraciones por el tratamiento con GM. Sólo la actividad de 

GR resultó disminuida en aproximadamente un 16% con respecto al grupo CT (P<0.05), 

sin que el tratamiento con SFN en el grupo SFN+GM consiguiera amortiguar este 

descenso. 
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Tabla 5. Actividad de las enzimas antioxidantes SOD total, Mn-SOD, GST y GR en 
corteza renal de las ratas bajo estudio. 

 CT SFN GM SFN+GM 

SOD total (U/mg de proteína) 45.8±0.9 46.5±1.4 47.3±1.2 47.7±1.5 

Mn-SOD (U/mg de proteína) 18.2±0.5 19.5±1.1 19.6±0.8 18.9±1.7 

GST (μmol/min/mg de proteína) 0.15±0.00 0.14±0.00 0.13±0.00 0.14±0.01 

GR (μmol/min/mg de proteína) 0.19±0.01 0.19±0.01 0.16±0.01* 0.17±0.01 

SOD: superóxido dismutasa; Mn-SOD: superóxido dismutasa manganeso (mitocondrial); GST: glutatión 
S-transferasa; GR: glutatión reductasa. Los datos son promedio ± EEM (n=8-10). *P<0.05 vs. CT. 
 

6.2.6. El SFN aumenta la tasa de regeneración tubular en riñón de ratas 

nefrotóxicas tratadas con GM 

El marcador de proliferación celular, PCNA, presentó mayor inmunitinción en el grupo 

SFN+GM que en las ratas del grupo GM (Figuras 28C, 28D y 29). La regeneración 

celular fue más evidente en túbulos de la corteza renal. Si bien se aprecia un buen 

número de núcleos teñidos en el grupo GM (Figura 28C), no resultaron diferencias 

significativas con respecto al grupo CT (Figura 29). El tratamiento sólo con SFN no 

tiene ningún efecto en la proliferación de células del parénquima renal (Figuras 28B y 

29).  

 

7. DISCUSIÓN 

Velasco-Velázquez y colaboradores (2006) obtuvieron una disminución en la viabilidad 

celular (determinada mediante el método de cristal violeta) de la magnitud observada en 

este ensayo usando el mismo protocolo de 72 horas de tratamiento con GM. Resulta 

llamativo el aumento que se ve en la reducción de MTT en los grupos tratados sólo con 

SFN, excepto a una concentración de 10 µM. Se ha observado que el SFN en bajas 

dosis promueve la proliferación de células troncales mesenquimales humanas, mientras 

que a altas dosis tiene efectos citotóxicos (Zanichelli et al., 2012). Inicialmente, podría 

inferirse que el efecto protector que se observa se debe a un aumento en la 

proliferación celular provocado por el SFN, sin embargo, es preciso determinar esto 

evaluando la proliferación celular mediante una técnica adecuada para establecer si 
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existe tal aporte. Si bien los ensayos basados en la reducción de MTT se usan 

ampliamente para medir el potencial citotóxico de un compuesto y son aceptados en la 

detección de pérdidas en la supervivencia/viabilidad celular, estos miden la función 

mitocondrial (Sumantran, 2011). Es posible que  el efecto que se esté observando en 

los grupos de incubación con sólo SFN, sea un aumento en la función mitocondrial o 

quizás un aumento en la biogénesis mitocondrial, y que esto pueda estar mediando la 

protección celular. Ya se ha planteado que la biogénesis mitocondrial puede ser 

mediada también por el factor Nrf2 (MacGarvey et al., 2012; Piantadosi et al., 2008), sin 

embargo, aún no se ha determinado que el SFN induzca tal efecto. 

 

Figura 28. Detección inmunohistoquímica de PCNA. Se observan células de túbulo 
proximal positivas a PCNA en el grupo GM (C), sin que haya diferencias con respecto a 
CT (A) y SFN (B). En el grupo SFN+GM (D) se puede observar un número mayor de 
células positivas (40X). 
 

En el estudio in vivo, se observa claramente el efecto nefrotóxico de la GM, traducido 

en una alta excreción de NAG, señales histológicas de daño, apoptosis e 

inmunodetección de proteínas nitradas, localizados principalmente en túbulos 

proximales (corteza renal) de ratas del grupo GM. Se confirma que la disfunción renal 
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es mediada por toxicidad tubular proximal directa, lo que concuerda con los reportes de 

nefrotoxicidad específica de los aminoglicósidos hacia el segmento S1-S2 de los túbulos 

(Cristofori et al., 2007). Además, se encontró que la GM induce un aumento en el peso 

renal que puede relacionarse con el edema provocado por la predominante necrosis 

tubular. Este hallazgo está en acuerdo con informes previos (Murakami et al., 1998; 

Said, 2011). En general, se observó una clara atenuación del daño renal y un 

mejoramiento en la función renal en las ratas co-administradas con SFN y GM.  

 

Figura 29. Cuantificación de la inmunotinción contra PCNA en tejido de ratas tratadas 
con GM y SFN, expresada como porcentaje de núcleos positivos a PCNA. Los datos 
son promedio  EEM. ANOVA de una vía seguida de prueba de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. *P<0.05 vs GM. 
 

El mayor número de células tubulares en regeneración visto mediante examen 

histológico y confirmado mediante inmunohistoquímica de PCNA en los cortes de ratas 

co-tratadas con SFN y GM, se suma al indicio de proliferación celular que se observa 

con los aumentos en la viabilidad (reducción de MTT) de las células tratadas sólo con 

SFN. Sin embargo, los argumentos para concluir que el efecto protector observado en 

ratas ocurrió por un aumento en la proliferación de las células tubulares no son 

completos. Xie y colaboradores (2001) observaron que después de un insulto con GM 

(150 mg/Kg/día) vía SC durante cinco días en ratas Wistar, el riñón comienza a 

recuperarse y a mostrar células positivas a PCNA el sexto día después de la primera 

inyección, con una mayor expresión sobre el décimo día. Es posible que el SFN, tras su 

efecto protector, sólo esté adelantando este periodo de recuperación, que 
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eventualmente ocurriría sin el tratamiento con SFN. Como ya se mencionó, un ensayo 

de proliferación celular en cultivo permitiría corroborar si existe mediación de una 

inducción en la proliferación celular.  

Aunque no se estableció que la muerte apoptótica observada en túbulos de la corteza 

renal se diera a través de la ruta intrínseca mitocondrial, los reportes que señalan a la 

mitocondria como blanco de la GM en la nefrotoxicidad (Lopez-Novoa et al., 2011; 

Morales et al., 2010) y los informes de preservación de la función mitocondrial del SFN 

en diferentes modelos de nefropatía (Gaona-Gaona et al., 2011; Guerrero-Beltrán et al., 

2010), permiten sugerir que el SFN estaría previniendo la apoptosis intrínseca.  

La menor abundancia de proteínas nitradas en el grupo de ratas SFN+GM con relación 

al grupo GM, permite hacer algunas aproximaciones: el ONOO- puede reaccionar con 

diferentes biomoléculas incluyendo residuos de aminoácidos tales como cisteína, 

metionina, triptófano y tirosina, provocando cambios en la estructura y la función 

proteica. Se genera a partir de la reacción entre el O2
•− y el óxido nítrico (NO•) (Chirino 

et al., 2004). Está plenamente demostrado que en la toxicidad renal de la GM están 

implicadas la producción mitocondrial de O2
•− y la producción de NO• a través de la 

inducción de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), mediada por el factor 

transcripcional NF-κB (Manikandan et al., 2011; Pedraza-Chaverri et al., 2004). Es 

posible que el efecto nefroprotector del SFN pueda estar relacionado con una inhibición 

en la producción mitocondrial de O2
•− inducida por GM. Si bien en este estudio no se 

detectaron alteraciones significativas en la actividad de la enzima antioxidante Mn-SOD 

ni en la actividad SOD total, en ninguno de los grupos experimentales (Tabla 5), sí se 

informaron anteriormente deficiencias en la Mn-SOD en riñones de ratas tratadas con 

GM (Maldonado et al., 2003; Pedraza-Chaverri et al., 2000). No obstante, se ha 

observado previamente el efecto protector del SFN en la actividad de enzimas 

citoprotectoras renales en modelos de toxicidad que involucran daño mitocondrial 

(Guerrero-Beltrán et al., 2010). Por otra parte, el efecto nefroprotector del SFN también 

puede atribuirse, por lo menos en parte, a su actividad inhibitoria de NF-κB (Guerrero-

Beltrán et al., 2012; Song et al., 2009), controlando así la producción de NO•.  
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Se ha demostrado que la actividad de CAT resulta afectada por su alta susceptibilidad a 

la carbonilación mediada por las ERO (Pena et al., 2011) y que GPx puede inactivarse 

por NO•, compuestos carbonílicos o una disminución en el nivel de GSH (Kinter y 

Roberts, 1996; Miyamoto et al., 2003). Sin embargo, debe considerarse y discutirse la 

posibilidad de que las caídas en la actividad enzimática de CAT y GPx, observadas en 

este estudio, se relacionen con el grado de daño tisular y la consecuente disminución 

de células y estructuras celulares funcionales en el tejido. En este sentido, el alto 

porcentaje de túbulos dañados y de área dañada por túbulo (88% y 71%, 

respectivamente), no es consistente con la pérdida de actividad enzimática, que fue de 

alrededor del 30% en ambas enzimas. Debería observarse un patrón similar con las 

enzimas SOD, Mn-SOD y GST, pero en este estudio, no presentaron cambios en 

ninguno de los grupos (Tabla 5). A este respecto, medir actividades enzimáticas en 

túbulos proximales aislados, sería una práctica recomendable. Como se observa en los 

resultados de histopatología, TUNEL e IHQ para 3-NT, el daño se concentra en las 

estructuras tubulares. Se podría estar desestimando el aporte glomerular a la actividad 

enzimática total de la corteza renal, cuando se analiza una correlación con el tejido 

renal afectado. 

La Figura 30 resume algunos de los aspectos discutidos hasta aquí, que podrían estar 

involucrados en el efecto renoprotector del SFN, observado en estos modelos de 

estudio. 

 

8. CONCLUSIONES 

El SFN protege las células epiteliales de túbulo proximal renal de la línea LLC-PK1 de la 

muerte inducida por el antibiótico GM cuando se incuba 24 horas antes y durante 72 

horas de exposición al antibiótico.  El SFN protegió las células cuando se incubó en 

concentraciones de 1, 3, 5 y 7.5 µM, presentando su mejor nivel de citoprotección a 5.0 

µM. 

El tratamiento con SFN administrado en dosis de 1 mg/Kg/día durante cuatro días 

atenúa el daño y las alteraciones en la función renal, las alteraciones histológicas, la 
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muerte tubular apoptótica, el daño oxidante/nitrante y la caída en la actividad de las 

enzimas antioxidantes renales CAT y GPx inducidos por GM (70 mg/Kg/12 h durante 4 

días) en ratas Wistar. Además, el SFN permite una regeneración más rápida del 

parénquima renal cortical. 

 

Figura 30. Posibles mecanismos involucrados en la protección del SFN en la 
nefrotoxicidad inducida por GM. BM: biogénesis mitocondrial; EAO: enzimas 
antioxidantes; ERO: especies reactivas de oxígeno; CTE: cadena de transporte de 
electrones; GM: gentamicina; iNOS: sintasa del óxido nítrico inducible; NF-κB: factor 
nuclear kappa B; NRF 1: factor nuclear respiratorio 1; Nrf2: factor 2 relacionado a NF-
E2; PMM: potencial de membrana mitocondrial; SFN: sulforafano; TPM: transición de la 
pearmibilidad mitocondrial; ¿?: mecanismo pobremente entendido. 
 

Es posible que la citoprotección observada esté soportada total o parcialmente en 

eventos de proliferación de células tubulares y/o de biogénesis mitocondrial. Sin 

embargo, estos aspectos deben ser estudiados con más detalle. 
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9. PERSPECTIVAS 

Determinar en cultivos celulares la producción celular de ERO, pero especialmente la 

generación mitocondrial de O2
•−, y la de NO• mediada por iNOS y NF-κB, para así 

evaluar la participación de estos eventos en la prevención de la muerte celular. 

También evaluar el potencial de membrana mitocondrial (PMM) y la inducción del poro 

TPM, mecanismos que, se demostraron anteriormente, median la muerte celular 

inducida por GM. 

Evaluar si el SFN induce la biogénesis mitocondrial a través del factor transcripcional 

Nrf2 y si esta se encuentra involucrada en la prevención de la muerte tubular inducida 

por GM. Este estudio, podría incluso hacerse extensivo a otros antioxidantes que 

inducen la traslocación nuclear de Nrf2, como la curcumina y el ácido 

nordihidrogüayarético (NDGA). Es importante verificar que la prevención en la muerte 

tubular apoptótica se da de manera dependiente de la mitocondria. Esto puede hacerse 

estudiando la expresión de caspasas 3 y 9, entre otros marcadores.  

Paralelo a los estudios de biogénesis mitocondrial se deben llevar a cabo estudios de 

proliferación celular inducida por SFN en cultivo. De observarse un aumento en la 

proliferación celular mediado por el SFN, sería interesante iniciar un estudio de los 

mecanismos y rutas implicadas en este efecto.  
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